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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Unser Immunsystem wird durch eine Reihe von interzellularen Botenstoffen reguliert,
wobei Chemokine eine zentrale Rolle spielen. Diese von Kérperzellen produzierten
Molekule binden an Chemokinrezeptoren auf Zelloberflachen, was zur Bewegung oder
Aktivierung von Immunzellen fuhren kann. Ein komplexes Netzwerk aus einer Vielzahl
von Chemokinen und Rezeptoren ermdglicht eine vielfaltige Kommunikation, zu dessen

Entschlisselung diese Arbeit einen Beitrag leisten soll.

1.1.1 Eigenschaften von Chemokinen

Chemokine sind kérpereigene Botenstoffe und gehdren zur Gruppe der chemotaktisch
wirkenden Zytokine, von denen bis heute etwa 50 verschiedene Vertreter bekannt sind
(Bachelerie et al. 2014, Nagarsheth et al. 2017). Gemeinsam haben Chemokine eine
relativ kleine MolekilgréBe von etwa 10 kDa und eine verwandte dreidimensionale
Struktur (Miller et al. 2017). Ihre ahnliche dreidimensionale Struktur erhalten Chemokine
durch Disulfidbricken zwischen bestimmten Cystein-Resten. Vom N-Terminus
ausgehend, lassen sich Chemokine anhand der Konfiguration der ersten beiden Cystein-
Reste in vier Gruppen einteilen (Miller et al. 2017). Nach internationaler Nomenklatur
werden Chemokine benannt, indem dem Gruppen-Préfix der Buchstabe ,L“ fir ,Ligand®
folgt und eine aufsteigende Zahl angestellt wird. Beispielsweise beschreibt CCL5 den
CC-Chemokin-Ligand Nr. 5 (Bachelerie et al. 2014).

Funktionell unterscheidet man homd&ostatische von inflammatorischen Chemokinen
(Moser et al. 2004). Erstgenannte werden kontinuierlich exprimiert und tragen zur
Immuntoleranz, Reifung und Verteilung von Immunzellen im Gewebe bei (Zlotnik et al.
2012). Inflammatorische Chemokine wie CCL2 steuern dagegen die Aktivierung und
Migration von Immunzellen bei entziindlichen Prozessen (Daly et al. 2003, Zlotnik et al.
2012). Diese Einteilung versteht sich nicht als strikt, sondern dient, aufgrund von
Doppelfunktionen einiger Chemokine, nur als Orientierung (Moser et al. 2004). Neben
ihrer bekanntesten Eigenschaft, gerichtete Migration von Leukozyten auszul®sen,
nehmen Chemokine Einfluss auf die Organo- und Angiogenese und spielen eine
wichtige Rolle in der Biologie und Metastasierung vieler Tumore (Mdller et al. 2001,
Murakami et al. 2004, Strieter et al. 2005, Zlotnik et al. 2011). Die unterschiedlichen und

weitreichenden Einfliisse von Chemokinen auf bestimmte Prozesse des Kérpers werden
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in defizienten Mausmodellen deutlich. Beispielsweise haben CCL22-defiziente Mause
unter homdostatischen Bedingungen einen unauffalligen Phanotyp, welcher jedoch bei
Immunaktivierung durch eine UberschieBende Immunantwort aufféllt (Rapp et al. 2019).
Auch CXCL4-defiziente Tiere unterscheiden sich im Wachstum zunéchst nicht von
Wildtyp-Tieren, weisen jedoch einen schwereren Verlauf einer Influenza-Infektion auf
(Guo et al. 2017). Eine CXCL12-Defizienz bei Mausen ist dagegen nicht mit dem Leben
vereinbar und fuhrt durch die Rolle des Chemokins bei der Angio- und Organogenese

bereits in der Embryonalperiode zum Tod (Ratajczak et al. 2006, Tachibana et al. 1998).

Posttranslational kbnnen Chemokine eine Vielzahl von Modifikationen durchlaufen, die
ihr Wirken wesentlich beeinflussen. Neben Di- und Oligomeren von Homo- oder
Heteromeren kann auch die Peptidkette einzelner Chemokine direkt moduliert werden
(Allen et al. 2007, Proudfoot et al. 2003). Matrix-Metalloproteasen (MMPs) oder das
Enzym Dipeptidyl-Peptidase 4/CD26 (DPP4) kdénnen durch Abspaltung einzelner
Peptide die Bindungseigenschaften von Chemokinen grundlegend modulieren
(Antonsson et al. 2010, McQuibban et al. 2002, Richter et al. 2014, Van Damme et al.
1999, Wolf et al. 2008). So bindet beispielsweise CCL4 durch DPP4-abhangige
Modifikation zusatzlich an CCR1, wahrend sich die Bindungsstarke von CXCL12
verringert (Christopherson et al. 2002, Guan et al. 2002). Fur einige Chemokine wie
CCL11, CXCL9 oder CXCL10 ist ein kompletter Funktionsverlust durch die Spaltung
mittels DPP4 beschrieben (Aiuti et al. 1997, Broxmeyer et al. 2008, Proost et al. 2001,
Struyf et al. 1999). Neben der bekannten Rolle im Glucosestoffwechsel wurde DPP4
aufgrund des zusatzlichen Einflusses auf Chemokine bereits im Mausmodell als
Therapieziel bei Tumorerkrankungen genutzt. So fihrt der DPP4-Inhibitor Sitagliptin
beim malignen Melanom zur verbesserten T-Zell Infiltration und starkerem Ansprechen
einer Chemotherapie sowie Checkpoint-Blockade in vivo durch den Erhalt von biologisch
aktivem CXCL10 (Barreira da Silva et al. 2015).

1.1.2 Eigenschaften von Chemokinrezeptoren

Chemokine  wirken Uber die Bindung an Chemokinrezeptoren. Diese
Membranrezeptoren gehdren mit ihren sieben Transmembrandoménen zur Familie der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Chemokinrezeptoren finden sich in erster
Linie auf der Zelloberflache von Leukozyten, werden aber auch von anderen Zelltypen
exprimiert. Die Einteilung der bisher entdeckten 19 Chemokinrezeptoren erfolgt analog
zu den Chemokinen in C-, CC-, CXC und CXB3C-Rezeptoren. Die Klasse der

gebundenen Chemokine gibt die aufsteigende Nomenklatur vor. So bindet
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beispielsweise der CC-Rezeptor 4 (CCR4) ausschlieBlich CC-Chemokine. Neben
diesem Regelfall gibt es auch Chemokinrezeptoren wie CCR5, die familienlbergreifend

Liganden binden, oder sogar durch Nicht-Chemokine aktiviert werden.

Das two-site-Modell von Crump et al. beschreibt das Grundkonzept der Abldufe einer
Bindung an Chemokinrezeptoren (Crump et al. 1997). Zentrale Rolle dabei spielen die
N-Termini beider Bindungspartner, wodurch eine Konformationsédnderung am Rezeptor
erfolgt und intrazellulére Signalkaskaden in Gang gesetzt werden. In den letzten Jahren
wurden neue Prinzipien der Rezeptorbindung und -aktivierung entdeckt, die die
Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor als deutlich variabler und komplexer
erkennen lassen. Neben mdglichen Dimerisierungen und posttranslationalen
Modifikationen beider Bindungspartner flieBen multiple Bindungsstellen, der Einfluss der
extrazelluldren Schleifen und mehrere mégliche Konformationen der Rezeptoren mit in

das Uberarbeitete multi-site / multi-variable Modell ein (Kleist et al. 2016).

Aktivierte Chemokinrezeptoren fuhren in der Regel zum Calciuminflux und haben
abhangig von der Signaltransduktion Einfluss auf Genexpression, Zellstoffwechsel und
Migration einer Zelle. Die Signalkaskaden enden, wenn die Rezeptor-assoziierten G-
Proteine wieder assoziieren (Murphy et al. 2014). Nach Aktivierung werden
Chemokinrezeptoren im Regelfall nach kurzer Zeit Uber Clathrin-vermittelte Endozytose
internalisiert, wodurch eine zeitliche begrenzte Desensibilisierung der Zelle fur weitere

Chemokine erreicht wird.

Neben klassischen Chemokinrezeptoren gibt es die Gruppe der atypischen
Chemokinrezeptoren (ACKR), von denen mit dem Duffy Antigen Rezeptor (ACKR1),
dem D6-Rezeptor (ACKR2), CXCR7 (ACKR3) und CCR11 (ACKR4) vier identifiziert
wurden (Bachelerie et al. 2014). Diese Rezeptoren vereint die Eigenschaft Chemokine
durch Internalisierung und Abbau abzufangen, wobei sie nicht mit G-Proteinen assoziiert
sind und somit keine Migration vermitteln. Insgesamt hat sich die Vorstellung, ACKRs
seien ,stumme Chemokinrezeptoren®, die Chemokine lediglich abbauen, in den letzten
Jahren gewandelt. Es gilt als erwiesen, dass ACKRs groB3en Einfluss auf die Wirkung
von Chemokinen haben und deren Interaktion mit klassischen Chemokinrezeptoren
modulieren. Beispielsweise schitzt ACKR2 auf Trophoblasten den Embryo Uber den
Kontakt zum mdatterlichen Blut und den dortigen Chemokinen vor Entzindung und
AbstoBungsreaktion (Madigan et al. 2010, Martinez de la Torre et al. 2007). Weiter
zeigen ACKRS3-defiziente (ACKR3”) Mause schwere Fehlentwicklungen und sind
oftmals nicht lebensféhig (Gerrits et al. 2008, Sierro et al. 2007). Daher stellen ACKRs
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heute bereits ein potenzielles Ziel neuer Chemokin-gerichteter Therapien dar (Bonecchi
et al. 2016).

1.1.3 Redundanz bei Chemokin-Rezeptor-Bindungspaaren

Die Anzahl mdéglicher Bindungspartner von Chemokinen und Chemokinrezeptoren ist
sehr variabel. So gibt es neben ,promiskuitiven Rezeptoren wie CCR1 und CXCR2 mit
bis zu zehn Bindungspartnern auch ,monogame“ Bindungspaare wie CXCL12 und
CXCR4 oder CCL20 und CCR6. Dabei interagiert kein Chemokin mit nur einem
einzelnen Zelltyp, sondern einzelne Zellen interagieren Uber die Expression mehrerer
Rezeptoren mit unterschiedlichen Chemokinen. So entsteht ein komplexes
Kommunikationsnetzwerk, das in Teilen redundant zu sein scheint (Mantovani et al.
1999).
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Atypische  Chemokine Rezeptoren Exprimierende Zelltypen
Rezeptoren exeL

CXCL2

CXCL3 CXCR1 N, Mo, NK, MC, Ba, DC, CD8* T,

CXCL5 Treg, EC, Ca

CXCL6

CXCL7 CXCR2 N, Mo, NK, MC, Ba, DC, T, EC, Ca

CXCL8

CXCLAL1-~___

CXCL4-------"Z==5, CXCR3 B, Th1, CD8* T, DC, NK, Treg

CXCL9

CXCL1(7

CXCL11 CXCR4 Vielzahl von Leukozyten, NHC
e

CXCL12

CXCL13 CXCR5 B, CD8*T

CXCL14==-=---o____ 2

CXCL16 CXCR®6 Th1, Th17, Treg, Thym, NHC

CXCL17-=--—oo___ 2

DC, Mo, M®, Th2, CD4*T,
CD8* T, Treg, Thym, NHC

Mo, M@, Th1, DC, Ba, NK

N, Mo, M®, Th1, Tmem, Ba, DC,

CCL5 NHC

CCL7<
Eo, Ba, Th2, MC, DC, PC, NHC

DC, Mo, M®, NK, Th1, Th17,
Treg, CTL, NHC

Th2, Th17, Treg, DC, Mo, B,
CD4+T, CD8*T, Ca

Th17, NK, Treg

DC, Thym, B, Tn, Tmem

Thym, B, DC

T, Fb EC, Me, Ca

XCLA1 .
xoL2————XCR1 CD8* DC

cxscLi———  CX3CR1 Mo, M®, Th1, CTL, DC, NK, N

Abbildung 1: Spezifitit von Chemokinen fiir Chemokinrezeptoren und Verteilung
der Chemokinrezeptoren auf Leukozyten-Subpopulationen. Ba: Basophiler
Granulozyt; Ca: Tumorzelle; CTL: Cytotoxische T-Zelle, EC: Endothelzelle; Eo,
Eosinophiler Granulozyt; Fb: Fibroblast; MC: Mastzelle; Me: Melanozyt; Mo: Monozyt;
M®: Makrophage; N: Neutrophiler Granulozyt; NK: Natirliche Killerzelle; NHC: nicht-
héamatopoetische Zelle; PC: Plasmazelle; T: T-Zelle; Th1, Typ1 T-Helferzelle; Th17: Typ-
17-T-Helferzelle, Tmem: memory T-Zelle, Tn: naive T-Zelle; Thym: Thymozyt; Treg:

regulatorische T-Zelle. Adaptiert nach Bachelerie et al. 2014.
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Es ist anzunehmen, dass durch raumlich-zeitliche Verteilung der Chemokin- und
Chemokinrezeptorexpression die Immunantwort dynamisch feingesteuert wird. So
kénnen Mause, die defizient flr einzelne Chemokinrezeptoren sind, auch erst im
Rahmen von Entziindungen Auffélligkeiten in der Verteilung von Immunzellen zeigen
(Dyer et al. 2019). Ebenso kénnen mehrere Liganden eines einzelnen Rezeptors
sequenziell wirken (Mariani et al. 2004, Vestergaard et al. 2000). Eine weitere
Erklarungsmdglichkeit fur das Vorhandensein mehrerer Liganden einzelner Rezeptoren
ist das sogenannte ,biased signaling“ (Corbisier et al. 2015), was unterschiedliche
Signalwege mehrerer Liganden an einem einzelnen Rezeptor beschreibt und inzwischen
ein fest etabliertes Prinzip von Chemokinrezeptoren ist (Jargensen et al. 2018). In der
Zusammenschau ist davon auszugehen, dass die scheinbare Redundanz in vivo dazu

dient, Chemokinsignale raumlich und zeitlich zu modulieren.

1.1.4 Die klinische Bedeutung von Chemokin-Rezeptor-Achsen

Chemokine steuern grundlegende Funktionen des Immunsystems. Aus diesem Grund
spielen sie auch in der Pathogenese von zahlreichen Krankheiten eine wichtige Rolle.
Dies konnte fir Atherosklerose, Infektionserkrankungen, sowie allergische und
atopische Erkrankungen gezeigt werden (Berger et al. 1999, Horikawa et al. 2002,
Kakinuma et al. 2002, Lederman et al. 2006, Murdoch et al. 2000, Soehnlein et al. 2013,
Vijayanand et al 2010). Auch in der Tumorimmunologie beeinflussen
Chemokinrezeptoren das Krankheitsgeschehen. Tumore kénnen Chemokinrezeptoren
nutzen, um lokal invasiv und metastasierend zu wachsen (Gupta et al. 2014, Johnson et
al. 2010, Singh et al. 2004). Chemokine steuern ebenso die Infiltration von Immunzellen,
die zur Tumorbekdmpfung unabdingbar sind. Klassische Chemotherapeutika wie
Alkylantien, Cisplatin oder Anthrazykline entfalten ihre antitumorale Wirkung neben
direkten cytotoxischen Effekten auch Uber die Induktion von Chemokingradienten (Hong
et al. 2011, Sistigu et al. 2014). Daneben wurde auch fir neue Therapien wie
Checkpoint-, CDK4/6- und PARP-Inhibitoren gezeigt, dass deren Wirkung Uber
Chemokinrezeptoren vermittelt wird (Bronger et al. 2019, Chow et al. 2019, Flomenberg
et al. 2005, Pantelidou et al. 2019, Peng et al. 2012).

Aufgrund ihrer zentralen Rolle bei Allergien, Infektions- und Tumorerkrankungen stellen
Chemokinrezeptoren wichtige Zielstrukturen in deren Therapien dar (Charo et al. 2006,
Ha et al. 2017, Trivedi et al. 2018). Bisher haben drei Chemokin-gerichtete Medikamente

eine Zulassung erhalten. Der CCR5-Antagonist Maraviroc ist seit 2007 als
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Kombinationstherapie im Rahmen einer HIV-Infektion zugelassen (Fatkenheuer et al.
2005, Parra et al. 2011). Plerixafor erhielt als CXCR4 Antagonist 2009 die Zulassung zur
Verbesserung der Mobilisierung von hamatopoetischen Stammzellen bei Patienten mit
Lymphom oder multiplem Myelom (Flomenberg et al. 2005). 2018 wurde der
monoklonale Antikérper gegen CCR4, Mogamulizumab, zur Behandlung zweier T-Zell-
Lymphome zugelassen. Die Forschung an weiteren small molecules und molekularen
Antikérpern halt an. Auch zukilnftig verspricht die gezielte Modulation von
Chemokinrezeptor-Signalen groBes therapeutisches Potential. (Liu et al. 2021, Mishra
et al. 2016). Die therapeutische Blockade einzelner Chemokinrezeptoren bringt jedoch
auch Hurden mit sich. Auf den Verlauf von Erkrankungen haben in der Regel mehrere
Chemokinrezeptoren Einfluss, weshalb die Blockade einer einzelnen Chemokin-
Rezeptor-Achse ungenlgend sein kann. Eine weitere Hirde besteht darin, dass eine
einzelne Chemokin-Rezeptor-Achse gleichzeitig neben pathologischen auch
physiologische Prozesse steuern kann. Durch Blockade kann so eine Vielzahl von
Nebenwirkungen auftreten. Beispielsweise wurde 2005 eine klinische Studie zum
Einsatz des CCR5-Antagonisten Aplaviroc wegen Hepatotoxizitat eingestellt (Yeni et al.
2009). Die ambivalente Wirkung einzelner Chemokinrezeptoren wird auch am Beispiel
CXCR3 deutlich. Zum einen infiltrieren zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen und Th1-Zellen
Uber CXCR3 in den Tumor (Chheda et al. 2016, Wendel et al. 2008). Zum anderen
nutzen Tumorzellen CXCR3 zur Metastasierung in Lymphknoten oder die Lunge
(Cambien et al. 2009, Kawada et al. 2007, Walser et al. 2006). Letztlich scheinen auch
variable Bindungseigenschaften, wie unterschiedliche Zustandsformen oder
Multimerisierungen der Rezeptoren den Therapieerfolg zu erschweren (Miao et al.
2020).

1.2 Die CCL22-CCR4-Achse

Die CCL22-CCR4-Achse spielt sowohl in physiologischen als auch in
pathophysiologischen Prozessen eine herausragend wichtige Rolle. Zum einen hélt sie
die Immuntoleranz gegenuber kdrpereigenen Antigenen aufrecht und verhindert so
Autoimmunerkrankungen; zum anderen tragt sie auch zur Entstehung und
Aufrechterhaltung von inflammatorischen und malignen Prozessen bei (Gobert et al.
2009, Rapp et al. 2019).
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1.2.1 Das Chemokin CCL22

CCL22 wurde 1977 erstmalig unter dem Namen macrophage-derived chemokine (MDC)
beschrieben (Godiska et al. 1997). Wenig spater wurden dendritische Zellen (DC) als
die Hauptproduzenten von CCL22 erkannt und der Name der einheitlichen Nomenklatur
angepasst (Kanazawa et al. 1999). Humanes CCL22 besteht aus 69 Aminosauren und
zeigt 83% Ubereinstimmung mit seinem murinen Pendant (Mantovani et al. 2000,
Schaniel et al. 1998). Hohe Konzentrationen von CCL22 finden sich im Thymus,
Lymphknoten, Milz und an Orten mit entztiindlicher Aktivitat (Galli et al. 2000, Vulcano et
al. 2001). CCL22 steuert abhangig vom Aktivierungszustand des Immunsystems die
Reifung und Verteilung von Immunzellen. Unter homdostatischen Bedingungen tragt
CCL22 maBgeblich zur Aufrechterhaltung der Immuntoleranz bei, indem es in
Lymphknoten Zell-Zell-Kontakte zwischen DCs und CCR4+ regulatorischen T-Zellen
(Tregs) fordert, was autoreaktive CD8* T-Zellen unterdriickt (Montane et al. 2011, Rapp
et al. 2019, Vitali et al. 2012). Demgegenuber steht die Rolle von CCL22 wé&hrend
inflammatorischen Prozessen, bei denen CCR4+ Th2-Zellen zum Ort der Entziindung
gelangen, was die Immunreaktion aufrecht erhalt (Matsukawa et al. 2000, Richter et al.
2014, Yamashita et al. 2002, Yanai et al. 2007). Ein gegenlaufiger Effekt ist die
ausgeléste Migration von CCL22 auf CCR4+ Tregs, um UberschieBenden
Gewebeschaden zu verhindern (Montane et al. 2011). Darlber hinaus spielt CCL22 eine
wichtige Rolle in der Tumorimmunologie. Hohe intratumorale CCL22-Spiegel wurden fir
eine Vielzahl von Tumoren nachgewiesen (Ghia et al. 2001, Gobert et al. 2009, Ishida
et al. 2006, Kuehnemuth et al. 2018, Mizukami et al. 2008, Wagsater et al. 2008, Wertel
et al. 2015). CCL22 kommt hier eine Schlisselrolle zu, indem es durch seine
immunsuppressive Wirkung eine suffiziente Immunantwort verhindern kann. Tumore
nutzen diesen Mechanismus, um gezielt Tregs anzureichern, die lokal eine effektive
antitumorale T-Zell-Antwort verhindern, indem sie CCL22 entweder direkt sezernieren
(Li et al. 2013), oder indirekt Gber Interleukine (Wang et al. 2019, Wiedemann et al. 2016)
in DCs und Makrophagen induzieren, was oftmals mit einem verschlechterten
Gesamtlberleben einhergeht (Fu et al. 2007, Liyanage et al. 2002, Sasada et al. 2003).
An CCL22-defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass die Eliminierung von CCL22
bei Tumorerkrankungen zu einer verbesserten Immunantwort und verlangertem
Uberleben im Tiermodell filhrt. Gleichzeitig waren diese Tiere jedoch auch anfélliger in

einem Modell fur chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (Rapp et al. 2019).

