Aus der Klinik
fir Anasthesiologie
der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. B. Pannen

Die Rolle des 20S Proteasoms in Bezug
auf den Abbau pulmonaler Proteine und in der Pathogenese
des Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS)

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitiat Diisseldorf

vorgelegt von
Carina Biiren
2016



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

gez.:
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachterin: Prof. Dr. rer. nat. Inge Bauer

Zweitgutachter: PD Dr. med. Payam Akhyari



Abkiirzungsverzeichnis

I

°C
3D

>0

ACN
Ala
AMC
AMP
APS
ARDS

Arg
Asn
Asp
ATP
BAL
BrAAP

BSA
BZ-VGR
bspw.
bzw.

c
C2H2Cl
C2H3NaO;
C2H402
ca.

Caz2+
CaCl;
CaM

Cl-

CO;

cps

CuS04

Abkiirzungsverzeichnis

Grad Celcius
dreidimensional
Angstrom

Acetonitril

Alanin
7-Amino-4-Methylcumarin
Adenosin-Monophosphat
Ammoniumpersulfat

Acute Respiratory Distress
Syndrome, akutes
Lungenversagen

Arginin

Asparagin

Aspartat
Adenosin-Triphosphat
Bronchoalveolédre Lavage

branched chain amino acid
preferring

Bovines Serum Albumin
Benzoyl-VGR
beispielsweise
beziehungsweise
Konzentration
Chlorethylen
Natriumacetat
Essigsaure

circa
Kalziumionen
Calciumchlorid
Calmodulin
Chloridion
Kohlenstoffdioxid

counts per seconds, Anzahl
pro Sekunde

Kupfersulfat

CRD

Cys
Da
DCI
DMSO
DPPC
DTT
EDTA
ESI

Gln
Glu
Gly

h

H+

H>0
H:02
HCI
HEPES

His
Homo-PIPES

HSA

Hsp

IFN-y
IGV
1

Ile
IPS

K+

carbohydrate recognition
domains

Cystein

Dalton
3,4-dichloroisocoumarin
Dimethylsulfoxid
Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat
Elektrospray lonisation
Erdbeschleunigung
Gramm

Glutamin

Glutamat

Glycin

Stunde

Wasserstoffion, Proton
Wasser
Wasserstoffperoxid
Chlorwasserstoff

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsdure

Histidin
Homopiperazine-1,4-bis-(2-
ethansulfonséure)

Humanes Serum Albumin

heat shock protein,
Hitzeschockproteine

Interferon-y

In-Gel-Verdau

Interleukine

Isoleucin

intrinsic proteasome substrates
Kilo

Kaliumion



Abkiirzungsverzeichnis

KCl
kg

1
LDH
Leu
LPS

Lys

m/z

Met
Metox
MgAc»
MgCl,
MHC
MIF

min
mol
MOV
MS
MS/MS
MW

Na*
Na,COs3
NaN3
NaO;
NaOH
NH4HCO3
02

OH

Kaliumchlorid
Kilogramm

Liter
Laktat-Dehydrogenase
Leucin
Lipopolysaccharid
Lysin

Masse

Meter

milli, 10-3

Molar

Masse/Ladung
Methanol

Methionin

oxidiertes Methionin
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
major histocompatibility complex

macrophage inhibitory factor,
Makrophagen inhibierender
Faktor

Minuten

mol

Multiorganversagen
Massenspektrometrie
Tandemmassenspektrometrie

molecular weight,
Molekulargewicht

Nano, 109

Natriumion
Natriumkarbonat
Natriumacid
Natriumhyperoxid
Natriumhydroxid
Amoniumhydrogenkarbonat
Sauerstoff

Hydroxylgruppe

Zellpellet

p.a.
PA28

PA700

PAA
PAF

PCWP

PEEP

Phe
PMF

Pro

RT
SDS

SEM

Ser

SNAAP

SP
Suc-LLVY
Temed
Thr
TNF-a
TOF

TRIS

Trp
Tyr
UPS
Us

pro analysi

Proteasom Aktivator 28 kDa
= 11S Regulator

Proteasom Aktivator 700 kDa
= 19S Regulator

Polyacrylamid

platelet activating factor,
Plattchenaktivierender Faktor

pulmonary-capillary-wedge-
pressure, pulmonal-kapillarer-
Verschlussdruck

positive endexspiratory pressure,
positiver end-exspiratorischer
Druck

Phenylalanin

peptide mass fingerprint
Prolin

Quadrupol
Raumtemperatur

sodium dodecylsulfate
Natriumdodecylsulfat

standard error of the mean, Fehler
der Standardabweichung

Serin

small neutral amino acid
preferring

Surfactant-Protein
Carboxy-Propionyl-LLVY
Tetramethylethylendiamin
Threonin
Tumornekrosefaktor o
Time of Flight

Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Tryptophan

Tyrosin
Ubiquitin-Proteasom-System
Uberstand

Volt

Geschwindigkeit



Abkiirzungsverzeichnis

Val Valin

vgl. Vergleich

Z Ladung

z.B. zum Beispiel

Z-LLE 3-Carboxy-Propionyl-LLE

1! mikro



Inhaltsverzeichnis

11 Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Proteasomen
1.2 Struktur der Proteasomen
1.2.1 Struktur des Standard 20S Proteasoms
1.2.1.1 o-Untereinheiten
1.2.1.2 B-Untereinheiten
1.2.2  Struktur anderer 20S Proteasomen
1.2.3  Struktur des 26S Proteasoms
1.2.3.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System
1.3 Vorkommen der Proteasomen
1.3.1 Das intrazelluldre Proteasom
1.3.2 Das extrazelluldre Proteasom
1.4 Funktionen des Proteasoms
1.4.1 Die zentrale Rolle der Proteasomen im Proteinstoffwechsel
1.5 Proteasom-Inhibitoren
1.5.1 Uberblick
1.5.2 Epoxomicin
1.6 Lungenphysiologie
1.6.1 Histologischer Aufbau einer gesunden Lunge
1.6.2 Das Surfactantsystem
1.6.2.1 Uberblick
1.6.2.2 Surfactant-Protein A
1.7 Acute Respiratory Distress Syndrome
1.7.1 Definition
1.7.2  Atiologie
1.7.3 Pathogenese
1.7.4 Reparaturmechanismen / Remodelling

1.8 Fragestellung

2 Material und Methoden

2.1 Erklarungiiber die ethische Konformitit der durchgefiihrten Versuche

2.2 Chemikalien

2.3 Bronchoalveolire Lavage
2.4 Das 20S Proteasom

2.5 Fluoreszenz-Enzym-Asssay

2.6 Surfactant-Protein A

O© O 00 0 0 o Ul B D W N N = =

[ I e T e e e T S N N SR N S
© O 0 0 N N o Ul RN R e

22
22
22
22
23
24
26



Inhaltsverzeichnis

2.7 Lowry-Proteinbestimmung 26
2.8 1D-Gelelektrophorese 27
2.9 Tryptischer In-Gel-Verdau 29
2.10 Massenspektrometrie 31
2.10.1 Technische Grundlagen 31
2.10.1.1 Elektrospray-lonisation 32
2.10.1.2 Quadrupol 33
2.10.1.3 Time of Flight 33
2.10.1.4 Tandem Hybrid Massenspektrometer 34
2.10.2 Probenvorbereitung 34
2.10.3 Proteinidentifizierung 34
2.10.3.1 Peptide mass fingerprint 35
2.10.3.2  Product Ion Scan 35
2.11 In-vitro-Verdau Versuche 36
2.11.1 In-vitro-Verdau von Insulin 36
2.11.2  In-vitro-Verdau von humanem Serum Albumin 38
2.11.2.1 Grundaufbau des in-vitro-Verdaus von humanem Serum Albumin 38

2.11.2.2 Auswirkungen der Variation des Verdaupuffers auf den in-vitro-Verdau von

humanem Serum Albumin 39
2.11.3 In-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A 40
2.11.3.1 Grundaufbau des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A 40

2.11.3.2 Auswirkungen verschiedener 20S Proteasom Chargen auf den in-vitro-Verdau von
Surfactant-Protein A 41

2.11.3.3 Auswirkungen der Variation des Oxidationspuffers auf den in-vitro-Verdau von

Surfactant-Protein A 42
2.11.3.4 Kinetik des in-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A 42
2.11.3.5 Hemmung des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A durch Epoxomicin 42

2.11.3.6  Auswirkungen von Hitzeschokproteinen auf den in-vitro-Verdau von

Surfactant-Protein A 43

2.12 Statistische Auswertungen 43

3 Ergebnisse 44
3.1 Analyse der Bronchoalveoliren Lavage 44
3.1.1 Proteinkonzentrationen in Bronchiallavagen 44
3.1.2 Proteinmuster und Proteinidentifizierung 46
3.1.2.1 Proteinmuster der BAL lungengesunder Probanden 46

3.1.2.2 Proteinmuster der BAL der ARDS-Patienten 48

3.1.2.3 Proteinidentifizierung 50



Inhaltsverzeichnis

3.2 Proteolytische Aktivitit des 20S Proteasoms

3.2.1 Chymotrypsin-dhnliche Aktivitat

3.2.2 Trypsin-dhnliche Aktivitat

3.2.3 Caspase-dhnliche Aktivitat

3.3 Der in-vitro-Verdau verschiedener Proteine

3.3.1 In-vitro-Verdau von Insulin

3.3.2 In-vitro-Verdau von humanem Serum Albumin

3.3.2.1

3.3.2.2

Optimierung der Versuchsbedingungen des in-vitro-Verdaus von
humanem Serum Albumin

Grundlagen des in-vitro-Verdaus von humanem Serum Albumin

54
54
56
57
59
59
67

67
70

3.3.2.3 Auswirkungen des Verdaupuffers auf die Verdauprodukte im in-vitro-Verdau von

humanem Serum Albumin

3.3.3 In-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A

3.33.1

3.3.3.2
3.3.3.3

3.3.3.4

3.3.35

3.3.3.6
3.3.3.7

Optimierung der Versuchsbedingungen des in-vitro-Verdaus von
Surfactant-Protein A

Grundlagen des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A
Analyse verschiedener Proteasom-Chargen im in-vitro-Verdau von

Surfactant-Protein A

72
75

75
78

82

Auswirkungen des Verdaupuffers auf die Verdauprodukte im in-vitro-Verdau von

Surfactant-Protein A

Kinetik des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A

Hemmung des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A durch Epoxomicin
Auswirkungen von Hitzeschockproteinen auf den in-vitro-Verdau von

Surfactant-Protein A

4 Diskussion

4.1 Limitationen

4.1.1 Technische Limitationen der Bestimmung der Proteinkonzentrationen

4.1.2 Technische Limitationen der Bestimmung der Proteinzusammensetzung

und -identifizierung

4.1.3 Limitationen des Fluoreszenz-Enzym-Assays

4.1.4 20S Proteasom aus humanen Erythrozyten

4.2 Analyse des Verdauverhalten des 20S Proteasoms

4.2.1 Substratspezifika des 20S Proteasom Proteinverdaus

4.2.2 Analyse der Enzymaktivitidten des 20S Proteasoms

4.2.3 Einfluss von Adapterproteinen auf den Verdau durch das 20S Proteasom

4.3 Die Bedeutung des 20S Proteasom in Bezug auf das ARDS

4.3.1 Anstieg der alveoldren Proteinkonzentration im ARDS

84
86
89

93

95
96
96

96
97
98
98
99
103
106
108
108



Inhaltsverzeichnis

4.3.2 Vergleichende Analyse der Proteinmuster bei lungengesunden Probanden

und ARDS-Patienten

4.3.3 Identifikation fiir lungengesunde Probanden und fiir ARDS-Patienten

spezifischer Proteine und deren Verdau durch das 20S Proteasom

43.3.1
4.3.3.2
4.3.3.3
4.3.3.4
4.3.3.5

Humanes Surfactant Protein-A

Humanes Serum Albumin

Ubertragbarkeit des Modells des in-vitro-Verdaus durch das 20S Proteasom
ARDS - eine Erkrankung des Proteasomssystems?

Schlussfolgerung und Ausblick

5 Zusammenfassung

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Literaturverzeichnis

Danksagung

Eidesstattliche Versicherung

109

110
110
112
114
115
118

121

123

125

126



1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Proteasomen

Proteasomen sind Multienzymkomplexe, welche mafdgeblich am Proteinabbau

beteiligt sind (1-3).

Der Proteinhaushalt einer Zelle unterliegt einem flief3enden Prozess, bei dem viele
Proteine einem stdndigen Austausch unterliegen. Neue Proteine werden synthetisiert
und zeitgleich defekte, fehlgefaltete und somit fiir die Zelle obsolet gewordene
Proteine abgebaut. Um die Funktion und Lebensfahigkeit einer Zelle sicherzustellen,
gibt es unterschiedliche Mechanismen, die den Proteinhaushalt beeinflussen (4-8).
Hierfir stehen verschiedene proteolytische Systeme zur Verfligung, wie

beispielsweise Lysosomen, Calpaine und Proteasomen (9-11).

Einen zentralen Stellenwert im nicht-lysosomalen Proteinabbau und damit in der
Regulation des Proteinhaushalts aller Eukaryonten nehmen die Proteasomen ein (12-
14). Sie zdhlen durch ihre Enzymaktivitat zu den Peptidasen. Durch den Proteinabbau
beeinflussen sie auch zelluldre Prozesse. Hierzu zahlen z.B. physiologische Prozesse,
wie die Regulation der Immunantwort, die Genexpression und der Zellzyklus, aber
auch die Beeinflussung von Krankheitsbildern, wie z.B. Krebserkrankungen und

neurodegenerative Erkrankungen (15-19).

Generell kann das sogenannte Adeonsintriphosphat (ATP)-Ubiquitin-abhdngige
Proteasomsystem (UPS) von dem ATP-Ubiquitin-unabhdngigen Proteasomsystem
unterschieden werden (7,20). Im UPS nimmt das 26S Proteasom - ein Komplex aus
einem 20S Proteasom mit angelagerten Regulatoren - die zentrale Rolle ein, wahrend
im ATP-Ubiquitin-unabhédngigen System das 20S Proteasom alleine die proteolytische
Struktur bildet. Das Ubiquitin-System ist ein wichtiger Regulator des proteasomalen
Abbaus, indem es Proteine, welche abgebaut werden sollen, ATP-abhdngig markiert.
Daneben existieren weitere Regulatoren, welche die Proteolyse beeinflussen und
dabei direkt mit dem 20S Proteasom interagieren. Hierzu zdhlen sogenannte
Proteasom Aktivatoren (proteasome activator 700 kDa = PA700 = 19S Regulator und
proteasome activator 28 kDa = PA28 = 11S Regulator) (21,22).
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1.2 Struktur der Proteasomen

1.2.1 Struktur des Standard 20S Proteasoms

Das Kernstiick der Proteasomen wird durch die 20S Untereinheit (Standard
20S Proteasom, constitutive 20S, c20S) als proteolytisches Zentrum (core) gebildet.
Sie hat eine Grofde von ungefahr 700 kDa und ist zylinderférmig aufgebaut (1,4,23).
Das Standard 20S Proteasom setzt sich aus vier homologen Ringen zusammen, wobei
je zwei a- und zwei -Ringe sich im Muster a-Bf-a anordnen, dass sie in ihrer Mitte
einen zentralen Tunnel ausbilden (23). Jeder dieser Ringe besteht aus sieben

Untereinheiten (a1-7, B1-7), welche je eine Grofde von 20-30 kDa haben (Abb. 1).

Abb. 1: Struktur des 20S Proteasoms. Die a-Untereinheiten sind dunkelgrau und die -
Untereinheiten sind hellgrau dargestellt. a) Uberblick iiber die Anordnung der Untereinheiten des
Proteasom-,Kerns“ zueinander. b) Das 20S Proteasom in entfalteter Form, so dass die Untereinheiten
in planarer Form vorliegen, wobei die dufdere Seite des Proteasoms in Richtung des Betrachters zeigt.
Die proteolytischen B-Untereinheiten sind rot umrandet. Modifiziert nach Jung et al.; 2009 (4).

Die a-Untereinheiten sind dabei jeweils oben und unten an die (-Untereinheiten
angelagert. Die dufleren o-Untereinheiten haben eine regulatorische Funktion,
wohingegen drei der inneren [(-Untereinheiten (1, B2, Bs) fir die Proteolyse

verantwortlich sind (24,25).

Verschiedene Arbeitsgruppen haben die einzelnen Untereinheiten des
20S Proteasoms untersucht, um die Masse und die jeweils zugeordnete proteolytische

Aktivitat zu bestimmen (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Systematik der Untereinheiten im 20S Proteasom.

Masse

Systematik Untereinheit (kDa) Aktivitat Quelle

o1 Iota/PRS2 27,4 Petit et al. (26)

o C3 25,9 Tokunaga et al. (27)
o3 Cc9 29,5 Feist et al. (28)

Ols C6/XAPC7 27,9 Dongetal. (29)

s ZETA 26,4 Mayau et al. (30)

Ol C2 30,2 Kania et al. (31)

oy c8 28,4 Bose et al. (32)

B1 Y/Delta 25,3 Caspase-dhnlich Chungetal. (33)

B1i LMP2-i 23,2 Chymotrypsin-dhnlich  Dissemond et al. (34)
B2 Z 30,0 Trypsin-dhnlich Schweisguth et al. (35)
B2i MECL-1-i 28,9 Trypsin-dhnlich Scheffler et al. (36)
B3 C10-II 22,9 Nishimura et al. (37)
B4 C7-1 22,8 Nishimura et al. (38)
Bs X/MB1 22,9 Chymotrypsin-dhnlich ~ Reidlinger et al. (39)
Bs i LMP7-i 30,4 Chymotrypsin-dhnlich ~ Scheffler et al. (36)
Bs C5 26,5 Trachtulec et al. (40)
B7 N3 29,2 Nothwang et al. (41)

Darstellung von Name, Masse und Aktivitat der Untereinheiten im menschlichen 20S Proteasom. Die
Systematik bezieht sich auf die Position der Untereinheiten in den a- und B-Ringen in dem
20S Proteasom. Die molekularen Massen in kDa entsprechen den Untereinheiten im endgiiltig
vorliegenden 20S Proteasom, das bedeutet nach erfolgter posttranskriptionaler Modifikation.
Zusammengestellt nach Orlowski (42) und Coux et al. (1).

1.2.1.1 a«a-Untereinheiten

Damit es nicht zu einem unkontrollierten Abbau von Proteinen durch das
20S Proteasom kommt, wird die Erkennung und Weiterleitung von Substraten durch
die a-Untereinheiten geregelt (4,24). Ist die Eintrittspforte fiir die zu verdauenden
Proteine mit einer Weite von 9 A zwischen den a-Untereinheiten verschlossen,
spricht man vom inaktiven Zustand des 20S Proteasoms, ist sie mit einer Weite
zwischen 13 und 20 A geoffnet, liegt das Proteasom in der aktiven Form vor. Es
konnte gezeigt werden, dass Proteine mit hydrophoben Strukturen, sowie
fehlgefaltete und defekte Proteine in der Lage sind, das Proteasom zu aktivieren (43).
Diese Proteine fiihren durch Interaktion mit den o-Untereinheiten zu einer
Konformationsanderung zwischen den amino-terminalen Enden der ai-, az- und o4-
Untereinheiten (24). Die Eintrittspforte 6ffnet sich und das Protein wird an die [3-

Untereinheiten weitergeleitet (42).
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1.2.1.2 B-Untereinheiten

Die Funktion der B-Untereinheiten besteht im proteolytischen Abbau von Proteinen.
Flr drei der sieben Untereinheiten konnten proteolytische Aktivitaten nachgewiesen
werden. Die Bi-Untereinheit besitzt eine Caspase-dhnliche Aktivitdt, welche hinter
den sauren Aminosduren Glutamat und Aspartat enzymatisch schneidet (4,42,44). Die
B2-Untereinheit mit einer Trypsin-dhnlichen Aktivitat spaltet Proteine hinter den
basischen Aminosauren Arginin und Lysin. Die [s-Untereinheit zeigt eine
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit und schneidet unspezifischer als die zuvor
beschriebenen Aktivititen. Die enzymatischen Schnittstellen liegen hinter Tyrosin,
Phenylalanin, Leucin und Tryptophan (45). Zudem konnte gezeigt werden, dass sich
die drei Untereinheiten hinsichtlich ihrer proteolytischen Potenz unterscheiden. Die
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit besitzt die stdrkste proteolytische Aktivitat des
Proteasoms, gefolgt von der Trypsin-dhnlichen und der Caspase-dhnlichen Aktivitat

(42,46,47).

Die Kkatalytischen Zentren der [(-Untereinheiten werden jeweils von einem N-
terminalen Threonin (Thr1) gebildet. Die [(7-Untereinheit enthdlt zwar ein
endstandiges Threonin, jedoch zeigen Untersuchungen an Hefen, dass Mutationen an
eben dieser Stelle keinen Effekt auf die proteolytische Aktivitit des Proteasoms
haben (46). Demzufolge besitzt die [B7-Untereinheit trotz eines endstdandigen

Threonins keine proteolytische Aktivitat.

Wird ein Protein durch das Proteasom verdaut, entstehen Peptide mit einer

durchschnittlichen Lange von acht bis zwo6lf Aminosduren (48,49).

1.2.2 Struktur anderer 20S Proteasomen

Neben dem bereits beschriebenen Standard 20S Proteasom existieren noch weitere
Formen von 20S Proteasomen, die ebenfalls enzymatisch aktiv sind. Hierzu zahlen
das 20S Immunoproteasom (immunoproteasome 20S, i20S) und Mischformen

(Hybridproteasomen) (50).

Das 20S Immunoproteasom unterscheidet sich vom Standard 20S Proteasoms in
seinen enzymatischen Aktivititen an den [-Untereinheiten: Statt der f-
Untereinheiten des 20S Proteasoms enthalt es Untereinheiten, die mit (1i, 321 und fsi

bezeichnet werden. Die Chymotrypsin-ahnliche und die Caspase-dhnliche Aktivitat im
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20S Immunoproteasom sind herunterreguliert, die Trypsin-dhnliche Aktivitat
bewirkt eine starke Proteolyse (50). Das 20S Immunoproteasom wird in
immunrelevanten Zellen exprimiert, wobei sich dessen Bildung gezielt durch
Zytokine, wie beispielsweise Interferon-y (IFN-y), Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a)
und Lipopolysaccharid (LPS) induzieren lasst (50-55). Die durchschnittliche Lange
der Peptide, die durch die Proteolyse des 20S Immunoproteasoms entstehen, betragt
acht bis zehn Aminosduren (4). Diese Lange spielt hinsichtlich der Funktion des
20S Immunoproteasoms im Rahmen der Antigenprasentation eine entscheidende
Rolle (56). Denn dies ist die optimale Grofe fiir Peptide, um mit Hilfe des major
histocompatibilty complex-I (MHC-I) auf Zelloberflachen zur Antigenprasentation
angeboten zu werden. Sowohl in-vivo als auch in-vitro Studien zeigen, dass die Menge
an kurzen Oligopeptiden mit dem Vorhandensein von 20SImmunoproteasom

korreliert (57-59).

Die Mischformen des 20S Proteasoms enthalten sowohl [-Untereinheiten des
Standard 20S Proteasoms als auch Bi-Untereinheiten des 20S Immunoproteasoms.

Ihre genaue Funktion ist bisher nicht erklart (4).

1.2.3 Struktur des 26S Proteasoms

Da Proteasomen ein sehr effektives proteolytisches System sind, ist eine strenge
Regulation von Bedeutung. Gibe es keine definierten Regulationsmechanismen,
konnte es zum unkontrollierten Proteinabbau kommen und in Folge dessen ein
Zellschaden entstehen. Da sich die katalytischen Untereinheiten im Inneren der
zylinderférmigen Proteasomen befinden, miissen die zu degradierenden Proteine
zunachst in die Proteasomen hineingeschleust werden, um abgebaut werden zu
konnen (60,61). Die oben beschriebenen a-Untereinheiten kontrollieren neben
anderen Mechanismen den Proteineintritt und damit auch den Proteinabbau, weil sie

nur Proteine einschleusen, welche in ihrer Struktur modifiziert sind.