CCL22 ist ein Substrat der Exopeptidase DPP4, die ubiquitdr im menschlichen Kérper

zu finden ist (Mortier et al. 2016). Das Enzym spaltet je zwei Aminosauren vom N-
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Terminus diverser Chemokine ab und kann so deren biologische Aktivitat verandern.
Aus der 69-Aminosauren langen Peptidkette von CCL22 entstehen so die veranderten
Chemokine (3-69)CCL22, (5-69)CCL22, (7-69)CCL22 und (9-69)CCL22 (Vulcano et al.
2001). Der genaue Zweck der Spaltung ist bis heute umstritten. Einige Autoren
vermuten, dass die Spaltung der Regulierung und Inaktivierung von CCL22 dient, da die
verklrzten Molekile keine agonistischen Effekte mehr bei CCR4 zeigen (Mantovani et
al. 2000, Struyf et al. 1998). Andere vermuten einen bisher unbekannten Rezeptor fir
CCL22 oder (3-69)CCL22 und verweisen auf die veradnderten biologischen
Eigenschaften des Moleklls (Struyf et al. 1998).

Neben CCR4 bindet CCL22 noch an den atypischen Chemokinrezeptor ACKR2. Es wird
vermutet, dass dadurch die Wirkung von CCL22 limitiert wird. Nach der Bindung wird

CCL22 rasch durch Rezeptorinternalisierung dem Kreislauf entzogen.

1.2.2 Der CC-Chemokin-Rezeptor 4

CCR4 gehort wie alle klassischen Chemokinrezeptoren zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren und kann nach Aktivierung gerichtete Migration auslésen
(Faustino et al. 2013). Unter homdostatischen Bedingungen exprimieren in erster Linie
regulatorische T-Zellen CCR4, was der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz dient.
Daneben findet sich CCR4 auch auf Thymozyten, aktivierten T- und B-Zellen, sowie
aktivierten NK-Zellen und Makrophagen (Annunziato et al. 2000, Imai et al. 1999,
Inngjerdingen et al. 2000, Yoshie et al. 2015). Neben CCL22 ist auch CCL17 ein Agonist
von CCR4, wobei beide Chemokine ausschlieBlich CCR4 aktivieren und CCR4 keine
weiteren bekannten Bindungspartner hat (Yoshie et al. 2015). Die Bindung eines
Liganden an CCR4 fluhrt zum Calciumeinstrom und Rezeptorinternalisierung, was eine
zeitlich-begrenzte Desensibilisierung des Rezeptors ausldst. CCL22 ist im Vergleich zu
CCL17 der potentere Induktor von  Migration, Calciumeinstrom  und
Rezeptorinternalisierung. Es ist davon auszugehen, dass beide Liganden sequenziell
wirken und somit Immunzellen Giber CCL17 aus dem Blut Gber Endothelzellen rekrutiert
werden und anschlieBend anhand eines CCL22-Gradienten zum Ort der Entziindung

gelangen (Mariani et al. 2004, Vestergaard et al. 2000).

1.2.3 Die klinische Bedeutung der CCR4-CCL22-Achse

Die CCR4-CCL22-Achse hat Einfluss auf die Pravention, Entstehung und
Aufrechterhaltung vieler Krankheiten (Li et al. 2012, Traeger et al. 2008, Vijayanand et



1. Einleitung 10

al. 2010). Uber Antagonisten und Antikdrper gegen CCL22 oder CCR4 kann gerichtete
Migration moduliert, oder CCR4+ Zellen direkt depletiert werden. Grundlegend ist dabei
die vorwiegende Expression von CCR4+ auf Th2-Zellen, Tregs und diversen

Tumorzellen, sowie die oftmals erh6hte CCL22-Konzentration im Tumormikromilieu.

Eine Ansatzmdglichkeit in der Tumortherapie ist die Rezeptorblockade von CCR4 lber
Antikérper oder small molecules, wodurch CCR4+ Zellen an der Migration gehindert,
oder Uber Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitdt abgetbtet werden. Zum einen
werden so direkt CCR4*+ Tumorzellen abgetdtet, wahrend zusétzlich eine
Immunstimulation Uber gleichzeitige Treg-Depletion ausgelést wird (Sugiyama et al.
2013). Die Treg-Depletion kann allerdings mit dem Risiko therapielimitierender und
teilweise lebensgefahrlicher Nebenwirkungen einhergehen (Dai et al. 2018, Ifuku et al.
2015, Moore et al. 2020). Auch Tumore nutzen Chemokinrezeptoren zur Migration
(Maller et al. 2001). So befahigt die CCL22-CCR4-Achse Zellen des Magen- und
Prostatakarzinoms zur Metastasierung und wurde daher als therapeutisches Ziel

erkannt, um dem entgegenzuwirken (Cao et al. 2014, Maolake et al. 2017).

Eine weitere Modulationsmdglichkeit der CCL22-CCR4-Achse ist es, CCL22 zu
antagonisieren, um die immunsuppressive Wirkung von CCL22 gezielt zu hemmen.
Dieser Ansatz beruht auf der Feststellung, dass die CCL22-Konzentration in vielen
Tumoren erhéht ist, was ein immunsuppressives Mikromilieu schafft (Curiel et al. 2004,
Gobert et al. 2009, Mailloux et al. 2010, Mizukami et al. 2008, Wagsater et al. 2008). Ein
Grundprinzip der Tumortherapie ist es, ,kalte Tumoren®, in denen wenig Immunreaktion
stattfindet, Uber eine Behandlung in ,bheiBe Tumoren® mit verbesserter
Immunzellinvasion zu Uberfihren (Galon et al. 2019). Die CCL22-CCR4-Achse steuert
vor allem die Infiltration von CCR4+ Treg, die einen immuninhibitorischen und
tumorférdernden Effekt ausiiben kénnen (Nagarsheth et al. 2017). Durch Elimination von
CCL22 ist es denkbar, die Infiltration dieser Zellen zu hemmen, was bestehende
Tumortherapien durch eine verstarkte Immunantwort verbessern kann und gleichzeitig
die Nebenwirkungen einer vollstdndigen Treg-Depletion umgeht (Rapp et al. 2019,
Wiedemann et al. 2016). Erhdhte intratumorale CCL22-Konzentrationen kdnnen
allerdings auch genutzt werden, um die Infiltration von zytotoxischen T-Zellen durch

CCR4-Transduktion zu verbessern (Rapp et al. 2016).

1.2.4 Hinweise auf einen weiteren, bisher unbekannten Rezeptor fir CCL22

Far CCL22 und CCL17 wurde bisher einzig CCR4 als Rezeptor identifiziert. Dennoch

wird die Mdglichkeit eines weiteren Rezeptors fur CCL22 oder fur dessen verkirzte
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Abkémmlinge (3-69)CCL22 und (5-69)CCL22 weiter diskutiert. Hierflr gibt es mehrere

Hinweise.

Trotz des gemeinsamen Rezeptors scheinen CCL17 und CCL22 in Teilen
gegensatzliche Funktionen zu erfillen. Im Rahmen eines Colitismodells zeigten CCL17-
defiziente Méause (CCL177) im Vergleich zu Wildtyp-Tieren einen milderen Verlauf,
wahrend CCL22" Tiere deutlich starker Colitiden entwickelten (Heiseke et al. 2012,
Rapp et al. 2019). Struyf et al. postulieren mindestens einen weiteren Rezeptor flr
(3-69)CCL22, da dieses nicht an CCR4 bindet, jedoch einen deutlichen antiviralen Effekt
auf HIV zeigt und in nahezu unverandertem MaBe wie CCL22 Migration humaner CCR4-
Monozyten auslost (Struyf et al. 1998). CCL22 und CCL17 binden beide an CCR4, was
neben einem Calciumeinstrom auch eine zeitlich begrenzte Desensibilisierung der
Zellen auslést. In Versuchen von Schaniel et al. sind aktivierte T-Zellen nach Inkubation
mit CCL17 jedoch nicht vollstdndig fir CCL22 desensibilisiert. Daraus schlussfolgern die
Autoren, dass eine T-Zell-Subpopulation einen  weiteren, unbekannten
Chemokinrezeptor exprimiert, der CCL22, aber nicht CCL17 bindet (Schaniel et al.
1999).

Die Hinweise auf einen weiteren Rezeptor stammen zum GroBteil aus Aalteren
Veroffentlichungen und missen mit dem heutigen Wissen Uber die CCR4-CCL22-
CCL17-Achse diskutiert werden. Dennoch konnte die Frage nach einem weiteren

Rezeptor bisher nicht abschlieBend geklart werden.

Die gut untersuchten Bindungseigenschaften von CCL22 und seinen Derivaten bieten

sich daher an, um das APEX2 Proximity Labeling anhand dieser Achse zu validieren.

1.3 Verfahren zur Untersuchung von Ligandenbindung

Noch immer gibt es einzelne Chemokine und Rezeptoren, deren Bindungspartner
unbekannt sind, oder zu denen weitere Interaktionspartner vermutet werden. Zur
Beantwortung dieser Fragen steht eine Vielzahl bereits gut etablierter Methoden zur
Auswahl. Diese weisen unterschiedliche Vor- und Nachteile auf und nicht eine einzelne
Methode kann als ,die beste“ angesehen werden. Die Wahl sollte daher von der zu

beantwortenden Fragestellung abhéngig gemacht werden.

In dieser Arbeit werden dem APEX2 Proximity Labeling vier haufig verwendete
Methoden gegenubergestellt und deren Merkmale beleuchtet. Neben den vorgestellten
Methoden gibt es beispielsweise mit dem virtual screening noch weitere Méglichkeiten

Liganden-Rezeptor-Interaktionen zu untersuchen. Da hier allerdings eine bekannte
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Kristallstruktur der Chemokinrezeptoren Voraussetzung ist und diese Daten nur von
wenigen Chemokinrezeptoren vorliegen, wird das virtual screening hier nicht néher
diskutiert (Arimont et al. 2019, Arimont et al. 2017).

1.3.1 FRET (Forster-Resonanzenergietransfer)

Basierend auf dem von Theodor Férster beschriebenen Grundprinzip, kénnen Protein-
Protein-Interaktionen durch den Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) bestimmt
werden, indem enge rdumliche Nahe zweier Proteine ein fluoreszierendes Signal auslést
(Forster et al. 1948). Hierbei miissen zuvor zwei Proteine, deren Interaktion untersucht
werden soll, an je ein geeignetes Fluorochrom gekoppelt werden, wobei das
Emissionsspekirum des Donors genannten Fluorochroms im Absorptionsspektrum des
anderen liegt, welches als Akzeptor dient (Bajar et al. 2016, Marosvolgyi et al. 2013). Als
Vorteil kann die sehr enge rdumliche Nahe von maximal 10 nm angesehen werden, die
zum Auftreten von FRET notwendig ist und unspezifische Signale vermindert. Zu
berlcksichtigen ist, dass die Fusion der Fluorochrome an Ligand und Rezeptor eine

mogliche Beeintrachtigung der Bindungseigenschaften hervorrufen kann.

Tabelle 1 Eigenschaften des Forster-Resonanzenergietransfers

Vorteile Nachteile
FRET tritt bei rAumlicher Nahe der Voraussetzung von Klonierungs- und
Fluorochrome von < 10 nm auf, was Validierungsuntersuchungen.

unspezifische Signale reduziert und flr eine
tatséchliche Proteininteraktion spricht.

Auswertung iber FACS oder Moglicher Einfluss der gekoppelten

Konfokalmikroskopie méglich. Fluorochrome auf Bindungseigenschaften.

Die Interaktion der Proteine kann zeitlich Es kann nur ein Fluorochrom-gekoppelter

aufgeldst untersucht werden. Das Signal Rezeptor auf Interaktion mit dem Liganden

entsteht zum Zeitpunkt der Interaktion. untersucht werden. Dies macht FRET eher
als Validierungs- anstatt Screening-Methode
denkbar.

Anfélligkeit fir Photobleaching.

1.3.2 Radioliganden-Bindungstest

Radioliganden-Bindungstests sind eine weit verbreitete Methode und gehéren zu den
Standardverfahren, um Liganden fir GPCRs zu identifizieren (Flanagan et al. 2016). Die
Bindung eines radioaktiv-markierten Liganden kann Uber die Messung seiner
elektromagnetischen Strahlung detektiert werden. Eine Vielzahl an '?5lod-markierten

Chemokinen sind kommerziell erhéltlich (Daugherty et al. 2000, Maguire et al. 2012). Ein
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moglicher Versuchsaufbau zur Identifizierung neuer Bindungspartner ware es, '?5lod-
markiertes Chemokin mit Zellen, die den zu untersuchenden Rezeptor exprimieren, zu
inkubieren. Nach mehreren Waschschritten, durch die die ungebundenen Liganden
eliminiert werden, bleiben lediglich die gebundenen Chemokine Ubrig, deren y-Strahlung
gemessen werden kann. Eine Starke der Methode ist, neben der einfachen
Durchfihrbarkeit, die hohe Sensitivitdit. Bei der Suche nach bisher unbekannten
Rezeptoren ist allerdings zu beachten, dass hier nicht der Rezeptor selbst markiert wird

und so nur zuvor festgelegte Rezeptoren untersucht werden kénnen.

Tabelle 2 Eigenschaften des Radioliganden-Bindungstest

Vorteile Nachteile
Es kann mit Zellmembranen, Zelllinien und Es werden radioaktiv-markierte Liganden
priméren Zellen gearbeitet werden bendtigt, deren Bindungseigenschaften

abweichen kénnen (Flanagan et al. 2016).
Im Vergleich zu nicht-radioaktiven Methoden  Der gebundene Rezeptor wird nicht direkt
ist der Radioliganden-Bindungstest sehr markiert, was seine anschlieBende
sensitiv und einfach durchfiihrbar (de Jong et Identifizierung erschweren kann.
al. 2005).

Die Methode kann weitgehend automatisiert ~ Durch alternative Verfahren sind Gefahren im

ablaufen, wodurch ein hohe Zahl von Umgang mit Radioliganden vermeidbar.
Rezeptoren getestet werden kann (Flanagan

et al. 2016).

Es kdnnen quantitative Aussagen Uber Eine eventuell stattfindende
Bindungseigenschaften wie ECso oder Kqg Rezeptorinternalisierung kann das

eines Liganden gemacht werden (Flanagan Messergebnis verfalschen.
et al. 2016).

1.3.3 Co-Immunprazipitation

Ein Standardverfahren zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen ist die Co-
Immunprazipitation. Hierbei wird von einem bekannten Protein ausgegangen, dessen
Interaktionspartner identifiziert werden sollen. Mittels Antikérpern, die gegen das
Ausgangsprotein gerichtet sind, kann dieses inklusive seiner Bindungspartner isoliert
und analysiert werden (Lin et al. 2017). Dieses Verfahren findet bereits Anwendung bei
der Identifizierung von Chemokinrezeptor-Dimeren (Bennett et al. 2011, Sibley et al.
2005). Ubertragen auf die Fragestellung nach Bindungen zwischen Chemokinen und
deren Rezeptoren, muss zunachst ein geeigneter Antikdrper gefunden werden, der die
Interaktion mdglichst nicht beeintrachtigt. Ein groBer Vorteil dieser Methode ist, dass
weder Ligand noch Rezeptor in ihrer Aminosauresequenz verandert werden missen. Zu

beachten ist, dass sich die Bindungseigenschaften von Rezeptoren durch die Lyse der
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Zellmembran so verdndern kdnnen, dass keine Ligandenbindung mehr mdglich ist
(Sibley et al. 2005). Die Co-Immunpréazipitation findet an dieser Stelle Erwédhnung, da sie
als ein Standardverfahren hier zwar an gewisse Grenzen stdBt, aber das APEX2
Proximity Labeling eine ahnliche Herangehensweise nutzt und die ,Schwéachen der Co-

Immunprazipitation ausgleichen kann.

Tabelle 3 Eigenschaften der Co-Immunpréazipitation

Vorteile Nachteile
Kein Einfluss durch Fusionsproteine, da Die Zelllyse und Léslichkeit der GPCR hat
rekombinante Chemokine verwendet werden  groBen Einfluss auf das Versuchsergebnis
kdénnen. und geht bei membrangebundenen Proteinen

oft mit Hindernissen einher.

Gelingt die Isolation eines Chemokin- Voraussetzung geeigneter Antikérper ohne
Rezeptor Bindungspaares, lieBen sich so Beeinflussung der Chemokin-Rezeptor-
auch bisher unbekannte Rezeptoren Interaktion.

\dentifizieren. Schwache, nicht-kovalente Bindung

nachteilig bei notwendigen Waschschritten.

Obligate Zelllyse schrénkt
Auswertungsmdglichkeiten ein.

1.3.4 Messung des Calciumeinstroms

Die meisten Chemokine lésen Uber die Bindung an GPCRs den Phosphatidylinositol-
Signalweg aus, wodurch sich die intrazelluldre Calciumkonzentration erhoht. (Dixit et al.
2012, Sozzani et al. 1993) Dieser Anstieg lasst sich Uber fluoreszierende
Calciumindikatoren detektieren. Nach Inkubation einer zu untersuchenden Zelllinie mit
einem Calciumindikator wie beispielsweise Fluo-4 und Zugabe des zu untersuchenden
Liganden ist bei ausgeléstem Calcium-Einstrom eine Anderung der Fluoreszenz zu
messen. Diese lasst sich anschlieBend durch FACS, Konfokalmikroskopie oder mittels
Mikroplattenleser messen (Gee et al. 2000, Van Hout et al. 2017). Ein groBer Vortell
dieser Methode ist es, dass der Ligand nicht molekularbiologisch verédndert werden
muss. Wichtig zu bedenken ist, dass nicht bestimmt wird, Gber welchen Rezeptor der
Calciumeinstrom ausgeldst wird. Es ist auBerdem mdglich, dass einzelne Chemokine

auch ohne Calciumeinstrom wirken (Curnock et al. 2002).
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Tabelle 4 Eigenschaften der Calciumeinstrom-Messung

Vorteile Nachteile
Unveranderte Bindungseigenschaften des Nur Messung des Calciumeinstroms. Keine
Liganden und Rezeptors. Identifikation des Rezeptors.
Schnelle Durchfiihrbarkeit und geringer Calciuminflux kann trotz Bindung ausbleiben.
Materialaufwand. z.B.: (partieller) Antagonist

1.3.5 APEX2 Proximity Labeling

Proximity Labeling beschreibt eine Methode, mit der Interaktions- und Bindungspartner
eines Proteins untersucht werden kénnen. Das Grundprinzip besteht darin, ein Protein,
dessen Interaktionspartner bestimmt werden sollen, mit einem geeigneten Labeling-
Enzym wie APEX2 zu fusionieren. Das Labeling-Enzym katalysiert eine Reaktion, durch
die Proteine in seiner unmittelbaren raumlichen Nahe kovalent markiert werden. Die
genetisch modifizierte Ascorbatperoxidase 2 (APEX2) ist ein 28 kDA groBes Enzym, das
speziell fur die Anwendung des Proximity Labelings weiterentwickeltet wurde und durch
gerichtete Evolution aus dem Vorgénger APEX entstanden ist. APEX2 wurde aus 108
mutierten APEX-Varianten ausgewahlt und unterscheidet sich durch eine Aminoséure
von APEX (A134P). Dadurch wurden Verbesserungen der katalytischen Aktivitat und
Stabilitat erreicht (Lam et al. 2015). APEX2 katalysiert als Peroxidase die Oxidation von
Biotinphenol, was ultra-kurzlebige (< 1 ms) Biotinphenol-Radikale erzeugt, die kovalente
Bindungen zu Proteinen in der nahen Umgebung eingehen kénnen (Lam et al. 2015).
Die Biotinylierung kann anschlieBend Uber Streptavidin detektiert und genutzt werden.
Somit ist eine Vielzahl von Methoden zur Auswertung, wie beispielsweise
Fluoreszenzmikroskopie, FACS oder Westernblot, mdglich. Die biotinylierten Proteine
kénnen Uber Westernblot oder Massenspektrometrie identifiziert werden (Rhee et al.
2013). Neben dem hauptsachlichen Einsatz im Intrazellularraum wurde APEX2 bereits
extrazellular eingesetzt und dabei an Parathormon gekoppelt, um den Parathormon-
Rezeptor zu detektieren (Charest-Morin et al. 2017). Daneben wurde APEX2 bereits mit
dem Cas13-Enzym fusioniert, um Uber CRISPR/CAS RNA-assoziierte Proteine zu
identifizieren (Han et al. 2020, Lu et al. 2022) und genutzt, um die Mechanismen einer
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) Infektion zu
untersuchen (V’kovski et al. 2020). Hierfir wurden unter anderem APEX2-gekoppelte
virus-like particles (VLPs) genutzt (Plescia et al. 2020). Die Einsatzmdglichkeiten von

Proximity Labeling sind dabei nicht nur auf den in vitro Einsatz beschrankt. Das
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Verfahren wurde bereits in vivo an Mausen in einem Tumor-Xenograft Modell (Dingar et

al. 2015) und an neuronalen Synapsen (Uezu et al. 2016) eingesetzt.

Tabelle 5 Eigenschaften des APEX2 Proximity Labelings

Vorteile Nachteile
Eignung zur Identifizierung zuvor Zunachst Klonierung der Fusionsproteine
unbekannter Bindungspartner. notwendig
Vielzahl méglicher Methoden zur Auswertung  Mdglichkeit verdnderter Bindungs-
einer Bindung (FACS, IHC, Westernblot) eigenschaften aufgrund der Fusion.
Die kovalente Biotinylierung stellt eine Hintergrundsignal durch endogen

robuste Bindung dar, die Waschschritte und biotinyliertes Protein (Erdmann et al. 2015).
Temperaturunterschiede Uberdauert.

Untersuchung auf Einzelzellebene, als auch Individuelle Anpassungen in der
im Hochdurchsatzverfahren méglich. Versuchsdurchfiihrung flr jeweilige
Anwendungen notwendig.

1.4 Fragestellung

Chemokine und ihre Rezeptoren bilden ein komplexes Kommunikationsnetzwerk, das
unser Immunsystem reguliert. Erkenntnisse Uber Chemokin-Rezeptor-Interaktion
kénnen einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis pathophysiologischer Prozesse und zu
moglichen Therapieansatzen leisten. Das APEX2 Proximity Labeling stellt eine
neuartige Methode dar, um Bindungspartner von Chemokinen zu identifizieren. Bisher
fand dieses Verfahren nahezu ausschlieBlich intrazellular Anwendung und wurde noch

nicht zur Identifizierung von Chemokinrezeptoren eingesetzt.
Zentrale Fragestellungen dieser Arbeit sind:

1. Beeintrachtigt die Fusion von APEX2 mit Chemokinen deren

Bindungseigenschaften?

2. Kann das APEX2 Proximity Labeling extrazellulér zur Identifizierung von

Chemokinrezeptoren angewandt werden?

3. Ist es moglich ein Rezeptor-Screening zu etablieren, mit dem eine Vielzahl von
Chemokinrezeptoren auf ihre Bindung zu Fusionsproteinen untersucht werden
kann? Kann dabei fir CCL22 oder seine Abkémmlinge ein neuer, bisher

unbekannter Rezeptor identifiziert werden?

4. Welche Vor- und Nachteile bringt das APEX2 Proximity Labeling im Vergleich

zu bestehenden Verfahren?
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2.1 Material

2.1.1 Geréte

Tabelle 6 Geréte

Name

Hersteller

Firmenstandort

12-Tube Magnetic Separation
Rack
Biologische

Sicherheitswerkbank Klasse 2,

HERAsafe KS Serie
Chemidoc Imaging System

Durchflusszytometer
FACS Fortessa
Durchflusszytometer
FACS Canto Il

Feinwaage ENTRIS224-1S
Fujifilm LAS4000
Gefrierbehélter Mr. Frosty
Gel Imager Alphalmager HP

GeneTouch Thermal Cycler

Konfokalmikroskop

Leica tcs sp5
Kiihlschrank -80°C
HERAfreeze HFU T Series

Lichtmikroskop Axiovert 40C

Magnetriihrer RH BASIC 2

Mikroplattenleser
Mithras 1b 940

Mini Trans-Blot Cell
Multifuge 3L-R, X3 and 4KR
Nanodrop 2000c
neoLab-Orbital Shaker
Neubauer-Zédhlkammer
Pipetten Research plus

Pipetus

PowerPacTM Universal Power
Supply

Cell Signalling Technologiy

Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad Laboratories

BD Biosciences

BD Biosciences

Sartorius
Fujifilm
Thermo Fischer Scientific

Alpha Innotec
Biozym Scientific

Leica Microsystems

Heraeus,
ThermoFischerScientific

Carl Zeiss Microscopy

IKA
Berthold Technologies

Bio-Rad Laboratories

Heraeus, Thermo Fischer
Scientific

Thermo Fischer Scientific
neolLab Migge

MTG GmbH

Eppendorf

Hirschmann

Bio-Rad Laboratories

Danvers, USA

Massachusetts, USA

Hercules, USA

New Jersey, USA

New Jersey, USA
Goéttingen, Deutschland
Tokyo, Japan
Waltham, USA

Kassendorf, Deutschland

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Wetzlar, Deutschland

Massachusetts, USA
Oberkochen, Deutschland
Staufen, Germany

Bad Wildbad, Deutschland
Hercules, USA

Waltham, USA

Waltham, USA
Heidelberg, Deutschland
Bruckberg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Eberstadt, Deutschland

Hercules, USA
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Rotationsmischer Cellmixer
cmv

Sprout Minizentrifuge
Taumelrollenmischer RM 5
Thermomixer comfort
Thermoshaker Innova44

Vortex Mixer RS-VA 10

Zentrifuge Rotina 420R

Laborgerate Minchen

Biozym Scientific

Ingenieurblro CAT M.Zipperer

GmbH
Eppendorf AG

New Brunswick Scientific,
Eppendorf

Phoenix Instrument GmbH

Hettich GmbH

Muinchen, Deutschland

Hessisch Oldendorf,
Deutschland
Ballrechten-Dottingen,
Deutschland

Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Garbsen, Deutschland

Tuttlingen, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7 Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Standort

12-well Zellkulturplatte
24-well Zellkulturplatte

96-well Platte Schwarz
Brandplates

96-well u-bottom Tissue
Culture Plates

96-well-Platte schwarz

Adhésionsobjekttréager
SuperFrost Plus

Deckgléaser, rund 22mm

Filter 0,45 ym
Millex HA Filter unit

Handschuhe Vasco Nitril

konische
Zentrifugenrdhrchen, 50 mi

Kryoréhrchen
Greiner Bio-One Cryo.s

Migrationsplatten 96-well 3uym
/5 ym Transwell

Multistepper Pipettenspitzen

PVDF Membran 0,45 pm
Immobilon

Spritzen 5 ml
Stripetten 25ml, 10ml, 5ml

Westernblot Filterpapier

Greiner Bio-One

Corning

Brand

Corning
ThermoFischerScientific
ThermoFischerScientific

Carl Roth

Merck Millipore

B. Braun

Becton Dickinson

Greiner Bio-One

Corning
Eppendorf
Merck Millipore

Becton Dickinson
Corning

Bio-Rad Laboratories

Kremsmudinster, Osterreich

Corning, USA

Wertheim

Corning, USA
Waltham, USA
Waltham, USA

Karlsruhe, Deutschland
Burlington, USA

Melsungen, Deutschland

Franklin Lakes, USA

Kremsmudnster, Osterreich

Corning, USA
Hamburg, Deutschland
Burlington, USA

Franklin Lakes, USA
Corning, USA

Hercules, USA
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Zellkulturflasche 75 cm2, 175
cm?2

Zellkulturschalen Cellstar 10
cm

Corning

Greiner Bio-One

Corning, USA

Kremsmudinster, Osterreich

Zellschaber 16 cm Sarstedt Nurnbrecht, Deutschland
2.1.3 Reagenzien und Kits
Tabelle 8 Reagenzien
Name Hersteller Standort
Ammoniumchlorid Merck Darmstadt, Deutschland

Ampicillin

BamHI Endonuclease
Biotin-Phenol

Borséure

Bovines Serum Albumin (BSA)

CHAPS

Compensation Beads
OneComp eBeads

Compensation Beads
UltraComp eBeads

cOmplete Protease Inhibitor
Cocktail

CountBright Absolute
Counting Beads

Cutsmart Puffer

Deoxynucleotide (dNTP)
Solution Set

DHb5alpha competent cells
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Gel Loading Dye
DNA Ligase T4 20X

DNA Ligase T4 Puffer 10X
EDTA

FACSFlow, FACSClean

Formaldehyd 4%
ROTI-Histofix

Glycerin

ThermoFischerScientific
New England Biolabs
Iris Biotech
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

ThermoFischerScientific

ThermoFischerScientific

Sigma-Aldrich

ThermoFischerScientific
New England Biolabs
New England Biolabs
ThermoFischerScientific
Sigma-Aldrich
ThermoFischerScientific
New England Biolabs
New England Biolabs
Sigma-Aldrich

BD Biosciences
Carl Roth

Carl Roth

Waltham, USA

Ipswich, USA
Marktredwitz, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Waltham, USA

Waltham, USA

Steinheim, Deutschland

Waltham, USA

Ipswich, USA

Ipswich, USA
Waltham, USA
Steinheim, Deutschland
Waltham, USA

Ipswich, USA

Ipswich, USA
Steinheim, Deutschland
Franklin Lakes, USA

Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland



2. Material und Methoden

20

Glycin

lonomycin

Isofluran

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogencarbonat
LB-Bouillon

Methanol

Milchpulver

Milchpulver, blotting grade

Mounting medium
Vectashield DAPI

NaCl 0,9 % Ecotainer
Nagellack
Natriumascorbat
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumdesoxycholat
Natriumphosphat
Notl Endonuclease

Orange G

PageRuler Plus Prestained

Protein Ladder, 10 to 250 kDa

PageRuler Prestained Protein

Ladder, 10 to 180 kDa

Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Pierce Streptavidin magnetic

beads
PMA

Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase

Q5 Reaction Buffer Pack

RetroNectin

SDS / Natriumlaurylsulfat

Skalpell

Carl Roth
ThermoFischerScientific
Abbott

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
ThermoFischerScientific
Merck

Carl Roth

Carl Roth

Vector Laboratories

B. Braun

L’Oréal

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England Biolabs

Sigma-Aldrich

ThermoFischerScientific

ThermoFischerScientific

Lonza

ThermoFischerScientific
ThermoFischerScientific
New England Biolabs

New England Biolabs
Takara Bio

Carl Roth

Feather Safety Razor

Karlsruhe, Deutschland
Waltham, USA

Zug, Schweiz
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Waltham, USA
Darmstadt, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland

Burlingame, USA

Melsungen, Deutschland
Clichy, Frankreich
Karlsruhe, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Steinheim, Deutschland
Ipswich, USA

Steinheim, Deutschland

Waltham, USA

Waltham, USA

Basel, Schweiz

Waltham, USA
Waltham, USA
Ipswich, USA

Ipswich, USA
Kusatsu, Japan
Karlsruhe, Deutschland

Osaka, Japan
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Streptavidin-HRP

Tetramethylethylendiamin

Research And Diagnostic
Systems

Minneapolis, USA

(TEMED) Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Trichlorethanol Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
TRIS Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
TRIS-Hydrochlorid Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Triton X 100 Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Trolox Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Trypan-Blau Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Tween 20 Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
Wasserstoffperoxid 30% Merck Darmstadt, Deutschland
Tabelle 9 Kits
Name Hersteller Standort
CCL17 ELISA murin ThermoFischerScientific Waltham, USA

CCL22 ELISA murin

Chemilumineszenz-Substrat
West Femto

DC Protein Assay Kit
DNA Clean & Concentrator-5
GenedJuice Transfection Reagent

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit

Sequenzierungskit Mix2Seq Kit
NightXpress

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit

ZymoPURE Il Plasmid Maxiprep

2.1.4 Puffer und Lésungen

Research and Diagnostic

Systems
ThermoFischerScientific
Bio-Rad Laboratories
Zymo Research

Merck

New England Biolabs

Eurofins Genomics

Zymo Research

Zymo Research

Minneapolis, MN, USA

Waltham, USA

Hercules, USA

Irvine, USA

Darmstadt, Deutschland
Ipswich, USA

Konstanz, Deutschland

Irvine, USA

Irvine, USA

Alle Puffer und Lésungen wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, mit ddH-O
hergestellt. Der angegebene pH wurde bei allen Puffern und Lé6sungen durch die Zugabe
von NaOH oder HCL erreicht. Die verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Die Zusammensetzung der Puffer ist bei den jeweiligen Methoden angegeben.
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2.1.5 Zellkultur

Tabelle 10 Medienzusatze

Name Hersteller Standort

Blasticidin InvivoGen California, USA
;Zziﬁ?smrgﬁn‘;iﬁed Eagle’s Lonza Basel, Schweiz

Fetal calf serum (FCS) ThermoFischerScientific Waltham, USA

G418 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
HEPES 1M Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
L-Glutamin 200mM PAA Pasching, Osterreich

Non-essential amino acids
(NEAA, 100x)

Gibco Products

Grand Island, USA

Penicillin/Streptomycin (100x) PAA Pasching, Osterreich
Puromycin InvivoGen California, USA
Roswell Park Memory Institute .
(RPMI) Lonza Basel, Schweiz
Trypsin 10X PAA Steinheim, Deutschland
Tabelle 11 Zellkulturmedien
Medium Zusammensetzung Medium Zusammensetzung
RPMI 3+ RPMI DMEM 5+ DMEM
B3z 10 % FCS Plat-E 10% FBS
2 mM L-Glutamin 2 mM L-Glutamin
100 1U/ml Penicillin 100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin 100 pg/ml Streptomycin
Puromycin
Blasticidin
Kryokonservierungs-Medium 90 % FCS
10 % DMSO
DMEM 3+ DMEM Migrationsmedium RPMI
Expi293F 10 % FCS primére Zellen, B3Z 5% FCS
2mM L-Glutamin 2mM L-Glutamin
100 1U/ml Penicillin 100 1U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin 100 pg/ml Streptomycin
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2.1.6 Zelllinien

Tabelle 12 Zelllinien

Name Eigenschaft Medium Herkunft
st
B3Z Hybridom RPMI 3+ St & y
semi-adhérent California, Berkeley,
USA)
Produktions-Zelllinie Thermo Fisher
Expi293F H.Umane mmpryotische DMEM 3+ Scientific
erenzeliiinie Waltham, USA
adhérent
Verpackungszelllinie zur
retroviralen Transduktion American Type Culture
Plat-E Humane embryotische DMEM 3+ CO”eCtion, Manassas,
Nierenzelllinie USA
adhérent
2.1.7 Antikérper und Farbstoffe
Tabelle 13 FACS-Farbungen
Klon /
Name Produktnummer Hersteller Standort
Anti-mouse CCR4 Klon 2G12 Biolegend San Diego, USA
Anti-mouse CD3 Klon 17A2 Biolegend San Diego, USA
Anti-mouse CD4 Klon GK1.5 Biolegend San Diego, USA
eBioscience Cell . B
Proliferation Dye eFluor 450 65-0842-85 ThermoFischerScientific  Waltham, USA
Fixable Viability Kit 423102 Biolegend San Diego, USA
Streptavidin-PE 405204 Biolegend San Diego, USA

Tabelle 14 Antikérper fur Westernblot und Immunhistochemie

Klon /
Name Produktnummer Hersteller Standort
Anti-FLAG (DYKDDDDK) 8146T Cell Signalling 1,06 USA
Technologiy
Anti-GFP 2956T Cell Slgnallllng Danvers, USA
Technologiy
10768600 inhei
Anti-HA Sigma-Aldrich  Steinheim,
Klon 3F10 Deutschland
; Santa Cruz
Anti-mouse lgG-HRP sc-2005 Biotechnology Dallas, USA
sc-2004
Santa C
Anti-rabbit IgG-HRP 5C-2357 ama Lruz Dallas, USA

Biotechnology
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Anti-rat IgG-HRP

Anti-sheep-HRP

Beta-Actin-HRP

Streptavidin-PE

sc-2006

HAFO016

sc-47778

405204

2.1.8 Primer und Plasmide

mCCL22_APEX2

mCCL17_APEX2

Kontroll-APEX2

CCR4-HA

Plasmide

CCL22_For_Notl
CCL22_GSG_Rev_Notl

3-69/5-69 CCL22_rev

mutagenesis

3-69 CCL22_for

mutagenesis

5-69 CCL22_for

mutagenesis

CCL17_for
CCL17_rev
CCL17_Not_for

CCL17_Not_rev

CCL22_APEX_mut_for

CCL22_APEX_mut_rev

mCCR4_BamHI_for

mCCR4_HA_Notl_rev

APEX2

CCR4

Santa Cruz

Biotechnology Dallas, USA

Research And

Diagnostic Minneapolis, USA
Systems

Santa Cruz Dallas, USA
Biotechnology

Biolegend San Diego, USA

5 ATTGCGGCCGCCACCATGGCTACCCTGC 3

5 ATTGCGGCCGCAGAACCACCACCACCGGACAGTTTATGGAG 3

5' TGCATCAGAGGTCTGAATTG 3

5' TATGGTGCCAATGTGGAAG 3

5° GCCAATGTGGAAGACAGTATC 3'

5° ATGAAGACCTTCACCTCAGC 3'
5 TCATGGCCTTGGGTTTTTC 3
5 ATTGCGGCCGCCACCATGAAGACCTTCACCTC 3¢

5 ATTGCGGCCGCAGAACCACCACCACCTGGCCTTGGGTTT 3¢

5 CAGAGGTCTGAATTGCCACAG 3

5'GGTGGTGGTGGTTCTGC 3°

5° ATTAGGATCCGCCACCATGAATGCCACAGAGG 3'

5° ATGCGGCCGCCTAAGCGTAATCTG
GAACATCGTATGGGTACAAAGCGTCACGGAAG 3°

pcDNA3 APEX2-NES (Addgene, Watertown, USA)

pmXs-puro (Bruno Cadilha, Klinische Pharmakologie, Miinchen)

pmp71-CCR4 (Bruno Cadilha, Klinische Pharmakologie, Miinchen)
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2.1.9 Software

Tabelle 15 Software

Name Hersteller Standort

EndNote Clarivate Analytics Philadelphia, USA
FlowJo FlowdJo Ashland, USA
Image Lab Bio-Rad Laboratories Hercules, USA
Keynote Apple Cupertino, USA
Leica LAS AF Leica Wetzlar, Deutschland
Microsoft Office Microsoft Redmond, USA
Prism 8 Graphpad La Jolla, USA
SnapGene GSL Biotech Chicago, USA
TMcalculator New England Biolabs Ipswich, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkulturmethoden

Die Zellkultur erfolgte bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem 5 % CO-Anteil
Luftgemisch in Inkubatoren. Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen in dem jeweiligen
Medium (s. Tabelle 11) kultiviert. Die Arbeit mit Zellen geschah, sofern nicht anders
angegeben, unter sterilen Bedingungen unter einer  mikrobiologischen
Sicherheitswerkbank. Zur Passage oder Aussaat wurden B3Z-Zellen mittels Zellschaber
mechanisch aus den Zellkulturflaschen abgelést und zunachst bei 400 x g fir 5 min bei
4 °C zentrifugiert. Im Anschluss konnte durch Zahlung mit der gewlinschten Zellzahl
weiterverfahren werden. Adhérente Zellen wurden durch Inkubation mit einer
Trypsinlésung bei 37 °C fir 3 Minuten vom Flaschenboden abgeldst. Zuvor wurde das
Zellkulturmedium entfernt und die Zellen vorsichtig mit PBS (Phosphat-gepufferte
Salzlésung) gewaschen. Die Inkubation wurde durch Zugabe von Zellkulturmedium
gestoppt und die Zellen bei 400 x g fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wurde

der Uberstand verworfen und durch Zellkulturmedium ersetzt.