Es stellt sich allerdings die Frage, welche Strukturen in der Lage sind, nicht
modifizierte, nicht fehlgefaltete oder defekte Proteine, bei denen keine hydrophoben
Strukturen freiliegen, zu erkennen und dem Proteasom zum Verdau anzubieten. In
diesem Zusammenhang ist der 19S5 Regulator (proteasome  activator
700 kDa = PA700) von besonderem Interesse. Je ein 19S Regulator setzt sich an die
beiden Enden des 20S Proteasoms und fungiert dort als eine Art Kappe (Abb. 2). Der
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Komplex aus zwei 19S Regulatoren und dem 20S Proteasom bildet das sogenannte
26S Proteasom mit einer Grofde von > 2000 kDa. Soll ein ausgewahltes Protein in das
proteolytische Zentrum geschleust werden, interagieren die 19S Regulatoren mit den
a-Untereinheiten. Hierdurch o6ffnet sich die Eintrittspforte. Damit dieser
Mechanismus funktioniert, sind neben dem 19S Regulator auch ATP als Energiequelle

und Ubiquitin als Erkennungsmerkmal essentiell (7).

\
} 19S Kappe

20S Kernkomplex > 26S Proteasom

} 19S Kappe
J

Abb. 2: Struktur des 26S Proteasoms. Das 26S Proteasom setzt sich zusammen aus einem
20S Kern und zwei regulatorischen 19S Kappen. Modifiziert nach Jung et al.; 2009 (4).

1.2.3.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Ubiquitin ist ein Protein bestehend aus 76 Aminosauren, das ubiquitdar in allen
Eukaryonten vorkommt. Es markiert intrazellulare Proteine, die vom
Proteasomsystem abgebaut werden sollen. Sobald ein Protein an mindestens vier
Ubiquitin-Molekiilen gebunden vorliegt, kann es vom 26S Proteasom erkannt und
proteolytisch abgebaut werden (62). Diese Markierung durch Polyubiquitinketten
(= Polyubiquitylierung) ist abhangig von drei Enzymen:

Das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 fiihrt zu einer ATP-abhangigen Aktivierung des
Ubiquitin. Die Aktivierung des Ubiquitin erfolgt iiber eine Thioester-Bindung
zwischen dem Cystein-Rest des Enzyms E1 und dem C-terminalen Ende des
Ubiquitin, dem Gly 76 (63). Im Folgenden wird das aktivierte Ubiquitin durch das
Ubiquitin-konjugierende Enzym von E1 auf E2 dubertragen (7). Die Ubiquitin-

Ligase E3 katalysiert anschliefend die Reaktion zwischen dem aktivierten Ubiquitin
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und dem Zielprotein, welches abgebaut werden soll (64). Daraufhin erkennt der
19S Regulator das markierte Protein, spaltet die Ubiquitin-Molekiile wieder ab,

entfaltet das Protein und fiihrt es dem proteolytischen Kern zu. (Abb. 3).

? .

ATP ~ AMP

E1 E1
N2
N

E2 E2
~_38 7
N

E3 E3

o

b

o

Protein-
Substrat

4

Abb. 3: Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).

1) Ubiquitin-Aktivierung
l 2) Ubiquitin-Transfer von E1 auf E2
3) Ubiquitin-Transfer auf das substratspezifische E3
4) Komplex aus Substrat, E3 und Ubiquitin,
Bildung einer Polyubiquitinkette
5) Bindung des Substrats an den 19S Regulator des
6 26S Proteasoms. Abbau des Proteins in Peptide
-0 0 6) Ubiquitin-Recycling
\_. _.; AMP = Adenosin-Monophosphat

ATP = Adenosin-Triphosphat

Reegyeling des, b E1 = Enzym 1: Ubiquitin-aktivierendes Enzym

l E2 = Enzym 2: Ubiquitin-konjugierendes Enzym
E3 = Enzym 3: Uibiquitin-Ligase
' Einzelne Ub = Ubiquitin
Peptide

modifiziert nach: Ciechanover; 1998 (7)
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1.3 Vorkommen der Proteasomen

1.3.1 Das intrazelluliare Proteasom

Erstbeschreibungen der Proteasomen berichten von einem Protein, das an der
Zellmembran von Erythrozyten haftet und die Form eines Hohlzylinders aufweist
(65). Weitere Untersuchungen zeigten, dass der Grof3teil dieses Proteins, welches uns
heute als Proteasom bekannt ist, nicht gebunden an der Zellmembran vorliegt,
sondern in der zytoplasmatischen und nukledren Fraktion einer Zelle vorkommt (66).
Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass das Endoplasmatische Retikulum
(ER) der Hauptsyntheseort fiir die Untereinheiten des Proteasoms ist und es dort mit
Hilfe von Chaperonen arrangiert wird (67). Ferner liegen das 20S Proteasom, der
19S Regulator, das gesamte 26S Proteasom und einzelne Komponenten sowohl im
Zytoplasma, Nukleus als auch an Zellmembranen gebunden vor (68). Das

20S Immunoproteasom konnte ebenfalls intrazellular nachgewiesen werden (52).

Das Standard 20S Proteasom wird in allen eukaryontischen Zellen exprimiert, das
20S Immunoproteasom hingegen nur in Zellen, die entweder an der Immunantwort
beteiligt sind (Lymphknoten, Milz, Thymus) oder solche, die zuvor Zytokinen (IFN-y,
TNF-a) oder LPS ausgesetzt wurden, die eine Entstehung der spezifischen fi-

Untereinheiten induzieren (55,57).

1.3.2 Das extrazelluliare Proteasom

Ging man viele Jahre davon aus, dass Proteasomen ausschliefdlich intrazellular
vorkommen, ist heute belegt, dass Proteasomen auch extrazelluladr existieren. Zuerst
wurde das sogenannte zirkulierende, extrazellulire Proteasom im menschlichen
Blutplasma beschrieben (18). Aber auch in Sperma und Liquor konnten extrazellulare
Proteasomen nachgewiesen werden (69,70). Biologisch aktives 20S Proteasom ist

ebenfalls im menschlichen Alveolarraum vorhanden (12,71-73).

Die genauen Mechanismen des Transportes des 20S Proteasoms nach extrazellular
sind noch nicht verstanden (73). Auch wenn die passive Freisetzung durch Zelllyse
nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann, geht man vor allem von direkten,
regulierten Transportmechanismen iiber die Zellmembran aus (12,74). Die
Untereinheiten des Proteasoms enthalten jedoch keine Signalsequenzen, welche den

klassischen sekretorischen Weg von intra- nach extrazellular unterstiitzen. Vielmehr
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geht man davon aus, dass alternative Sekretionsmechanismen wie bspw.
sekretorische Lysosomen und Plasmamembranstindige Transporter beteiligt sind
(75,76). Zudem konnte gezeigt werden, dass die primar intrazellular vorkommenden
20S Proteasomen unter anderem durch Lymphozyten und kultivierte C6 Astrozyten

nach extrazellular freigesetzt werden konnen (77,78).

Eine aktuelle Studie zeigte, dass das extrazellulare 20S Proteasom nicht nur aus
Zellen freigesetzt wird, sondern auch eine funktionelle Rolle spielt. Primares Ziel
dieser Studie war die Identifizierung von membrangebundenen Faktoren, die mit
Hilfe eines monoklonalen gegen Membranpraparationen von wachsenden Gefaf3en
gerichteten Antikorpers identifziert werden sollten (79). Dabei zeigte die Gruppe in-
vitro und in-vivo, das dieser Antikdrper an sog. vascular resident endothelial
progenitor cells assoziiertes extrazellulares 20S Proteasom bindet, dieses aktiviert
und somit die Proliferation von vascular resident endothelial progenitor cells und die
Anzahl und Proliferation von kollateralen arteriellen Gefafden hemmt. Somit konnte
gezeigt werden, dass das extrazellulare 20S Proteasom auch eine entscheidene Rolle

in physiologischen Prozessen spielt (79).

1.4 Funktionen des Proteasoms

1.4.1 Die zentrale Rolle der Proteasomen im Proteinstoffwechsel

Es existieren verschiedenste Mechanismen des Proteinabbaus in eukaryontischen
Zellen. Das Proteasomsystem hat hierbei einen zentralen Stellenwert, weil es den
Hauptteil des extralysosomalen Proteinabbaus ausmacht (1,6). Intrazellulare
Proteine miissen einer strikten Qualitatskontrolle unterliegen, weil die Akkumulation
von defekten Proteinen die normale Zellfunktion beeintrachtigt und die

Lebensfahigkeit der Zelle herabsetzt (6).

Zu den Substraten der Proteasomen zdhlen vor allem defekte und fehlgefaltete
Proteine. Die stdndige Proteinsynthese, aufiere Einfliisse und der zellulare
Stoffwechsel fliihren dazu, dass Proteine beschadigt werden und ihrer eigentlichen
Funktion nicht mehr gerecht werden. Zelluldrer Stress, insbesondere in Form von
Hitzeschock und freien Radikalen, fiihrt sowohl zu Fehlfaltungen als auch zur
Oxidation von Proteinen (80). Parallel zum Funktionsverlust der Proteine tritt auch

ein Verlust ihrer dreidimensionalen (3D) Struktur auf (80). In Folge werden
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hydrophobe Regionen innerhalb der Aminosduresequenz freigelegt, die wiederum
mit Chaperonen in Interaktion treten. Durch Chaperone werden die Proteine
entweder repariert oder zum Substrat fir die Ubiquitin-Ligase (E3). Die Ubiquitin
markierten Proteine werden von den 19S Regulatoren erkannt, entfaltet und durch

das 26S Proteasom abgebaut.

Chaperone sind Proteine, welche sowohl als Faltungshilfen fiir Proteine agieren, als
auch in der Lage sind, defekte Proteine zu entfalten und deren Abbau einzuleiten
(81). Die Expression von Chaperonen steht in engem Zusammenhang zum
intrazelluldar auftretenden Stress, wie bspw. oxidativem Stress (82). Zu den
Chaperonen zdhlen als deren wichtige Vertreter die Hitzeschockproteine (heat shock
proteins, hsp). Das Hitzeschockprotein 90 (Hsp 90) ist ein ubiquitir vorkommendes
Chaperon, welches unter ATP-Verbrauch defekte Proteine zuriick- oder entfalten
kann. Nach erfolgter Entfaltung eines defekten Proteins kann Hsp 90 direkt mit den
a-Untereinheiten der Proteasomen interagieren und eine Substratbindung zwischen
zellulairen Proteinen und Proteasomen ermdglichen (83-85). In diesem
Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass Hsp90 den Abbau von
Calmodulin durch das 20S Proteasom verbessert (86). In dieser Arbeit sollte daher
auch untersucht werden, ob der Verdau von Surfactant-Protein A (SP-A) durch das

20S Proteasom in Anwesenheit von Hsp 90 positiv beeinflusst wird.

Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Proteasomen in der Lage sind, Ubiquitin-
unabhangig Proteine abzubauen (87,88). Sowohl 26S Proteasomen als auch
20S Proteasomen konnen oxidierte Proteine direkt als Substrat erkennen, ohne dass
diese zuvor durch eine Polyubiquitinkette markiert worden sind (89-96). Die (-
Untereinheiten des 20S Proteasoms konnen hydrophobe Regionen, die im Rahmen
von Fehlfaltungen freigelegt werden, erkennen und eine Proteindegradation
einleiten. Strukturlose Regionen in der Aminosaurekette konnen ebenfalls direkt von
20S Proteasomen identifiziert werden. Diese Art des Proteinabbaus wird auch als
degradation by default bezeichnet (20). Abb. 4 gibt einen Uberblick iiber die beiden
Moglichkeiten des Proteinabbaus. Oxidation von Proteinen fiihrt zu deren
vermehrtem Abbau durch das 20S Proteasom. Oxidation ist dabei ein entscheidender
Faktor flir die Proteolyse durch das 20S Proteasom (88). Interessanterweise hat die
Oxidation aber kaum Auswirkungen auf den Abbau durch das 26S Proteasom, selbst

wenn ATP und Ubiquitin in ausreichendem Mafie vorhanden sind (87,89,91).
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Hydrophobe
a -
) Region Poly-Ub
Hitzeschock \‘ Chaperone + E3
— — —
Intaktes Protein Fehlgefaltetes Protein Ubiquitiniliertes Protein 26S Proteasom

Strukturlose

Region
b) Y \, /
Oxidation y
—
Intaktes Protein Oxidiertes Protein 20S Proteasom

Abb. 4: Abbau defekter Proteine durch das Proteasomsystem. a) Das ATP-Ubiquitin-abhangige
Proteasomsystem (UPS): Zelluldrer Stress, wie z.B. Hitzeschock, erzeugt fehlgefaltete Proteine.
Hydrophobe Regionen werden dadurch freigelegt und von Chaperonen und den substratspezifischen
E3-Enzymen erkannt. Die darauf folgende Polyubiquitylierung (Poly-Ub) veranlasst das 26S Proteasom
zum Abbau des Proteins. b) Das ATP-Ubiquitin-unabhingige System: Oxidation fithrt zum Verlust von
Sekundarstrukturen und somit zu strukturlosen Regionen im Protein. Diese werden direkt von den
regulatorischen o-Untereinheiten des 20S Proteasoms erkannt und das Protein wird abgebaut.
Modifiziert nach: Kurepa, Smalle; 2008 (80).

1.5 Proteasom-Inhibitoren

1.5.1 Uberblick

Das 20S Proteasom umfasst mehrere proteolytische Aktivitdten. Allen gemeinsam ist,
dass sie in ihrem aktiven Zentrum ein N-terminales Threonin (Thr) aufweisen und
zur Klasse der Threonin-Proteasen gehoren. Protease-Inhibitoren sind aus zwei
Komponenten aufgebaut, einem kurzen Peptid und dem sogenannten Pharmakophor,
welches flir eine reversible oder irreversible Hemmung des katalytischen Zentrums
verantwortlich ist. Die Inhibitoren lassen sich in natlrliche und synthetische

Inhibitoren einteilen (Tabelle 2).

Da das Proteasom unterschiedliche Aktivititen besitzt, konnen die Inhibitoren diese
in unterschiedlichem Ausmafi beeinflussen. Die Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat des
20S Proteasoms ist im Vergleich zur Trypsin- und Caspase-dhnlichen Aktivitdt am
starksten proteolytisch wirksam, so dass eine Hemmung dieser Aktivitat die starkste
Reduktion des Proteinabbaus bewirkt (9,46). Dabei miissen nicht alle Aktivitiaten
gehemmt werden, um bereits einen merklichen Effekt auf den Proteinabbau zu

erzielen. Die meisten Proteasom-Inhibitoren blockieren das Proteasom unspezifisch
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und beeinflussen auch andere Proteasen. Es ist eine grofde Herausforderung, rein
spezifische Proteasom-Inhibitoren zu identifizieren, da die proteolytischen Einheiten
in Calpainen und lysosomalen Cathepsinen den proteolytischen Untereinheiten im
Proteasom dhnlich sind. Dementsprechend funktionieren sie auch auf dhnliche Weise

und werden durch verschiedene Proteasom-Inhibitoren in ihrer Funktion gehemmt.

Tabelle 2: Proteasom-Inhibitoren.

Synthetische Inhibitoren Natiirliche Inhibitoren

Gruppe Beispiele Gruppe Beispiele
Peptid-Aldehyde ALLN Epoxyketone Epoxomicin
MG132 Eponemicin
MG115 Dihydroeponemycin
PSI TMC-86A,86B,89A,96
Leupeptin YU101
Peptid glyoxal
CEP1612
Fellutamide B
Peptid-Boronate  PS-341 Lactacystin Clasto-b-lactone
PS- 273 PS-519
DFLB
Peptid-Vinyl- NLVS Weitere DCI
Sulfone (1251)YL3VS TMC-95A
NIP-Leu-Leu-Asn-VS Gliotoxin
Ada-(1251)Tyr-Ahx3-Leu3-VS Syringolin A
Ada-Lsy(Bio)-Ahx3-Leu3-VS Glidobactin A

a-Ketoaldehyde
a-Ketoamide

Es existieren zwei Klassen von Proteasom-Inhibitoren: Synthetische und natiirliche Inhibitoren. Allen
ist gemeinsam, dass sie aus einem Peptid und einem Pharmakophor zusammengesetzt sind.
Modifiziert nach Jung et al. (4).

1.5.2 Epoxomicin

Epoxomicin ist ein natiirlich vorkommender, sehr potenter, selektiver Inhibitor des
20S Proteasoms (97). Es ist ein Epoxyketon, welcher aus einem Actinomyceten-
Bakterienstamm isoliert wurde (98). Epoxomicin reagiert sowohl mit der Hydroxyl-
als auch der Aminogruppe des N-terminalen Threonins in den Kkatalytischen
Untereinheiten und bildet so zusammen mit dem katalytischen Zentrum des

Proteasoms einen sechs-gliedrigen Morpholin-Ring (Abb 5).
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Abb. 5: Morpholin Ringbildung zwischen dem 20S Proteasom und Epoxomicin. Das N-terminale
Threonin (Thr) des katalytischen Zentrums in der 3-Untereinheit reagiert sowohl mit seiner Hydroxyl-
als auch seiner Aminogruppe mit Epoxomicin.

Modifiziert nach: Jung et al.; 2009 (4).

Epoxomicin bindet kovalent an die katalytischen Untereinheiten (B2, B2i , B5 und Bsi
und hemmt deren Aktivitdt (97). Die einzelnen proteolytischen Aktivititen werden
durch den Epoxomicin in unterschiedlichem Mafe herunterreguliert (97). Dabei wird
die Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit am starksten blockiert. Epoxomicin ist ein
irreversibler Proteasom-Inhibitor, der sowohl das 20S Proteasom als auch das
Immunoproteasom inhibiert. Im Gegensatz zu anderen Inhibitoren, wie bspw. den
Peptid-Aldehyden, ist Epoxomicin ein sehr spezifischer Inhibitor, weil er praktisch
keinen Einfluss auf nicht-proteasomale Proteasen, wie bspw. Cystein- oder Serin-
Proteasen und Calpaine hat (97). Diese Eigenschaften von Epoxomicin ermdglichen

die Durchfiihrung gezielter und naherer Untersuchung der Proteasomsysteme.

In einer Reihe von Arbeiten konnten Sixt und Mitarbeiter extrazellulares Proteasom
in den Lungenalevolen detektieren (12,71). Weitere Arbeiten zeigten, dass
extrazellulares Proteasom moglicherweise eine wichtige pathophysiologische
Komponente bei Lungenerkrankungen, wie z.B. dem Acute Respiratory Distress
Syndrome (ARDS), ist (72,99). Da in der vorliegenden Arbeit ein solcher etwaiger
pathophysiologischer Zusammenhang zwischen dem extrazellularen 20S Proteasom
und dem ARDS naher untersucht wurde, werden im Folgenden kurz die

Lungenphysiologie und die aktuellen Kentnisse des ARDS umrissen.
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1.6 Lungenphysiologie
1.6.1 Histologischer Aufbau einer gesunden Lunge

Das respiratorische System lasst sich funktionell in einen luftleitenden und einen
gasaustauschenden Abschnitt unterteilen (100): Der luftleitende Abschnitt umfasst
Nasenhohle, Kehlkopf, Trachea, Bronchien, Bronchiolen und Bronchioli terminales.

Die Bronchioli respiratorii und die Alveolen bilden den gasaustauschenden Abschnitt.

300-400 Millionen Alveolen sind fiir den Austausch von Sauerstoff (02) und
Kohlenstoffdioxid (COz) verantwortlich. Die Alveolen liegen dicht aneinander und
werden durch Interalveolarsepten getrennt. Diese setzen sich aus dem
Lungeninterstitium und dem beidseitig anliegenden Alveolarepithel zusammen. Das
Lungeninterstitium besteht aus Fibroblasten, Kollagenfasern, elastischen Fasern und
Blutkapillaren. Das Alveolarepithel bildet sich aus den Pneumozyten Typ I und Typ I
Die Pneumozyten Typ I stellen ungefdhr 90% der Alveolaroberflache dar. Es sind
nicht-teilungsfahige Zellen, welche - angepasst an ihre Funktion, den Gasaustausch -
eine sehr abgeflachte Form haben. Die Pneumozyten Typ Il sind kubische Zellen mit
zahlreichen, gut ausgebildeten Zellorganellen. Sie produzieren Surfactant, welches
dicht gepackt in Lamellenkorpern innerhalb der Zelle gespeichert wird. Es kann
jederzeit aus den Lamellenkorpern in den Alveolarraum freigegeben werden und
fihrt dann an der Oberflache des Alveolarepithels zur Spannungsreduktion. Kommt
es zur Beeinrdachtigung des Alveolarepitehls proliferieren die Pneumozyten Typ II, um
sich zu Pneumozyten Typ 1 zu differenzieren. Auf diese Weise kann sichergestellt
werden, dass die Alveolaroberflache intakt bleibt. Die Alveolen sind in ihrem Inneren
nahezu komplett mit Luft gefiullt. Ein dinner Flissigkeitsfilm, das
sogenannte epithelial lining fluid Uberzieht diese von innen. Dieser Fliissigkeitsfilm
setzt sich zusammen aus Wasser, lonen (insbesondere Natrium- und Chloridionen),
Proteinen (inklusive der Immunglobuline und Surfactant Proteine (SP)) und
Antioxidantien (101). Auf der interstitiellen Seite stehen die Alveolen in Kontakt zu
den Blutkapillaren, um den Gasaustausch zu gewahrleisten. Die sogenannte Blut-Luft-
Schranke bildet die Grenze zwischen den beiden Kompartimenten. Diese kann durch

Entziindungen, z.B. im Rahmen eines ARDS, deutlich beeintrachtigt werden (Abb. 6).
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Abb. 6: Intakte (links) und beeintrichtigte (rechts) Lungen-Alveole in der akuten Phase einer
Entziindungsreaktion. Im Rahmen des Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) ist das Innere der
Alveole angereichert mit proteinreichem Odem, Entziindungsmediatoren (Interleukine (II), Tumor
Nekrose Faktor-o (TNF-a) u.a.) und Zell-Lyse-Produkten. Hyaline Membranen kleiden die Alveolen von
innen aus. Die Integritit des gasaustauschenden Lungenabschnitts geht verloren. Die
Entziindungsreaktion hat zur Folge, dass Surfactant inaktiviert wird und die Oberflachenspannung der
Alveolarmembran zunimmt. (PAF=platelet activating-factor; MIF=macrophage inhibitory factor).
Modifiziert nach Ware; 2000 (102).

1.6.2 Das Surfactantsystem
1.6.2.1 Uberblick

Surfactant (surface active agent, Antiatelektasefaktor) ist ein essentieller Bestandteil
des epithelial lining fluid reifer Lungen. Als oberflachenaktive Substanz reduziert es
die Oberflachenspannung der Lungen, damit die Alveolen entfaltet bleiben, und hat

somit eine essentielle physiologische Funktion (103).

Mit ungefiahr 90% sind amphiphile Phospholipide, vor allem das Dipalmitoyl-
Phosphatidylcholin (DPPC), der Hauptbestandteil des Surfactant und verantwortlich
fir die Reduktion der Oberflaichenspannung (104). Die SP machen ungefdahr 5-10%

des Surfactant aus und setzen sich aus SP-A, SP-B, SP-C und SP-D zusammen
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(Tabelle 3). Ihnen kommen unterschiedliche Funktionen zu: SP-B und C sind wichtig
fir die Reduktion der Oberflachenspannung. Sowohl SP-A als auch SP-D haben ihre
Funktion in der lokalen Abwehrreaktion der Lunge. SP-A ist aufderdem ein wichtiger

Faktor zur Regulation des Surfactant Stoffwechsels.

Tabelle 3: Surfactant-Proteine (SP) (104).

Grofde Struktur Polaritat Funktion

SP-A 630kDa  Hexamer hydrophil  Immunitit
Surfactant-Homoostase

SP-B 14 kDa Monomer hydrophob Reduktion der
Oberflachenspannung
SP-C  6kDa Monomer hydrophob Reduktion der
Oberflachenspannung
SP-D 520kDa  Tetramer hydrophil = Immunitit

1.6.2.2 Surfactant-Protein A

SP-A als Hauptprotein des Surfactant, ist ein hydrophiles Molekiil, das sich aus sechs
homologen Untereinheiten zusammensetzt (104). Diese Untereinheiten bestehen
ihrerseits aus drei Polypeptidketten (je einer SP-A1 Kette und zwei SP-A2 Ketten),
welche tiber Disulfidbriicken verbunden sind (Abb. 7).

c) d)

SpP-A

Abb.7: Aufbau von humanem Surfactant-Protein A (SP-A). a)Polypeptidkette aus
248 Aminosauren. b) Zusammenschluss von 3 Polypetidketten (x3) zu einem SP-A Trimer.
Disulfidbriicken in der N-terminalen Region verkniipfen die Polypeptidketten miteinander. c) SP-A
Hexamer (x 6). Insgesamt 18 Polypeptidketten bilden ein SP-A Molekiil. d) Réntgen-Kristallographie
eines SP-A Trimers. Modifiziert nach Kishore et al.; 2005 (104).
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SP-A zadhlt zu den Kollagen-enthaltenden C-type Lectinen, den sogenannten
Collectinen. Eine einzelne SP-A Polypeptidkette wird aus 248 Aminosauren gebildet,
wobei folgende Regionen unterschieden werden: amino-terminale Region
(7 Aminosauren), Kollagen-Region (73 Aminosauren), Neck-Region
(34 Aminosauren), CRD (carbohydrate recognition domains) -Region
(123 Aminosduren). Die Kollagen-Region setzt sich aus der wiederkehrenden

Sequenz Gly-X-Y zusammen, welche an Aminosdure 67 (Prolin) durchbrochen wird.