Trypsinlésung e 1 x Trypsinin PBS
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2.2.1.1 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Die Ermittlung der vorliegenden Zellzahl wurde durch die Trypanblau-Ausschlussfarbung
erreicht. Hierbei wird eine Zellsuspension mit Trypanblau inkubiert und anschlieBend in
der Neubauer-Z&dhlkammer maanderférmig ausgezahlt. Der Farbstoff dringt in Zellen mit
gestérter Membranintegritat ein und fihrt so zu einer Blaufarbung. Zellen mit intakter
Membran nehmen den Farbstoff nicht auf und erscheinen unter dem Lichtmikroskop
weiterhin hell. Somit I&sst sich die Anzahl vitaler Zellen in einer Flissigkeit bestimmen.
Nachdem 10 pl einer Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau inkubiert wurden, errechnet
sich nach Auszéhlen von vier GroBquadraten die Zahl vitaler Zellen pro Milliliter wie folgt:

Zellzahl — Ngepen

X Verdunnungsfaktor X Zahlkammerfaktor X Umrechnungsfaktor
ml nGroﬁquadrate

Verdinnungsfaktor = 10, Z&dhlkammerfaktor = 10, Umrechnungsfaktor pl in ml = 103

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Bei der Arbeit mit immortalisierten Zelllinien ist zu bedenken, dass sich die Zellbiologie
durch hohe Mitoseraten verdndern kann. Daher ist die Kryokonservierung und das
regelméaBige Verwerfen von Zellen mit hoher Passagezahl wichtig, um vergleichbare
Versuchsbedingungen zu gewahrleisten. Zur Konservierung wurde eine geeignete
Zellzahl in Kryokonservierungs-Medium aufgenommen und in Kryoréhrchen mit Hilfe des
Mr. Frosty Gefrierbehalters bei -80 °C gelagert. Fur die langfristige Konservierung der
Zelllinien wurden diese bei -196 °C im Stickstoff-Flissigtank aufbewahrt. Aufgetaut
wurden die Zellen durch rasche Resuspension in Zellkulturmedium und anschlieBendes
Zentrifugieren bei 400 x g fur 5 min bei 4 °C. Um avitale Zellen auszuwaschen, wurde

das Zellkulturmedium 24 Stunden nach diesem Prozess gewechselt.

Kryokonservierungs-Medium e 10 % DMSO in FCS

2.2.1.3 Mykoplasmentest

Die Zelllinien wurden durch eine Mitarbeiterin mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
auf eine Kontamination mit Mykoplasmen getestet. Bei den verwendeten Zelllinien wurde
eine Kontamination mit den im Labor Ublicherweise auftretenden Spezies

ausgeschlossen.
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2.2.1.4 Generierung von konditioniertem Medium

Um konditioniertes Medium (CM) von transfizierten und untransfizierten Expi293F zu
erhalten, wurden je 200.000 Expi293F pro Milliliter DMEM 3+ in Zellkulturflaschen
ausgesat und Uber 72 Stunden inkubiert. Das Medium wurde anschlieBend
abgenommen, bei 400 x g fur 5 Minuten zentrifugiert und in ein neues
Zentrifugenrbhrchen Uberfihrt. Die Konzentration der enthaltenen APEX2-
Fusionsproteine wurde durch einen CCL22 oder CCL17 ELISA bestimmt und durch
Verdinnung mit CM untransfizierter Expi293F bei Bedarf angeglichen. Dadurch lieBen
sich Stammlésungen mit hohen Konzentrationen von APEX2-Fusionsproteinen von bis
zu 1500 ng/ml erreichen. Die Stammlésungen wurden auf 1,5 ml ReaktionsgefaB3e
verteilt und bei — 80 °C bis zur Verwendung gelagert. Die Konzentration von Kontroll-
APEX2 kann nicht direkt durch ELISA bestimmt werden. Nach analoger Aussaat der
Kontroll-APEX2-sezernierenden Zellen, wurde die Konzentration dieser Fusionsproteine

im Uberstand mithilfe des FLAG-Westernblots angenéhert.

2.2.1.5 Migrationsversuche

Um das Migrationsverhalten von Zellen auf unterschiedliche Chemokingradienten zu
untersuchen, wurden Versuche in sterilen Migrationsplatten durchgefiihrt. Darin trennt
eine Membran, mit einer bestimmten PorengréBe, zwei Kammern voneinander. Fir die
B3Z-Zelllinie wurden Poren der GréBe 3 um verwendet. In die obere Kammer wurden je
1 x 105 B3Z in 70 ul Migrationsmedium pipettiert. In der unteren Kammer befand sich
225 pl Migrationsmedium mit einer definierten Konzentration von Chemokin oder
Fusionsprotein zwischen 0 und 100 ng/ml. Die Migrationsplatten wurden anschlieBend
far vier Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit befanden sich
migrierte Zellen in der unteren Kammer, die in eine 96-well Platte Gberfuhrt wurden. Die
Platte wurde bei 400 x g fur 5 Minuten zentrifugiert und der Zelliberstand verworfen.
AnschlieBend wurden die Konditionen in 97 ul PBS mit 3 pl counting beads
aufgenommen und im Durchflusszytometer ausgewertet. Durch Analyse der
gemessenen Zellzahl und Anzahl an counting beads wurde die absolute Anzahl an

migrierten Zellen pro Kondition auf folgende Art fur jede Kondition einzeln ermittelt:

Nim FAcs gemessene beads

Nins3 ul befindliche beads

Nim FAcs gemessene Zellen

X

Gesamtzahl migrierter Zellen =



2. Material und Methoden 28

2.2.2 Tierzucht und -haltung

C57BI/6-Mause wurden von Janvier Labs (Le Genest Saint Isle, Frankreich) bezogen.
Zum Zeitpunkt der Lieferung hatten die Tiere ein Alter zwischen sechs und zehn
Wochen. Es wurden Tiere beider Geschlechter verwendet. CCR4 -/- Tiere stammten aus
eigener Zucht. Die Tierhaltung erfolgte nach SPF-Hygienerichtlinien (Specific-Pathogen-

Free). Organentnahmen wurden zuvor durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.2.3 Gewinnung von primaren murinen Zellen

Die Tétung der Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation unter Isofluran-Anésthesie.
Nach Entnahme von Milz, Lymphknoten oder Thymus wurden unter sterilen
Bedingungen mit Hilfe von 30 ym Zellsieben Einzelzellsuspensionen hergestellt und
diese durch dreimindtige Inkubation mit Erythrozytenlysepuffer behandelt. AnschlieBend
wurden die Zellen gezahlt und in RPMI 5+ kultiviert, oder darin auf Eis gelagert.
Verwendet wurden die Zellen fur Biotinylierungsversuche oder nach Antikérperfarbung

zur Analyse im Durchflusszytometer.

Erythrozytenlysepuffer 0,15 M Ammoniumchlorid
1,0 mM Kaliumhydrogencarbonat
0,1 mM EDTA

pH 7,2

2.2.4 Methoden im Umgang mit Nukleinsduren
2.2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation und Erweiterung von DNA-Abschnitten wurde die Polymerase-
Kettenreaktion angewandt. Hierfur wurde folgender 50 uyl Ansatz verwendet.

e 2—4 ug DNA template

e Je 0,2 uM Primer

e 2uldNTPs

e 0,5yl Q5 Polymerase

e 10 ul Q5 Puffer 5X

e ddH:O
Die Reaktion lief unter zuvor, durch den TMcalculator, bestimmten Temperaturzyklen in
einem Thermocycler ab. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und die Bande mit korrekter GréBe isoliert. Nach

Purifikation der DNA-Bande wurde die Konzentration mit dem Nanodrop ermittelt.
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2.2.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Durch die Gelelektrophorese wurden DNA-Fragmente oder Plasmide anhand ihrer
MolekulgréBe separiert. Es konnten somit Klonierungsvorgange Uberprift, oder die
aufgetrennten DNA-Fragmente isoliert und weiterverarbeitet werden. Es wurde hierfiir
ein 0,5 — 1,5 %iges Agarosegel in 150ml TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) mit 3,57
ul Orange G hergestellt. Aus den DNA-Lésungen wurde durch eine entsprechende
Menge 6 x Loading Dye eine 1 x Verdiunnung hergestellt und anschlieBend die Gel-
Taschen beladen, sodass nach Anlegen einer Spannung von 80 - 120 V die negativ
geladenen DNA-Molekile aufgetrennt wurden. Als Laufpuffer diente 1 x TBE-Puffer. Die
DNA-Banden wurden im ChemiDoc unter UV-Licht sichtbar und bei Bedarf durch ein
steriles Skalpell ausgeschnitten und nach Herstellerangaben mit dem Zymoclean Gel

DNA Recovery Kit eluiert.

TBE-Puffer e 90 mM TRIS Base
e 90 mM Borsaure
e 2mMEDTA
Agarose-Gel e 0,5-1 % Agarose in TBE-Puffer

2.2.4.3 Klonierung

Durch Klonierungsprozesse wurde DNA erzeugt, die fur die APEX2-Fusionsproteine
oder Chemokin-Rezeptoren kodiert. Ausgehend von murinen Splenozyten wurde
CCL22- oder CCL17-mRNA isoliert und Uber eine Reverse-Transkriptase-PCR (RT-
PCR) in cDNA umgeschrieben. Fir Klonierungen an CCR4 diente das Plasmid pmp71-
CCR4 als Ausgang. Durch geeignete Primer (s. 2.1.8 Primer und Plasmide) und
nachfolgende PCR, bzw. Mutagenese wurden Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme
(Notl oder BamHI) eingefigt und die DNA in das zuvor geschnittene Vector-Plasmid
pcDNA3 APEX2-NES oder pmXs-puro eingebracht. Nach Transformation in DH5alpha
Bakterien und Selektion durch eine vermittelte Ampicillin-Resistenz wurde das Plasmid
Uber eine Bakterienkultur auf 100 ug/ml Ampicillin-haltigen LB-Agarose-Platten bei 37
°C vermehrt und anschlieBend isoliert. Die DNA-Sequenz wurde extern mittels

Sequenzierungsverfahren Uberprift (Eurofins Genomics, Konstanz, Deutschland).
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2.2.4.4 Restriktionsverdau

Um DNA-Fragmente oder Plasmide zu schneiden, wurden die Restriktionsenzyme Not1
oder BamHI eingesetzt. Zum Restriktionsverdau wurde der folgende 50 pl Ansatz

verwendet und bei 37 °C fur 3 h inkubiert.

e 1ugDNA
e 5yl Cutsmart-Puffer 10X
e Jeweils 10 units Restriktionsenzym
e ddH0
Im Anschluss wurde die DNA mit dem Zymoclean Gel DNA-Recovery Kit aufgereinigt.

2.2.4.5 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit einem 5:1 Molekulverhaltnis (/nsert zu

Plasmid) Gber Nacht bei 16 °C in folgendem 20 ul Ansatz durchgeflhrt.

e |Insert

e Plasmid

e 1yl DNA Ligase T4 20X
e 2yl Ligase Puffer 10X

e ddH0

Im Anschluss wurde die Ligation Uber eine Gelelektrophorese Uberprift und die DNA

eluiert.

2.2.4.6 Mutagenese

Fir die Klonierung der trunkierten APEX2-Fusionsproteine, sowie die des Kontroll-
Konstruktes wurde ausgehend vom CCL22_APEX2-kodierenden Plasmid das Q5 Site-
Directed Mutagenesis Kit nach Herstellerangeben angewandt. Mit den in 2.1.8
aufgefuhrten Primern wurde die CCL22-kodierende Sequenz so entsprechend gekrzt.

AnschlieBend erfolgte zur Erfolgskontrolle eine externe Sequenzierung der Plasmide.

2.2.4.7 DNA-Transformation von Bakterienkultur

Die durch Klonierungsvorgange erstellte, ringférmige DNA wurde mit Hilfe von
Bakterienkulturen vermehrt. Hierflr wurden E. coli Bakterien des Stammes DH5-Alpha
aus einem -80 °C Gefrierschrank in einem 1,5 ml ReaktionsgefaB fur 5 Minuten auf Eis
gelagert. AnschlieBend wurde 1 ul einer 50 ng/ul DNA-L6sung den Bakterien zugegeben

und resuspendiert. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien einem
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90-seklindigen Hitze-Schock bei 42 °C im Heizblock ausgesetzt. Es folgte eine 2-
minutige Inkubation auf Eis, wonach dem ReaktionsgefdB 1 ml LB-Medium ohne
Antibiotikazusatz zugefligt wurde. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 37 °C fir eine
Stunde im Schdittler inkubiert. Die Bakterien wurden anschlieBend mithilfe einer 100
ug/ml Ampicillin-haltigen LB-Agarose-Platte ausgestrichen und bei 37 °C im Inkubator
selektiert. Am Folgetag konnte eine Bakterienkultur Uber die Inkubation bei 37 °C im
Schittelkolben mit 250 ml Ampicillin-haltigem LB-Medium vermehrt werden. Die somit
vermehrte DNA konnte im Anschluss mithilfe des ZymoPURE Il Plasmid Maxiprep Kits

nach Herstellerangaben isoliert werden.

LB-Selektionsmedium o 100 pg/ml Ampicillin in LB-Medium

2.2.4.8 Transfektion von Zelllinien

Um DNA in eukaryotische Zellen wie die Expi293F Zelllinie einzubringen, wurde die
Transfektion mit Hilfe des GeneJuice Transfection Reagent nach dem Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Die verwendeten Plasmide vermittelten hierbei eine Resistenz gegen
G418. Im Anschluss an die Transfektion wurden die Plasmid-tragenden Zellen durch

Inkubation Uber 7 Tage G418-haltigem Medium selektioniert.

Selektionsmedium Transfektion o Expi293F Medium
e 500 pg/ml G418

2.2.4.9 Lentivirale Transduktion von Zelllinien

Zum Erreichen einer stabilen Proteinlberexpression wurden Zellen der B3Z-Zellline
durch lentivirale Transduktion behandelt. Hierfir wurde ein viertdgiges Protokoll
angewandt, welches mit der Aussaat von Plat-E-Zellen im 6-well begann. 1,2 Millionen
Zellen wurden hierfir in 1 ml DMEM 3+ Medium ausgesat und fir 24 h im Brutschrank
inkubiert, bis eine 70 % Konfluenz erreicht wurde. Am Folgetag wurde in einem 1,5 ml
ReaktionsgefaB 150 pl einer DNA-L6sung erstellt, die 15 pl eines 250 mM
Calciumchlorid-Puffers, 18 ug der einzusetzenden DNA und ddHzO enthielt. In ein 15 ml
ReaktionsgefaB mit 150 ul Transfektions-Puffer wurde unter standigem Mischen mittels
Vortex Mixers die DNA-LOsung trépfchenweise zugegeben und anschlieBend 30 min bei
RT inkubiert. Danach wurden die 300 ! Lésung auf die Plat-E im 6-well pipettiert und 6
h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium vorsichtig
entnommen und durch 3 ml DMEM 3+ ersetzt. Es folgte eine Inkubation Uber 42 h. Am

dritten Tag wurden RetroNectin-Platten vorbereitet, welche am Folgetag zur
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Transduktion benétigt wurden. Hierfir wurden 24-well Platten mit 400 pl einer 12,5 ug/ml
RetroNectin-Lésung geflllt und bei 4 °C abgedeckt Uber Nacht inkubiert. Das
RetroNectin wurde am Folgetag durch 500 ul Blocking-Puffer ersetzt und die 24-well
Platte anschlieBend fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Waschen der 24-well Platte mit
PBS wurde das Plat-E-Medium mittels 5 ml Spritze abgenommen, durch ein 45 ym Sieb
steril gefiltert und in ein 50 ml Reaktionsgefa3 Uberfiuhrt. 1 ml des Virus-enthaltenden
Plat-E-Zelliberstandes wurde in das gewaschene 24-well Gberfihrt und bei 3000 x g flr
120 min bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Medium im 24-well durch 1 ml
eines Zellgemisches mit 10.000 untransduzierten B3Z ersetzt, sowie bei 800 x g fur 30
min bei 32 °C zentrifugiert und anschlieBend im Brutschrank inkubiert. In den folgenden
Tagen wurden die transduzierten B3Z zunachst in das 6-well-Format und anschlieBend
in eine Zellkulturflasche uUberfihrt. Die Transduktionseffizienz lieB sich bei den
verwendeten Konstrukten per FACS durch die Expression von GFP bestimmen. Bei
Bedarf konnten durch FACS-sorting nach GFP eine 100 % Reinheit an transduzierten
Zellen erreicht werden.

Transfektions-Puffer e 1,6 g Natriumchlorid
e 74 mg Kaliumchlorid
e 50 mg Natriumphosphat

e 1gHEPES

e 100 ml ddH0O

° pH 6,76

e Reinigung mittels 20 ym Filter
Calciumchlorid-Puffer (2,5 M) e 2,7 mg Calciumchlorid

e 10 ml ddH:0

e Reinigung mittels 20 ym Filter
Blocking-Puffer Transduktion e 0,1gBSA

e 5 ml autoklaviertes ddH-0O
e Reinigung mittels 20 ym Filter

2.2.5 Proteinchemische Methoden
2.2.5.1 Gewinnung von Zelllysat

Zur Herstellung von Zelllysat wurden zun&chst 108 B3Z im 6-well, beziehungsweise 107
B3Z in einer 10 cm Petrischale ausgesat und tber Nacht im Brutschrank inkubiert. Nach
erfolgter Biotinylierungsreaktion wurden die verbleibenden adharenten Zellen mit einem
Zellschaber gelést und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB Uberfihrt. Nach einmaligem
Waschen mit PBS und Zentrifugation bei 400 x g fiir 5 min wurde der Uberstand
abgenommen und das Zell-Pellet in 100-1000 ul RIPA-Puffer geldst. Mit Hilfe des Vortex
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Mixers wurde das Pellet mechanisch gelést und anschlieBend fir 30 min auf Eis
gelagert. AnschlieBend wurde das ReaktionsgefaB3 bei 4 °C und 17.000 x g fir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB tberflihrt. Es konnte mit

der Bestimmung der Proteinkonzentration weiterverfahren werden.

RIPA-Puffer e 150 mM Natriumchlorid
e 1,0% Triton X-100
e 0,5% Natriumdesoxycholat
e 0,1% SDS
e 50mMTRIS, pH 8,0
e 1% CHAPS
e Protease-Inhibitor

2.2.5.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde mit Hilfe des DC Protein Assay von Bio-
Rad nach Herstellerangaben und photometrischer Messung am Mikroplattenleser

bestimmt.

2.2.5.3 Western Blot

Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erfolgte auf Grundlage der
Methode von Laemmli (Laemmli et al. 1970) mit Hilfe des Western Blot Systems von Bio-
Rad. In Abhangigkeit von der zu untersuchenden Proteingr6Be wurden 10-12 %
Polacrylamid-Gele verwendet. Bis zur vollstdndigen Polymerisation des Trenngels
wurde dieses in der Gel-Kammer mit Isopropanol beschichtet. AnschlieBend wurde der
Alkohol entfernt und durch das Sammelgel ersetzt. Zur Probenvorbereitung wurde ein
definiertes Volumen Expi293F-Zelliberstand, oder eine definierte Proteinmenge
zwischen 10 und 50 pg mit der entsprechenden Menge 4 x Laemmli-Puffer versetzt und
fir 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Proteine, die durch einen Streptavidin-Pulldown
gewonnen wurden, sind durch Erhitzen der magnetischen Streptavidin-Beads mit 1 x
Laemmli-Puffer Gber 5 min bei 95 °C isoliert worden. Die Proben durchliefen das
Sammel- und Trenngel im Running-Puffer durch das Anlegen einer Spannung von 120
V. Als Ladder wurden dabei je 10 ul PageRuler Plus Prestained oder PageRuler

Prestained verwendet.
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Gel Trenngel 10 % Trenngel 12 % Sammelgel 5 %
ddH20 4.1 ml 6,8 ml 2,26 ml
30 % Acrylamid 3,3 ml 4 ml 680 ul
1,5 M TRIS HCL 2,5ml 2,5ml 1 mi
10 % APS 100 ul 100 ul 40 pl
TMED 4 ul 4 ul 4 pl
0,5 % TriChlor EtOH 50 pl 50 pl
1,5 M TRIS HCL e 181,65 g TRIS Base

e 1gSDS

e pH8,8

e Gesamtvolumen 1 L
0,5 M TRIS HCL e 60,559 TRIS Base

e 1gSDS

e 0,1 g Bromphenolblau

e pHB,8

e Gesamtvolumen 1L
4 x Laemmli-Puffer e 0,25 M TRIS/HCL pH 6,8

e 8% SDS

e 40 % Glycerol

e 0,01 % Bromphenolblau

e 10 % B-Mercaptoethanol

25 mM TRIS base
190 mM Glycin
0,1 % SDS

pH 8,3

Running-Puffer

Vor dem Transfer der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) wurde das
Polyacrylamid-Gel innerhalb des ChemiDoc mit UV-Licht bestrahlt. Das im Trenngel
enthaltene Trichlorethanol reagiert unter UV-Licht mit den Tryptophanresten der
Proteine. Diese Methode wurde zur semiquantitativen Bestimmung der Proteinmenge
und zur Ladungskontrolle verwendet. Alternativ konnte tiber einen B-Actin-Antikérper die
Ladungskontrolle durchgefihrt werden. Der Proteintransfer wurde nach dem ,Wet-
Blotting“-Verfahren bei einer Stromstarke von 350 mA fir 60 min im Transfer-Puffer
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran mit Hilfe eines Schuttlers Gber
eine Stunde im entsprechenden Blocking-Puffer inkubiert. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem priméren Antikérper oder Streptavidin-HRP im jeweiligen Blocking-

Puffer bei 4 °C uber Nacht auf einem Taumelrollenmischer. Nach mehrmaligem
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Waschen mit TBST fand bei Anwendung eines sekundéren Antikérpers die Inkubation
mit diesem in TBST fir eine Stunde bei Raumtemperatur statt. Nach dieser Zeit wurde
die PVDF-Membran erneut mehrmals mit TBST gewaschen und anschlieBend im

ChemiDoc durch Zugabe von Chemilumineszenz-Substrat ausgewertet.

Transfer-Puffer e 25 mM TRIS-Base
e 190 mM Glycin
e 20 % Methanol
e pH8,3

TBST e 20mM TRIS
e 150 mM NaCl
e 0,1% Tween 20
e pH7,6

Western Blot e 5% BSA TBST (FLAG-WB) in

Blocking-Puffer e 5% Milchpulver in TBST (HA-WB, GFP-WB,
Streptavidin-WB)

2.2.5.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Murine CCL17 und CCL22 ELISA Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet, um
die Konzentration von Fusionsproteinen im Zelllberstand der Expi293F Zelllinie, oder
Chemokinen in Lésung zu bestimmen. Laut Hersteller ist das CCL22 ELISA Kit explizit
auch zur Detektion der trunkierten CCL22 Formen geeignet. Trotz Modifikation der
Chemokine durch die Fusion mit APEX2, stellte sich die Methode ELISA als valide

heraus.
ELISA-Waschpuffer e 0,05% Tween20 in PBS
IFN-g ELISA Coating e 0,2M Natriumphosphat in pH 6,5/ pH 9,5
Buffer

2.2.6 Bestimmung der APEX2-Enzymaktivitéat mittels Chemilumineszenz

In eine schwarze 96-well-Platte wurden Triplikate & 100 ul einer 150 ng/ml APEX2-
Lésung pipettiert. Die Lésung wurde zuvor durch Verdiinnen einer APEX2-Stamml&sung
mit PBS erstellt und auf 37°C erwarmt. Mit Hilfe einer Mehrkanalpipette wurden je 10 ul
eines Chemilumineszenz-Substrates zugegeben. Nach 25 min Inkubation bei RT im
Dunkeln wurde der Versuch im Mikroplattenleser durch Messung der Lumineszenz tber
1 Sekunde pro well ausgewertet. Als Positivkontrolle diente eine Kondition mit der

hochaktiven Meerrettichperoxidase (HRP) anstelle von APEX2.
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2.2.7 Aligemeines zur Biotinylierung

Die Peroxidase APEX2 katalysiert eine Reaktion, bei der nach Zugabe von Biotinphenol
und H20: Biotinphenol-Radikale entstehen. Im Allgemeinen lief die Biotinylierung ab,
indem eine bestimmte Zellzahl mit einer definieten Konzentration APEX2-
Fusionsproteinen fir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert wurde. Damit nur gebundenes
APEX2 zurickbleibt, wurde das APEX2-haltige Medium anschlieBend abgenommen und
durch 500 yM Biotinphenol (BP) in PBS ersetzt. Die Biotinphenolldsung wurde zuvor
durch Verdinnung mit PBS hergestellt und auf 37 °C erwarmt. Nach Zugabe von H20>
bis zur Endkonzentration von 1 mM lief die Biotinylierungsreaktion fur 1 — 3 Minuten ab,
ehe sie durch Quencher-Lésung 2X abgestoppt wurde. Die Zellen wurden insgesamt
dreimal mit Quencher-Lésung 1X gewaschen und anschlieBend einmal in PBS. Durch
eine Farbung mit Streptavidin wurden die Zellen fir die Analyse am FACS oder
Konfokalmikroskop vorbereitet, oder mittels RIPA-Puffer fur einen Streptavidin-Pulldown
oder die SDS-PAGE lysiert. Tabelle 16 zeigt fur alle Versuche mit Biotinylierung die

jeweilige Konfiguration.

Biotinphenol 1000X e 500 mM in DMSO
H202 100X e 100 mM in PBS
Quencher-Lésung 2X e 20 mM Natriumazid

e 20 mM Natriumascorbat

e 10 mM Trolox

e inPBS
RIPA-Puffer e 150 mM Natriumchlorid

e 1,0% Triton X-100

e 0.5% Natriumdesoxycholat

e 0,1% SDS

e 50mMTRIS, pH 8.0

e 1% CHAPS

e Protease-Inhibitor
Reaktionsmedium e 900 ul PBS

e 100 pl Uberstand der Expi293F-Zelllinie
1 mM Biotinphenol in DMSO
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Tabelle 16 Konditionen bei Versuchen mit Biotinylierung

Zellen APEX2 Inkubation = Waschen H202 .
Inkubation
Streptavidin- 5x105  siehe i1 ml 1 minin 1
Westernblot B3Zim  Abbildung 5 min, 37 °C PBS .
(Abb. 7) 6-well in1ml
Mikroskopie 5x10° 150 ng/ml in1ml 3 minin 1
(Abb. 9) B3Zim 'y 83min37°C ppg mi
12-well
Streptavidin- 5x108 . .
Pulldown B3Z im :nsfonglllm' 5 min, 37 °C 'Fr,‘E:g ml :nlm'” 10
(Abb. 10) 6-well
B3Z-Zellgemisch je5x 75 ng/ml in2ml 1 minin 1
5 H o
(Abb. 11) 10°B3Z — yho oy 5min,37°C ppg ml
im 6-well
Rezeptorscreening 1x10° 75 ng/mi in2ml 1minin 1
(Abb. 12, 13) g_e’wze““ inom °2Min37°C ppg mi

2.2.8 Biotinylierung einer B3Z-Co-Kultur

Je 500.000 CCR4-lberexprimierende B3Z wurden mit einer zweiten B3Z-
Zelllinie, die einen anderen CCR Uberexprimiert, Gber Nacht im 6-well in 3 ml
RPMI 3+ co-kultiviert. Zuvor wurde eine der beiden Zelllinien mit dem
eBioscience Cell Proliferation Dye eFluor 450 nach Herstellerangaben geférbt.
Am Folgetag wurde die Biotinylierungsreaktion wie oben beschrieben im 6-well
mit CCL22-APEX2 und Kontroll-APEX2 durchgefiuhrt. Durch anschlieBende
Farbung mit Streptavidin (1:100 far 30 min, RT) wurde die Biotinylierung der
Zellen, die sich durch die vorangegangene Farbung mit dem Cell Proliferation

Dye weiterhin unterscheiden lieBen, durch FACS analysiert.

2.2.9 Streptavidin-Pulldown

Je 5 x 10 B3Z-CCR4+-HA wurden wie in Tabelle 16 beschrieben behandelt und
biotinyliert. Nach Ldsen der Zellen mittels Zellschaber wurden diese in ein 1,5 ml
ReaktionsgefaB Uberflhrt und mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet
durch Zugabe von 125 ul RIPA-Puffer lysiert und der Proteingehalt bestimmt (siehe 2.2.5
Proteinchemische Methoden). Zum Streptavidin-Pulldown wurden pro Kondition 38 pl

magnetische Beads eingesetzt, die laut Hersteller somit 20 pg biotinyliertes Protein
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binden kdnnten. Dies entsprach 1/40 der eingesetzten Proteinmenge an Zelllysat. Dem
Zelllysat wurden die Beads, sowie PBS bis zu einem Gesamtvolumen von 1 ml zugeflgt
und nach Herstellerprotokoll der Pierce Streptavidin magnetic beads weiterverfahren.
Das an Streptavidin gebundene Protein wurde anschlieBend entweder durch Zugabe

von Laemmli-Puffer 2X gel®st und per Westernblot analysiert.

2.2.10 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting — FACS) wurden
Zellen und Beads gezahlt, oder Zellen auf ihre Morphologie hin analysiert. Dabei wurden
die Zellen teilweise zuvor durch Fluoreszenzfarbstoffe oder Fluorochrom-markierte
Antikérper gefarbt. Fir die Analyse wurde eine Suspension aus einer geeigneten
Zellzahl in FACS-Puffer hergestellt. Die extrazellularen Antikérper- oder
Streptavidinfarbungen wurden in 100 yl FACS-Puffer durchgefihrt. Die Antikdrper
wurden dabei in unterschiedlichen Verhaltnissen zum Gesamtvolumen der
Zellsuspension zwischen 1:200 und 1:1000 verwendet. Die Inkubationszeit und -
temperatur war dabei abhéngig von der Antikérper- oder Streptavidinfarbung. Vor der
Analyse wurden die Zellen einmal in FACS-Puffer durch Zentrifugation bei 400 x g, fir 5
min bei 4 °C gewaschen. Avitale Zellen wurden durch Verwendung Fixable Viability Kits

ausgeschlossen.

FACS-Puffer e 2%FCSinPBS

2.2.11 Konfokalmikroskopie

Eine 12-well-Platte wurde mit Deckglaschen bestlckt und jeweils 5 x 10° B3Z-CCR4+
oder B3Z-UT in 1 ml RPMI 3+ ausgesat, um Uber Nacht bei 37 °C zu inkubieren und am
Glas zu adhérieren. AnschlieBend wurde das Medium abgenommen und die Zellen
vorsichtig mit PBS gewaschen. Das PBS wurde entnommen und durch 1 ml APEX2 in
PBS ersetzt. Darin enthalten waren 150 ng/ml CCL22-APEX2, beziehungsweise
dieselbe Konzentration an Kontroll-APEX2 (s. Generierung von konditioniertem
Medium). Nach der Inkubation wurde die Flissigkeit abgenommen und einmal mit PBS
gewaschen. Dieses wurde abgenommen und anschlieBend durch BP in PBS ersetzt.
Nach Zugabe von H2O: lief die Biotinylierung Gber 3 Minuten ab. Im Anschluss wurde
die Flussigkeit abgenommen und insgesamt dreimal mit je 3 ml Quencher-Lésung
gewaschen. Fur eine detaillierte Beschreibung der Biotinylierung siehe 2.2.8

Allgemeines zur Biotinylierung. Danach wurden die wells dreimal mit PBS gewaschen
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und die Flussigkeit wieder abgenommen. Durch die Zugabe von 2 ml 3 % Formaldehyd,
fir 10 min bei RT, wurden die Zellen fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut
dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit Streptavidin-PE 1:250 in Konfokal-
Blocking-Puffer Gber 1 h bei RT gefarbt. Jedes well wurde dreimal mit PBS gewaschen.
Das PBS wurde abgenommen und eine Permeabilisierung durch Zugabe von je 2 ml 0,1
% Triton X100 in PBS Uber 30 min bei RT erreicht. Die Farbung wurde mit Streptavidin-
PE 1:250 in Konfokal-Blocking-Puffer durchgefihrt, indem die Zellen erneut bei RT 1 h
inkubierten. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen und die Fllssigkeit komplett
abgenommen. Die Deckglaschen wurden mit einer Pinzette entnommen und mit Hilfe
eines Tropfen Mounting-Mediums, das bereits DAPI enthielt, auf einen Objekttrager
befdrdert. Befestigt wurden die Glaschen durch Nagellack. Bis zur Auswertung wurden
die Proben unter Lichtausschluss bei RT gelagert. Am Konfokalmikroskop wurden die
Signale von PE, DAPI und Durchlicht Uber die Methode des sequential scans
aufgenommen. Aufgrund einer Geratewartung war die Durchlichtaufnahme nicht bei
allen Versuchswiederholungen méglich. Die Einzelaufnahmen wurden mit Hilfe der LAS

Software Ubereinander gelagert.

150 ng/ml APEX2 e 900 ul PBS
e 100 pl Stammlésung APEX2 (1500 ng/ml)
Konfokal-Blocking-Puffer e 5%BSAin PBS

2.2.12 Statistische Analyse

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Versuche mindestens dreimal
durchgefuhrt. Angaben zur angewandten statistischen Analyse finden sich unter

den jeweiligen Abbildungen. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Aufbau und Funktion der APEX2-Fusionsproteine

Das APEX2 Proximity Labeling System ermdglicht den Nachweis einer engen
raumlichen Interaktion zwischen Proteinen. Es wurde speziell fur die Anwendung
Intrazellularraum entwickelt und kam bisher ausschlieBlich in diesem Bereich zum
Einsatz. Die vorliegende Studie zielt darauf ab, ein System zu etablieren, durch das —
ausgehend von einem Chemokin — auch extrazellulare Chemokin-Rezeptor-
Interaktionen an der Zellmembran charakterisiert werden kdénnen. Im Vergleich zu
etablierten Methoden bietet das Proximity Labeling das Potential, auf diese Weise auch

bisher unbekannte Rezeptoren zu identifizieren.

Zunéchst ist es erforderlich, das zu untersuchende Chemokin, in diesem Fall CCL22, an
APEX2 zu koppeln. Das Konstrukt CCL22-APEX2 wird durch Klonierung und
anschlieBende Expression in einem geeigneten Zellsystem generiert und als CCL22-
APEX2 Fusionsprotein bezeichnet. Durch die Bindung von CCL22-APEX2 an den
Chemokinrezeptor CCR4, der sich auf der Zelloberflache befindet, gelangt APEX2 in
unmittelbare raumliche Nahe von CCR4, wodurch CCR4 biotinyliert wird. Biotinylierte
Proteine kénnen mittels Durchflusszytometrie, Western Blot oder Konfokalmikroskopie
einfach identifiziert werden, wodurch die Bindung des Fusionsproteins nachgewiesen

wird.

Abbildung 2 zeigt schematisch die Bindung eines CCL22-APEX2 Fusionsproteins an
den Rezeptor CCR4. Durch die kontrollierte Zugabe von Biotinphenol und H>O,,
katalysiert APEX2 eine Reaktion, die in unmittelbarer Umgebung hochreaktive
Biotinphenol-Radikale erzeugt. Diese sehr kurzlebigen Molekile sind in der Lage, den

Rezeptor kovalent zu biotinylieren.
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Abbildung 2: Konzept des Proximity Labelings am Beispiel der CCL22-CCR4
Achse. Nach Bindung des APEX2-CCL22-Fusionsproteins an CCR4 gelangt APEX2 in
raumliche Néhe zum Rezeptor. Durch die Zugabe von Biotinphenol (BP) und H>O-

entstehen kurzlebige Biotinphenol-Radikale (BPs), die kovalent an CCR4 binden.

3.1.1 Generierung der APEX2-Konstrukte

Durch gentechnische Methoden wurden Plasmide erstellt, die jeweils fir ein
Fusionsprotein aus Chemokin und APEX2 kodieren. Die durch DPP4 trunkierten Formen
von CCL22 wurden entsprechend der Aminosadurenanzahl bei einfacher Spaltung (3-
69)CCL22 und bei zweifacher Spaltung (5-69)CCL22 benannt. Da CCL22 und CCL17
Uber ihren N-Terminus an CCR4 binden, wurden die Fusionsproteine so konstruiert,
dass dieser frei vorliegt und sich APEX2 am C-Terminus befindet. Ein
zwischengeschalteter Linker hat die Funktion durch rdumliche Distanz eine mdglichst
ungehinderte Faltung und Funktion von APEX2 zu gewéhrleisten. Um ausreichende und
reproduzierbare Mengen an Fusionsproteinen zu erhalten, wurden mittels Transfektion
und Selektion Expi293F-Zellen generiert, die die Plasmide stabil im Genom integriert
tragen und eine konstante hohe Menge der Proteine in das Zellmedium sezernieren. Um
das Fusionsprotein im Zelliberstand nachzuweisen, enthielt das jeweilige Plasmid einen
FLAG-tag, der uber einen Anti-FLAG-Antikdrper detektiert werden kann. Ein weiteres
Konstrukt diente als Kontrolle, indem lediglich die Signalsequenz, die der Sekretion der
Proteine in das Zellkulturmedium dient, der APEX2-DNA vorgeschaltet war. Das
Kontroll-Protein bestand folglich ausschlieBlich aus dem APEX2-Protein, um
unspezifische Bindungen aufzeigen zu kdénnen. Abbildung 3 zeigt schematisch den

Aufbau der finf Konstrukte.
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Abbildung 3: Aufbau und Klonierung der Fusionsproteine. Dargestellt ist die
schematische Gensequenz der unterschiedlichen Fusionsproteine vom N- zum C-
Terminus. Verwendet wurde murines CCL22 und CCL17 (mCCL22, mCCL17), sowie die
durch DPP4 trunkierten Formen von CCL22 (3-69, 5-69). Als Kontrolle diente eine DNA-
Sequenz, welche lediglich die Signalsequenz (SS) enthielt, die wie bei den restlichen
Konstrukten die Sekretion ermoglicht. Der Linker besteht aus der Aminosaurensequenz
,aGGGS* und trennt somit Chemokin und APEX2 raumlich.

3.1.2 Expression der Fusionsproteine

Durch stabile Transfektion und Selektion der Expi293F wurden funf Produktionszelllinien
generiert, die je ein Konstrukt sezernierten. Durch FLAG-Westernblots mit
konditioniertem Expi293F-Medium wurde die Expression und Sekretion der
Fusionsproteine Uberpruft. Dabei wurde der im Fusionsprotein enthaltene FLAG-fag
genutzt, um die Fusionsproteine im Zelliberstand zu detektieren. Abbildung 4 zeigt einen
FLAG-Westernblot, auf dem die erwarteten Molekiilgréo8en und Unterschiede der
Bandenhdéhen zu sehen sind. Die Bandenintensitdt weist auf eine vergleichbare
Sekretion der Produktionszelllinien hin. Die Bandenhdéhe ist durch die unterschiedliche

Aminoséurenzahl der Fusionsproteine bedingt.
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Abbildung 4: FLAG-Westernblot des Zelliiberstandes der Expi293-Zelllinien.
Konditioniertes Medium der funf Produktionszelllinien wurde per SDS-PAGE aufgetrennt
und ein FLAG-Westernblot durchgefihrt. Die Ladungskontrolle zeigt einen

Membranausschnitt mit unspezifischer Proteinfarbung mittels Trichlorethanol.