1.7 Acute Respiratory Distress Syndrome

1.7.1 Definition

Das akute Lungenversagen bzw. ARDS ist gekennzeichnet durch eine akute
respiratorische Insuffizienz, die in Folge einer Vielzahl verschiedener pulmonaler

Schadigungen entstehen kann (102,105).

In der Vergangenheit versuchten verschiedene Definitionen das ARDS zu beschreiben.
Lange galten die auf der American-European Consensus Conference festgelegten
Kriterien zur Definition des ARDS (106,107). Dabei wurde das ARDS iiber folgende
Kriterien definiert (108): Horowitz Quotient (PaO2/FiO2) < 300, akuter Beginn,
bilaterale Infiltrate in der Rontgenaufnahme, pulmonal - kapillarer Verschlussdruck
(PCWP) < 18 mmHg. 2011 veroffentlichte die Europaische Gesellschaft fiir
Intensivmedizin die Berlin-Definition, welche heute zur Anwendung kommt (109).
Hierbei werden drei Schweregrade, entsprechend dem Grad der Hypoxdmie unter

Beachtung des positiven end-exspiratorischen Druckes (PEEP), unterschieden:

1. Mild: Pa02/FiO2 = 201-300 mmHg, bei PEEP = 5 cm H20
2. Moderat: Pa02/FiO2 = 101-200 mmHg, bei PEEP 2 5 cm H20
3. Schwer: Pa02/FiO2 < 100 mmHg, bei einem PEEP =25 cm H20

Zur Definition gehoren weiterhin der akute Beginn (innerhalb einer Woche),
bilaterale Infiltrate in der Rontgenaufnahme bzw. der Computertomographie und die
Ursache des Lungenddems. Ein kardiales Lungenddem muss definitionsgemaf3
ausgeschlossen werden. Hierflir wird heute, im Gegensatz zum frither verwendeten

Pulmonaliskatheter, die Echokardiographie empfohlen.
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Im Gegensatz zur bisherigen Definition korreliert die Berlin-Definition besser mit
dem Mortalitatsrisiko: Es liegt bei 27 % bei mildem ARDS, 32 % bei moderatem und
45 % bei schwerem ARDS (109).

1.7.2 Atiologie

Die Ursachen eines ARDS lassen sich in intrapulmonale und extrapulmonale
untergliedern. Die haufigste Ursache einer direkten pulmonalen Schadigung
(= intrapulmonales ARDS) ist die Aspiration von Mageninhalt. Die Lunge kann aber
auch durch Inhalationstraumata, beispielsweise bei der Inhalation von toxischen
Gasen oder hyperbarem Sauerstoff, durch Intoxikationen, Kontusion,
Transplantationen, Embolien oder Beinahe-Ertrinken direkt geschadigt werden. Dem
gegeniiber stehen die indirekten pulmonalen Schadigungen (= extrapulmonales
ARDS). Sepsis und Multiorganversagen (MOV) mit Schock sind die haufigsten
Ursachen. Massentransfusionen, Verbrauchskoagulopathie, die akute Pankreatitis

und Drogenintoxikationen sind seltenere Ereignisse (102).

1.7.3 Pathogenese

Die Pathogenese des ARDS wird in drei Stadien eingeteilt (102,110):

1. Die akute bzw. inflammatorische, exsudative Phase

Die alveolar-kapillire Membran wird durch Einwirkung unterschiedlichster Noxen
zerstort. Zunachst wird nur das kapillire Endothel beschadigt. Dies fiihrt zu einer
gesteigerten Kapillarpermeabilitit, so dass ein interstitielles Lungenddem entsteht.
Es tritt eine Entziindungsreaktion auf, die mit einem massiven Einstrom an
neutrophilen Granulozyten einhergeht. Diese wiederum setzen

Entziindungsmediatoren, Proteasen und reaktive Sauerstoffspezies frei.

2. Die subakute bzw. proliferative Phase

Durch die oben genannten Mechanismen kommt es auch zur Zerstérung der
alveoldaren Epithelmembran. TypI und Typ Il Pneumozyten gehen zugrunde. Der
Surfactant-Haushalt ist gestort, und die Oberflichenspannung der Lunge stark
erhoht. Flissigkeit, Proteine und zelluldre Bestandteile treten in die Alveolen iiber.
Auf diese Weise entsteht ein alveolares Lungenddem. Der Proteinanteil im

Alveolarraum ist hierbei stark erhéht, und es bilden sich hyaline Membranen.
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3. Die chronische bzw. fibrosierende Phase

Die Spatphase ist durch fibroproliferative Prozesse gekennzeichnet. Die Anzahl von
neutrophilen Granulozyten verringert sich, wahrend parallel die Menge an
Lymphozyten und Makrophagen zunimmt. Die Membranen zwischen Kapillaren und
Alveolen verdicken sich, so dass sich im Zuge dieser Endothelproliferation eine
Lungenfibrose entwickelt. Die verlangerte Diffusionsstrecke und die zunehmende
Perfusionsverschlechterung fiihren im Endstadium zur respiratorischen Insuffizienz

(72,102,105,111). Dieses Stadium ist irreversibel.

1.7.4 Reparaturmechanismen / Remodelling

Patienten, die ein ARDS iberleben, weisen eine deutliche Verbesserung der
Lungenfunktion im Verlgleich zum Zustand wahrend des ARDS auf. Zurtckbleibende
Schiden sind meist milde Restriktionseinschrankungen, Obstruktionen und
Gasaustauschstorungen mit einer verminderten CO:-Diffusionskapazitat (102,112-
114). Radiologische Befunde bei ARDS iiberlebenden Patienten zeigen in 80 % der
Falle keine pathologischen Verdanderungen, wohingegen in 20 % der Fille eine
Lungenfibrose, Pleuraverdickungen und bullose Verdanderungen nachgewiesen
werden konnen (115). Histopathologisch kann nach ARDS zwar ein diffuser
alveoldarer Schaden mit intraalveolarer Fibrose und zystischen Veranderungen
zuruckbleiben, jedoch verfiigen die Alveolen auch 1iber zahlreiche
Reparaturmechanismen, welche ein sogenanntes Remodelling ermdoglichen. Hierbei
werden defekte alveoldre Zellen und hyaline Membranen abgebaut, und die
Alveolarintegritait wieder hergestellt. Welche Mechanismen dem Remodelling
zugrundeliegen ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht vollstindig geklart, allerdings
scheinen verschiedene Systeme involviert zu sein: Zum einen sind zellulare Prozesse,
wie bspw. eine Reepithelialisierung durch Fibroblastenproliferation, die
Differenzierung von mesenchymalen Knochenmarkszellen, die Expression von
Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP) und die Apoptose der Zellen selbst beteiligt
(112,116-120). Des Weiteren greifen alveolare Enzymsysteme in die
Reparaturmechanismen ein. Hierzu zdhlen die Proteaomen, neutrophile
Granulozyten durch vermehrte Produktion von Elastase, Kollagenase und weiteren
Enzymen und die Makrophagen durch die Freisetzung von Mediatoren und
Wachstumsfaktoren (121,122). Auch loésliche Peptide wie bspw. Interleukine

scheinen eine Auswirkung auf das Remodelling zu haben (123,124).



1 Einleitung 20

1.8 Fragestellung

Proteasomen haben als Multienzymkomplexe eine entscheidende Rolle in der
Aufrechterhaltung und Regulation des Proteinhaushaltes, in dem sie mit ihren
unterschiedlichen enzymatischen Aktivititen Proteine abbauen. Extrazelluldre

Proteasomen konnten in der Lunge nachgewiesen werden (71,73).

Das ARDS ist eine Erkrankung, die durch eine erh6hte Kapillarpermeabilitit mit
einem erhohten Proteingehalt im Alveolarraum einhergeht. Extrazellulares,
biologisch aktives 20S Proteasom und Immunoproteasomkomponenten konnten in
den Alveolen von ARDS-Patienten in deutlich hoheren Konzentrationen als bei
lungengesunden Probanden nachgewiesen werden (72,99). Trotz der erhdhten
alveolaren Proteasomkonzentration ist die proteasomale Aktivitit des
20S Proteasoms im Vergleich zu Gesunden herabgesetzt (72,99). Als Ursache hierfir
wurde ein Inhibitor des Proteasoms diskutiert (72). Die vorliegende Arbeit hat daher

folgende Fragestellungen:

1. Konnen die beschriebenen erhohten Proteinkonzentrationen in den in dieser
Arbeit verwendeten BAL-Proben von ARDS-Patienten im Vergleich zu

lungengesunden Probanden bestatigt werden?

2. Konnen mit Hilfe der 1D-Gelelektrophorese in BAL-Proben von lungengesunden
Probanden und ARDS-Patienten unterschiedliche Proteinmuster identifiziert

werden?

3. Welche spezifischen Proteine lassen sich massenspektrometrisch in einzelnen, fiir
lungengesunde Probanden und ARDS-Patienten markanten Proteinbanden

identifizieren?

4. Fiur solche identifizierten Proteine, von denen eine pathophysiologische
Bedeutung fiir das ARDS vermutet wird, soll anschliefdend ihr Verdau durch das
20S Proteasom analysiert und die Verdau-Produkte massenspektrometrisch
bestimmt werden. Insbesondere sollten hierbei folgende Fragestellungen geklart

werden:

a) Welche Bedeutung haben die hoheren Proteinstrukturen fiir den Verdau durch

das 20S Proteasom? Missen die identifizierten Proteine modifiziert werden
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(z.B. durch Oxidation) und Proteinstrukturen degradiert werden, damit sie

dem Verdau durch das 20S Proteasom zugéanglich sind?

b) Welche Aktivititen des Proteasoms sind am Verdau bzw. sind die einzelnen
proteasomalen Aktivitaten in unterschiedlicher Weise an dem Verdau der
identifizierten Proteine beteiligt und welche Riickschliisse konnen damit auf

den Proteinverdau durch das 20S Proteasom geschlossen werden?

Zur Beantwortung der Fragen wurden zunichst die Proteinkonzentrationen in den
BAL-Proben von lungengesunden Probanden und ARDS-Patienten mittels
Proteinbestimmung nach Lowry vergleichend bestimmt und dann die BAL-Proben
mittels 1D-Gelelektrophorese auf spezifische Muster und Banden analysiert. Aus
einzelnen, fiir lungengesunde Probanden und ARDS-Patienten markanten
Proteinbanden wurden Proteine extrahiert und massenspektrometrisch bestimmt.
Insulin als Modellprotein und das humane Serum Albumin (HSA) und SP-A, welche
mittels Massenspektrometrie identifiziert wurden und fiir die eine
pathophysiologische Bedeutung fiir das ARDS vermutet wird, wurden anschlief3end
durch das 20S Proteasom verdaut und die entstandenen Verdau-Produkte

massenspektrometrisch bestimmt.



2 Material und Methoden 22

2 Material und Methoden

2.1 Erklarung uiiber die ethische Konformitat der
durchgefiihrten Versuche

Die Entnahme, Einlagerung in eine Biobank und Verwendung von BAL-Proben bei
ARDS-Patienten und lungengesunden Probanden sowie die anschlief3enden
Untersuchungen dieser Proben wurden durch die Ethikkommission des
Universitatsklinikums  Essen  begutachtet und genehmigt. (Voten der
Ethikkommission des Universitatsklinikums Essen Nr.06-3170: Archivierung von
Gewebe und Korperfliissigkeiten in einer Biobank bei Patienten mit
Lungenerkrankungen zur Ermittlung méglicher Krankheitsursachen sowie prddiktiver
Faktoren hinsichtlich Therapieansprechen und Prognose; Nr.01-97-
1697: Proteolyseaktivitdt und ubiquitilierte Proteine in der Bronchoalveoldren Lavage

bei ARDS-Patienten als auch lungengesunden Probanden).

Hierbei wurde die Deklaration von Helsinki in ihrer aktuellen Fassung (10/2013)

beachtet.

2.2 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in analytischer Qualitat (p.a.)
verwendet. Destilliertes Wasser (H20)-Aqua dest.- wurde aus einer Millipore Anlage
bezogen (Milli-Q H20). Chemikalien der folgenden Firmen wurden verwendet: Biozol
(Eching), Enzo Life Science (Lorrach), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt),
Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen).

2.3 Bronchoalveolare Lavage

Die BAL ist ein Verfahren zur Spiillung des Alveolarraums im Rahmen einer
Bronchoskopie. Im Zuge dieser Untersuchung wurde Sekret aus dem Alveolarraum
gewonnen. Im Kklinischen Alltag dient sie zur Diagnostik und Therapie von
Lungenveranderungen und -erkrankungen. Die BAL-Proben wurden im Rahmen von
routinemafdigen Untersuchungen zur viralen und bakteriologischen Diagnostik in
Lokalanasthesie entnommen. Vier Aliquots warme (37 °C), sterile, isotonische

Kochsalzlosung (40 ml) wurden mittels eines Bronchoskops in einen



2 Material und Methoden 23

Segmentbronchus eingebracht und vorsichtig zuriickgezogen (72,125,126). Ein
Volumen grofier 50% wurde zuriickgewonnen, gefiltert und zentrifugiert (500 g,
10 min, 5°C). Der Uberstand wurde unmittelbar in fliissigem Stickstoff eingefroren

und bei -80°C gelagert.

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben stammen zum einen von lungengesunden
Probanden (n= 20), und zum anderen von ARDS-Patienten (n= 36). Alle BAL-Proben
stammen aus der Ruhrlandklinik Essen, Westdeutsches Lungenzentrum am

Universitatsklinikum Essen.

2.4 Das 20S Proteasom

Das 20S Proteasom wurde uns von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. rer. nat.
Burkhardt Dahlmann (Institut fiir Biochemie, Charité Berlin) zur Verfiigung gestellt.
Das 20S Proteasom wurde aus humanen Erythrozyten gewonnen. Eine Probe wurde
aus dem Material von zwei bis drei Probanden gepoolt. Da die einzelnen, gepoolten
Chargen aus unterschiedlichen Probanden stammten, unterschieden sich diese
hinsichtlich ihrer proteolytischen Aktivitaten. Zur Lagerung bei 4°C wurde das
Proteasom in TEAD-Puffer gelost. Um das 20S Proteasom bei -80°C tber einen
langeren Zeitraum lagern zu konnen, wurde 50% Glycerin beigefiigt. Um mit Glycerin-
freiem Proteasom zu arbeiten, wurden die einzelnen Proteasom-Chargen vor der
Verwendung zundchst mittels Dialyse gereinigt. Als Dialysatoren wurden Slide A-
Lyzer Mini Dialysis Units (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) mit einem Cut Off

von 10 kDa verwendet.

Das 20S Proteasom wurde in dem Dialysator aufgetragen und dieser in einer
Styropor-Halterung auf 2000 ml Milli-Q H20 gelegt, so dass die Unterseite des
Dialysators kontinuierlich von Wasser umstrémt wurde. Nach 15 min wurde das
Milli-Q H20 gegen frisches ausgetauscht. Nach weiteren 15 min wurde die Dialyse
beendet. Das gereinigte 20S Proteasom wurde in einem Reaktionsgefafd bei 4°C
gelagert. Aus dem nach der Dialyse gewonnenen Volumen wurde bei bekanntem
Anfangsvolumen und bekannter Konzentration des 20S Proteasoms vor Dialyse, die

anschliefdende Konzentration des 20S Proteasom berechnet.
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2.5 Fluoreszenz-Enzym-Asssay

Mit dem Fluoreszenz-Enzym-Assay wurde die Enzymaktivitit der einzelnen
katalytischen Zentren im 20S Proteasom quantifiziert. Hierflir wurden dem
20S Proteasom Substrate zur Verfiigung gestellt, welche potentielle Schnittstellen fir
die proteolytischen Einheiten enthalten. Als Substrate wurden Peptide verwendet, die
an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. In dieser Arbeit wurde 7-Amino-4-
Methylcumarin (AMC) verwendet. Da fiir das Proteasom drei proteolytische

Aktivitaten bekannt sind, ergaben sich die folgenden Substrate:

* Suc-LLVY-AMC = 3-Carboxy-Propionyl-LLVY-7-Amino-4-Methylcumarin
= Zur Untersuchung der Chymotrypsin-ahnlichen Aktivitat

* BZ-VGR-AMC = Benzoyl-VGR-7-Amino-4-Methylcumarin
= Zur Untersuchung der Trypsin-dhnlichen Aktivitat

e Z-LLE-AMC = 3-Carboxy-Propionyl-LLE-7-Amino-4-Methylcumarin
= Zur Untersuchung der Caspase-dhnlichen Aktivitat

Zunachst wurden Stammlosungen der Substrate in Dimethylsulfoxid (DMSO)

hergestellt:
* Suc-LLVY-AMC: 10 mM
* BZ-VGR-AMC: 4 mM
* Z-LLE-AMC: 4 mM

Vor dem jeweiligen Enzym-Assay wurden die Stammlosungen mit TEAD-Puffer

(Tabelle 4) auf die gewlinschte Konzentration verdiinnt:

* Suc-LLVY-AMC: 200 pM
* BZ-VGR-AMC: 400 uM
e Z-LLE-AMC: 400 uM

Auch das 20S Proteasom wurde in TEAD-Puffer auf die bendtigte Konzentration
verdiinnt (c=0,05 g/1). Der Testansatz umfasste 20 pl 20S Proteasom (c=0,05 g/1) und
20 pl Substrat (csuc=200 uM, cp,=400 uM, cz=400 uM). Es erfolgte eine 90-miniitige
Inkubation bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch 200 pl Stopp-Losung (Tabelle 5)
beendet. Als Standard wurde eine AMC-Eichreihe gelost in DMSO verwendet. Die

verwendeten Einzelkomponenten wurden als Blanks mitgemessen.
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Tabelle 4: Zusammensetzung des TEAD-Puffers.

Konzentration Molare Masse
TRIS-HCI 20 mM 157,6 g/mol
Natrium-EDTA 1 mM 414,2 g/mol
Natriumazid 1 mM 65,0 g/mol

Der pH-Wert des Puffers wurde auf 7,2 eingestellt. Unmittelbar vor Gebrauch wurden 1 mM
Dithiothreitol (DTT) hinzugegeben.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Stopp-Losung.

Konzentration Molare Masse
Natriumchloracetat 100 mM 116,47 g/mol
Natriumacetat 30 mM 82,03 g/mol
Essigsdure 70 mM 60,00 g/mol

Sobald das 20S Proteasom zu der Substratlésung hinzugegeben wurde, konnten die
proteolytischen Zentren der B-Untereinheiten das Substrat verdauen, indem hinter
dem Peptid, welches mit dem Fluoreszenzfarbstoff verbunden ist, geschnitten wurde.
Peptid und Fluoreszenzfarbstoff lagen dann getrennt vor. AMC hat die Eigenschaft,
nur im freien Zustand zu fluoreszieren. Das bedeutet, dass keine Fluoreszenz

gemessen wurde, solange AMC gebunden an dem Peptid vorlag (Abb. 8).

oy Wy
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% Anregung: 360 nm

Detektion: 460 nm

Abb. 8: Prinzip des Fluoreszenz-Assays. a) Das Peptid gekoppelt an den Fluoreszenzstoff 7-Amino-
4-Methylcumarin (AMC) lag als Substrat vor. AMC zeigte, gebunden an dem Peptid, keine Fluoreszenz.
b) Zugabe von 20S Proteasom. Durch die proteolytischen Aktivitdten des 20S Proteasoms wurde AMC
von dem Peptid getrennt. c) AMC liegt frei vor. In freier Form fluoresziert das AMC. Angeregt wird es
mit einer Wellenldnge von 360 nm. Die Emission wird mit 460 nm detektiert.
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Die zu messende Fluoreszenz ist ein Maf? fiir das Vorliegen von freiem AMC, welches
wiederum proportional zu der Proteolyse durch das 20S Proteasom ist. Somit kann

die proteolytische Aktivitat quantitativ bestimmt werden.

Zur Messung der Fluoreszenz wurde der Farbstoff zunachst bei einer Wellenlange
von 360 nm angeregt. Die Detektion der Emission fand dann bei 460 nm statt. Die
Aufzeichnung der Fluoreszenz erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenz Plate Readers

(Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader, Biotek, Bad Friedrichshall).

2.6 Surfactant-Protein A

Humanes SP-A wurde uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn Dr.
Matthias Amrein (Institut fir Zell-Biologie, Anatomie, Physiologe und Labor Medizin,
Universitat Calgary, Kanada) zur Verfiigung gestellt. Dort wurde es aus den BAL-
Proben von Patienten mit Alveolar-Proteinose gewonnen. Hierfiir wurde die Butanol
Extraktion nach Haagsman et al. angewendet (127). Um das Protein zu isolieren,
wurden mehrere Zentrifugationsschritte durchgefiihrt. Die Reinheit der Proben
wurde mittels Gelelektrophorese und Coomassie Farbung verifiziert. Das in dieser
Arbeit verwendete SP-A (3 mg/ml) lag in TRIS-Puffer geldst vor und wurde bei -80 °C
gelagert.

2.7 Lowry-Proteinbestimmung

Um die Proteinkonzentrationen der BAL zu bestimmen, wurde die Methode nach
Lowry angewendet (128). Diese quantitative Proteinbestimmung beruht auf den

folgenden chemischen Reaktionen:

* Biuretreaktion: Komplexbildung  zwischen Kupfer(I)Ionen und

Peptidbindungen im alkalischen Milieu
* Reduktion der Kuper(II)Ionen zu Kupfer(I)lonen
* Die Kupfer(I)Ionen reduzieren das zugegebene gelbe Folin-Ciocalteau-Phenol

Reagenz zu Molybdanblau

Das entstehende Molybddnblau wurde photometrisch bestimmt. In Tabelle 6 sind die

Bestandteile des Lowry-Reagenz aufgelistet.
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Tabelle 6: Zusammensetzung des Lowry-Reagenz.

Reagenz A Reagenz B Reagenz C
NazCOs3 10g KNa-Tartrat 2g CuSO04 lg
0,1 MNaOH 500 ml Aqua dest. 100 ml Aqua dest. 100 ml

Zur Herstellung des Lowry-Reagenz wurden 20 ml des Reaganz A und jeweils 200 ul der Reagenzien B
und C benbtigt.