Da der FLAG-Westernblot Uber die Bandenintensitat nur eine semiquantitative Aussage
Uber die Sekretionsmenge der Fusionsproteine macht, wurde zur genauen Bestimmung
der Konzentration der APEX2-Fusionsprotein im Zelliberstand, mit einem CCL22 bzw.
CCL17 ELISA die Konzentration der jeweiligen Fusionsproteine quantifiziert. Die ELISA-
Methode ist laut Hersteller auch geeignet, um die trunkierten Isoformen von CCL22 zu

detektieren. Abbildung 5 zeigt das Ergebnis einer Messung.
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Abbildung 5: CCL22 bzw. CCL17 ELISA von konditioniertem Medium der Expi293F
Zelllinien. Die Abbildung zeigt ein ausgewéhltes Versuchsergebnis mit technischen

Triplikaten. Gezeigt ist der Mittelwert, sowie die Standardabweichung (Mean + SD).

Nach Bestimmung der im Zelliberstand enthaltenen Konzentrationen an Fusionsprotein
konnten diese durch Verdinnung mit konditioniertem Medium einer untransfizierten
Expi293F-Zelllinie angeglichen werden. Da die Konzentration von Kontroll-APEX2 nicht
direkt durch einen CCL22 ELISA bestimmt werden konnte, wurde die Vergleichbarkeit
durch die Aussaat einer identischen Zellzahl von Expi293F und gleiche
Inkubationsbedingungen erreicht. Durch FLAG-Westernblots wurde die vergleichbare
Sekretion bestatigt (s. Abbildung 4)

3.1.3 Funktionelle Validierung der Fusionsproteine

Als Folge der Fusion von zwei Proteinen kann es durch Interaktion der verlangerten
Aminoséurekette zu Fehlfaltungen der einzelnen Bestandteile kommen. Dadurch
kénnen Proteine ihre urspringliche Funktion verlieren. Um die Peroxidase-Funktion von
APEX2 zu Uberprifen, wurde die Fahigkeit der Fusionsproteine getestet, ein
Chemilumineszenz-Substrat umzusetzen. Hierflir wurden in eine 96-well-Platte gleiche
Mengen von APEX2-Proteinen pipettiert und das emittierte Licht nach Zugabe von
Substrat gemessen. Abbildung 6 zeigt, dass gleiche Konzentrationen an APEX2-

Fusionsprotein jeweils vergleichbare Peroxidase-Aktivitat aufweisen.
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Abbildung 6: Enzymaktivitat der Fusionsproteine. Zu einer verdiinnten Lésung von
Expi293F-Zelliberstand wurde Chemilumineszenz-Substrat zugesetzt und das
emittierte Licht in relativen Licht-Units (RLU) mittels eines Mikroplattenlesers gemessen.
Als Negativkontrolle diente konditioniertes Medium untransfizierter Expi293F. Als
Positivkontrolle diente hochaktive Meerrettich-Peroxidase (HRP). Der Messwert wurde
nach 25 Minuten Inkubation bei RT erhoben. Abgebildet ist der Mittelwert aus drei
technischen Replikaten, sowie die Standardabweichung (Mean + SD). Die statistische

Testung erfolgte durch die einfaktorielle Varianzanalyse. ns = nicht signifikant

Im né&chsten Schritt wurden die Fusionsproteine zur Biotinylierung von CCR4-
Uberexprimierenden Zellen angewandt, um dabei die erforderliche Menge an
einzusetzendem Fusionsprotein zu bestimmen. Hierflir wurde die B3Z-CCR4+-Zelllinie
mit unterschiedlichen Konzentrationen CCL22-APEX2 inkubiert und biotinyliert.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und das Proteinlysat im Streptavidin-HRP-
Westernblot auf Biotinylierung untersucht. Es zeigte sich eine deutliche Biotinylierung
und diese erfolgte APEX2-konzentrationsabhangig. Aufgrund der Séttigung der
Bandenintensitat bei hohen Konzentrationen wurde fortan mit APEX2-Konzentrationen

zwischen 25 und 150 ng/ml weiterverfahren.
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Abbildung 7: Streptavidin-Westernblot aus biotinyliertem B3Z-CCR4+
Gesamtlysat. 500.000 B3Z-CCR4+ wurden mit den angegebenen Konzentrationen
CCL22-APEX2 inkubiert. Als Kontrolle diente konditioniertes Medium (CM) von
untransduzierten Expi293F. Nach der Biotinylierung wurde mit dem Zelllysat ein
Streptavidin-HRP-Westernblot durchgefiihrt. Die Ladungskontrolle zeigt einen Gel-

Ausschnitt nach unspezifischer Proteinfarbung mittels Trichlorethanol.

In den bisherigen Versuchen wurde untersucht, in welchem MaBe die Fusionsprodukte
sezerniert wurden (Abbildung 4) und ob diese Peroxidase-Aktivitat zeigten (Abbildung 6
und 8). Mit Hilfe des ELISA (Abbildung 5) war es mdglich, durch Angleichen der
Konzentrationen, gréBere Volumina der Zelliberstdnde zu produzieren und
hochkonzentrierte Stock-Lésungen herzustellen. Somit entstand ein System, das

dauerhaft und kostengunstig APEX2-Fusionsproteine generiert.

In einem weiteren Schritt der Validierung galt es zu Uberprifen, ob die APEX2-
Fusionsproteine das beschriebene Migrationsverhalten der Chemokine, von denen sie
abstammen, auslésen — also funktionell aktiv sind. Hierflr wurde erneut die B3Z-CCR4+
Zelllinie verwendet. Ziel des Versuchs war es, eine Aussage dartber treffen zu kénnen,
ob die APEX2-Fusion an CCL22 einen Einfluss auf das Migrationsverhalten von Zellen
auf einen CCL22 Stimulus hin hat. Erfreulicherweise zeigte sich keine signifikante
Abweichung der Migration im Vergleich zu rekombinantem CCL22 (Abbildung 8). Die
reduzierte Migration auf CCL17-APEX2 war aufgrund des mehrfach beschriebenen

reduzierten Migrationsverhaltens von CCR4+ Zellen auf CCL17 im Vergleich zu CCL22
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zu erwarten. Es wurde keine Migration auf die trunkierten Fusionsproteine festgestellt,
was ebenfalls zu erwarten war. CCL22-APEX2 ist also dual biologisch aktiv, es vermittelt

die Migration von CCR4+ Zellen und hat potente Peroxidaseaktivitat.
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Abbildung 8: Migration von B3Z-CCR4+ auf APEX2-Fusionsproteine.
Es wurden je 100.000 B3Z-CCR4+ in Migrationsplatten mit unterschiedlichen Chemokin-
bzw. Fusionsprotein-Gradienten ausgeséat. Die Konzentration der Chemokine in der
unteren Kammer ist jeweils angegeben. Die Negativkontrolle bestand aus
konditioniertem Medium der untransduzierten Expi293F-Zelllinie (CM). Die
Positivkontrolle enthielt rekombinantes murines CCL22 (rekomb. CCL22). Nach
Inkubation Uber vier Stunden wurde die Anzahl an jeweils insgesamt migrierten Zellen
per Durchflusszytometrie bestimmt. Zur statistischen Testung wurde der ungepaarte t-
Test angewandt (ns = nicht signifikant). Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus drei

unabhangigen Versuchen (Mean + SD).

3.2 Spezifitat der Biotinylierung von CCR4

Far eine hohe Spezifitit des Proximity Labelings ist es wichtig, dass die
Biotinphenolradikale (BP-Radikale) nur in unmittelbarer Umgebung von APEX2 wirken.

Uber BP-Radikale ist beschrieben, dass diese im Bereich von zehn bis hin zu wenigen
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hundert Nanometer diffundieren kénnen, bevor sie kovalente Bindungen eingehen (Rees
et al. 2017). Diesen Dimensionen zufolge ist bei Fusionsproteinen, die nicht direkt an die
Zelloberflache gelangen und sich damit nicht in unmittelbarer Nahe zu Rezeptoren
befinden, mit einer geringen unspezifischen Biotinylierung zu rechnen. Durch den
Vergleich der Biotinylierung durch CCL22-APEX2 an untransduzierten B3Z und CCR4-

transduzierten B3Z wurde die Spezifitdt des Systems Uberpruft.

CCL22-APEX2  Kontroll-APEX2

B3Z-CCR4+

B3Z-UT

AP

-Streptavidin

Abbildung 9: Konfokalmikroskopie von B3Z nach Biotinylierung. B3Z-CCR4+ und
untransduzierte B3Z (UT) wurden durch CCL22-APEX2 und Kontroll-APEX2 inkubiert
und anschlieBend biotinyliert. Nach Fixation wurde mit DAPI und Streptavidin, welches
an biotinyliertes Protein bindet, gefarbt. Abgebildet sind jeweils eine 40-fache und 64-

fache Vergrd6Berung aus unabhéngigen Versuchen.

Die gleiche Anzahl untransduzierter und CCR4-Uberexprimierender B3Z wurde getrennt
voneinander im 12-well ausgesat. Nach Zugabe von Kontroll-APEX2 oder CCL22-
APEX2 wurden die Zellen fir weitere 5 Minuten inkubiert, um eine Bindung der

Fusionsproteine an den Oberflachenrezeptor CCR4 zu ermdglichen. Nach Zugabe von
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BP und H:02, welches beides in die Zellen diffundiert, lief die Biotinylierung flr drei
Minuten ab. Die Zellen wurden daraufhin nicht lysiert, sondern mittels Streptavidin-PE
und DAPI geféarbt. Nur in der Kondition CCR4+ B3Z mit CCL22-APEX2 tritt eine sichtbare
Biotinylierung auf, die die Zellen kreisférmig umgibt. In den VergréBerungsaufnahmen,
in denen zusétzlich zum DAPI- und Streptavidin-Signal eine Durchlichtaufnahme zu
sehen ist, wird die Lokalisation der Biotinylierung an der Zellmembran deutlich, an der
auch der Membran-gekoppelte Rezeptor CCR4 zu erwarten ist. In den (brigen
Konditionen ist mikroskopisch keine Biotinylierung nachweisbar (Abbildung 9). Diese
Ergebnisse zeigen, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit spezifisch CCR4 durch CCL22-
APEX2 gebunden und detektiert wird.

Um einen weiteren noch direkteren Nachweis fur die spezifische Biotinylierung zu
erhalten, wurde in einem nachsten Versuch analog zum Ansatz aus Abbildung 9
vorgegangen. Anstelle die Zellen nach der Biotinylierung zu fixieren und zu farben,
wurden diese hier durch RIPA-Puffer lysiert. AnschlieBend konnten die biotinylierten
Proteine durch einen Streptavidin-Pulldown isoliert und Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt werden. Ziel des Versuchs war es, den so isolierten Rezeptor CCR4 uber
Westernblot nachzuweisen. Nachdem mehrere kommerzielle CCR4-Antikérper — auch
mit Zellen aus CCR4- Mausen — keine spezifische Bindung aufzeigten, wurde CCR4 mit
einem HA-tag gekoppelt und mit B3Z-CCR4+HA Zellen das Protein tber einen HA-WB

nachgewiesen.
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Abbildung 10: HA-Westernblot nach Streptavidin-Pulldown von biotinyliertem
B3Z-CCR4-HA Lysat. B3Z wurden mit den Fusionsproteinen inkubiert; anschlieBend
biotinyliert und lysiert. Durch einen Streptavidin-Pulldown wurde das biotinylierte Protein
gebunden und per SDS-PAGE aufgetrennt. CCR4 wurde Uber einen gekoppelten HA-
Antikérper nachgewiesen. Eine Wiederholung des Versuchs mit CCR4-GFP
transduzierten B3Z bestétigte die Laufthdhe fir CCR4 (nicht dargestellt).

Dabei zeigte sich nur bei Verwendung von CCL22-APEX2 ein deutliches Signal im HA-
Westernblot (Abbildung 10). Dies zeigt die spezifische Biotinylierung von CCR4 durch
CCL22-APEX2. Zu beachten ist das geringe unspezifische Signal, das in allen
Konditionen gleich verteilt ist und v.a. Proteine < 95 kDa betrifft. Eine Erklarung hierfur
sind endogen biotinylierte Proteine wie Histone oder Carboxylasen. Die Bandenhéhe
von 95 kDa fir CCR4 wurde in einem unabhéngigen, analogen Versuch mit CCR4-GFP
transduzierten B3Z und GFP-Westernblot bestatigt (nicht dargestellt). Wodurch das
Signal im Bereich von 250 kDa ausgeldst ist, lieB sich nicht eindeutig klaren. Eine
mogliche Erklarung ware die Akkumulation von Protein oder ungenltgender
Denaturierung durch SDS, wodurch es zu einer mangelhaften Auftrennung im Gel

kommt.
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In einem nachsten Schritt wurde die Spezifitdt der Biotinylierung weiter untersucht und
der Frage nach einem mdglichen Bystander-Effekt nachgegangen. Konkret sollte
untersucht werden, ob die Biotinylierung mit CCL22-APEX2 in einem dichten
Zellgemisch isoliert CCR4-positve Zellen betrifft, oder ob durch unspezifische Radikale
auch andere Zellen betroffen sind. Um dies zu untersuchen, wurden mehrere
Zellgemische erstellt, die jeweils eine gleiche Anzahl B3Z-CCR4+ und B3Z, die einen
anderen Chemokinrezeptor Uberexprimierten, enthielten. Nach Zugabe von CCL22-
APEX2 oder Kontroll-APEX2 erfolgte die Biotinylierung. AnschlieBend wurden die Zellen
mittels Durchflusszytometrie auf Chemokinrezeptorexpression und Biotinylierung
untersucht (Abbildung 11).

El B3Z-CCR4* Il B3Z-CCR4*
Kontroll-APEX2 = B3Z-CCR5* Kontroll-APEX2 [ B3Z-CCR6*
CCL22-APEX2 CCL22-APEX2 ]
0 10000 20000 30000 40000 50000 0 10000 20000 30000 40000 50000
MFI MFI
Il B3Z-CCR4*

Kontroll-APEX2 = B3Z-CCR10*

CCL22-APEX2

-

0 20000 40000 60000 80000
MFI

Abbildung 11: Biotinylierung eines B3Z-Zellgemischs. Ein Zellgemisch aus gleichen
Anteilen zweier B3Z-Zelllinien (insgesamt 106 Zellen / ml), die jeweils einen
unterschiedlichen Chemokin-Rezeptor Uberexprimierten, wurden mit CCL22-APEX2
und Kontroll-APEX2 biotinyliert. Durch FACS wurde anschlieBend der Grad der
Biotinylierung Uber die mean fluorescence intensity (MFI) bestimmt. Abgebildet ist der

Mittelwert aus drei Messungen, sowie sein Standardfehler (Mean + SEM).

Hierbei zeigte sich, dass die Biotinylierung durch APEX2-CCL22 in einem sehr dichten
Zellgemisch spezifisch CCR4+ Zellen betrifft und dabei kaum auf andere
Zellpopulationen Ubergeht. Kontroll-APEX2 I6ste keine Biotinylierung aus. Der Versuch

zeigt, dass die hohe Spezifitat des Proximity Labelings durch die raumlich eng begrenzte
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Biotinylierung und Kurzlebigkeit der Biotinphenol-Radikale hervorgerufen wird. Eine
ausgepragte unspezifische Biotinylierung benachbarter Zellen im Sinne eines

Bystander-Effektes konnte damit ausgeschlossen werden.

3.3 Bestimmung der Bindungsfahigkeiten von Chemokinen

uber Proximity Labeling

Aufgrund der komplexen und in Teilen noch unverstandenen Rezeptorinteraktion von
Chemokinen wurde in dieser Arbeit das APEX2 Proximity Labeling angewandt, um
Chemokinrezeptoren auf ihr Bindungsverhalten hin zu untersuchen. Ziel war es zum
einen die Methode zu validieren, indem die gut untersuchten Bindungseigenschaften von
CCL22, seinen Abkémmlingen und CCL17 hin zu CCR4 nachgebildet werden; zum
andern konnte auf diesem Weg der bisher ungeklarten Frage nach einem weiteren
funktionellen Rezeptor flir CCL22 oder seiner Abkémmlinge nachgegangen werden. Mit
Hilfe einer Zelllinien-Sammlung, die in groBen Teilen durch die Arbeitsgruppe von Prof.
Sebastian Kobold (Abteilung fur Klinische Pharmakologie der Universitdt Minchen,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt wurde, konnten alle vorliegenden CC-Chemokin-
Rezeptoren auf |hre Bindungsfahigkeit zu den fiinf Fusionsproteinen hin untersucht
werden. Dazu wurden die jeweiligen B3Z-Zelllinien im 6-well ausgeséat und mit jeweils
einem der funf Fusionsproteine inkubiert. Nach Ablauf der Biotinylierung konnte mittels
Durchflusszytometrie die Biotinylierung quantifiziert werden (Abbildung 12 und 13). Die
isolierte Betrachtung von CCR4 zeigt, wie mittels Proximity Labeling die bisherigen
Erkenntnisse zum Bindungsverhalten dieses Rezeptors im Detail nachgestellt werden
konnten. Wahrend das Kontroll-Konstrukt minimale Biotinylierung hervorruft, l1asst sich
diese bei > 99,5% der CCR4+ B3Z nach Inkubation mit CCL22-APEX2 nachweisen.
CCL17-APEX2 fuhrt bei der verwendeten Konzentration zu einer geringeren
Biotinylierung der Zellen, die sich dennoch deutlich von der, durch die trunkierten
CCL22-Fusionsproteine (3-69)CCL22- und (5-69)CCL22-APEX2 unterscheidet und den
vorbeschriebenen Affinitatsunterschied zwischen CCL22 und CCL17 beschreibt
(Abbildung 12). Dies stellt den zentralen Versuch zur Verdeutlichung der Funktionalitat

und Anwendbarkeit des extrazellularen Proximity Labelings an Chemokinrezeptoren dar.
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Abbildung 12: Biotinylierungsmuster der APEX2-Konstrukte auf B3Z-CCR4:.
B3Z-CCR4+ wurden mit den angegebenen APEX2-Fusionsproteinen inkubiert und
anschlieBend biotinyliert. Mit Streptavidin wurde eine Oberflachenfarbung durchgefihrt
und so die Biotinylierung in Prozent zur Ausgangspopulation durch FACS
nachgewiesen. Das Seitwartsstreulicht (SSC) beschreibt mit dem Vorwartsstreulicht

(nicht dargestellt) die Zellmorphologie.

Mit der Gewissheit ein valides System zur Charakterisierung von Chemokin-Rezeptor-
Interaktionen aufgebaut zu haben, gingen wir mit identischem Versuchsaufbau der
Frage nach einem weiteren Rezeptor fur die untersuchten Chemokine nach. Hierflir
wurden mehrere B3Z-Zelllinien verwendet, die jeweils einen Chemokinrezeptor
Uberexprimierten und mit allen finf Fusionsproteinen inkubiert. Hierbei konnten wir kein
Bindungspaar ausmachen, das eine &hnlich deutliche Bindung wie CCL22-APEX2 zu
CCR4 zeigte (Abbildung 13). (3-69)CCL22-APEX2 zeigt bei CX3CR1 und CCR2 die
héchste MFI, weshalb das Migrationsverhalten der jeweiligen B3Z auf (3-69)CCL22-
APEX2 weiter untersucht wurde. Hier wurde keine signifikante, gerichtete Migration
festgestellt (nicht dargestellt). Zusammenfassend kann auch dieser Versuch als
Bestatigung der Spezifitdt des Systems angesehen werden, da bis zum heutigen
Zeitpunkt kein weiterer Rezeptor fir CCL22 oder seine Abkémmlinge nachgewiesen

werden konnte, was durch unser Rezeptor-Screening bestatigt wurde.
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Abbildung 13: Chemokinrezeptor-Screening durch Biotinylierung mit APEX2-
Fusionsproteinen. B3Z-Zellen wurden mit je einem Chemokinrezeptor transduziert und
durch APEX2-Fusionsproteine biotinyliert. Nach Oberflachenfarbung mit Streptavidin
wurde die mean fluorescence intensity (MFI) der Ausgangspopulation fir Biotinylierung
durch FACS bestimmt. Als Kontrolle dienten untransduzierte B3Z-Zellen (UT). Die
Klonierung der Zelllinie B3Z-CCR2+ erfolgte zeitlich versetzt und konnte daher nicht unter
identischen FACS-Einstellungen durchgefiuhrt werden. Die Darstellung erfolgt daher
separiert. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus drei unabhéangigen Versuchen (Mean +
SEM).
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4. Diskussion

4.1 Zusammensetzung der Fusionsproteine

Zu jeder Zeit finden Bindungen zwischen Chemokinen und deren Rezeptoren im Korper
statt. Da Zellen jedoch oftmals mit einer Vielzahl von Rezeptoren ausgestattet sind, lasst
sich nicht ohne Weiteres erkennen, an welchen Rezeptor ein Chemokin bindet. Durch
die Fusion eines Chemokins mit einem weiteren Protein, das in der Lage ist, den
gebunden Rezeptor zu markieren, kann dieser Herausforderung begegnet werden. Ziel
dieser Arbeit war es im Sinne eines Proof of Concept erstmalig APEX2 mit Chemokinen
zu fusionieren, um deren bekannte Rezeptorinteraktion nachzuweisen. Hierzu wurden
insgesamt funf Fusionsproteine aus jeweils einem Chemokin und APEX2 neu generiert.
Neben den Konstrukten mit murinem CCL22, CCL17, sowie den trunkierten Formen (3-
69)CCL22 und (5-69)CCL22 wurde noch ein Kontrollkonstrukt verwendet, das lediglich
die Signalsequenz zur Sekretion und APEX2 enthielt. Die Fusionsproteine wurden nach
Transfektion von Produktionszelllinien sekretiert und konnten somit aus dem

Zelliberstand gewonnen werden.