Mit dem Verfahren nach Lowry koénnen Proteinkonzentrationen nur in klaren
Losungen korrekt bestimmt werden. Da die BAL-Proben als Zellsuspension eine
Triibung aufwiesen, wurden alle Proben zunachst zentrifugiert. Hierfiir wurden die
Proben der ARDS-Patienten fiir 25 min bei 1500 g zentrifugiert. Anschliefdend wurde
der Uberstand abgenommen. Die Uberstinde wurden direkt fiir die Protein-
konzentrationsbestimmung verwendet. Die Zellpellets wurden je nach Probe mittels
Milli-Q Hz0, Triton X 100 1% und Ultraschallbad in Losung gebracht, bevor sie fiir den
Lowry-Test zur Verfiigung standen. Die BAL der lungengesunden Probanden wurden
ebenfalls in Uberstinde und Zellpellets getrennt. Diese wurden bei 1500 g fiir 40 min
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden abgenommen. Die Zellpellets wurden in Milli-
Q H20 in Lésung gebracht. Zellpellets und Uberstinde wurden daraufhin getrennt
voneinander untersucht. Fiir die Proteinbestimmung nach Lowry wurden Uberstinde
und Zellpellets der BAL 1:100 verdiinnt (5 ul Probe + 495 pl Milli-Q H20). Je 100 pl
der verdiinnten Probe wurden mit 500 pl Lowry-Reagenz versetzt. Die Inkubation
erfolgte 10 min bei Raumtemperatur (RT). Es folgte die Zugabe von 50 pl Folin-
Ciocalteau-Reagenz (Fluka, Buchs, Schweiz), welches zuvor 1:1 mit Milli-Q H20
verdiinnt wurde. Nach weiteren 30 min Inkubation wurde die Extinktion bei 740 nm
photometrisch bestimmt. Die Proteinkonzentration der einzelnen Proben wurde mit
Hilfe einer Eichreihe von bovinem Serumalbumin (BSA, 0-200 pg/ml) errechnet. Fir

alle Proben wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

2.8 1D-Gelelektrophorese

Mit der eindimensionalen Gelelektrophorese (1D-GE) werden Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Auf diese Weise kann die Proteinzusammensetzung
der BAL dargestellt werden. Die Proteinauftrennung erfolgte mittels SDS-PAGE
(sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Zur Herstellung der Gele
(Tabelle 7) und fiir die Durchfiihrung wurden die folgenden Chemikalien benétigt:
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0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8
* 15,8 g TRIS-HCI auf 200 ml Milli-Q H20 auffiillen, pH 6,8

1,5 M TRIS-Base, pH 8,8
* 54,51 g TRIS-Base auf 300 ml Milli-Q Hz0 aulffiillen, pH 8,8

10% SDS
e 5 g SDS auf 50 ml Milli-Q Hz0 auffiillen

10% APS
e 1 g APS auf 10 ml Milli-Q H20 aufftllen

Lade-Puffer
* 1ml 0,5M TRIS-HCI, pH 6,8
* 2 ml Glycerol
* 1gSDS
* 30 mg Bromphenolblau
* 7 ml Milli-Q H20

Elektrophorese-Puffer (10-fach)
* 30 g TRIS-Base
* 144 g Glycin
* 10gSDS
* ad 11Milli-Q H20

Coomassie Farbelosung

* 100 g Aluminiumsulfat-18-Hydrat

* 240 ml Ethanol (80%)

* 47 ml ortho-Phosphorsaure (85%)

* 0,4 g Coomassie-Brilliant-Blue-G250
* ad 2 1Milli-Q H20

Coomassie Entfarbel6sung
* 240 ml Ethanol (80%)
* 47 ml ortho-Phosphorsaure (85%)
* ad 21Milli-Q H20
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels.

Sammelgel (2 Gele) Trenngel 11% (2 Gele)

PAA 30% 2,55 ml PAA 30% 7,26 ml
Milli-Q H20 8,25 ml Milli-Q H20 7,54 ml
0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8 3,75 ml 1,5 M TRIS Base, pH 8,8 5 ml
SDS 10% 150 ul SDS 10% 200 pl
Temed 30 ul Temed 20 ul
APS 10% 150 pl APS 10% 100 pl

Das anionische SDS iliberdeckt die Ladungen der Proteine so effektiv, dass die
Wandergeschwindigkeit der Proteine allein vom Molekulargewicht (MW) abhangt. Je
kleiner die Molekiile sind, desto schneller gelangen sie durch das Polymergitter. Die
Proben wurden mit Lade-Puffer (1:5)verdiinnt und erhitzt (95°C), um die
Wasserstoffbriicken  aufzubrechen.  Disulfidbriicken = wurden  mittels 3-
Mercaptoethanol aufgespalten. Mittels Hamilton-Spritze wurden die Proben
aufgetragen, die Gelkammern mit Elektrophorese-Puffer gefiillt und eine Spannung
angelegt. Zur Abschiatzung des MW der Proteine wurde ein Marker aufgetragen
(Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad). Mit einer modifizierten Coomassie
Farbung nach Kang et al wurden Proteinbanden sichtbar gemacht (129). Die
Nachweisbarkeitsgrenze lag bei ca. 10 ng Protein. Vor der Farbung wurden die Gele
dreimal 5 min mit Milli-Q H20 gewaschen, da iiberschiissiges SDS die Bindung des
Coomassie Farbstoffs verhinderte. Uber Nacht wurden die Gele mit der Fiarbelosung
behandelt. Nach der Inkubation wurden die Gele erneut mit Milli-Q H2.0 gewaschen
und anschliefsend entfarbt. Zur Auswertung und Dokumentation wurden sie mit Hilfe

der MagicScan Software (Umax, Version 4.4) gescannt.

2.9 Tryptischer In-Gel-Verdau

Um Proteine mittels Massenspektrometrie sequenzieren zu kénnen, mussten diese
zuvor enzymatisch in Peptide gespalten werden. Hierzu wurde Trypsin verwendet,
welches spezifisch C-terminal hinter den Aminosauren Arginin und Lysin schneidet.

Flr den tryptischen In-Gel-Verdau wurden folgende Chemikalien bendtigt:
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Coomassie Entfirbelosung
* 40% Ethanol (96%)
* 10% Eisessig

Waschlosung 1

* 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat

* 50% Acetonitril

Waschlosung 2
e 100% Acetonitril

Trypsin-Losung (c=0,1 pg/ul)

* 20 ug Trypsin
e 200 pl Trypsinpuffer

Trypsinpuffer

* 25 mM Ammoniumhaydrogencarbonat

Elutionspuffer

* 50% Acetonitril
* 50 Ameisensaure

e 45% Milli-Q H.0

Das 1D-Gel wurde auf einen mit Ethanol gereinigten Leuchttisch platziert und die zu
bestimmende Proteinbande mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Bande wurde in
kleine Gelstlicke (ca. 1 mm3) geschnitten und in ein Protein LoBind Reaktionsgefaf3
uberfiihrt. Die folgenden Waschschritte fanden bei RT auf einem Schiittler statt.
Zunachst wurde die unspezifische Coomassie Farbung mit Hilfe einer Entfarbelésung
herausgewaschen. Nach jedem der folgenden Waschschritte wurde die Losung mit
Hilfe einer GELoader-Pipettenspitze abgenommen und in einem separaten LoBind
Reaktionsgefafd gesammelt. Der erste Waschschritt mit Waschlésung 1 wurde 10 min
durchgefiihrt. Es folgten drei Waschschritte mit Waschléosung 1 4 30 min und ein
Waschschritt mit Waschlosung 2 & 30 min. Anschliefiend wurden die Gelstiicke in
einer Vakuumzentrifuge vollstandig getrocknet. Fiir den tryptischen Verdau wurde
Trypsin in Ammonium-hydrogencarbonat-Puffer gelost und auf Eis gelagert, um den

Eigenverdau von Trypsin zu minimieren. Die Trypsinlosung wurde auf die
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getrockneten Gelstiicke gegeben, so dass diese vollstindig bedeckt waren und
aufquellen konnten. Nach 30 min wurde das tiberschiissige Trypsin abgenommen und
ausreichend Trypsinpuffer auf die Gelstiicke pipettiert, damit diese bei der
Inkubation nicht trocken fielen. Die Inkubation fand tiber Nacht bei 37°C statt. Im
Anschluss wurde das Eluat, welches ab diesem Zeitpunkt Peptide enthadlt, in einem
neuen LoBind Reaktionsgefaf gesammelt. Doppeltes Volumen Milli-Q H20 im
Vergleich zum Trypsinpuffer wurde auf die Gelstiicke gegeben, dann wurden diese fiir
5 min geschiittelt und fiir 5 min in ein Ultraschallbad gegeben. Der Uberstand wurde
abgenommen und als Eluat gesammelt. Anschlief}end wurde die Probe dreimal fiir
30 min mit Elutionspuffer und einmal fiir 30 min mit 100% Acetonitril (ACN)
inkubiert, der Uberstand erneut aufgefangen und zum Ende das gesamte Eluat in der
Vakuum-Zentrifuge getrocknet. Die abgetragene Losung aus den Waschschritten, der
sogenannte Wash, die Gelstiicke und das gewonnene Eluat wurden bei -20 °C gelagert.

Flr die massenspektrometrische Analyse stand das getrocknete Eluat zur Verfiigung.

2.10 Massenspektrometrie

2.10.1 Technische Grundlagen

Die Massenspektrometrie (MS) ist ein analytisches Verfahren zur Bestimmung der
molekularen Masse von lonen im Hochvakuum. Mit Hilfe dieser Methode lassen sich
auch Proteine identifizieren. In der vorliegenden Arbeit wurden die Massenspektren

der entstandenen Peptide des tryptischen Proteinverdaus analysiert.

Ein Massenspektrometer ist in drei Einheiten gegliedert:

* lIonenquelle -> lonenerzeugung
* Analysator -> lonentrennung
* Detektor -> lonennachweis

Fir jede dieser Einheiten stehen verschiedene Geratetypen zur Verfiigung, die
untereinander kombiniert werden konnen. In dieser Arbeit wurden die
massenspektrometrischen Analysen mit einem Elektrospray-lonisation-Quadrupol-
Quadrupol-Time of Flight (ESI-Qq-TOF, QSTAR XL, Applied Biosystems, Darmstadt)
durchgefiihrt.
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2.10.1.1 Elektrospray-Ionisation

Die Elektrospray-lonisation (ESI) ist ein lonisierungsprozess, bei dem die
Analytlosung in einem elektrischen Feld verspriiht und in die Gasphase tberfiihrt
wird. Die Methode wurde von J. B. Fenn et al. und M. Dole et al. etabliert (130). Im
Jahr 2002 wurde Fenn hierfiir mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet. Mit
Hilfe eines elektrostatischen Feldes wird die Losung in kleinste Tropfchen verspriiht
(Abb.9). Die dafiir benotigte Hochspannung liegt zwischen einer leitfahigen
Glaskapillare und der Interface-Platte, welche die Schnittstelle zum Analysator bildet.
Zunachst wird der Analyt in Ameisensaure, welche die Protonierung des Analyten
erleichtert und Methanol, welches die Sprayeigenschaft verbessert, aufgenommen.
Dabei bildet sich an der Spitze der Glaskapillare ein Uberschuss gleichartig geladener
Ionen, hier Kationen, die sich gegenseitig abstofden und iiber die Bildung eines
sogenannten Taylor-Konus als feines Spray austreten. Da das Losungsmittel an der
Tropfchenoberfliche stetig verdampft, nimmt die Ladungsdichte zu. Schliefdlich
zerfallen die Tropfchen spontan (= Coulomb-Explosionen). Die entstehenden
gasformigen lonen treten in das Hochvakuum ein, welches hinter der Interface-Platte
besteht. Senkrecht zum Eintritt in das Hochvakuum stromt Stickstoff als sogenanntes
Curtain-Gas. Der Stickstoff erleichtert die Desolvatisierung, indem der Analyt mit den
Stickstoffmolekiilen  kollidiert. Die ESI ist eine sogenannte weiche
lonisierungsmethode, da wiahrend des Prozesses den Molekiilen thermische Energie

entzogen wird (= endergonischer Prozess) und kaum Fragment-lonen entstehen.
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Abb.9: Prinzip der Elektrospray-lonisation (ESI). Der Analyt befindet sich in einer metall-
bedampften, leitfahigen Glaskapillare und wird durch anliegenden Gasdruck in das elektrische Feld
verspritht. Zwischen Glaskapillare und Interface-Platte liegt eine Hochspannung an. Die positiv ge-
ladenen Tropfchen verlieren stetig an Oberflache, da das Losungsmittel im elektrischen Feld kon-
tinuierlich verdampft. Somit nimmt das Verhéltnis zwischen Oberflaichenladung und Oberflache zu, bis
die Tropfchen spontan zerfallen, da die Ladungen sich gegenseitig abstofden (Coulomb-Explosionen).
Die entstehenden Ionen treten durch einen Stickstoffstrom (Curtain-Gas) in das Hochvakuum ein.



2 Material und Methoden 33

2.10.1.2 Quadrupol

Ein Quadrupol-Analysator (Q) trennt die lonen, indem er als Massenfilter arbeitet.
Das bedeutet, dass nur lonen mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungsverhaltnis
(m/z-Verhaltnis) den Detektor erreichen. Ein Quadrupol ist aufgebaut aus vier
parallelen, stabformigen Metallelektroden, zwischen denen eine definierte Gleich-
und Wechselspannung angelegt wird. Durch das Verhéltnis von Gleich- und
Wechselspannung zueinander wird die Flugbahn der im ESI erzeugten lonen je nach

ihrem m/z-Verhaltnis beeinflusst (Abb. 10).

Detektor
on auf
abiler Bahn
+
— lo
tabiler Bahn

+

— F Gleich- und
wou Wechselspannung

Abb. 10: Schematischer Aufbau eines Quadrupols. An vier parallel zueinander ausgerichteten
stabféormigen Metallelektroden liegt eine Gleich- und Wechselspannung an. Je nach Einstellung der
Spannung fliegen Ionen mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z-Verhaltnis) auf
einer stabilen Bahn und erreichen den Detektor. Ionen mit einem anderen m/z-Verhaltnis kollidieren
hingegen mit den Metallstdben.

Wahrend die einen lonen bei einer bestimmten Spannung auf einer stabilen
oszillierenden Bahn fliegen, fliegen andere auf instabilen Bahnen und kollidieren mit
den Metallstaben. Durch Variation der Spannung und der Frequenz kénnen lonen

anhand ihres m/z-Verhaltnis selektiert werden.

2.10.1.3 Time of Flight

Im Flugzeit-Massenspektrometer, Time of Flight (TOF), findet die Analyse der Masse
iber die Messung der Flugzeit statt. lonen mit unterschiedlichem m/z-Verhaltnis
haben nach gleicher Beschleunigung in der lonenquelle die gleiche kinetische
Energie, aber aufgrund ihrer Masse eine unterschiedliche Geschwindigkeit
(E= % * m * v2). Je nach ihrer Grof3e brauchen die lonen unterschiedlich lange, um das
Flugrohr zu passieren. Grofse lonen erreichen den Detektor spater als kleine Ionen.

Aus der gemessenen Flugzeit lasst sich bei bekanntem Kalibrant die Masse ermitteln.
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2.10.1.4 Tandem Hybrid Massenspektrometer

Das in dieser Arbeit verwendete Tandem Hybrid Massenspektrometer (QSTAR XL,
Applied Biosystems, Darmstadt) besteht aus drei Quadrupolen (QO0, Q1, Q2) und
einem TOF-Analysator. QO stabilisiert den in der lonenquelle erzeugten lonenstrom.
Q1 selektiert das zu untersuchende Ion, indem die Spannung auf das gewiinschte
m/z-Verhaltnis angepasst wird. Q2 wirkt als Kollisionszelle, indem es zum
kollisionsinduzierten Zerfall anregt. Die entstehenden Fragment-lonen werden dann
mittels TOF analysiert. Im TOF kann nur ein gepulster lonenstrom bestimmt werden.
Daher werden die in der ESI entstehenden lonen diskontinuierlich erzeugt. Dies wird
erreicht, indem die ESI-Quelle orthogonal zum TOF geleitet und die
Beschleunigungsspannung gepulst wird. Die Bedienung des QSTAR XL erfolgte tiber
das Programm Analyst (Version 1.5, Applied Biosystems, Darmstadt).

2.10.2 Probenvorbereitung

Bevor die Proben aus dem tryptischen Verdau massenspektrometrisch untersucht
wurden, mussten diese entsalzt werden, da Salze die Messung negativ beeinflussen.
Zunachst wurden die getrockneten Peptide in Waschlésung (4 % Methanol,
5 % Ameisensduure) resuspendiert. Ein C-18 Stage-Tip (20 pl Tip mit Sdule von
Proxeon, Odense, Danemark), wirkte als Mikrochromatograph und wurde
vorbereitet. Hierfiir wurden hintereinander zweimal 20 ul ACN und zweimal 20 pl
Waschlosung aufgetragen und durch die Sdule gedriickt. Darauthin wurde die Probe
aufgetragen, durchgedriickt und aufgefangen. Dieser Schritt wurde dreimal
wiederholt. Anschlieflend wurde die Sdule dreimal mit je 7 pul Waschlosung
gewaschen. Die Waschlésung wurde ebenfalls in einem  separaten
LoBind Reaktionsgefafs (= Wash) aufgefangen. Mit der Elutionslésung wurden die
Peptide aus der Saule gespult. 7pl Elutionslosung (60 % Methanol,
5 % Ameisensaure) wurden aufgetragen, durchgedriickt und in einem neuen LoBind
Eppendorf-Gefafd (= Eluat) aufgefangen. Dieser Vorgang wurde noch zweimal auf

diese Weise wiederholt. Das Eluat stand fir die Massenspektrometrie zur Verfiigung.

2.10.3 Proteinidentifizierung

Wenn Proteine mit den oben beschriebenen Geraten analysiert werden, spiegelt das
Massenspektrum die Haufigkeitsverteilung der vorhandenen Ionen fiir das jeweilige

m/z-Verhaltnis wieder.
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Durch die Elektrospray lonisation treten oftmals auch Ionen auf, die mehrfach
geladen sind. Das bedeutet, dass ein Protein mehrere Signale in dem Massenspektrum
erzeugen kann, wenn es in unterschiedlichen Ladungszustanden vorliegt. Dabei lasst
sich der Ladungszustand aus dem Isotopenmuster des jeweiligen Signals bestimmen.
Hierbei gibt die monoisotopische Masse eines Elements die Masse des leichtesten
Isotops wieder. Aus der Massendifferenz der Signale von einem Isotop kann die

Ladung berechnet werden:

* Massendifferenz bei einfach geladenen lonen [M+H]1*=1 Da
* Massendifferenz bei zweifach geladenen lonen [M+H]?+=1/,Da=0,5 Da

* Massendifferenz bei dreifach geladenen lonen [M+H]3*=1/3Da=0,33 Da

Proteine konnen nicht allein iber das m/z-Verhaltnis identifiziert werden. Proteine
konnen trotz gleichem Molekulargewicht eine unterschiedliche Aminosauresequenz

haben und somit auch andere Eigenschaften und Funktionen besitzen.

2.10.3.1 Peptide mass fingerprint

Der sogenannte peptide mass fingerprint (PMF) ermoglicht die Proteinidentifizierung.
Hierbei wird ein Protein in Peptide zerlegt, welche massenspektrometrisch analysiert
werden. Ein Ubersichtsspektrum bildet alle in der Probe vorhandenen Peptide ab.
Uber das Isotopenmuster werden die jeweiligen Massen bestimmt. In Datenbanken,
welche Massenlisten fiir Proteine enthalten, kénnen die Massen abgeglichen werden.
Bei einer signifikanten Ubereinstimmung gilt das Protein als identifiziert.
Voraussetzung fiir dieses Vorgehen ist, dass die Proteine nur an bestimmten Stellen
geschnitten werden. Im Rahmen des tryptischen Verdaus, der in dieser Arbeit
angewendet wurde, werden die Proteine hinter Arginin und Lysin geschnitten. Die
Nachteile dieser Methode der Proteinidentifizierung bestehen zum einen darin, dass
nur in Datenbanken registrierte Proteine bestimmt werden konnen. Ob
Informationen zu einem Protein vorliegen, hangt vor allem davon ab, wie gut das

Proteom der zu untersuchenden Spezies identifiziert ist.

2.10.3.2 Product Ion Scan

Mochte man neben der Masse auch die Aminosauresequenz der einzelnen Peptide
bestimmen, kann ein Protein noch spezifischer identifiziert werden. Das ermdglicht

die Tandem-MS-Analyse (MS/MS) (Abb. 11).
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Q1

Abb. 11: Erzeugung von Fragment-Ionen im Massenspektrometer. Q1 (Quadrupol) selektiert das
Ion heraus, welches in Q2, der Kollisionszelle fragmentiert wird. Im TOF (Time of flight) werden die
aufgetretenen Fragment-lonen schliefilich an Hand ihrer Massen analysiert.

Wihrend beim Ubersichtsspektrum alle Peptide den Detektor erreichen, wird bei
diesem Verfahren der Q1 so eingestellt, dass nur lonen einer bestimmten Masse
selektiert werden. Diese werden dann in der Kollisionszelle Q2 fragmentiert. In
diesem Fall wurde Stickstoff fiir die Erzeugung der Fragment-lonen genutzt. Die
entstehenden Fragment-lonen gelangen in das TOF und werden dort anhand des
m/z-Verhaltnisses getrennt. Analysiert man die Massen der Fragment-lonen, welche
die Massen einzelner Aminosauren wiedergeben, kann auf die Aminosauresequenz
des selektierten Peptids riickgeschlossen werden (= Produkt-lonen-Analyse). Diese
Auswertung wurde entweder mit Hilfe einer Datenbankrecherche (Mascot database,
Matrix Science Ltd., London, UK) oder per Hand (De novo-Sequenzierung)

durchgefiihrt.

2.11 In-vitro-Verdau Versuche

Um zu untersuchen, welche Proteine potentielle Substrate fiir das 20S Proteasom
darstellen und unter welchen Bedingungen diese von dem 20S Proteasom
proteolytisch  abgebaut werden, wurden in-vitro-Verdau Versuche mit
unterschiedlichen Proteinen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die zu untersuchenden
Proteine nach entsprechender Vorbereitung in geeigneten Puffern dem
20S Proteasom zum Verdau angeboten. Als Modellprotein wurde zunachst Insulin

proteolytisch verdaut.

2.11.1 In-vitro-Verdau von Insulin

Fir den in-vitro-Verdau wurde rekombinantes Humaninsulin verwendet. 2,9 mg

Insulin wurden in 100 pl Milli-Q H20 gel6st, um eine 5 mM Insulinlésung herzustellen.
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Als Verdaupuffer wurde 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure

HEPES-Puffer (Tabelle8) verwendet. Zusammengefasst wurden folgende

Chemikalien bendtigt:
* 20S Proteasom, Charge 2 C€=0,625 pg/ul
* Humanes Insulin C=5mM
* Dithiothreitol (DTT) C=0,1 M

Tabelle 8: Zusammensetzung des HEPES-Puffers.

Konzentration Molare Masse
HEPES-Puffer 20 mM 238,3 g/mol
Magnesiumacetat 2 mM 214,4 g/mol

Der pH-Wert des Puffers wurde auf 7,8 eingestellt. Unmittelbar vor Gebrauch wurden
100 mM Dithiothreitol (DTT) hinzugegeben.

Um den Einfluss von DTT auf den Verdau von Insulin zu untersuchen, wurden sowohl
Versuchsansatze mit als auch ohne DTT hergestellt. Zudem wurden
Kontrollexperimente ohne 20 Proteasom angefertigt, um auszuschliefien, dass das
Insulin aufgrund anderer Effekte degradiert wird. Daraus ergibt sich das folgende

Pipettierschema (Tabelle 9).

Tabelle 9: Pipettierschema zum in-vitro-Verdau Versuch von humanem Insulin.

Verdau a1l Verdau a2 Verdau b1 Verdau b2
Insulin [5 mM] 4 ul 4 ul 4 ul 4 ul
HEPES-Puffer 100 wl 100 wl 100 wl 100 wl
20S Proteasom
[Charge 2] 1,6 ul i 1,6 ul i
DTT [0,1 M] 4 ul 4 ul - -

Die Proben wurden bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert. Fiir die
Massenspektrometrie wurden nach 0, 7, 20 und 70 Stunden jeweils 10 pl einer Probe

entnommen, mittels Stage-Tip entsalzt und analysiert.
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2.11.2 In-vitro-Verdau von humanem Serum Albumin

Fir den in-vitro-Verdau Versuch von HSA wurden die folgenden Chemikalien

benotigt, welche in einem TRIS-HCI Puffer (Tabelle 10) gelost wurden:

* 20S Proteasom, Charge 3; 4 C=0,6 pg/ul; C=1,0 pg/pl
* Humanes Serum Albumin (HSA)  C=0,05 mM
* Dithiothreitol (DTT) C=2 mM

Tabelle 10: Zusammensetzung des TRIS-HCl-Puffers.

Konzentration Molare Masse
TRIS-HCI-Puffer 50 mM 157,6 g/mol
Magnesiumchlorid 10 mM 201,3 g/mol

Der pH-Wert des Puffers wurde auf 7,8 eingestellt. Unmittelbar vor Gebrauch wurden
1 mM Dithiothreitol (DTT) hinzugegeben.