APEX2 ist als sogenanntes Labeling Enzym speziell fir den Zweck der intrazelluléren
Anwendung entwickelt und weiterentwickelt worden (Lam et al. 2015). Im Gegensatz zu
dem Vorlauferprotein APEX zeichnet sich APEX2 durch verbesserte Kinetik,
Thermostabilitat, eine starkere Ham-Bindung und insbesondere eine erhdhte Resistenz
gegeniber H>O2-Autoinaktivierung aus (Lam et al. 2015). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass APEX2 geeignet ist, um auf engstem Raum hochspezifisch Protein-Protein
Interaktionen nachzuweisen (Han et al. 2020, Paek et al. 2017, Rhee et al. 2013).

Zum Zeitpunkt der hier beschriebenen Versuche war die Anwendung von APEX2 auf
den Intrazellularraum beschréankt. Charest-Morin et al. haben unterdessen APEX2 mit
Parathormon gekoppelt und das Enzym so erstmals extrazellular angewandt (Charest-
Morin et al. 2017). Weiter verglichen Charest-Morin et al. wie sich HRP als Alternative
fir diese Funktion eignet. HRP ist wie APEX2 eine Peroxidase und wies in den
Versuchen von Charest-Morin et al. eine noch héhere Aktivitdt und Spezifitéat bei der
extrazelluldaren Anwendung auf. Dies ist im Einklang mit Ergebnissen von Lam et al., die
auch zeigten, dass HRP im Vergleich zu APEX2 eine noch starkere H-O»-Resistenz und
héhere katalytische Aktivitat aufweist (Lam et al. 2015). Generell ist die Aktivitat eines
Enzyms abhéngig von den jeweiligen Rahmenbedingungen und erreicht unter optimalen

Bedingungen ihr Maximum. Aufgrund essenzieller Disulfidbriicken und zweier Calcium-
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Bindungsstellen ist HRP im reduzierenden Milieu des Intrazellularraumes inaktiv
(Hopkins et al. 2000, Martell et al. 2012, Skulj et al. 2024). Die Starke von APEX2 kommt
darin zu tragen unter eben diesen Bedingungen weiter aktiv zu sein (Lam et al. 2015,
Patterson et al. 1995, ékulj et al. 2024). Ein weiterer Vorteil im Vergleich zu HRP besteht
in der relativ geringen Molekilimasse. So besitzt APEX2 mit 28 kDa eine um etwa 40%
kleiner Masse als HRP (Martell et al. 2012, Skulj et al. 2024). Aufgrund des selbst nur
etwa 10 kDa schweren CCL22 mussen bei der Fusion sterische Wechselwirkungen
beachtet werden. Dennoch ist anzumerken, dass die Aktivitit von APEX2 bei
extrazelluldrer Anwendung aufgrund der geénderten pH- und Elektrolytverhéltnisse
reduziert sein kann. HRP ist in diesem Kontext besser untersucht und sollte als
alternatives Fusionsprotein bei rein extrazellularer Anwendung aufgrund der héheren

katalytischen Aktivitét in Betracht gezogen werden (Skulj et al. 2024).

Ein entscheidender Faktor bei der Konstruktion von Fusionsproteinen ist die mégliche
Auswirkung der Fusion auf die Proteinfunktion. Bei der Fusion zweier Proteine wird die
Aminoséurekette des einen Proteins um die des jeweiligen anderen verlangert. Da die
Aminosduren gegenseitig wechselwirken, kann so die Funktionalitdt der Proteine
beeintrachtigt werden. In unserem Fall wirkt ein zwischengeschalteter Linker durch
raumliche Trennung beider Proteine dem entgegen. Sowohl die fortbestehende
Peroxidase-Aktivitat von APEX2, als auch die chemotaktische Funktionalitat der
Chemokine wurden in den durchgefiihrten Versuchen Uberprift (Abbildung 6 und 8). Wir
konnten zeigen, dass die chemotaktische Aktivitat von CCL22-APEX2 im Vergleich zu
rekombinantem CCL22 auf CCR4+ B3Z nicht verringert ist (Abbildung 8). Letztlich lassen
sich so Abweichungen der Molekulfunktion im Vergleich zu murinem CCL22 aber nicht
ganzlich ausschlieBen. Durch weiterfihrende Untersuchungen, wie der Messung des
Calcium-Influx in B3Z, kénnte man sich dieser Fragestellung weiter anndhern.
AuBerdem kénnte im Rahmen weiterer Versuchsreihen die ausgeldste
Rezeptorinternalisierung der Fusionsproteine verglichen werden, da diese fiir CCL22
und CCL17 bereits gut untersucht ist (Mariani et al. 2004). Ajram et al. konnten zeigen,
wie sich CCL22, CCL17 und (3-69)CCL22 untereinander als kompetitive Hemmer
verhalten und unterschiedliche Rezeptorinternalisierungen bewirken (Ajram et al. 2014).
Falls sich dieses Verhalten mit den Fusionsproteinen bestétigen lasst, sprache dies fur

eine hohe Funktionalitat.

Es ist bekannt, dass posttransiationale Modifikationen von Chemokinen und
Chemokinrezeptoren groBe Auswirkung auf die Funktionalitdt beider Proteingruppen

haben kdénnen. Die Bindungseigenschaften von Chemokinen kdénnen durch
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posttranslationale Proteolyse, Nitration, Citrullinierung oder Glykosylierung verandert
sein (Vanheule et al. 2018). Als Konsequenz ergeben sich komplexe
Bindungseigenschaften, die von veranderter Bindungsstéarke uber Signalverlust, bis hin
zu geanderten Rezeptorinteraktionen reichen (Loos et al. 2008, Mortier et al. 2008,
Yoshida et al. 2014). Ebenso kénnen Chemokinrezeptoren Uber Phosphorylierung,
Glykosylierung und Sulfatierung modifiziert sein, was sich auf die Chemokininteraktion
auswirkt. Veldkamp et al. konnten zeigen, dass die Sulfatierung von CXCR4
Voraussetzung flr eine starke Bindung mit CXCL12 ist (Veldkamp et al. 2006). Im
Menschen wurde weiter fir CCR2, CXCR3 und CX3CR1 Sulfatierung nachgewiesen.
Auch fir CCR4 wurde aufgrund der freien Tyrosinreste eine mdgliche Sulfatierung
vorhergesagt (Liu et al. 2008). Hauser et al. zeigten, dass sich Lymphozyten-
Subpopulationen in Bezug auf die Sialylierung von CCR7 unterscheiden, was
Anderungen im Rezeptorverhalten auslést (Hauser et al. 2016). Vor diesem Hintergrund
sind falsch-positive oder falsch-negative Bindungen durch Modifikation der
Fusionsproteine denkbar. Fur die hier untersuchten Interaktionspartner CCL22, CCL17
und CCR4 sind jedoch auBer der Trunkierung durch DPP4 keine der o.g.

posttranslationalen Modifikationen in vivo beschrieben.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass mdgliche posttranslationale Modifikationen
bei Untersuchungen einer Chemokin-Rezeptor Achse im Zellmodell berucksichtigt
werden sollten. Durch die hier gezeigten grindlichen Validierungsversuche ist ein
vergleichbares Bindungsverhalten der Fusionsproteine gewahrleistet, wodurch

Ruckschlisse auf die Eigenschaften der abstammenden Chemokine zuléssig sind.

4.2 Spezifitat der Fusionsproteine

In dieser Arbeit wurde die Anwendung des APEX2 Proximity Labelings als Screening-
Methode zur Charakterisierung von Chemokin-Rezeptor-Interaktionen untersucht. Da
hierbei eine Vielzahl von Chemokinrezeptoren untersucht wird, ist eine hohe Spezifitat

notwendige Voraussetzung einer solchen Anwendung.

Die Spezifitat des Proximity Labelings wurde in dieser Arbeit anhand der CCL22-CCL17-
CCR4-Achse Uber Konfokalmikroskopie (Abbildung 9), Westernblot (Abbildung 10) und
FACS (Abbildung 11,12) untersucht. Im Besonderen deutet der Versuch, bei dem
unterschiedliche Zelltypen gemischt und anschlieBend mit CCL22-APEX2 und dem
Kontrollkonstrukt biotinyliert wurden, auf eine hohe Spezifitdt der Fusionsproteine hin

(Abbildung 11). Obwohl sich hier Zellen auf engstem Raum befanden, war die
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unspezifische Biotinylierung minimal. Eine mégliche Erklarung fir die Biotinylierung von
untransduzierten Zellen durch CCL22-APEX2 ist endogenes CCR4, das auch durch die
Kontroll-Zelllinien exprimiert wurde. Die Anreicherung von CCR4-HA und CCR4-GFP
nach Biotinylierung und anschlieBendem Streptavidin-Pulldown bestatigt, dass es sich
bei dem durch CCL22-APEX2 biotinylierten Protein um CCR4 handelt (Abbildung 10).
Dennoch ist zu bertcksichtigen, dass trotz selektiver Bindung der Fusionsproteine mit
einer gewissen Rate an unspezifisch biotinyliertem Protein zu rechnen ist, da die
entstehenden Biotinphenol-Radikale in einem Radius von zehn bis hin zu wenigen
hundert Nanometern wirken (Rees et al. 2017). Auch das Kontroll-Konstrukt, in dem
APEX2 nicht an ein Chemokin gebunden ist, sondern frei vorliegt, generiert Biotinphenol-
Radikale, die Bindungen eingehen kénnen. Die Zellkompartiment-abhéngige Spezifitat
des APEX2-Labelings konnte bereits fir mehrere Zellen wie beispielsweise Neuronen
oder Hefezellen gezeigt werden (Dumrongprechachan et al. 2021, Singer-Kruger et al.
2020).

Weiter ist denkbar, dass es nach Bindung von CCL22-APEX2 zur Internalisierung der
Fusionsproteine kommt. Ariotti et al. konnten zeigen, dass APEX seine Aktivitat auch in
Endosomen beibehalt (Ariotti et al. 2015). So ist eine Biotinylierung von intrazellularem
Protein moglich, welches jedoch nicht direkt mit CCL22 interagiert. Daneben bestehen
endogen biotinylierte Proteine wie beispielsweise Carboxylasen oder Histone. Diese
falsch-positiv Rate ist in der Auswertung von Versuchen mit biotinyliertem Protein zu
berlcksichtigen (Kothapalli et al. 2005, Praul et al. 1998). Wir gehen davon aus, dass
diese endogen-biotinylierten Proteine mit den unspezifischen Banden im Streptavidin-

Pulldown Versuch korrelieren (Abbildung 10).

In unserer Versuchsreihe, bei der aus einem B3Z-Zellgemisch isoliert B3Z-CCR4+
biotinyliert werden sollten, féallt ein geringer Grad biotinylierter, nicht-CCR4-
Uberexprimierender B3Z auf (Abbildung 11). Aus Vorversuchen ist jedoch eine geringe
Expression von CCR4 durch untransduzierte B3Z bekannt (Versuche nicht abgebildet).
Vor diesem Hintergrund ist eine Erklarungsmdglichkeit fur die scheinbar unspezifische
Biotinylierung durch CCL22-APEX2 die spezifische Biotinylierung von endogenem
CCR4. Die Spezifitat der Fusionsproteine kénnte daher mittels CCR4-Knockout B3Z

genauer untersucht werden, deren Generierung aber aufwandig wére.

Als Nachweis dafur, dass die Fusionsproteine spezifisch das Protein CCR4 biotinylieren,
diente ein Streptavidin-Pulldown, der nach Biotinylierung und Lyse von B3Z-CCR4+
durchgefuhrt wurde. Hierbei wurde CCR4 auf Proteinebene durch CCL22-APEX2

spezifisch angereichert. Es zeigt sich jedoch keine klar erkennbare CCR4-Bande in der
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CCL17-APEX2-Kondition (Abbildung 10). Zu erwarten wéare eine im Vergleich zur
CCL22-Kondition schwéchere, aber dennoch sichtbare Bande. Eine mdgliche Erkléarung
ist die deutlich niedrigere Menge angereicherten Proteins aufgrund der geringeren
Biotinylierung, die wir auch durch FACS zeigen konnten (Abbildung 12). Eine
Versuchsreihe mit unterschiedlichen Konzentrationen von CCL17-APEX2 kbnnte an
dieser Stelle fur Klarung sorgen. Alternativ kénnte der Nachweis von CCR4 nach Lyse
und Streptavidin-Pulldown Uber Massenspektrometrie erfolgen. Der Nachweis
biotinylierten Proteins nach APEX-Labeling ist eine gut etablierte Methode und wurde
beispielsweise von Letian et al. angewandt, um PD-L1-asoziierte Proteine zu

identifizieren (Letian et al. 2023).

In dieser Arbeit wurde maBgeblich die CCL22-CCL17-CCR4 Achse untersucht. Wie
einleitend beschrieben, binden CCL17 und CCL22 jedoch auch an den atypischen
Chemokinrezeptor ACKR2. Daher ware es interessant, die Expression und
Biotinylierung von ACKR2 auf B3Z und priméren Zellen zu untersuchen, um so die
Spezifitdt der Fusionsproteine genauer zu bestimmen. Aufgrund der weit verbreiteten
Expression von ACKR2 koénnten hierzu eine Vielzahl von Zelltypen verwendet werden.
So wurde die Expression von ACKR2 bereits fir Trophoblastenzellen, Immunzellen wie
B-Zellen, DCs und Mastzellen, sowie Endothelzellen beschrieben (Hansell et al. 2011,
Hansell et al. 2020, Madigan et al. 2010, Nibbs et al. 2001). Nach Inkubation einer
ACKR2-Uberexprimierende Zelllinie mit (3-69)CCL22-APEX2 und (5-69)CCL22-APEX2
erwarten wir keine Biotinylierung, da die trunkierten Molekile laut Literatur nicht an
ACKR2 binden (Bonecchi et al. 2004). Durch diese Versuchsreihe kénnte die Spezifitat

noch tiefergehend untersucht werden.

Unsere Validierungsversuche stellen eine hohe Spezifitdt der Fusionsproteine bei der
hier untersuchten Rezeptorachse sicher und ermdglichen die Beantwortung spezifischer
Fragestellungen zur CCL22-CCL17-CCR4-Achse. Durch die verwandte Struktur von
Chemokinen erwarten wir bei zuklinftigen weiteren Fusionsproteinen mit analogem

Aufbau eine vergleichbar hohe Spezifitat.

4.3 Proof of Concept anhand der CCL22-CCL17-CCR4-Achse
und Interpretation des Rezeptor-Screenings
Zur Untersuchung der Anwendbarkeit des Proximity Labelings erwies sich die CCL22-

CCL17-CCR4-Achse aufgrund ihrer grindlich erforschten, facettenreichen Chemokin-

Rezeptor-Interaktionen und ihrer hohen klinischen Bedeutung als besonders geeignet.
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Diese Chemokinachse wurde speziell fur die Einfihrung des Proximity Labelings
ausgewahlt, da CCL22 im Vergleich zu CCL17 als dominanter, hochaffiner Ligand
bekannt ist und dieser Unterschied mit Hilfe der neuen Methode nachgewiesen werden
sollte. Die verkirzten Konstrukte (3-69)CCL22 und (5-69)CCL22, die keine
nachgewiesene Bindung an CCR4 aufweisen, eignen sich dariber hinaus als Kontrollen
zur Untersuchung der Spezifitdt der Fusionsproteine. Das Ubergeordnete Ziel bestand
darin, diese differenten Bindungseigenschaften Uber die neuartige Methodik
nachzuweisen. Angesichts der hohen klinischen Relevanz der Chemokinachse im
Kontext von Autoimmunitat und Malignitat bestand zudem die Méglichkeit, im Rahmen
eines Rezeptor-Screenings einen bislang wiederholt diskutierten, jedoch unbekannten
potenziellen weiteren Rezeptor fur CCL22 oder seine verkirzten Formen zu
identifizieren. Dies kdénnte vielversprechende Perspektiven fir mdgliche weitere
therapeutische Anséatze eréffnen. Hierzu wurde eine Versuchsreihe entworfen, bei der
eine Vielzahl méglicher Chemokinrezeptoren auf ihre Bindung zu den Fusionsproteinen

hin getestet werden kann.

Unsere Versuchsergebnisse der Migration von B3Z-CCR4+ entlang Gradienten der flnf
Fusionsproteine weisen prazise die Bindungseigenschaften der Rezeptorachse und der
Ursprungschemokine nach. Dabei zeigt sich gerichtete Migration durch CCL22-APEX2
und — in geringerem MaBe — durch CCL17-APEX2, wahrend die verkirzten Konstrukte
keine Migration auslésen. Hierbei unterscheidet sich das Migrationsverhalten der Zellen
bei Gradienten rekombinanten CCL22s und gleich konzentrierten CCL22-APEX2 nicht
(Abbildung 8). Dies stellt einen bedeutenden Hinweis auf unverénderte
Bindungseigenschaften der Fusionsproteine dar. Der Nachweis dieser subtilen
Unterschiede im Bindungsverhalten dient der Validierung des Proximity Labelings und

bestéarkt die Annahme einer sehr sensitiven und spezifischen Methodik.

Den zentralen Versuch dieser Arbeit stellt die Quantifizierung der Biotinylierung von B3Z-
CCR4+ durch alle funf Fusionsproteine dar (Abbildung 12). Bei diesen Versuchen zeigt
sich im Durchflusszytometer eine deutlich starker Biotinylierung der CCR4-
Uberexprimierenden Zellen nach Inkubation mit CCL22-APEX2 als mit CCL17-APEX2.
Im Gegensatz dazu fuhrt die Inkubation der Zellen mit den verkirzten Konstrukten (3-
69)CCL22-APEX2 und (5-69)CCL22-APEX2 im Vergleich zum Kontrollkonstrukt kaum
zu einer messbaren Biotinylierung. CCL22-APEX2 zeigt sich in unseren Versuchen als
dominanter Ligand verglichen mit CCL17-APEX2, was auch durch ein stérkeres
Migrationsverhalten der Zellen bestatigt wurde und durch eine niedrigere Affinitat von
CCL17 begriindet werden kann (Abbildung 8). Diese Ergebnisse sind kongruent mit dem

bestehenden Wissen Uber beide Molekile. Bereits 1999 konnten Struyf et al. zeigen,
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dass CCL22 als deutlich potenterer Ligand Calciuminflux in CCR4+ Zellen ausldste
(Struyf et al. 1998). Dies stlutzen weiter Untersuchungen von Mariani et al., bei denen
die Internalisierung von CCR4 durch CCL22 um ein Vielfaches potenter war als durch
CCL17. Die Autoren schlussfolgerten, dass CCL22 den dominanten Liganden darstellt
und beschrieben ein  sequentielles Wirken beider Moleklile bei der
Lymphozytenmigration (Mariani et al. 2004). In heutigen Ubersichtsarbeiten werden
CCL22 und CCL17 weiterhin als einzige Liganden von CCR4 beschrieben (Hughes et
al. 2018, Ozga et al. 2021). Unsere Ubereinstimmenden Ergebnisse mit dem heutigen
Kenntnisstand Uber die CCR4-Chemokinachse dienen als Proof of Concept dieser
Anwendung des Proximity Labelings und bestatigen dessen Funktionalitat.