2.11.2.1 Grundaufbau des in-vitro-Verdaus von humanem Serum Albumin

Es wurde eine 0,05 mM HSA-Losung hergestellt. Zur vollstindigen Losung des
Proteins wurde die Probe fiir 5 min bei RT auf einen Schiittler gestellt. Anschlief3end
erfolgte die Zugabe von 2 mM DTT. Nach 30-mintitiger Inkubation bei 56°C wurde die
Probe direkt auf Eis gestellt. Dann wurde das entfaltetete HSA oxidiert. Der
Versuchsansatz wurde so durchgefiihrt, dass parallel die Auswirkung
unterschiedlicher Cut Offs als auch die zugegebene H0: Konzentration getestet
wurden. Der Oxidierungsgrad wurde variiert, indem unterschiedliche
Konzentrationen von Wasserstoffperoxid (H202) (0 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM,
100 mM) zugegeben wurden. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37 °C. Das sich
absetzende Sediment, welches sich wahrend der Oxidation bildete, wurde von dem
Uberstand mittels Zentrifugation getrennt (2000 g, 2 min, RT). Im Anschluss wurde
das uberschiissige H,0; mittels Dialyse entfernt. Fir die Dialyse wurden Centrifugal
Filter Units von Amicon benutzt. Versuche mit unterschiedlichen Cut Offs der
Filtereinheit wurden durchgefiihrt (30 kDa und 50 kDa). Zum Vergleich diente eine
Probe, die nicht dialysiert wurde. Die Dialyse zur Entfernung von H202 wurde in drei

Schritten durchgefiihrt:

1. Reinigung der Centrifugal Filter Unit und Entfernung des Glycerins (2 x 500 pl Milli-
Q H20, 14.000 g-20 min-4 °C).
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2. Reinigung der Probe und Entfernung des H202 (250 pl Probe + 250 pl Milli-Q H20,
14.000 g-20 min-4 °C und 2 x 500 pl Milli-Q H20, 14.000 g-20 min-4 °C).

3. Respin der Probe, d.h. Zuriickgewinnen des oxidierten HSA (Filter umdrehen,

1.000 g-4 min-4 °C).

Nach Reduktion mittels DTT, Oxidation mittels H202, Zentrifugation und Dialyse des
tiberschiissigen H:0: folgte der in-vitro-Verdau des HSA. Hierfir wurden das
vorbereitete HSA (20 ul) und 20S Proteasom (50 pl) zu einem TRIS-HCI-Puffer (15 ul)
hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 1 und 18 Stunden bei 37°C. Anschliefsend
wurden jeweils 10 pl einer Probe entnommen, mittels Stage-Tip entsalzt und
massenspektrometrisch Ubersichtsspektren aufgezeichnet. Abb.12 zeigt den

Versuchsaufbabu des in-vitro-Verdaus von HSA.

Albumin l6sen
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Abb. 12: Schematische Darstellung des Ablaufs des in-vitro-Verdau Versuch von humanem
Serum Albumin (HSA). Das HSA wird zunidchst in Lésung gebracht. Es folgt eine Oxidation mittels
Wasserstoffperoxid (H202). Das oxidierte Albumin wird dem 20S Proteasom zum Verdau angeboten.

2.11.2.2 Auswirkungen der Variation des Verdaupuffers auf den in-vitro-Verdau
von humanem Serum Albumin

Um zu untersuchen, ob unter Verwendung eines anderen Puffersystems (TEAD-
Puffer) der in-vitro-Verdau optimiert werden kann, wurden zwei Versuchsansatze
parallel pipettiert. Zum einen wurde der Versuch wie oben beschrieben in TRIS-HCI-
Puffer und zum anderen in TEAD-Puffer durchgefiihrt. In beiden Ansatzen wurde die
gleiche Proteasom-Charge verwendet. Die Inkubation wurde bei 37°C durchgefiihrt.

Nach 1- und 18-stiindiger Inkubation wurden die Proben mittels MS analysiert.
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2.11.3 In-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A

Fir den in-vitro-Verdau Versuch von SP-A wurden die folgenden Chemikalien

eingesetzt:
* 20S Proteasom, Charge 5; 6; 7 C=1,0pg/pl
* Surfactant-Protein A (SP-A) in unterschiedlichen Konzentrationen

* Dithiothreitol (DTT)

Fir die Oxidation des SP-A und den anschlieffenden in-vitro-Verdau wurden
unterschiedliche Puffer verwendet (Tabellen 11 und 12). Die Versuchsbedingungen
orientierten sich an den von Whittier et al. beschriebenen Calmodulin-Versuchen

(86).

Tabelle 11: Zusammensetzung des Oxidations-Puffers nach Whittier (86).

Konzentration Molare Masse
Homo-PIPES 100 mM 316,4 g/mol
Kaliumchlorid 0,2M 74,5 g/mol
Magnesiumchlorid 2 mM 203,3 g/mol
Calciumchlorid 0,2 mM 110,9 g/mol

Der pH-Wert des Puffers wurde auf 5,0 eingestellt. Unmittelbar vor Gebrauch wurden
100 mM Dithiothreitol (DTT) hinzugegeben.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Verdau-Puffers nach Whittier (86).

Konzentration Molare Masse
TRIS-HCI 200 mM 157,6 g/mol
Kaliumchlorid 0,4 M 74,5 g/mol
Magnesiumchlorid 40 mM 203,3 g/mol
EDTA 0,4 mM 380,3 g/mol

Der pH-Wert des Puffers wurde auf 7,5 eingestellt.

2.11.3.1 Grundaufbau des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A

Flr den in-vitro-Verdau wurden zunachst 100 pM SP-A mit 0,1 M DTT reduziert. Die
Inkubation erfolgte fiir 30 min bei 56°C. Anschlief3end wurden 20 pl des reduzierten
SP-A mit 20 pl 2-fach angesetztem, mit H202 versetztem Puffer fiir 24 Stunden bei

37°C inkubiert. Die Probe wurde dann von tiberschiissigem H;0: gereinigt. Hierfir
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wurden Centrifugal Filter Units von Amicon mit einem Cut Off von 10 kDa benutzt. Es
wurde nach dem gleichen Protokoll gearbeitet wie fiir den HSA-Verdau Versuch
beschrieben. Der Oxidationsstatus des SP-A wurde mittels MS (1 pl Probe + 1 pul 60%
MeOH) bestimmt, indem die SP-A Massen vor und nach Oxidation verglichen wurden.
Der anschliefsende in-vitro-Verdau von SP-A (12 pl) mit 20S Proteasom (18 ul) fand
im TRIS-HCI-Puffer (10 pl) statt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C. Die Analysen der
Proben erfolgten zundchst nach 18 Stunden. Hierfiir wurden je 7 pul Probe
entnommen und mittels Stage-Tip entsalzt. Abb. 13 zeigt den Versuchsaufbau des in-

vitro-Verdaus von SP-A.
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Abb. 13: Schematische Darstellung des Ablaufs des in-vitro-Verdau Versuch von Surfactant-
Protein A (SP-A). Das SP-A wurde zundchst mit Hilfe von Dithiothreitol (DTT) reduziert. Es folgte eine
Oxidation des entstandenen SP-A Monomers mittels Wasserstoffperoxid (H202). Das oxidierte SP-A
wurde im Folgenden dem 20S Proteasom zum Verdau angeboten.

2.11.3.2 Auswirkungen verschiedener 20S Proteasom Chargen auf den in-vitro-
Verdau von Surfactant-Protein A

Das humane 20S Proteasom erhielten wir von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
rer. nat. Burkhardt Dahlmann (Institut fiir Biochemie, Charité Berlin). Man muss
davon ausgehen, dass die einzelnen Proteasom-Chargen unterschiedliche
proteolytische Aktivititen aufweisen, da das 20S Proteasom aus verschiedenen
Probanden stammt. Daher wurde der Grundversuch wie oben beschrieben, nicht nur
mit der Proteasom Charge flinf, sondern auch mit den Proteasom Chargen sechs und
sieben (beide aus demselben Pool stammend) durchgefiihrt. Die jeweiligen Peptide
und Schnittstellen wurden miteinander abgeglichen, um nachzuweisen, dass sich die
proteolytische Aktivitit zwischen den Proteasomen unterschiedlicher Probanden

unterscheidet.
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2.11.3.3 Auswirkungen der Variation des Oxidationspuffers auf den in-vitro-
Verdau von Surfactant-Protein A

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Puffer auf die Oxidation und den Verdau zu
untersuchen, wurde SP-A parallel zum einen im Homo-PIPES-Puffer (pH 5,0) und zum
anderen im TRIS-HCI-Puffer (pH 7,5) oxidiert. Alle weiteren Schritte wurden wie
oben beschrieben durchgefiihrt. Bei der Beurteilung im Massenspektrometer wurden
die Intensititen der aufgetretenen Verdausignale miteinander verglichen und

riickgeschlossen, welcher Puffer sich fir den in-vitro-Verdau von SP-A besser eignet.

2.11.3.4 Kinetik des in-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A

Um die Kinetik des oben beschriebenen Verdaus von SP-A beschreiben zu konnen,
wurde eine Versuchsreihe angefertigt, in der die Probe nach 10-, 30-, 60-, und 120-
miniitiger Inkubation untersucht wurden. Ziel war es, zu beschreiben, welche Peptide
zu welchem Zeitpunkt auftreten und zu untersuchen, ob kleinere Peptide aus bereits
anderen, frither auftretenden Peptiden entstehen. Parallel wurde untersucht, ob die

Gesamtmenge an vorliegendem uverdauten SP-A abnimmt.

2.11.3.5 Hemmung des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A durch
Epoxomicin

In diesem Versuch wurde der Effekt der Inhibierung des Proteasoms durch
Epoxomicin untersucht. Es wurden die Auswirkungen von unterschiedlichen
Konzentrationen an Epopxomicin untersucht (Tabelle 13). Puffer, 20S Proteasom und
Epoxomicin wurden zundachst fiir 60 min bei RT inkubiert, bevor das oxidierte SP-A
hinzugegeben wurde. Nach 18-stiindiger Inkubation wurden die Proben mittels
Stage-Tip entsalzt und massenspektrometrisch analysiert.

Tabelle 13: Aufbau des Versuches zur Untersuchung der Auswirkung von unterschiedlichen
Epoxomicin Konzentrationen auf den in-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A (SP-A).

Ohne Mit Epoxomicin Mit Epoxomicin
Epoxomicin [1 mM] [0,01 mM]
SP-A [40 uM] 9ul 9ul 9ul
TRIS-HCI-Puffer 7,5 ul 4,5 ul 4,5 ul
20S Proteasom 13,5 ul 13,5 ul 13,5 ul

[Charge 7]

Epoxomicin - 3ul 3ul
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2.11.3.6 Auswirkungen von Hitzeschokproteinen auf den in-vitro-Verdau von
Surfactant-Protein A

In dieser Versuchsserie wurde der Einfluss von Hsp 90 untersucht, indem zwei
unterschiedliche Ansatze mit Hsp 90 angelegt. Zum einen wurde das oxidierte SP-A
mit Hsp 90 vorinkubiert, bevor 20S Proteasom hinzugegeben wurde. Zum anderen
wurde das 20S Proteasom mit Hsp 90 fiir eine Stunde vorinkubiert und erst danach
das oxidierte SP-A hinzu pipettiert. Als Kontrolle wurde ein Versuchsansatz ohne
Hsp 90 durchgefiihrt (Tabelle 14). Die Inkubation erfolgte wahrend des gesamten
Versuches bei 37 °C. Nach 30 min, 1, 2 und 18 Stunden wurden die Verdauprodukte
in den einzenen Proben massenspektrometrisch analysiert und verglichen.

Tabelle 14: Aufbau des Versuches zur Untersuchung der Auswirkung von Hitzeschock-
protein 90 (Hsp 90) auf den in-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A (SP-A).

Ohne Hsp 90 SP-AH\;iotr}iIrflgugb(:ltion 208 I\rll(i):‘i}rllslfu(l))gtion
SP-A [40 uM] -- 9 ul =
Puffer 7,5 ul 3,5ul 3,5ul
?g}fal;gzt;’fsom 13,5 ul - 13,5 ul
Hsp 90 [1,5uM] -- 4 ul 4 ul
1 h Vorinkubation bei 37 °C
SP-A [40 uM] 9ul -- 9 ul

20S Proteasom

[Charge 7] - 135u -

2.12 Statistische Auswertungen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten wurden mittels GraphPad Prism5 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) ausgewertet. Bei der Bestimmung der
Proteinkonzentrationen der BAL-Proben wurde der Median, die 25. und 75.
Perzentile sowie der range/Bereich mit Anagbe des Minimum und Maximm
angegeben. Bei den Fluoreszenzbestimmungen wurden der Mittelwert (MW) und die
Standardabweichung (SD) berechnet. Signifikanzen wurden anhand des student-t-test

ermittelt. Hierbei wurden p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Bronchoalveoliaren Lavage

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zundchst untersucht, ob sich die
Proteinkonzentrationen und -zusammensetzungen von BAL-Proben bei ARDS-
Patienten und lungengesunden Probanden unterscheiden. Insgesamt wurden 20 BAL
lungengesunder Probanden und 36 BAL-Proben von ARDS-Patienten vergleichend

analysiert.

3.1.1 Proteinkonzentrationen in Bronchiallavagen

Um die Proteinkonzentrationen in BAL von lungengesunden Probanden mit
denjenigen von ARDS-Patienten zu vergleichen, wurden von den vorliegenden Proben
Proteinbestimmungen mittels Lowry-Test durchgefiihrt. Es wurde fir jede Probe
sowohl die Proteinkonzentration im Zellpellet als auch die Proteinkonzentration im

Uberstand bestimmt (Abb. 14).

Bei lungengesunden Probanden betrug die mediane Proteinkonzentration im
Zellpellet 249,8 pg/ml (range: 5,2 - 1437,0 pg/ml) und 142,65 pug/ml im Uberstand
(range: 77,1 - 423,0 uyg/ml). Es zeigte im Zellpellet eine signifikant hoéherer

Proteinkonzentrationen als im Uberstand (p = 0,005, student-t-test).

Fir die ARDS-Patienten ergab sich ein Median von 1782,3 ug/ml (range: 267,5 -
11162,6 pg/ml) im Zellpellet und von 2141 pg/ml im Uberstand (range: 231,8 -
12488,2 pg/ml). Im Gegensatz zu den lungengesunden Probanden war die
Konzentration im Zellpellet und Uberstand nicht signifikant unterschiedlich (p= 0,46;
student-t-test).

Vergleicht man die Zellpellets und Uberstinde der lungengesunden Probanden und
der ARDS-Patienten miteinander, zeigen sich bei ARDS-Patienten im Vergleich zu den
lungengesunden Probanden eine signifikant hohere Proteinkonzentrationen in den
Zellpellets und Uberstianden (p=0,0005 fiir die Zellpellets bzw. p=0,0003 fiir die
Uberstinde, student-t-test; Abb. 14).
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Abb. 14: Vergleichende Proteinkonzentrationen in BAL von ARDS-Patienten und
lungengesunden Probanden in den Zellpellets (a) und Uberstinden (b). ARDS-Patienten: n= 36,
lungengesunde Probanden: n=20. Sowohl in den Uberstinden als auch den Zellpellets war die
bestimmte Proteinkonzentration der ARDS-Patienten signifikant hoéher im Vergleich zu
lungengesunden Probanden (*** p <0,001). In der Abbildung sind der Median, die 25. und
75. Perzentile, sowie das Minimun und das Maximum angegeben.
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3.1.2 Proteinmuster und Proteinidentifizierung

Zur weiteren Charakterisierung der BAL wurde die Proteinzusammensetzung sowohl
der lungengesunden Probanden als auch der ARDS-Patienten bestimmt. Ziel dieser
Untersuchung sollte sein, Proteine zu identifizieren, welche sich zwischen

lungengesunden Probanden und ARDS-Patienten unterscheiden.

3.1.2.1 Proteinmuster der BAL lungengesunder Probanden

Die Analyse der Proteinmuster lungengesunder Probanden zeigte Proteinbanden, die
sich nahezu konstant in allen Proben - sowohl im Uberstand als auch im Zellpellet -
nachweisen liefden (Abb. 15). Hierzu gehorten beispielsweise prominente Banden bei
circa 63kDa und 70KkDa (+; Abb. 15a) sowie eine Doppelbande bei circa 55-
60 kDa (—; Abb. 15b). In allen Uberstinden, jedoch nicht in den Zellepellets der
dazugehorigen Proben, konnten Proteinbanden bei ungefahr 30 kDa (:; Abb. 15b)
und 40 kDa (; Abb. 15b) identifiziert werden. Des Weiteren zeigten einige Proben
Proteinbanden im héher molekularen Bereich bei grofer 70 kDa (| ; Abb. 15b).

Insgesamt war das Proteinmuster der einzelnen Proben bei lungengesunden
Probanden im Vergleich sehr homogen, so dass sich in den einzelnen Proben wenige
fiir die einzelnen Proben spezifische Banden nachweisen liefden. Die Analyse der
Proben lungengesunder Probanden zeigte auferdem, dass die Zellpellets in der
Summe eine grofere Anzahl Proteinbanden aufwiesen als die Uberstinde dieser
Proben. Analog dazu konnte auch eine deutlich hohere Gesamtproteinkonzentration
in den Zellpellets der lungengesunden Probanden im Vergleich zu den Uberstinden

dieser Probanden bestimmt werden.
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Abb. 15: 1D-Gelelektrophorese der Bronchoalveoliren Lavage Proben (BAL) von sechs
lungengesunden Probanden. Die beiden 1D-Polyacrylamid-Elektrophorese-Gele zeigen exemplarisch
Proben von je drei lungengesunden Probanden -jeweils gelelektrophoretische Auftrennung des
Uberstandes (US) und des Pellets (P). Der Molekulargewichtsmarker (M) befindet sich jeweils in der
linken Lane. Es zeigen sich jeweils Banden, die sich bei nahezu allen Patienten wiederfinden (z.B. bei
63kDa und 70kDa,+“; Doppelbande 55-60 kDa,—“). Andere Banden lassen sich nur in den
Uberstidnden, nicht jedoch in den Zellepellets der dazugehérigen Proben nachweisen (bei 30 kDa bzw.
40 kDa ,*“) Proteinbanden im hoéher molekularen Bereich bei gréfer 70kDa sind durch ,|*
gekennzeichnet.
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3.1.2.2 Proteinmuster der BAL der ARDS-Patienten

Die Auswertung der Proteinmuster von BAL- Uberstand und Zellpellet der ARDS-
Patienten ergab sowohl konstante Banden, die sich bei nahezu allen Proben finden
lief3en, als auch variable Banden, die nur bei bestimmten Patienten auftraten (Abb.
16). Eine konstante Bande bei allen ARDS-Patienten zeigte sich bei circa
63 kDa (®; Abb. 16a). Diese Bande trat zwar bei unterschiedlichen Proben in
verschiedener Intensitat auf, wurde aber fiir alle 36 ARDS-Proben nachgewiesen. Eine
Doppelbande bei circa 25 kDa (®; Abb. 16b) zeigte sich ebenfalls konstant in allen
Proben. Vor allem bei den Uberstinden, aber auch in einigen Zellpellets der ARDS-
Patienten zeigten sich Proteinbanden im Bereich grof3er 75 kDa ( |; Abb. 16). Variable
Banden konnten beispielweise bei ungefahr 70 kDa (—; Abb.16b) und
35 kDa (—; Abb. 16a) beschrieben werden. AufRerdem konnten in dem Uberstand
eines ARDS-Patienten im Bereich von ungefihr 35kDa drei gut von einander
aufgetrennte, schwach Coomassie-gefarbte Banden differenziert

werden (O; Abb. 16a).

Im Gegensatz zu den ARDS-Patienten erschien die Proteinzusammensetzung der
Proben lungengesunder Probanden viel einheitlicher: Bei ARDS-Patienten fand sich
eine groflere Variabilitdt im Proteinmuster sowohl im Uberstand und Zellpellet einer
Probe als auch zwischen den einzelnen Proben. Ferner liefsen sich bei ARDS-Patienten
auch deutlich mehr Proteinbanden nachweisen. Dieses galt sowohl fiir die Zellpellets

als auch fiir die Uberstinde.

Charakteristische Banden, welche fiir ARDS- oder lungengesunde Probanden
spezifisch waren, wurden in einem weiteren Schritt naher untersucht. Hierzu erfolgte
eine Extraktion der ausgewahlten Proteinbanden aus den 1D-Gelen, ein tryptischer

In-Gel Verdau (IGV) und eine anschliefende massenspektrometrische Identifizierung.
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Abb. 16: 1D-Gelelektrophorese der Bronchoalveoliren Lavage Proben (BAL) von sechs ARDS-
Patienten. Die beiden 1D-Polyacrylamid-Elektrophorese-Gele zeigen exemplarisch Proben von je drei
ARDS-Patienten (jeweils gelelektrophoretische Auftrennung des Uberstandes (US) und des Pellets (P)
Der Molekulargewichtsmarker (M) befindet sich jeweils in der linken Lane. Links von dieser sind die
molekularen Massen des Markers notiert. Insgesamt zeigten sich sowohl konstante (z.B. bei
25 kDa ,®“und 63 kDa ,®“) als auch variable Banden. Variable Banden konnten insbesondere im
Bereich grofRer 75 kDa ,, |“ und bei ungefihr 70 kDa ,—“ und 35 kDa ,,—* beschrieben werden.
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3.1.2.3 Proteinidentifizierung

Die durchgefiihrte 1D-Gelelektrophorese zeigte qualitativ starke Unterschiede in der
Proteinzusammensetzung bei lungengesunden Probanden und ARDS-Patienten. Um
diese unterschiedlichen Proteine auf ihre Eignung als Substrat fiir das 20S Proteasom
zu untersuchen, mussten diese zunichst identifiziert werden. Hierfir wurden nach
dem Vergleich der 1D-Gele einige charakteristische Proteinbanden ausgewahlt und
aus den Gelen ausgeschnitten. Im Folgenden wurden diese Proteinbanden mittels

tryptischen IGV und Massenspektrometrie (MS) untersucht.

Zur Identifizierung eines Proteins mittels MS wurde zunichst ein Ubersichtsspektrum

angefertigt (Abb. 17).

a) b)
652,05

130
120 - 672,43 70

566,79

110 | 580,82 ©
50 567,?9

100 T

a
&

40 I

90

80 566,79 d . I

70 i 15

Intensitat (cps)

567,80

566,0 5662 5664 556“6 566,8 587“0 567‘.2 567“4 567,6 567“8 5680 568,2
Masse/Ladung (m/z)

Intensitat (cps)

50 1 747,41

40 1
30 1
20 1
10

800,94 905,10

739,006

550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Masse/Ladung (m/z)

Abb. 17: Massenspektrum einer Proteinbande bei <circa 40kDa. a) In der
massenspektrometrischen Untersuchung konnte humanes zytoplasmatisches Aktin identifiziert
werden. Die roten Werte geben die identifizierten Peptidsignale wider, der griine Wert wurde nicht
mittels MS/MS-Analyse identifiziert, bestitigte aber die Sequenz des Aktins. b) Beispiel eines
Isotopenmusters des m/z-Wertes bei m/z=566,79. Es handelte sich um ein 2-fach geladenes Ion. Die
Ladung des lons konnte aus der Massendifferenz ([M+H]?*=1/,Da=0,5 Da) der Isotopen zueinander
berechnet werden. Die Identifikation bekannter Peptidabschnitte des Trypsins in den Proben kann
durch den vorherigen IGV mit Trypsin erklart werden. Entsprechende Signale konnten herausgefiltert
werden und wurden somit nicht weiter untersucht. In der vorliegenden Probe traten zum Beispiel die
2-fach geladenen lonen m/z=412,77, m/z=421,77, m/z=523,31 und die 3-fach geladenen Ionen
m/z=647,68 und m/z=747,08 Da auf, welche Peptide des Trypsins widerspiegeln.
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Nachdem das Ubersichtsspektrum aufgezeichnet wurde, wurden Peptidsignale
herausgesucht. Hierbei ist zu beachten, dass der IGV mit dem Enzym Trypsin
durchgefiihrt wurde. Dies fiihrt dazu, dass auch Peptidsignale des Trypsins selbst in
der Probe auftreten (Eigenverdau von Trypsin). Bekannte Peptidabschnitte des
Trypsins wurden herausgefiltert und somit nicht weiter beriicksichtigt. Die
herausgesuchten  Peptidsignale @ werden im  Folgenden selektiert und
fragmentiert (Abb. 18). Liegt das Fragmentspektrum eines selektierten,
fragmentierten lons vor, kénnen aus der Differenz der einzelnen Signale die
Aminosauren errechnet werden. Das an dieser Stelle analysierte Fragmentspektrum
fand sich als Aminosauresequenz 197-206 in humanem zytoplasmatischem Aktin.
Neben dieser Sequenz konnten acht weitere Aminosduresequenzen des
zytoplasmatischen Aktins bestimmt werden (Tabelle 15). Mit insgesamt
105 identifizierten von insgesamt 375 Aminosdauren entsprach das einer
Sequenzabdeckung von 28% des humanen zytoplasmatischen Aktins (Accession

Number: P60709, Proteingrofie: M= 41,71 kDa, 375 Aminosauren).

Tabelle 15: Identifizierte Aminosiduresequenzen fiir humanes zytoplasmatisches Aktin.

Masse/Ladung Ladung Masse Aminosiuresequenz POsition
(m/z) () (m)
488,75 2 976,50 AGFAGDDAPR 19-28
499,77 2 998, 50 DLTDYLMK 184-191
566,79 2 1132,58 GYSFTTTAER 197-206
580,81 2 1160,62 EITALAPSTMK 316-326
505,94 3 1515,82 IWHHTFYNELR 85-95
597,66 3 1790,98 SYELPDGQVITIGNER 239-255
652,05 3 1954,09 VAPEEHPVLLTEAPLNPK 96-113

739,06 3 2215,18 DLYANTVLSGGTTMYPGIADR 292-312
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Abb. 18: Massenspektren des selektierten Ions bei m/z=566,81 Da. a) Isotopenmuster des
selektierten lons. Die Massendifferenz zwischen den einzelnen Isotopen betrug 0,5 Da. Es handelte sich
somit um ein 2-fach geladenes lon. Es lief} sich eine Gesamtmasse von 1132,58 Da errechnen.
b) Fragmentspektrum des selektierten Ions. Aus der Differenz der einzelnen Signale zueinander
wurden die Aminosduren errechnet. Die Summe der Massen aller Aminosduren ergab die
Gesamtmasse des Peptids. Auf diese Weise konnte die gesamte Aminosduresequenz des Peptids
bestimmt werden. Es ergab sich die Aminosduresequenz: Glycin-Tyrosin-Serin-Phenylalanin-
Threonin-Threonin-Threonin-Alanin-Glutamat-Arginin=G-Y-S-F-T-T-T-A-E-R. Das analysierte
Fragmentspektrum fand sich als Aminosduresequenz 197-206 in humanem zytoplasmatischem Aktin.
Neben dieser Sequenz konnten acht weitere Aminosduresequenzen bestimmt werden. Mit insgesamt
105 identifizierten von 375 Aminosduren entsprach das einer Sequenzabdeckung von 28%.
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Insgesamt wurden 17 Proteinbanden mittels IGV und MS analysiert. Dabei konnten
funf Proteine massenspektrometrisch identifiziert werden (Tabelle 16). Die librigen
zwoOlf Proteinbanden, welche ebenfalls untersucht wurden, konnten auf Grund einer
zu geringen Proteinkonzentration nicht identifiziert werden.

Tabelle 16: Ausgewihlte Proteinbanden zur Identifizierung im tryptischen In-Gel-Verdau. Es
werden ausgewdhlte Proteinbanden gezeigt, welche mit Hilfe eines tryptischen In-Gel-Verdaus und
Massenspektroskopie ndher analysiert wurden. Angegeben sind die Probe, aus dem die jeweils

ausgewdhlte Bande stammte und das ungefahre Molekulargewicht der jeweiligen Bande. Spalte 3 gibt
an, welches Protein identifiziert wurde.

Probe Molekulargewicht Identifiziert

Lungengesund / Pellet 30 kDa Humanes Surfactant Protein A
ARDS / Uberstand 150 kDa Nein

ARDS / Pellet 40 kDa Humanes Haptoglobin

ARDS / Pellet 50 kDa Humanes Fibrinogen - y -Kette
ARDS / Pellet 100 kDa Nein

ARDS / Uberstand 30 kDa Nein

ARDS / Uberstand 60 kDa Humanes Serum Albumin
ARDS / Uberstand 35 kDa Nein

ARDS / Uberstand 150 kDa Nein

ARDS / Uberstand 240 kDa Nein

ARDS / Uberstand 40 kDa Humanes zytoplas. Aktin
ARDS / Uberstand 15 kDa Nein

ARDS / Uberstand 18 kDa Nein

ARDS / Uberstand 75 kDa Nein

ARDS / Uberstand 120 kDa Nein

ARDS / Uberstand 150 kDa Nein

ARDS / Uberstand 200 kDa Nein
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3.2 Proteolytische Aktivitat des 20S Proteasoms

Bevor die proteolytischen Aktivitaten der 20S Proteasom-Chargen bestimmt wurden,

wurde zunachst eine AMC-Eichreihe (23-3000 pmol/ml) erstellt (Abb. 19).
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Abb. 19: AMC-Eichreihe. Es wurde eine Standard-Eichreihe erstellt, indem AMC-Konzentrationen
zwischen 23-3000 pmol/ml gemessen wurden. (RFU: relative fluorescence units, relative
Fluoreszenzeinheiten; AMC: 7-Amino-4-Methylcumarin).

Es wurden insgesamt sechs Proteasom-Chargen untersucht (4,5, 6,7, 8 und 9). Da
diese aus verschiedenen Probanden stammten und aus mehreren Probanden gepoolt
wurden, muss davon ausgegangen werden, dass sie sich hinsichtlich der Quantitit
ihrer proteolytischen Aktivititen des 20S Proteasoms unterscheiden. Um
sicherzustellen, dass das verwendete 20S Proteasom proteolytisch aktiv war und
einen Vergleich zwischen den jeweiligen Proteasom-Chargen zu haben, wurden die

proteolytischen Aktivitaten zundchst im Fluoreszenz-Enzym-Assay untersucht.

3.2.1 Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat

Zur Bestimmung der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitdt der einzelnen Chargen wurde
das Modell-Substrat Suc-LLVY-AMC (c=200 uM) verwendet. Die entsprechende
relative Fluoreszenz fiir die einzelnen Enzym-Substrat-Verhdltnisse sowie die
mittlere relative Fluoreszenz und die Standardabweichungen sind in Tabelle 17

aufgefiihrt und in Abb. 20 dargestellt.
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Tabelle 17: Gemessene Fluoreszenz-Werte der Proteasomchargen 4,5, 6,7, 8 und 9 bezogen
auf das jeweilige Enzym-Substrat-Verhiltnis mit Angabe des arithmetischen Mittelwertes (MW)
und die Standardabweichung (SD) fiir die Chymotrypsin-ahnliche Aktivitit.

Enzym-Substrat-

Verhaltnis 4 5 6 7 8 9 MW SD
1:480.000 22,5 27,0 15,5 24,0 22,0 39,0 25,0 3,2
1:240.000 25,5 36,0 24,5 28,0 25,0 64,0 33,8 6,3
1:120.000 47,5 52,5 35,5 38,5 37,5 101,5 52,2 10,2
1:60.000 92,5 101,0 60,0 62,0 68,5 158,0 90,3 15,2
1:30.000 162,0 156,5 88,0 99,5 101,5 244,0 141,9 24,1
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Abb. 20: Ergebnisse der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitit im Fluoreszenz-Enzym-Assay.

Gezeigt ist die Abhdnigigkeit der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitdt (auf der y-Achse in relativen
Fluoreszenzeinheiten / relative fluorescence units / RFU) der jeweiligen 20S Proteasomchargen vom
Enzym-Substrat-Verhaltnis (x-Achse, Verdiinnung des Proteasoms).

Ein steigendes Enzym-Substrat-Verhaltnis bedeutet, dass mehr Enzym, also h-Ery
20S Proteasom, pro Substratmenge zu Verfiigung stand. Alle untersuchten
Proteasom-Chargen wiesen eine Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat auf, wobei es
jedoch starke Unterschiede in ihrer Aktivitit zwischen den einzelnen Chargen gab.

Insbesondere Charge 9 zeigte eine deutliche hohere Chymotrypsin-dhnliche Aktivitat

als die iibrigen untersuchten Chargen.
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3.2.2 Trypsin-ahnliche Aktivitat

Zur Quantifizierung der Trypsin-dhnlichen Aktivitiat wurde das Substrat BZ-VGR-AMC
(c=400 uM) verwendet (Tabelle 18 und Abb. 21).
Tabelle 18: Gemessene Fluoreszenz-Werte der Proteasomchargen 4,5, 6,7, 8 und 9 bezogen

auf das jeweilige Enzym-Substrat-Verhiltnis mit Angabe des arithmetischen Mittelwertes (MW)
und die Standardabweichung (SD) fiir die Trypsin-dhnliche Aktivitat.

Enzym-Substrat-

Verhaltnis 4 > 6 7 8 9 Mw SD
1:480.000 96,5 103,5 103,5 111,0 108,5 122,5 107,6 3,6
1:240.000 112,5 111,0 108,5 116,6 115,5 133,0 116,2 3,6
1:120.000 124,5 118,5 112,0 114,0 126,0 156,5 125,3 6,6
1:60.000 143,0 145,5 137,0 134,0 143,5 203,0 151,0 10,6
1:30.000 199,0 194,5 181,5 183,0 195,0 336,0 214,8 24,4
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Abb. 21: Ergebnisse der Trypsin-ahnlichen Aktivitit im Fluoreszenz-Enzym-Assay. Gezeigt ist
die Abhédnigigkeit der Trypsin-dhnlichen Aktivitit (auf der y-Achse in relativen
Fluoreszenzeinheiten / relative fluorescence units / RFU) der jeweiligen 20S Proteasomchargen vom
Enzym-Substrat-Verhaltnis (x-Achse, Verdiinnung des Proteasoms).

Alle Proteasomchargen wiesen eine Trypsin-ahnliche Aktivitit auf. Analog zur

Chymotrypsin-ahnlichen Aktivitat wiefd auch hier Charge 9 eine hohe Aktivitat auf.
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3.2.3 Caspase-ahnliche Aktivitat

Flr die Auswertung der Caspase-ahnlichen Aktivitat wurde das Substrat Z-LLE-AMC
(c=400 uM) verwendet. Die proteolytsichen Aktivitaten der 3i:-Untereinheit zeigten
sich fiir die sechs Proteasomchargen sehr heterogen (Tabelle 19 und Abb. 22).

Tabelle 19: Gemessene Fluoreszenz-Werte der Proteasomchargen 4,5,6,7,8 und 9 bezogen

auf das jeweilige Enzym-Substrat-Verhiltnis mit Angabe des arithmetischen Mittelwertes (MW)
und die Standardabweichung (SD) fiir die Caspase-dhnliche Aktivitit.

Enzym-Substrat-

Verhaltnis 4 > 6 7 8 9 Mw SD
1:480.000 213,5 200,5 205,5 182,5 176,0 199,5 196,3 5,8
1:240.000 279,0 232,5 254,5 180,0 174,5 205,0 220,9 17,0
1:120.000 420,5 335,5 363,0 214,0 189,0 244.,5 2944 37,6
1:60.000 697,0 517,0 561,5 278,0 230,5 326,0 435,0 75,2
1:30.000 1099,0 815,5 913,0 447,0 279,5 442,0 666,0 131,4
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Abb. 22: Ergebnisse der Caspase-dhnlichen Aktivitit im Fluoreszenz-Enzym-Assay. Gezeigt ist
die Abhénigigkeit der Caspase-dhnlichen Aktivitit (auf der y-Achse in relativen
Fluoreszenzeinheiten / relative fluorescence units / RFU) der jeweiligen 20S Proteasomchargen vom
Enzym-Substrat-Verhaltnis (x-Achse, Verdiinnung des Proteasoms).

Zusammenfassend liefs sich feststellen, dass fiir alle proteolytischen Aktivitdaten in

allen Proteasom-Chargen die Fluoreszenzen als Maf} fiir die untersuchten Enzym-
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Aktivititen mit zunehmendem Enzym-Substrat-Verhaltnis anstiegen. Zwischen den
einzelnen Chargen gab es bezogen auf die enzymatischen Aktivititen einige
Unterschiede. Die Diagramme zeigen, dass sich die Verteilung der Fluoreszenz in den
einzelnen Chargen fur die jeweiligen Aktivititen unterschieden. Die Trypsin-ahnliche
Aktivitat war in den in dieser Arbeit untersuchten Chargen die am gleichmafigsten
verteilte Aktivitat. Alle Chargen zeigten eine dhnliche Fluoreszenz. Nur Charge 9
bildete hiervon eine Ausnahme. Die Fluoreszenz stieg vor allem bei einem Enzym-
Substrat-Verhaltnis von 1:30.000 stark an. Die Charge9 zeigte ein dhnliches
Verhalten bei der Bestimmung der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitat, hingegen ein
komplett umgekehrtes Verhalten bei der Messung der Caspase-ahnlichen Aktivitit. In
diesem Fall stieg die Fluoreszenz der Charge 9 nur relativ gering an. Charge 4 und 5
der Chymotrypsin-ahnlichen Aktivitat und Charge 4, 5 und 6 der Caspase-dahnlichen
Aktivitat zeigten ebenfalls einen steilen Anstieg der Fluoreszenz fiir das Enzym-
Substrat-Verhaltnis von 1:30.000. Die Proteasom-Chargen 7 und 8 hatten fiir die drei
gemessenen proteolytischen Aktivititen das konstanteste Verhalten und fielen im
Vergleich mit den anderen Chargen eher gering aus. Bei der Betrachtung der drei
proteolytischen Aktivitiaten untereinander muss beachtet werden, dass das Substrat
fir die Bestimmung der Chymotrypsin-dhnlichen Aktivitit nur in der Halfte der
Konzentration (200 wumol/1) im Vergleich zu den anderen beiden Substraten vorlag.
Somit ist verstandlich, warum die gemessene Fluoreszenz bei diesem Substrat am
niedrigsten ausfiel, obwohl beschrieben ist, dass die s-Untereinheit der Proteasomen

die hochste proteolytische Aktivitat aufweist.
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3.3 Derin-vitro-Verdau verschiedener Proteine

3.3.1 In-vitro-Verdau von Insulin

Insulin ist ein Heterodimer, welches sich aus einer A-Kette (21 Aminosauren) und
einer B-Kette (30 Aminosduren) zusammensetzt. Diese sind {lber zwei
Disulfidbriicken verbunden. Innerhalb der A-Kette befindet sich eine weitere

Disulfidbriicke (Abb. 23).
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Abb. 23: Struktur des Insulins. Heterodimer bestehend aus einer A-Kette und einer B-Kette, die
verbunden sind liber zwei Disulfidbriicken. Insgesamt umfasst das Protein 51 Aminoséduren.

In einer ersten Untersuchung konnten wir zeigen, dass Insulin prinzipiell durch das
20S Proteasom degradiert werden kann (Daten nicht gezeigt). Um das
Verdauverhalten des 20S Proteasom ndher zu analysieren, erfolgte zunichst ein
Modell-Versuch anhand des in-vitro-Verdaus von Insulin. Dabei sollte untersucht
werden, unter welchen Bedingungen das 20S Proteasom Insulin degradiert und
welche Produkte entstehen. Zunidchst sollte evaluiert werden, ob eine vorherige
Auflosung der hoheren Proteinstrukturen fiir einen Verdau durch das 20S Proteasom
notwendig ist. Vergleichend wurde daher der Verdau von Insulin nach Aufspaltung

der Disulfidbriicken durch DTT und ohne Reduktion durch DTT analysiert:

. A1l: Insulin + DTT + 20S Proteasom
. A2: Insulin + DTT (= Negativkontrolle 1)
. B1: Insulin + 20S Proteasom

. B2: Insulin (= Negativkontrolle 2)

Alle Ansatze wurden nach 0-, 7-, 20-, und 70-stiindiger Inkubation massenspektro-

metrisch untersucht:
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Abb. 24: Ubersichtsspektren der Insulin-Versuchsansitze B2 und A2. a) Ubersichts-spektrum des
Versuchsansatzes von Insulin ohne Zugabe von Dithiothreitol (DTT) oder 20S Proteasom (B2) nach 20
Stunden. Zu erkennen sind die Signale des Insulins, bestehend aus A- und B-Kette in unterschiedlichen
Ladungszustidnden (orange). B) Ubersichtsspektrum des Versuchsansatzes von Insulin und DTT (A2)
nach 20 Stunden. A-Kette (griin) und B-Kette (blau) liegen nun in verschiedenen Ladungszustdnden
getrennt voneinander vor.
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Flr den Versuchsansatz B2 (nur Insulin) wurde zu jedem Messpunkt das vollstandige
Insulinmolekiil bestehend aus A-und B-Kette in den verschiedenen
Ladungszustianden (4-, 5- und 6-fach) nachgewiesen (Abb.24a). Weder einzeln
auftretende A- und B-Ketten, noch Verdauprodukte des Insulins konnten identifiziert
werden. Im Vergleich dazu waren in dem Versuchsansatz A2 (Insulin mit DTT ohne
20S Proteasom) neben dem vollstidndigen Insulin auch die einzelnen A- und B-Ketten

in unterschiedlichen Ladungszustanden nachweisbar (Abb. 24 b).

Die getrennt vorliegenden A- und B-Ketten waren bereits 1 Stunde nach Zugabe von
DTT identifizierbar, sowie auch zu jedem spadteren Zeitpunkt. Verdauansatz A2
bestatigte im Vergleich zu Verdauansatz B2, dass DTT eine suffiziente Aufspaltung

der Disulfidbriicken des Insulins erméglichte.

Nach Zugabe von 20S Proteasom zu Insulin ohne vorherige Aufspaltung der
Disulfidbriicken (Versuchsansatz B1), zeigte sich in der massenspektrometrischen
Analyse ein dahnliches Bild zu dem Versuchsansatz B2. Es konnten Kkeine

Verdauprodukte von Insulin nachgewiesen werden (Abb. 25).
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Abb. 25: Ubersichtsspektrum des Insulin-Versuchsansatz B1. Zugabe von 20S Proteasom zum
Insulin ohne vorherige Reduktion der Disulfidbriicken des Insulins mittels Dithiothreitol (DTT). Zu
sehen ist das gesamte Insulin-Molekiil in verschiedenen Ladungszustdnden (orange). Verdauprodukte
konnten nicht identifiziert werden.
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Abb. 26: Ubersichtsspektrum des Insulin-Versuchsansatz Al.
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In diesem Fall erfolgte eine

Inkubation sowohl mit Dithiothreitol (DTT) als auch mit dem 20S Proteasom. a) Zu erkennen sind
zahlreiche Signale zwischen 350 und 700 kDa. b) Vergréf3erung des Masse/Ladungs-Bereich zwischen
350 und 850 kDa mit Beschriftung der untersuchten Aminosauresequenzen aus dem Ansatz Al.
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Ein anderes Bild ergab sich, wenn sowohl DTT als auch 20S Proteasom zum Insulin
gegeben wurden (Versuchsansatz Al). Es zeigten sich bei dem Verdau von Insulin
durch das 20S Proteasom nach vorheriger Degradation der Sekundarstrukturen
mittels DTT zahlreiche Verdausignale im Bereich zwischen 350 und 700 kDa
(Abb. 26). Die Verdauprodukte konnten sowohl nach 20-stiindiger als auch nach 70-

stiindiger Inkubation identifiziert werden.

Aus den Ubersichtsspektren lief3 sich ableiten, dass der Verdaupuffer alleine keinen
Einfluss auf die Struktur des Proteins hatte und Insulin weiterhin als gesamtes
Molekiil unter Erhalt der Disulfidbriicken vorlag. Auch die alleinige Zugabe von
20S Proteasom filihrte zu keiner Verdanderung dieses Zustandes. Erst die Reduktion
der Disulfidbriicken durch DTT fiihrte zu einem entsprechenden Nachweis der A-
und B-Kette im Ubersichtsspektrum. In dem Versuchsansatz, in dem neben DTT auch
20S Proteasom verwendet wurde, wurden neben den einzelnen Ketten zahlreiche
weitere Peptidsignale, vor allem zwischen 350 und 700 kDa, als Verdauprodukte des
Insulins identifiziert. Ein Verdau von Insulin durch das 20S Proteasom war also nur
nach vorheriger Auflosung der hoheren Proteinstrukturen - insbesondere der

Disulfidbriicken - méglich.

Um zum einen sicherzustellen, dass die hier bestimmten Signale tatsachlich Peptide
aus dem Insulin-Molekiill zuzuordnen waren und um zum anderen festzustellen,
welche enzymatische Aktivitit des Z20S Proteasoms fiir den jeweiligen Verdau
verantwortlich war, wurden diese Signale mittels Tandem-Massenspektrometrie
analysiert. In Abb. 27 wird beispielhaft die massenspektrometrische Analyse eines

Peptids (m/z= 379,38) erlautert.
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Abb. 27: MS-MS-Analyse des 2-fach geladenen Ions 379,19 Da. Es handelt sich um ein 2-fach
geladenes lon mit einer Masse von 757,38 Da. (379,38 Da x 2 -1). An Hand der Differenz zwischen den
verschiedenen Signalen konnte die Masse einzelner Aminosauren bestimmt werden (F= Phenylalanin:
147,06 Da; V= Valin: 99,06 Da; N= Asparagin: 114,04 Da; Q= Glutamin: 128,05 Da; H= Histidin: 137,05
Da; L= Leucin: 131,08 Da). A146 entspricht Phenylalanin (F) A132 entspricht Leucin (L) plus einem
Wasserstoffatom (H). Somit ergab sich fiir das fragmentierte lon die Aminosduresequenz:
Phenylalanin-Valin-Asparagin-Glutamin-Histidin-Leucin. (F-V-N-Q-H-L). Im Anschluss konnte die
identifizierte Aminosduresequenz mit der Sequenz des Insulins abgeglichen werden. Die Sequenz
befindet sich im Insulin in der B-Kette an Position b 1-6. Als C-terminale Aminosédure konnte ein Leucin
bestimmt werden, so dass man daraus schlief3en kann, dass das identifizierte Fragment an dieser Stelle
durch eine Caspase-ahnliche Aktivitit des h-Ery 20S Proteasom von der B-Kette abgespalten wurde.

Alle identifizierten Signale sind in Tabelle 20 zusammengefasst. Anhand der
Peptidsequenzen und der Schnittstellen konnte riickgeschlossen werden, welche
enzymatische Untereinheit des 20S Proteasoms fiir den Schnitt verantwortlich
gewesen sein musste (Chymotrypsin-dhnliche, Trypsin-dhnliche, Caspase-ahnliche
oder keine dieser bekannten Aktivitaten). Ferner wurden die identifizierten Peptide
mit der Gesamtsequenz des Insulins abgeglichen und in einer Schnittkarte dargestellt
(Abb. 28). Auf diese Weise konnten die Positionen der einzelnen Verdauprodukte im
Insulin zugeordnet und eine genauere Aussage tiber die Schnittstellen und somit das

Verdauverhalten des 20S Proteasoms vorgenommen werden.
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Tabelle 20: Identifizierte Aminosiduresequenzen im in-vitro-Verdau von Insulin mit
20S Proteasom.

Masse/Ladung Ladung Masse Aminosiure- Enzymatische
(m/z) (z) (m) sequenz Aktivitaten
379,20 2 757,40 b 01-06 @/Chymotrypsin .
413,24 2 825,48 b 08-15 * /Chymotrypsin
430,71 2 860,42 b01-07 a/*
464,74 2 928,48 b07-15 Chymotrypsin/Chymotrypsin
480,75 2 960,50 b 23-30 Trypsin/@
488,74 2 976,48 b 20 - 27 *[*
497,23 2 993,46 b05-13 */Caspase
526,75 2 1052,50 a01-10 a/*
551,31 2 1101,62 b08-17 * /Chymotrypsin
589,79 2 1178,58 b 18 -27 Chymotrypsin/*
623,32 2 1245,64 b21-30 /0

alz-21 */0
651,83 2 1302,66 b 20-30 */0
434,90 3 1302,70 b 20-30 */0
469,24 3 1405,72 b 19-30 */0
752,87 2 1504,74 b07-19 Chymotrypsin/*
502,27 3 1504,81 b 18-30 Chymotrypsin/@
518,62 3 1553,86 b01-14 a/*
556,31 3 1666,93 b01-15 @ /Chymotrypsin
594,32 3 1780,96 b 16-30 Chymotrypsin/@
655,69 3 1965,07 b 14-30 Caspase/@
715,72 3 2145,16 b01-19 a/*
734,38 3 2201,14 b 01-20 a/*
832,71 4 3327,84 b 01-29 @/Trypsin

Aus den aufgezeichneten Signalen (m/z) und den dazugehérigen Ladungszustanden (z), lieffen sich die
jeweiligen Massen (m) berechnen. Die Position der jeweiligen Aminosduresequenzen im Protein gibt
Spalte 4 wieder. a= A-Kette und b= B-Kette des Insulins. Spalte 5 erklart die enzymatische Aktivitat, die
fir den jeweiligen Schnitt verantwortlich gewesen ist: J: keine Aktivitit= Anfang/Ende der Kette,
Caspase= Caspase-dhnliche Aktivitit: Schnitt hinter Aspartat oder Glutamat, Trypsin= Trypsin-
dhnliche Aktivitat: Schnitt hinter Arginin oder Lysin, Chymotrypsin= Chymotrypsin-dhnliche
Aktivitat: Schnitt hinter Leucin, Phenylalanin, Tryptophan oder Tyrosin, *= atypische Aktivitat: Schnitt
hinter keiner der zuvor genannten Aminosauren. Der Farbcode in Spalte 6 entspricht der Darstellung
der jeweiligen Aminosauresequenz in der Schnittkarte (Abb. 28).
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Abb. 28: Schnittkarte des Insulins im in-vitro-Verdau mit 20S Proteasom. Insgesamt konnten
23 Peptidfragmente identifiziert werden: 21 Peptide in der B-Kette des Insulins. 2 Peptide in der A-
Kette des Insulins. Die Peptide haben eine Lange zwischen 6 und 29 Aminosduren. A- und B-Kette des
Insulins sind durch unterschiedliche Farben hervorgehoben: blau: B-Kette (30 Aminoséren), griin: A-
Kette (21 Aminosduren). Die Farben in der rechten Spalte der Tabelle 20 sind identisch mit den im
Protein eingezeichneten Pfeilen.