Far die beiden verkurzten Formen von CCL22 konnten wir keine spezifische Bindung an
CCR4 im Durchflusszytometer nachweisen. Ebenso zeigte sich keine Migration der
CCR4+-Zelllinie anhand ihrer Chemokingradienten. Unsere Ergebnisse stitzen die weit
verbreitete These eines negativen Feedback-Mechanismus, bei dem CCL22 durch die
Dipeptidylpeptidase IV (DPP4) trunkiert und inaktiviert wird. Durch mehrfache
Trunkierung der Exopeptidase entstehen um jeweils zwei Aminosduren verkirzte
Abkémmlinge (3-69)CCL22 und (5-69)CCL2, die dadurch ihre biologische Aktivitat
verlieren oder verdndern. Bereits 1999 beschrieben Proost et al. diesen Vorgang und
zeigten, den Verlust der CCR4 abhangigen Migration nach Trunkierung (Proost et al.
1999). Die Reproduktion dieser Bindungseigenschaften diente der weiteren Validierung
des APEX2 Proximity Labelings und verdeutlicht die Funktionalitat der Methodik. Es blieb
die Frage nach der vorbeschriebenen moglichen CCR4-unabhangigen Migration durch
die verkirzten Molekule. Dieser Fragestellung sind wir im Rahmen des Rezeptor-

Screenings nachgegangen.

Im durchgeflihrten Rezeptor-Screening wurde auf eine Zell-Bibliothek zurlickgegriffen,
die aus mehreren B3Z-Zellinien besteht, die je einen Chemokinrezeptor
Uberexprimieren. Mittels dieses Screening-Verfahrens lieBen sich in kurzer Zeit alle
bekannten CC-Chemokinrezeptoren und CXCR3 hinsichtlich ihrer Bindung mit
Fusionsproteinen untersuchen. Wir konnten darin weder fir CCL22 noch fir die
trunkierten Formen einen weiteren reaktiven Rezeptor identifizieren. Bis heute steht zur
Diskussion, ob es fur CCL22 oder seine Derivate einen weiteren, bisher unbekannten
Rezeptor gibt (Réhrle et al. 2020). Diese Vermutung beruht unter anderem auf der
Beobachtung, dass (3-69)CCL22, welches in Versuchen von Struyf et al. keine Bindung
zu CCR4 aufwies, dennoch einen antiviralen Effekt beibehielt (Struyf et al. 1998).
Zusétzlich wurde beobachtet, dass humane Monozyten in gleichem MaBe auf CCL22

und (3-69)CCL22 migrierten. Die Forschenden postulierten daher mindestens einen
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weiteren, bisher unbekannten Rezeptor, der sowohl CCL22, als auch (3-69)CCL22
bindet. In unseren Versuchen wurden lediglich murine Fusionsproteine und
Chemokinrezeptoren untersucht, wobei die Daten von Struyf et al. anhand von humanen
Monozyten entstanden sind. Interessant wéaren daher Migrationsversuche humaner
mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) anhand humaner Fusionsproteine.
Insgesamt kann das Rezeptor-Screening als erfolgreicher Versuch gewertet werden, der
die Spezifitit der Konstrukte unterstreicht, indem keine relevante Biotinylierung bei
anderen Chemokinrezeptoren aufgetreten ist, was dem heutigen Wissenstand Uber die

untersuchte Rezeptorachse entspricht.

In die anhaltende Diskussion Uber einen weiteren Rezeptor fir CCL22 oder seine
Abkdmmlinge mulssen auch neue Erkenntnisse Uber die Biologie von
Chemokinrezeptoren wie CCR4 einflieBen. Diese lassen die Moglichkeit einer
zusatzlichen Zustandsform von CCR4 mit jeweils selektiven Bindungseigenschaften als
hochwahrscheinlich erscheinen (Viney et al. 2014). Dies stiinde im Einklang damit, dass
die Interaktion von Chemokinen und ihren Rezeptoren zellspezifisch und deutlich
vielschichtiger und komplexer sein kbnnen als lange angenommen und stellt eine
mogliche Erklarung fur die zellspezifische Migration auf CCL22 und seine Derivate dar
(Kleist et al. 2016, Sanchez et al. 2019).

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse des Proximity Labelings anhand der
CCL22-CCL17-CCR4-Achse und des Rezeptor-Screenings fur eine hochspezifische
und sensitive Funktionsweise des Systems und bilden eine Grundlage fir zuklnftige

Anwendungen dieser Art.

4.4 Starken sowie Limitationen des APEX2 Proximity Labelings

Fir die Suche neuer Rezeptoren von Liganden steht eine Vielzahl bereits gut etablierter
Methoden zur Auswahl. Diese bringen jeweils unterschiedliche Vor- und Nachteile mit
sich, weshalb die Wahl von der genau zu beantwortenden Fragestellung abhangig ist.
Es gibt immer noch Chemokine, deren Rezeptoren unbekannt sind oder bei denen
weitere Rezeptoren vermutet werden. In solchen Fragestellungen liegt der zentrale
Vorteil der Anwendung im Vergleich zu vielen bisher bestehenden Methoden. Es k6nnen
bei bekanntem Liganden auch zuvor unbekannte Rezeptoren identifiziert werden.
Alternative Verfahren wie der einleitend beschriebene Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) sind zur Suche bisher unbekannter Rezeptoren eher ungeeignet, da hier der

Rezeptor selbst Fluorochrom-gekoppelt werden muss. Charest-Morin et al. zeigten
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beispielsweise durch Fusion von APEX mit Parathormon die Markierung des
dazugehdrigen Parathormon-Rezeptors (Charest-Morin et al. 2017). Bei unserer
Anwendung des APEX2 Proximity Labelings kdénnen ausgehend von APEX2-
fusionierten Chemokinen deren funktionelle Rezeptoren mit Hilfe einer kovalenten
Biotinylierung identifiziert werden. Voraussetzung dazu ist es, dass die Chemokine ihr
Bindungsverhalten trotz Fusion mit APEX2 beibehalten, was wir in unserem Fall zeigen
konnten (Abbildung 8).

Zusétzlich vorteilhaft ist die Sensitivitat der Methode mit der Méglichkeit zwischen feinen
Abweichungen im Bindungsverhalten unterscheiden zu kénnen. Die differente Affinitat
von CCL22 und CCL17 zu CCR4 konnten wir mittels FACS nachweisen (Abbildung 12).
Ebenso bietet die Anwendung den groBen Vorteil als Screening-Methode im
Hochdurchsatzverfahren eine Vielzahl an Rezeptoren zu ihrem Bindungsverhalten zu
untersuchen. In unserem Screening, bei dem alle CC-Rezeptoren auf ihre Bindung zu
den fanf Chemokinen untersucht wurden, konnte auBer CCR4 kein neuer Rezeptor
identifiziert werden (Abbildung 13). Gleichzeitig verdeutlicht dieser Versuch die

Spezifizitat des Systems, da keine falsch-positiven Ergebnisse auftraten.

Ein wichtiges Merkmal der APEX2-Methode ist die Vielfalt an verfugbaren
Analysemethoden zur Untersuchung von Proteininteraktionen durch kovalente
Biotinylierung. Dadurch ist eine Analyse mittels FACS, Konfokalmikroskopie,
Westernblot und sogar Massenspektrometrie mdglich. Markmiller et al. konnten durch
APEX Proximity Labeling und anschlieBende Massenspektrometrie im Intrazellularraum
~ 150 neuartige Bestandteile von Stressgranula aufzeigen, wahrend Rhee et al. mittels
Immunhistochemie und Massenspektrometrie neue Proteininteraktionen innerhalb der

Mitochondrienmembran nachwiesen (Markmiller et al. 2018, Rhee et al. 2013).

Idealerweise wird die Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor moglichst wenig
beeinflusst. Hier liegt eine Stérke der einleitend beschriebenen Co-Immunprazipitation,
bei der die Bindungspartner nicht gentechnisch verédndert werden miuissen. Leider
bringen die hier anschlieBend notwendige Lyse und die Voraussetzung passender
Antikdérper entscheidende Nachteile mit sich, die zum Ausschluss des Verfahrens fir

unsere Fragestellung fihren.

Ein Vorteil des APEX2-basierten Screenings im Vergleich zu etablierten Verfahren wie
Migrationsversuchen oder Messung des Calciumeinstroms besteht darin, dass hier die
Ligandenbindung unabhéngig des ausgeldsten Signalweges untersucht wird. Gerade
vor dem Hintergrund des biased signallings ist zu beachten, dass Chemokine mehr als

reine Migration auslésen kénnen und die einzelnen Signalwege auch vom jeweiligen
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Zelltyp abhangig sein konnen (Corbisier et al. 2015). Beispielsweise ist es bekannt, das
CXCR4 Uber Heterodimere mit CXCR7 Calciumsignalwege vermittelt, wahrend die
Bindung von CXCL12 an CXCR4 allein nicht Calcium-vermittelt ablauft (Doijen et al.
2017). Daher bietet die isolierte Calciumeinstrom-Messung das Risiko

Proteininteraktionen zu Gbersehen.

Wichtigste Voraussetzung zur Anwendung des APEX2 Proximity Labelings ist die
Klonierung eines modifizierten Liganden. Es ist wichtig zu betonen, dass sich die
Versuchsergebnisse folglich zunachst auf die Interaktion dieses modifizierten Molekils
beziehen. Um Aussagen Uber das urspriingliche Chemokin treffen zu kdnnen, sind
Validierungsversuche mit rekombinanten Proteinen unverzichtbar. Zwar konnten wir fir
die von uns untersuchten  Fusionsproteine keine  Verdnderung der
Bindungseigenschaften nachweisen, aber diese Art der Vorversuche sind auch fir

zukunftige Fusionsproteine notwendig.

In dieser Arbeit wurde weitgehend mit transduzierten Zelllinien gearbeitet. Ein wichtiger
nachster Schritt ist es, mit dem System auch endogen exprimierte Chemokinrezeptoren
nachzuweisen. Hierbei sind mehrere mdgliche Hirden zu beachten. Durch geringere
Expression von endogenen Rezeptoren kbnnen Abweichungen vom Versuchsprotokoll
notwendig sein. Die jeweilige Konzentration an eingesetztem APEX2, sowie die
Inkubationszeiten sollten fir jede Anwendung neu evaluiert und gegebenenfalls
angepasst werden. Hierzu passend wurden fir einzelne Anwendungen des APEX2
Proximity Labeling bereits mehrere optimierte Protokolle veréffentlicht (Ahamed et al.
2022, Peterson et al. 2021, Tan et al. 2020, Xue et al. 2017). Die Handhabung primérer
Zellen in Suspension bringt zusatzliche Hiurden mit sich. Die Notwendigkeit zusétzlicher
Zentrifugationsschritte beeinflusst die Vitalitdt und somit die auszuwertende Zellzahl. Zu
berlcksichtigen ist auBerdem, dass priméare Zellen eine abweichende Dynamik der
Rezeptorinternalisierung aufweisen kénnen, was Einfluss auf die zu wahlenden
Inkubationszeiten hat. Durch Berlcksichtigen der erwahnten Punkte ist es unser Ziel,
zukunftig das APEX2 Proximity Labeling konsistent auch an priméren Zellen
anzuwenden. Zum jetzigen Zeitpunkt ist die Anwendung des APEX2 Proximity Labelings
zur Untersuchung von Chemokin-Rezeptor-Interaktionen auf Zelllinien beschréankt, was
genutzt werden kann, um grundlegende Erkenntnisse zum Bindungsverhalten von

Rezeptoren und Liganden zu erzielen.
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4.5 Ausblick uber mogliche weitere Anwendungsgebiete

Die hier gezeigte Anwendung des APEX2 Proximity Labelings dient als Proof of Concept
zur Charakterisierung von Chemokin-Rezeptor Interaktionen. Unsere Arbeiten bauen auf
einer Vielzahl an intrazellularen Anwendungen auf und zeigen erstmalig den Einsatz
dieser Methode anhand von Chemokinrezeptoren. Denkbar ist es, das in dieser Arbeit
gezeigte Vorgehen auch auf andere Chemokin-Rezeptor-Achsen zu Ubertragen, um
beispielsweise die bisher unbekannten Rezeptoren von CXCL14 und CXCL17 zu
identifizieren. Vor jeder neuen Anwendung muissen allerdings die hier beschriebenen

Validierungsuntersuchungen durchgefiihrt werden.

Die APEX2 vermittelte Biotinylierung eines Proteins stellt eine kovalente Bindung dar.
Mittels Streptavidin-Pulldown kann biotinyliertes Protein isoliert und aufgereinigt werden.
Im Anschluss ist es denkbar, Uber Massenspektrometrie das Protein zu identifizieren,
welches mit den Fusionsproteinen interagiert hat. So kdénnten auch komplizierte
Zustandsformen wie Homo- oder Heterodimerisierungen, sowie posttranslationale
Modifikationen von Chemokinrezeptoren identifiziert werden, die eine bisher
unterschétzte Rolle zu spielen scheinen und das Bindungs- sowie Signalverhalten stark

verandern kénnen (Kleist et al. 2016).

Daneben ist es denkbar, das APEX2 Proximity Labeling als zusétzliche Methode zur
Validierung von Antikérpern zu verwenden. Bei der Untersuchung eines
Chemokinrezeptor-blockierenden Antikérpers wie anti-CCR4 ist eine verminderte
Biotinylierung durch CCL22-APEX2 zu erwarten. Dadurch wére es mdglich, zukinftig
die Wirkung von Chemokin- oder Chemokinrezeptor-Antikbrpern anhand der
veranderten Biotinylierung zu untersuchen. Dies ist auch klinisch von wichtiger
Bedeutung, da bereits drei Chemokinrezeptor-gerichtete Therapien zugelassen sind und

weitere erwartet werden (Lai et al. 2021, Sato et al. 2023).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das APEX2 Proximity Labeling System
nach vorangegangenen Klonierungs- und Etablierungsarbeiten auch anhand von
Chemokin-Rezeptor-Achsen vielseitig einsetzbar ist. Es kann neben bestehenden
Verfahren einen bedeutenden Beitrag als Screening- und Analyse-Methode zur
Charakterisierung von Chemokinbindungen leisten. Den Forschenden sollten jedoch die
Grenzen der Methode bekannt sein, und die Ergebnisse sollten stets im Zusammenhang

weiterer Untersuchungen diskutiert werden.
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5. Zusammenfassung

Chemokine spielen bei der Steuerung des angeborenen und adaptiven Immunsystems
eine zentrale Rolle. Gemeinsam bilden Chemokine und ihre Rezeptoren ein komplexes
Netzwerk mit einer Vielzahl méglicher Signalwege. Verédnderungen dieser Interaktionen
treten bei einer Vielzahl von Erkrankungen auf und sind vor allem in der
Tumorimmunologie von kritischer Bedeutung. Es gibt daher zahlreiche Ansétze einer
therapeutischen Blockade von Chemokinen oder deren Rezeptoren. Bis heute allerdings
sind manche Interaktionen noch nicht verstanden und es gibt Chemokine, deren
Rezeptoren weiterhin unbekannt sind. Zur Aufklarung dieser offenen Fragen stehen
mehrere Untersuchungsmethoden zur Verfligung, wobei jede Technik spezifische
Vorzuge und Limitationen aufweist. Die Herausforderung besteht darin, neue Anséatze
zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Chemokinen und Rezeptoren zu
entwickeln, die es ermdglichen, deren Bindungsverhalten mit hohem Durchsatz und

Prazision zu analysieren.

Eine neuartige Methode zur Charakterisierung von Proteininteraktionen stellt das
sogenannte APEX2 Proximity Labeling dar. Hierbei wird das Enzym APEX2 mit einem
Protein fusioniert, um dessen Interaktionspartner identifizieren zu kénnen. Diese
Methode wurde fur die Charakterisierung intrazellulédrer Signalwege entwickelt und
zunéchst auch nur hierfir eingesetzt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das APEX2
Proximity Labeling so zu adaptieren, dass es die Charakterisierung extrazellularer

Chemokin-Rezeptor-Interaktionen ermdglicht.

In dieser Arbeit konnten mehrere Fusionsproteine aus APEX2 und dem Chemokin
CCL22 generiert und im Hinblick auf ihre Bindungseigenschaften an den bislang
bekannten Rezeptor CCR4 untersucht werden. Die Fusionsproteine waren funktionell
aktiv und induzierten Migration von CCR4+ Zellen ebenso gut wie das native Protein,
was den Schluss zuladsst, dass die Fusion die Bindungseigenschaften nicht
beeintrachtigt hat. Die Funktionalitdt von APEX2 wurde durch die hochspezifische
Biotinylierung von extrazellularem CCR4 nachgewiesen, was durch Westernblot,
konfokale Mikroskopie und Durchflusszytometrie bestétigt werden konnte. Darlber
hinaus wurde die Robustheit des Systems demonstriert, indem aus einem heterogenen
Zellgemisch selektiv CCR4-positive Zellen biotinyliert wurden. Dies zeigt, dass die
Methode auch extrazellular zu Identifizierung von Chemokinrezeptoren einsetzbar ist.
AbschlieBend wurde ein Rezeptor-Screening Uber samtliche CC-Rezeptoren

durchgefiihrt und CCL22 als Bindungspartner von CCR4 bestatigt. Weitere
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Bindungspartner wurden nicht identifiziert. Der zentrale Vorteil der Methode ist es,
Proteininteraktionen ausgehend von nur einem Interaktionspartner zu identifizieren und

vielfaltige Auswertungsmadglichkeiten mit hohem Durchsatz zu bieten.

Zusammenfassend konnte mit dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass die Methode
des Proximity Labelings auch im Extrazelluldarraum zur Untersuchung von
Chemokinrezeptoren anwendbar ist. Es konnte dabei bestatigt werden, dass das
Chemokin CCL22 im murinen System exklusivan CCR4 bindet. Damit dient diese Arbeit
als Machbarkeitsnachweis fir die Nutzung von APEX2-Fusionsproteinen zur
Identifizierung von Chemokin-Rezeptor-Wechselwirkungen. Dieses Verstadndnis ist in
hohem MaBe relevant fir die Entwicklung von Substanzen, die therapeutisch in diese

Signalwege eingreifen.
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7. Verzeichnis der Abklrzungen

Tabelle 17 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Formulierung

APEX2 Ascorbate peroxidase 2

BiolD Mutierte Variante (R118G) der Biotin Ligase BirA aus Escherichia coli
BP Biotinphenol

BSA Bovines Serum-Albumin

CCL CC-Chemokin Ligand

CCR CC-Chemokinrezeptor

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat)
CM Konditioniertes Medium

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

ddH20 Doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
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FACS

FCS

FRET

GFP

G-CSF

H202

HEPES

HRP

IFN

LB-Medium

MDC

MFI

Min

Mio

mRNA

NEAA

NK-Zellen

PBMC

PBS

PCR

PE

PVDF

RIPA

RLU

RNA

rpm

RPMI

RT

RT-PCR

SDS

SPF

Flourescence-activated cell sorter

Fotales Kalberserum

Fluorescence Resonance Energy Transfer

Grin fluoreszierendes Protein
Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor
Wasserstoffperoxid
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase
Interferon

Lysogeny broth medium

Macrophage-derived chemokine

Mean fluorescence intensity

Minute(n)

Million(en)

Messenger RNA

Non-essential amino acids

Naturliche Killerzellen

Mononukleére Zellen des peripheren Blutes
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerithrin

Polyvinylidenfluorid
Radioimmunprecipitation assay
Relative light units

Ribonukleinsaure

Revolutions per minute

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Real-Time Polymerase-Kettenreaktion
sodium dodecy! sulfate

Specific-Pathogen-Free
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TARC Thymus- and activation-regulated chemokine
TBE TRIS-Borat-EDTA

TBS TBS-Puffer, Tris-buffered saline

TBST TBS-T-Puffer, Tris-buffered saline with Tween20
TC Tissue culture treated

TH T-Helfer

Treg Regulatorische T-Zellen

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

WB Westernblot
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