Durch die nachgewiesenen Peptide wurde nahezu die gesamte A-und B-Kette des
Insulins widergespiegelt (Sequenzabdeckung 98%, Abb. 28). Lediglich das Cys-11 der
A-Kette war in keinem der identifizierten Peptide vorhanden. Insgesamt konnten

23 Peptide mit einer Liange zwischen 6 und 29 Aminosduren nachgewiesen werden.

Eine genauere Analyse der einzelnen Schnittstellen ist in Tabelle 21
zusammengefasst. Hier zeigte sich, dass sich fiir alle potentiellen Schnittstellen der
Trypsin-dhnlichen Aktivitat auch entsprechende Fragmente fanden. Hingegen fanden
sich fiir die B-Kette Produkte, die sich jeweils nur auf ca. 25% der potentiellen
Schnittstellen der Chymotrypsin- und Caspase-dahnlichen Aktivitit zurlickfiihren
lief3en. Fiir die A-Kette fanden sich keine durch Verdau der Chymotrypsin- oder
Caspase-ahnlichen Aktivitat entstandenen Produkte. Alle identifizierten Schnittstellen
in der A-Kette und 8 von 14 (57,1%) der identifizierten Schnittstellen in der B-Kette
waren nicht durch eine der drei bekannten Proteasom-Aktivitaten zu erklaren und

wurden daher als atypisch bezeichnet.
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Tabelle 21: Identifizierte Schnittstellen im in-vitro-Verdau von Insulin mit 20S Proteasom.
Ubersicht tiber die identifizierten Schnittstellen und die zugehorige Proteasom-Aktivitit. Die Anzahl
der potentiellen Schnittstellen berechnet sich aus der Anzahl der jeweiligen Aminosauren.

Identifizierte Schnittstellen Anzahl Anteil Potentielle Schnittstellen

Insulin A-Kette

Caspase-ahnliche Aktivitit 0 0,00%
Chymotrypsin-dhnlich Aktivitit 0 0,00% 4
Trypsin-dhnliche Aktivitit 0 0,00%
atypische Schnittstellen 2 100,00% 15
Gesamt 2 21
Insulin B-Kette

Caspase-ahnliche Aktivitit 1 7,70% 2
Chymotrypsin-dhnlich Aktivitit 4 30,80% 9
Trypsin-dhnliche Aktivitit 2 15,40% 2
atypische Schnittstellen 6 46,20% 17
Gesamt 13 30

3.3.2 In-vitro-Verdau von humanem Serum Albumin

Am Beispiel von Insulin wurde bereits die Bedeutung der Auflésung hoéherer
Proteinstrukturen fiir den Verdau durch das 20S Proteasom gezeigt. HSA in seiner
3D-Struktur ist ein komplexeres Molekiil als Insulin. Unter Anderem wird das Protein
durch 17 Disulfidbriicken stabilisiert. Um eine etwaige Riickfaltung nach Reduktion
des Proteins zu verhindern, wurden die im Anschluss an die Reduktion freiliegenden

Cysteine mittels H20; oxidiert.

3.3.2.1 Optimierung der Versuchsbedingungen des in-vitro-Verdaus von
humanem Serum Albumin

Vor Durchfiihrung der eigentlichen Verdau Versuche, wurden zunichst natives HSA
und mit DTT und H20: versetztes HSA massenspektrometrisch untersucht. Abb. 29
zeigt das Massenspektrum des nativen HSA in einer Konzentration von 0,05 mM. Es

konnte eine Gesamtmasse von 66,564 kDA errechnet werden.
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Abb. 29: Massenspektrum von nativem humanem Serum Albumin (HSA). Massenspektrum von
nativem HSA mit Angabe der Ladungszustinde und Berechnung der Gesamtmasse mit Hilfe der

Dekonvulierung. Es wurde eine durchschnittliche Gesamtmasse von 66,564 kDa berechnet.
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Abb. 30: Massenspektrum von humanem Serum Albumin (HSA) nach Reduktion mittels
Dithiothreitol (DTT) und Oxidation mittels Wasserstoffperoxid (H:02). Darstellung von HSA im
Masse/Ladungs-Bereich (m/z) zwischen 1300 und 1600 mit Angabe der Ladungszustinde und
Berechnung der Gesamtmasse. Mit Hilfe der Dekonvulierung konnte die Gesamtmasse des
untersuchten Proteins berechnet werden. Es wurde eine durchschnittliche Gesamtmasse von

66,917 kDa berechnet.
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Nach Aufnahme des Massenspektrums des nativen HSA wurden die Disulfidbriicken
mittels DTT gespalten, die freien Cysteine mittels H20; stabilisiert und das so
vorbehandelte HSA massenspektrometrisch untersucht (Abb. 30). Im Vergleich zum
nativen HSA zeigte sich eine Massenzunahme von 353 Da. Diese Massenzunahme
lasst sich - bei einer Oz-Molekiilmasse von 16 Da - durch eine zusatzliche Bindung
von 22 02-Molekiilen an HSA erkldren. In Vorversuchen wurde die optimale H20>
Konzentration (0 mM, 50 mM, 100 mM H:02) ermittelt. Unter der Verwendung von
H20: zeigte sich eine weifdliche Tribung der Probe, welche zu einer erschwerten
Verarbeitung in der Probenvorbereitung mittels Stage-Tip fiihrte. Wahrscheinlich
wurde die Triibung durch Prazipitate hervorgerufen, welche vor Aufnahme der
Massenspektren aus der Probe entfernt werden sollten. Dies war durch
Zentrifugation mit Hilfe einer Tischzentrifuge und Dialyse (Centrifugal Filters /
Amicon) maoglich. Dieses wurde in einem weiteren Vorversuch untersucht: Zunachst
wurde die Bedeutung der Dialyse evaluiert. Hierbei wurde bei mit DTT und H20:
versetzten Proben 1. auf die Dialyse verzichtet, 2. eine Dialyse mit einem 3o kDa
Cut Off-Filter und 3. eine Dialyse mit einem 50 kDa Cut Off-Filter durchgefiihrt.
Hierbei konnten nach Dialyse mit Centrifugal Filters mit einem Cut Off-Wert von
30 kDa die besten Messergebnisse erzielt werden. Die weitere Untersuchung zeigte
aufderdem, dass eine kurze Zentrifugation essentiell war, um den Niederschlag durch

das zugegebene H;0; zu entfernen.

ohne Cut Off
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Zusammenfassend konnte das beste massenspektrometrische Signal nach Oxidation
mit 50 mM H;02, einer 1-minttigen Zentrifugation (500 g) und einer Dialyse mit
30 kDa Cut Off-Filter erzielt werden. Die weiteren Versuche wurden jeweils unter

diesen Versuchsbedingungen durchgefiihrt.

3.3.2.2 Grundlagen des in-vitro-Verdaus von humanem Serum Albumin

Fir den in-vitro-Verdau mittels 20S Proteasom wurde der Ansatz aus HSA, DTT und
H202 in einem in Anlehnung an Verdauversuche an oxidiertem Calmodulin, TRIS-HCI-

Puffer vorbereitet (86).

Vor Zugabe des 20S Proteasoms wurde eine Probe mittels MS analysiert. Eine
Entsalzung mittels Stage-Tip zeigte, dass diese zahlreiche Storsignale verhindert und
zu einem eindeutigen Massenspektrum fihrt. Daher erfolgte eine vorherige Stage-
Tip-Bearbeitung mit 10 pl Probenvolumen. Nach Inkubation mit 20S Proteasom bei
37 °C wurde der Versuchsansatz auf Verdauprodukte untersucht. Nach 18-stiindiger
Inkubation konnten sechs Signale erfasst werden. Die identifizierten Peptide sind in
Tabelle 22 aufgelistet und in Abbildung31 als Schnittkarte in die HSA-
Aminosauresequenz eingezeichnet.

Tabelle 22: Identifizierte Aminosiduresequenzen im in-vitro-Verdau von humanem Serum
Albumin mit 20S Proteasom.

Masse/Ladung Ladung Masse Aminosdure- Enzymatische

(m/z) (z) (m) sequenz Aktivitaten

369,71 2 738,42 247-252 Trypsin/Chymotrypsin .
442,75 2 884,50 421-427 Caspase/Chymotrypsin
446,27 2 891,54 294-301 */Caspase

562,29 2 1123,58 398-406 */Caspase

599,36 2 1197,72 421-430 Caspase/*

787,90 2 1574,80 519-531 Caspase/Chymotrypsin

Aus den aufgezeichneten Signalen (m/z) und den dazugehérigen Ladungszustanden (z), liefen sich die
jeweiligen Massen (m) berechnen. Die Position der jeweiligen Aminosduresequenzen im Protein gibt
Spalte 4 wieder. Spalte 5 zeigt die enzymatische Aktivitat, die fiir den jeweiligen Schnitt verantwortlich
gewesen ist: Caspase= Caspase-dhnliche Aktivitat: Schnitt hinter Glutamat oder Aspartat,
Trypsin= Trypsin-ahnliche Aktivitat: Schnitt hinter Arginin oder Lysin, Chymotrypsin= Chymotrypsin-
dhnliche Aktivitdt: Schnitt hinter Leucin, Phenylalanin, Tryptophan oder Tyrosin, * = atypische
Aktivitat = Schnitt hinter keiner der zuvor genannten Aminosauren. Farbcode in Spalte 6 entspricht
der Darstellung der jeweiligen Aminosduresequenz in der Schnittkarte (Abb. 31).
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1 Met-Lys-Trp-Val-Thr-Phe-Ile-Ser-Leu-Leu-Phe-Leu-Phe-Ser-Ser-Ala-Tyr-Ser-Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg-Asp-Ala-His-Lys-Ser-

30  Glu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp-Leu-Gly-Glu-Glu-Asn-Phe-Lys-Ala-Leu-Val-Leu-Ile-Ala-Phe-Ala-GIn-Tyr-Leu-Gln-Gln-Cys-Pro

60  Phe-Asp-His-Val-Lys-Leu-Val-Asn-Glu-Val-Thr-Glu-Phe-Ala-Lys-Thr-Cys-Val-Ala-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu-Asn-Cys-Asp-Lys-Ser-

go  Leu-His-Thr-Leu-Phe-Gly-Asp-Lys-Leu-Cys-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Arg-Glu-Thr-Tyr-Gly-Glu-Met-Ala-Asp-Cys-Cys-Ala-Lys-GIn Glu-
120 Pro-Glu-Arg-Asn-Glu-Cys-Phe-Leu-Gln-His-Lys-Asp-Asp-Asn-Pro-Asn-Leu-Pro-Arg-Leu-Val-Arg-Pro-Glu-Val-Asp-Val-Met-Cys-Thr-
150  Ala-Phe-His-Asp-Asn-Glu-Glu-Thr-Phe-Leu-Lys-Lys-Tyr-Leu-Tyr-Glu-Ile-Ala-Arg-Arg-His-Pro-Tyr-Phe-Tyr-Ala-Pro-Glu-Leu-Le

180 Phe-Phe-Ala-Lys-Arg-Tyr-Lys-Ala-Ala-Phe-Thr-Glu-Cys-Cys-Gln-Ala-Ala-Asp-Lys-Ala-Ala-Cys-Leu-Leu-Pro-Lys-Leu-Asp-Glu-Leu
210 Arg-Asp-Glu-Gly-Lys-Ala-Ser-Ser-Ala-Lys-Gln-Arg-Leu-Lys-Cys-Ala-Ser-Leu-Gln-Lys- Phe-Gly-Glu-Arg-Ala-Phe-Lys-Ala-Trp-Ala-

240 Val-Ala-Arg-Leu-Ser-Gln-Arg-Phe-Pro-Lys-Ala-Glu-Phe-Ala-Glu-Val-Ser-Lys-Leu-Val-Thr-Asp-Leu-Thr-Lys-Val-His-Thr-Glu-Cys-

270 Cys-His-Gly-Asp-Leu-Leu-Glu-Cys-Ala-Asp-Asp-Arg-Ala-Asp-Leu-Ala-Lys-Tyr-lle-Cys-Glu-Asn-Gln-Asp-Ser-lle-Ser-Ser-Lys-Leu-Lys

300 Iﬂg—Cys—Cys—Glu—Lys—Pru—Leu—Leu— Glu-Lys-Ser-His-Cys-Ile-Ala-Glu-Val-Glu-Asn-Asp-Glu-Met-Pro-Ala-Asp-Leu-Pro-Ser-Leu-
330 Ala-Ala-Asp-Phe-Val-Glu-Ser-Lys-Asp-Val-Cys-Lys-Asn-Tyr-Ala-Glu-Ala-Lys-Asp-Val-Phe-Leu-Gly-Met-Phe-Leu-Tyr-Glu-Tyr-Ala-
360 Arg-Arg-His-Pro-Asp-Tyr-Ser-Val-Val-Leu-Leu-Leu-Arg-Leu-Ala-Lys-Thr-Tyr-Glu-Thr-Thr-Leu-Glu-Lys-Cys-Cys-Ala-Ala-Ala-Asp

390 Pro-His-Glu-Cys-Tyr-Ala-Lys-Val-Phe-Asp-Glu-Phe-Lys-Pro-Leu-Val-Glu-Glu-Pro-Gln-Asn-Leu-lle-Lys-Gln-Asn-Cys-Glu-Leu-Phe

420 Glu-Gln-Leu-Gly-Glu-Tyr-Lys-Phe-Gln-Asn-Ala-Leu-Leu-Val-Arg-Tyr-Thr-Lys-Lys-Val-Pro-Gln-Val-Ser-Thr-Pro-Thr-Leu-Val-Glu-

450 Val—;er—ﬁrg -Asn-Leu- G]y—Lys—Va]—Gly—Ser—Lys?'Cys—Cys—L)fs -His-Pro-Glu-Ala-Lys-Arg-Met-Pro-Cys-Ala-Glu-Asp-Tyr-Leu-Ser-Val-
480 Val-Leu-Asn-Gln-Leu-Cys-Val-Leu-His-Glu-Lys-Thr-Pro-Val-Ser-Asp-Arg-Val-Thr-Lys-Cys-Cys-Thr-Glu-Ser-Leu-Val-Asn-Arg-Arg-
510 Pro-Cys-Phe-Ser-Ala-Leu-Glu-Val-Asp-Glu-Thr-Tyr-Val-Pro-Lys-Glu-Phe-Asn-Ala-Glu-Thr-Phe-Thr-Phe-His-Ala-Asp-Ile-Cys-Thr-
540 Leu-Ser-Glu-Lys-Glu-Arg-Gln-lle-Lys-Lys-Gln-Thr-Ala-Leu-Val-Glu-Leu-Val-Lys-His-Lys-Pro-Lys-Ala-Thr-Lys-Glu-Gln-Leu-Lys-
570 Ala-Val-Met-Asp-Asp-Phe-Ala-Ala-Phe-Val-Glu-Lys-Cys-Cys-Lys-Ala-Asp-Asp-Lys-Glu-Thr-Cys-Phe-Ala-Glu-Glu-Gly-Lys-Lys-Leu-
6oo Val-Ala-Ala-Ser-Gln-Ala-Ala-Leu-Gly-Leu

Abb. 31: Schnittkarte des humanen Serum Albumin (HSA) im in-vitro-Verdau mit
20S Proteasom. Insgesamt konnten 6 Peptidfragmente identifiziert werden. Die Farben in der rechten
Spalte der Tabelle 22 sind identisch mit den in der Aminosduresequenz eingezeichneten Pfeilen.

Insgesamt konnten sechs Peptide mit insgesamt 46 Aminosduren als Verdauprodukte
identifiziert werden. Das entspricht bei einer Gesamtgrofie des HSA von
609 Aminosduren einer Sequenzabdeckung von nur 7,5%. Im Vergleich zu Insulin

zeigte sich also eine deutlich niedrigere Sequenzabdeckung.

Analog zum Insulinversuch wurden an Hand der Schnittstellen der identifizierten

HSA-Peptide Riickschliisse auf die Aktivitdten des 20S Proteasoms gezogen.

Im in-vitro-Verdau des HSA war die Caspase-dhnliche Aktivitdt flir die meisten der
enzymatischen Schnitte verantwortlich (5 von 12 Schnittstellen). An drei Stellen
erfolgte der Verdau durch keine der bekannten Proteasom-Aktivititen. Bei der
Analyse der bereits bekannten Aktivititen des 20S Proteasoms lagen die durch die
Chymotrypsin-dahnliche Aktivitat bedingten Schnittstellen hinter Phenylalanin. Im
Gegensatz zum Insulinverdau fanden sich keine Schnittstellen hinter Leucin. Vier der
funf Schnittstellen der Caspase-dhnlichen Aktivitit lagen hinter Glutamat. Die

Trypsin-dhnliche Aktivitat bedingte im Verdau von HSA Schnittstellen hinter Arginin.
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Auch beim Verdau von HSA durch das 20S Proteasom konnten Schnittstellen
nachgewiesen werden, die flir keine der bekannten Proteasom-Aktivitiaten typisch
sind. So wurde HSA hinter den Aminosiuren Alanin, Serin und Valin verdaut. Bereits
im Insulin in-vitro-Verdau zeigten sich Schnittstellen hinter Alanin und Valin.
* (Caspase-ahnliche Aktivitit: 5 1-mal hinter Aspartat
4-mal hinter Glutamat

* Chymotrypsin-dhnlich Aktivitit: 3  0-mal hinter Leucin
3-mal hinter Phenylalanin
0-mal hinter Tryptophan
0-mal hinter Tyrosin

* Trypsin-dhnliche Aktivitat: 1 1-mal hinter Arginin
0-mal hinter Lysin

* Atypsiche Aktivitat: 3 1-mal hinter Alanin
1-mal hinter Serin
1-mal hinter Valin

Im Vergleich zum Verdau von Insulin zeigen sich beim HSA Verdau deutlich weniger
Schnittstellen und Fragmente. Dies gilt sowohl absolut als auch relativ. (Insulin
insgesamt 30 Schnittstellen pro insgesamt 51 Aminosauren, d.h. 5,9 Schnittstellen pro
10 Aminosauren; HSA insgesamt 11 Schnittstellen pro 609 Aminosauren, d.h 0,18

Schnittstellen pro 10 Aminosauren)

3.3.2.3 Auswirkungen des Verdaupuffers auf die Verdauprodukte im in-vitro-
Verdau von humanem Serum Albumin

In einem weiteren Versuchsansatz wurde untersucht, ob das verwendete
Puffersystem Auswirkungen auf die Oxidation des HSA und den in-vitro-Verdau
zeigte. Hierfir wurde anstelle des zuvor genutzten TRIS-HCl-Puffers ein TEAD-Puffer
verwendet. Massenspektren wurden nach 1-und 18-stiindiger Inkubation

angefertigt.

Beide Proben zeigten unabhangig von dem verwendeten Puffer bei der Messung nach

1 Stunde ein in der Intensitat und Verteilung sehr gutes HSA-Signal (Abb. 32).
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Abb. 32: Auswirkung unterschiedlicher Oxidationspuffer im in-vitro-Verdau von humanem
Serum Albumin. Massenspektren von unverdautem, oxidierten HSA in TRIS-HCI-Puffer (roter Graph)
und TEAD-Puffer (schwarzer Graph). Berechnungen des Oxidationsstatus zeigten, dass eine Oxidation
im TEAD-Puffer wesentlich effizienter verlief (TEAD-Puffer: 45-fach oxidiertes HSA, TRIS-HCI-Puffer:

22-fach oxidiertes HSA).
Um den Oxidationszustand des HSA unter Verwendung des jeweiligen Puffers zu
tberpriifen, wurde die Gesamtmasse berechnet. Diese betrug bei Oxidation im TEAD-
Puffer 67,29 kDa. Das bedeutet, dass HSA in 45-fach oxidiertem Zustand vorlag (Abb.
33). Im TRIS-Puffer konnte HSA nur 22-fach oxidiert werden. In TEAD-Puffer gelostes
HSA wurde somit deutlich hoher oxidiert als in TRIS-HCI-Puffer. Interessanterweise
mussten neben Cysteinen und Methioninen auch noch andere Aminosauren oxidiert
worden sein, weil nur insgesamt 40 Cysteine und Methionine in der
Aminosauresequenz des HSA vorkommen. Hierfiir kommen vor allem Tryptophan

und Histidin in Frage.
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Abb. 33: Oxidationszustand des humanen Serum Albumin (HSA) unter TEAD-Puffer. Die
durchschnittliche Masse betrug ca. 67,296 kDa. Aus der Massendifferenz zum nativen HSA berechnete
sich, dass HSA in circa 45-fach oxidiertem Zustand vorlag.

Trotz erfolgreicher Oxidation zeigte weder der Versuchsansatz im TEAD-Puffer noch
der im TRIS-HCI-Puffer nach 1- und 18-stiindiger Inkubation nach Zugabe von
20S Proteasom Verdausignale des HSA. Nach 18 Stunden liefen sich in beiden
Ansitzen keine Verdauprodukte, aber immer noch das intakte, oxidierte HSA
nachweisen. Die Versuche zu Auswirkungen des Verdaupuffers erfolgten mit der
Proteasom-Charge 5. Es wurde eine gleiche Konzentration an 20S Proteasom
verwendet wie im HSA Grundversuch. Da die identifizierten Verdauprodukte des HSA
aus einem Verdau mittels Proteasom-Charge 4 stammen, kann die Hypothese
aufgestellt werden, dass die Proteasom-Charge5 trotz nachgewiesener
enzymatischer Aktivitat im Fluoreszenz-Test nicht in der Lage ist, oxidiertes HSA zu
verdauen. Es kann an dieser Stelle also keine Aussage dariiber getroffen werden, ob
die Verwendung des TEAD-Puffer oder des TRIS-HCI-Puffers zu einem effizienteren
in-vitro-Verdau des HSA durch das 20S Proteasom fiihrt.
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3.3.3 In-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A

In allen Zellpellets, die aus BAL-Proben lungengesunder Probanden gewonnen
wurden, konnte eine Proteinbande bei ca. 30 kDa identifiziert werden. Im Gegensatz
dazu konnte nur bei wenigen ARDS-Patienten eine entsprechende Proteinbande
nachgewiesen werden. Aus der Bande konnte SP-A massenspektrometrisch

identifiziert werden (Abb. 34).
Us p

75 kDa

Abb. 34: 1D-Gel einer BAL eines lungengesunden Probanden (Uberstand und Pellet).
Darstellung der Proteinbande bei ca. 30 kDa im Zellpellet. Die Bande konnte als Surfactant-Protein
A (SP-A) identifiziert werden und fand sich in allen Zellpellets der BAL-Proben der lungengesunden
Probanden wieder. (US = Uberstand, P = Pellet).

Um den Zusammenhang zwischen extrazellularem 20S Proteasom und SP-A besser zu
verstehen und zu untersuchen, ob in ARDS-Patienten SP-A besser verdaut wird bzw.
das 20S Proteasom in ARDS-Patienten anders arbeitet als in lungengesunden
Probanden wurden auch in-vitro-Verdau Versuche mit SP-A und dem 20S Proteasom
durchgefiihrt. Ziel sollte es sein, den Verdau zu charakterisieren, insbesondere in
Bezug auf die entstehenden Verdauprodukte und deren Schnittstellen. Zudem sollte

untersucht werden, welchen Einfluss die 3D-Struktur des SP-A auf einen in-vitro-

Verdau des SP-A hat, da das 20S Proteasom i.d.R. nur denaturierte Proteine verdaut.

3.3.3.1 Optimierung der Versuchsbedingungen des in-vitro-Verdaus von
Surfactant-Protein A

Zunachst wurde untersucht, ob das native SP-A massenspektrometrisch dargestellt
werden kann. Das Massenspektrum einer 0,1 mM SP-A-Lésung konnte kaum
dargestellt werden, weil das SP-A Signal des in TRIS-HCl-Puffer gelosten SP-A durch
die in der Probe vorhandenen Salze iiberdeckt wurde. Eine Minimierung der

Salzkonzentration durch Probenaufreinigung mittels Stage-Tip gelang nicht, da SP-A
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ein stark hydrophiles Protein ist. Dadurch bindet SP-A nicht an die Entsalzungssaule
(Stage-Tip) und liefd sich bereits im ersten Waschschritt eluieren. Somit war SP-A
neben den Salzen im Wash nachweisbar. Das dazugehorige Massenspektrum des

Wash ist in Abb. 35 dargestellt.

12,0 1

10,0 1
9,0 1

8,0 1

Intensitat (cps)

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
Masse/Ladung (m/z)

Abb. 35: Massenspektrum von nativen Surfactant-Protein A (SP-A). SP-A lief sich bereits im
ersten Waschschritt eluieren und war somit im Wash der Probe enthalten. Hohe Salzkonzentrationen
iiberlagern als Storsignale das eigentliche Massenspektrum.

Um einzelne SP-A1 und SP-A2-Ketten zu erhalten, wurde SP-A zunichst mittels 0,1 M
DTT tuber 30 min bei 56°C reduziert. Die Grofie einer SP-A-Kette betrdgt ca. 26 kDa.
Die einzelnen SP-A-Ketten konnten massenspektrometrisch nachgewiesen werden
und durch Probenaufreinigung von den Salzen getrennt werden, so dass das
Massenspektrum der einzelnen SP-A-Kette nicht mehr durch Stérsignale tiberdeckt
wurde (Abb. 36). Die Massenbestimmung durch Dekonvulierung ergab eine Masse

von 26,779 kDa.
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Abb. 36: Massenspektrum von Surfactant-Protein A (SP-A) nach Zugabe von Dithiothreitol
(DTT). Es wurde eine durchschnittliche Gesamt-Masse von 26,779 kDa berechnet.

Im Anschluss an die Reduktion wurden die SP-A-Ketten oxidiert. In Anlehnung an die
Verdauversuche mit oxidiertem Calmodulin durch Whittier et al. wurde wie bereits
im HSA-Verdau der TRIS-HCI-Puffer verwendet (86). Unmittelbar vor Zugabe zum SP-
A wurde der Oxidationspuffer mit 100 mM H;0; versetzt. Eine anschliefiende
massenspektrometrsiche Messung konnte kein SP-A-Signal, weder von nicht-
oxidiertem noch von oxidiertem SP-A nachweisen. Dieses Ergebnis wurde durch eine
Storung der massenspektrometrischen Analyse durch tiberschiissiges H,0 erklart.
Daher wurde - um die Messergebnisse zu optimieren - das iiberschiissige H202 durch
Dialyse entfernt. In der im Anschluss durchgefiihrten Massenspektrometrie konnte

das SP-A gut detektiert werden (Abb. 37).

Aus der Massendifferenz von 372 Da zwischen dem reduzierten, jedoch noch nicht-
oxidierten und dem oxidierten SP-A konnte berechnet werden, dass 22 02-Molekiile

an die SP-A Kette gebunden hatten.
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Abb. 37: Massenspektrum von Surfactant-Protein A (SP-A) nach Reduktion und Oxidation. Es
wurde eine durchschnittliche Gesamt-Masse von 28,151 kDa berechnet. Aus der Massendifferenz zum
reduzierten SP-A (=372 Da) liefs sich errechnen, dass SP-A 22-fach oxidiert wurde.

3.3.3.2 Grundlagen des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A

Nach erfolgreichem massenspektrometrischen Nachweis von oxidiertem SP-A wurde
der in-vitro-Verdau mit 20S Proteasom durchgefiihrt. Nach 15- und 24-stiindiger
Inkubation wurden Ubersichtsspektren angefertigt. Fiir beide Zeitpunkte konnten

Verdauprodukte nachgewiesen werden.

Tabelle 23 umfasst alle Verdauprodukte, die nach Zugabe von 20S Proteasom aus
dem SP-A identifiziert werden konnten. Insgesamt konnten 35 Peptide als
Verdauprodukte bestimmt werden. Das entspricht bei einer Gesamtgrofde des SP-A

aus 248 Aminosauren einer Sequenzabdeckung von 52%.

Wie in den zuvor durchgefiihrten in-vitro-Verdau Versuchen wurde auch fiir SP-A
eine Schnittkarte angelegt und die nachgewiesenen Peptide dort eingezeichnet

(Abb. 38).
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Tabelle 23: Identifizierte Aminosiduresequenzen im in-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A

mit 20S Proteasom.

Masse/Ladung Ladung Masse Aminosiure- Enzymatische
(m/z) (z) (m) sequenz Aktivitaten
426,25 2 851,50 134-141 */*
441,24 2 881,48 242-248 */-
448,27 2 895,54 115-121 Chymotrypsin/*
477,56 2 954,12 102-109 */*
484,74 2 968,48 241-248 Chymotrypsin/-
513,82 2 1026,64 173-181 * /Chymotrypsin
528,26 2 1055,52 140-149 Chymotrypsin/Caspase
533,30 2 1065,60 112-119 Chymotrypsin/Chymotrypsin
355,87 3 1065,61 112-119 Chymotrypsin/Chymotrypsin
573,32 2 1145,64 94-104 Caspase/Caspase
579,30 2 1157,60 113-121 */*
584,31 2 1167,62 165-174 */*
613,30 2 1225,60 190-200 Chymotrypsin/Chymotrypsin
625,34 2 1249,68 122-133 */*
635,36 2 1269,72 171-181 Caspase/Chymotrypsin
423,92 3 1269,76 171-181 Caspase/Chymotrypsin
637,42 2 1273,84 94-105 Caspase/Caspase
647,86 2 1294,72 112-121 Chymotrypsin/*
432,25 3 1294,75 112-121 Chymotrypsin/*
656,35 2 1311,70 128-139 Chymotrypsin/Chymotrypsin
661,27 2 1321,54 229-239 Chymotrypsin/Chymotrypsin
666,87 2 1332,75 122-134 */*
674,35 2 1347,70 122-134 */*
715,36 2 1429,72 137-149 Caspase/Caspase
743,39 2 1485,78 128-141 Chymotrypsin/*
503,30 3 1507,90 110-121 * /%
377,72 4 1507,90 110-121 */*
758,91 2 1516,82 94-107 Caspase/Chymotrypsin
506,28 3 1516,84 94-107 Caspase/Chymotrypsin
767,41 2 1533,82 122-136 */Caspase
786,91 2 1572,82 165-178 * /%
808,36 2 1615,72 227-239 Caspase/ChymOtrypsin
589,62 3 1766,86 154-170 Caspase/Caspase .
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858,45 2 1715,90 94-109 Caspase/*
572,31 3 1715,93 94-109 Caspase/*
644,03 3 1930,09 94-111 Caspase/Chymotrypsin
664,35 3 1991,05 165-181 * /Chymotrypsin
778,01 3 2332,03 128-149 Chymotrypsin/Caspase
783,67 3 2349,01 227-242 Caspase/Trypsin
811,49 3 2432,47 219-238 *[*

812,01 3 2434,03 229-248 Chymotrypsin/-
802,14 4 3205,56 94-121 Caspase/*

Aus den aufgezeichneten Signalen (m/z) und den dazugehérigen Ladungszustanden (z), liefen sich die
jeweiligen Massen (m) berechnen. Die Position der jeweiligen Aminosduresequenzen im Protein gibt
Spalte 4 wieder. Spalte5 erklart die enzymatische Aktivitdt, die fiir den jeweiligen Schnitt
verantwortlich gewesen war: Caspase = Caspase-dhnliche Aktivitit = Schnitt hinter Glutamat oder
Aspartat, Trypsin = Trypsin-dhnliche Aktivitdt = Schnitt hinter Arginin oder Lysin, Chymotrypsin =
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt = Schnitt hinter Leucin, Phenylalanin, Tryptophan oder Tyrosin * =
atypische Aktivitdt = Schnitt hinter keiner der zuvor genannten Aminosduren. Farbcode in Spalte 6
entspricht der Darstellung der jeweiligen Aminosauresequenz in der Schnittkarte (Abb. 38).
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Abb. 38: Schnittkarte des Surfactant-Protein A (SP-A) im in-vitro-Verdau mit 20S Proteasom.
Insgesamt konnten 35 Peptidfragmente identifiziert werden. Die Farben in der rechten Spalte der
Tabelle 23 sind identisch mit den im Protein eingezeichneten Pfeilen.

Die Schnittkarte zeigte, dass Verdauprodukte ausschliefilich aus dem mittleren

beziehungsweise C-terminalen Ende des Proteins entstanden. Es konnten keine
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Verdauprodukte vor der Aminosdaure an Position 94 identifiziert werden. Das
bedeutet unter Berticksichtigung des Aufbaus des SP-A, dass die nachgewiesenen
Verdauprodukte fast ausschliefdlich aus der ,neck“-Region (Aminosaure 101-133),
der CRD-Region (Aminosdure 133-248) und zum Teil aus der Kollagen-dhnlichen
Region (Aminosaure 28-100) stammen. In diesem Zusammenhang koénnte der
spezielle Aufbau der Kollagen-ahnlichen Region eine entscheidende Rolle bei der
Degradation des Proteins gespielt haben. Ferner fallt auf, dass die Schnittstellen nicht
gleichmaflig verteilt waren, sondern das SP-A hinter bestimmten Aminosduren (z.B.
Glu-93, Thr-121, Val-164 oder Tyr-181) haufiger geschnitten wurde. Betrachtet man
die jeweiligen Schnittstellen der im SP-A Verdau entstandenen Peptide, ergaben sich
fur alle Schnittstellen die folgende Verteilung:
* C(Caspase-ahnliche Aktivitat: 18 4-mal hinter Aspartat
14-mal hinter Glutamat

* Chymotrypsin-dhnlich Aktivitiat: 21 11-mal hinter Leucin
3-mal hinter Phenylalanin
0-mal hinter Tryptophan
7-mal hinter Tyrosin

* Trypsin-dhnliche Aktivitat: 1 1-mal hinter Arginin
0-mal hinter Lysin

* Atypsiche Aktivitat: 27 4-mal hinter Alanin
1-mal hinter Asparagin
1-mal hinter Cystein
2-mal hinter Glycin
1-mal hinter Histidin
1-mal hinter Isoleucin
9-mal hinter Threonin
6-mal hinter Valin
2-mal hinter Serin

Interessanterweise entstanden die meisten Verdauprodukte beim SP-A Verdau durch
die atypische proteolytische Aktivitait des 20S Proteasoms, analog zu den
Beobachtungen beim Insulin-Verdau. Bei dem SP-A Versuch lag eine noch starkere
Heterogenitit der Schnittstellen vor. Insgesamt konnten 27 proteolytische
Schnittstellen hinter neun verschiedenen Aminosduren keiner der bekannten
20S Proteasom Aktivititen zugeordnet werden. Vergleicht man die Versuche von
Insulin und SP-A hinsichtlich der drei bekannten enzymatischen Aktivitdten, ist die
Haufigkeit ihres Auftretens in Relation gesehen dieselbe: Chymotrypsin-ahnliche

Aktivitat > Caspase-ahnliche Aktivitat > Trypsin-dhnliche Aktivitat.
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3.3.3.3 Analyse verschiedener Proteasom-Chargen im in-vitro-Verdau von
Surfactant-Protein A

Die zur Verfiigung stehenden Proteasom-Chargen wurden aus verschiedenen Proben
gepoolt, um eine ausreichende Materialmenge zu erzielen. Da die einzelnen Proben
aus unterschiedlichen Probanden stammen, muss man davon ausgehen, dass diese
teilweise unterschiedliche proteolytische Aktivititen aufweisen. Mit Hilfe
verschiedener Verdauansitze mit unterschiedlichen Proteasom-Proben sollte diese
Annahme untersucht werden. Hierbei ist zu beachten, dass Proteasom-Charge 6

und 7 aus demselben Pool stammen.

Tabelle 23 gibt alle identifizierten Aminosauresequenzen im SP-A wieder. Zusatzlich
wurde untersucht, welche Verdauprodukte durch jeweils welche Proteasom-Charge
entstanden und ob die wunterschiedlichen Proteasom-Chargen auch gleiche

Verdauprodukte generieren konnen (Tabelle 24).

Tabelle 24: Identifizierte Aminosduresequenzen des Surfactant-Protein A in Zuordnung zu den
jeweiligen Proteasom-Chargen (Charge 5 und Charge 6/7).

Masse/Ladung Ladung Masse Aminosdure- Vorkommen Vorkommen
(m/z) (z) (m) sequenz Charge 5 Charge 6/7
426,25 2 851,50 134-141 v
441,24 2 881,48 242-248
448,27 2 895,54 115-121 v
477,56 2 954,12 102-109 v
484,74 2 968,48 241-248
513,82 2 1026,64 173-181 v v
528,26 2 1055,52 140-149 v
533,30 2 1065,60 112-119 v v
355,87 3 1065,61 112-119 v v
573,32 2 1145,64 94-104 v v
579,30 2 1157,60 113-121 v
584,31 2 1167,62 165-174 v
613,30 2 1225,60 190-200 v
625,34 2 1249,68 122-133 v
635,36 2 1269,72 171-181 v v
423,92 3 1269,76 171-181 v v
637,42 2 1273,84 94-105 v v
647,86 2 1294,72 112-121 v v
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432,25 3 1294,75 112-121 4 v
656,35 2 1311,70 128-139 v

661,27 2 1321,54 229-239 v

666,87 2 1332,75 122-134 v
674,35 2 1347,70 122-134 v

715,36 2 1429,72 137-149 v

743,39 2 1485,78 128-141 v

503,30 3 1507,90 110-121 4 v
377,72 4 1507,90 110-121 v
758,91 2 1516,82 94-107 v v
506,28 3 1516,84 94-107 v v
767,41 2 1533,82 122-136 v

786,91 2 1572,82 165-178 v v
808,36 2 1615,72 227-239 v
589,62 3 1766,86 154-170

858,45 2 1715,90 94-109 v

572,31 3 1715,93 94-109 v

644,03 3 1930,09 94-111 4 4
664,35 3 1991,05 165-181 4 4
778,01 3 2332,03 128-149 v
783,67 3 2349,01 227-242 v
811,49 3 243247 219-238 v

812,01 3 2434,03 229-248

802,14 4 3205,56 94-121 v

Insgesamt konnten 16 der Verdauprodukte sowohl im in-vitro-Verdau mit der Charge
5, als auch mit der Charge 6/7 identifiziert werden. 15 Peptide entstanden nur in dem
mit der Proteasom-Charge 5 durchgefiihrten Verdau und 11 Peptide traten nur unter
der Proteasom-Charge 6/7 auf. Die Verteilung der Aktivitaten der einzelnen Chargen
entsprach der gleichen Verteilung aller Verdauprodukte. Die atypische Aktivitat war
sowohl fiir die meisten Schnittstellen unter der Proteasom-Charge 5 als auch unter
der Proteasom-Charge 6/7 verantwortlich. Tabelle 25 gibt die Haufigkeiten der

enzymatischen Aktivitaten fiir die jeweiligen Chargen wider.
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Tabelle 25: Verteilung der enzymatischen Aktivititen der jeweiligen Proteasom-Chargen im
Surfactant-Protein A in-vitro-Verdau.

Aktivitit Proteasom-Charge 5 Proteasom-Charge 6/7
Trypsin-dhnliche Aktivitit 0 1
Caspase-ahnliche Aktivitit 6 5
Chymotrypsin-dhnliche Aktivitit 8 6
Atypsiche Aktivitat 16 8

3.3.3.4 Auswirkungen des Verdaupuffers auf die Verdauprodukte im in-vitro-
Verdau von Surfactant-Protein A

Der von Whittier et al. ibernommene Puffer fiir die Oxidation von SP-A hat einen pH
von 5,0. Der pH-Wert des menschlichen Blutes liegt bei 7,35-7,45. Der Grundversuch
des SP-A in-vitro-Verdaus konnte zeigen, dass unter Verwendung des Homo-PIPES-
Puffers Verdauprodukte entstanden. Im Folgenden wurde untersucht, ob mit einem
TRIS-HCl-Puffer mit einem physiologischeren pH-Wert von 7,5 ebenfalls ein Verdau
moglich ist oder sogar effizienter verlauft. Hierfiir wurde SP-A parallel zum einen in
einem Homo-PIPES-Oxidationspuffer mit pH 5,0 und zum anderen in einem TRIS-HCI-
Puffer mit pH 7,5 oxidiert und anschlief3end verdaut. Beide Verdauansatze wurden

mit derselben Proteasom Charge und unter denselben Bedingungen durchgefiihrt.

Bei der Beurteilung im Massenspektrometer wurden die Intensititen der
aufgetretenen Signale miteinander verglichen um riickzuschliefien, welche

Oxidationsbedingungen fiir den in-vitro-Verdau von SP-A besser geeignet waren.

Der Versuch zeigte, dass oxidiertes SP-A unabhdngig vom verwendeten
Oxidationspuffer durch das 20S Proteasom verdaut werden konnte. Fiir beide
Versuchsansatze konnten Verdausignale identifiziert werden. Jedoch unterschieden
sich die aufgetretenen Signale bei den verwendeten Puffern in ihrer Intensitat. Alle
nachgewiesenen Peptidfragmente waren nach Oxidation mittels TRIS-HCl-Puffer in
hoherer Intensitit nachweisbar als nach Verwendung des Homo-PIPES-Puffers

(beispielhaft fiir vier Verdauprodukte in Abb. 39).
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Abb. 39: Vergleich von vier Verdauprodukten nach Oxidation in Homo-PIPES-Puffer (rot) und
TRIS-HCl-Puffer (schwarz). a) 2-fach geladenes lon bei m/z=432,35. b) 2-fach geladenes Ion bei
m/z= 625,34. c) 2-fach geladenes lon bei m/z=743,39. d) 3-fach geladenes lon bei m/z= 783,40. Das
Signal bei m/z= 783,40 zeigte sich in circa 1,5-fach grofRerer Intensitat bei Oxidation im TRIS-HCI-
Puffer. m/z= 625,34 und m/z= 743,39 waren unter Verwendung des TRIS-HCIl-Puffer etwa doppelt so
grofd im Vergleich zu den Signalen nach Verdau unter der Verwendung des Homo-PIPES-Puffer. Eine
sogar 3-fach hohere Intensitit konnte beispielsweise bei m/z= 432,25 bestimmt werden. cps = counts
per seconds

Das Signal bei m/z= 783,40 zeigte sich in circa 1,5-fach grofierer Intensitit bei
Oxidation in TRIS-HCl-Puffer. m/z=625,34 und m/z=743,39 waren unter
Verwendung des TRIS-HCI-Puffer etwa doppelt so grofd im Vergleich zu den Signalen
nach Verdau unter der Verwendung des Homo-PIPES-Puffers. Eine sogar 3-fach
hohere Intensitit wurde beispielsweise bei m/z= 432,25 bestimmt. Ahnliche Werte
wurden auch fiir die tbrigen Verdauprodukte bestimmt. In jedem Fall lag die
Intensitit der aufgetretenen Signale nach Oxidation in TRIS-HCI-Puffer héher.
Zusammenfassend lief3 sich zeigen, dass ein Verdau von oxidiertem SP-A unabhangig
vom Oxidationspuffer moglich war, allerdings mit unterschiedlicher Effizienz. Es
wurde nachgewiesen, dass TRIS-HCI-Puffer mit einem physiologischen pH-Wert von

7,5 einen deutlich effizienteren SP-A Verdau durch das 20S Proteasom ermdglicht als

die Verwendung des Homo-PIPES-Puffers.
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3.3.3.5 Kinetik des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A

Um das Verdauverhalten des 20S Proteasoms Uber die Zeit ndher zu analysieren,
wurde die Kinetik des oben beschriebenen SP-A-Verdau Versuches untersucht. Es
wurde ein Verdau durchgefiihrt, in dem die Proben nach 30, 60,120 min
und 20 Stunden untersucht wurden. Ziel war es, zu identifizieren, welche Peptide zu
welchem Zeitpunkt auftreten und zu untersuchen, ob kleinere Peptide aus bereits
anderen, friher auftretenden Peptiden entstanden. Untersucht wurden alle
identifizierten Verdausignale (Tabelle 26).

Tabelle 26: Zeitliches Auftreten der Verdausignale im Surfactant-Protein A in-vitro-Verdau
durch Proteasom-Charge 5 und Proteasom-Charge 6/7.

Charge Masse/Ladung Ladung Masse 19 39 69 12‘0 20h
(m/z) (z) (m) min min min min
5 426,25 2 851,50 v v v v
6/7 441,24 2 881,48 v v
5 448,27 2 895,54 v v 4 4
6/7 448,27 2 895,54 v v
5 477,56 2 954,12 v v v v
6/7 484,74 2 968,48 v v
5 513,82 2 1026,64 v v v v
6/7 513,82 2 1026,64 v v
5 528,26 2 1055,52 v
5 533,30 2 1065,60 v v v v
6/7 533,30 2 1065,60 v
5 355,87 3 1065,61 4 4
6/7 355,87 3 1065,61 v
5 573,32 2 1145,64 v
6/7 573,32 2 1145,64 v
6/7 579,30 2 1157,60 v
5 584,31 2 1167,62 v v v v v
5 613,30 2 1225,60 v v v v
5 625,34 2 1249,68 v v v v
5 635,36 2 1269,72 v v v v
6/7 635,36 2 1269,72 v v
5 423,92 3 1269,76 v v v v
6/7 423,92 3 1269,76 v v
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Die Kinetik des Verdauverhaltens wurde an den Proteasom-Chargen 5,6 und 7
untersucht. Proteasom-Charge 4 war bereits in vorherigen Versuchen aufgebraucht
worden. In diesem Versuchsansatz sollte analysiert werden, ob sich durch
Verwendung verschiedener Proteasom-Chargen zeitliche Unterschiede im Auftreten

der Verdauprodukte ergeben.

Die Messungen wurden fiir alle Proteasom-Chargen nach 30,60,120 min und
24 Stunden durchgefiihrt. Nach 30 min konnten im Verdau mittels Proteasom-
Charge 5 24 von 31 Signalen (77,4%) nachgewiesen werden. Hingegen wurden im
Verdau mit den Proteasom-Chargen 6 und 7 nur 12 von 27 Verdauprodukten (44,4%)
gemessen. Sieben Signale, welche nach 30 min im Verdau durch die Proteasom-
Charge 5 messbar waren, wurden in dem Verdau mit den Proteasom-Chargen 6 und 7
nicht identifiziert (m/z=448,27, m/z=513,82, m/z=533,30, m/z= 635,36,
m/z= 423,92, m/z= 647,86, m/z= 644,30). Das Signal bei m/z= 637,42 wurde mit der
Proteasom-Charge 6 und 7 nach 30 min, mit Proteasom-Charge 5 aber erst nach
2 Stunden bestimmt. Im Vergleich dazu konnten nach 1-stiindigem Verdau mit
Proteasom-Charge 5 keine weiteren Verdauprodukte im Vergleich zur Messung nach
30 min aufgezeichnet werden (24/31). Im Verdau mit Proteasom-Charge 6 und 7
zeigten sich nach 1 Stunde 13/27 Signale. Nach 2- und 20-stiindiger Inkubation
waren im Verdau durch Proteasom-Charge 5 jeweils 28/31 und 29/31 Signalen
messbar. Interessanterweise waren die Signale bei m/z= 674,35 und m/z= 644,03
nach 30, 60 und 120 min nachweisbar, in der Messung nach 20 Stunden aber nicht zu
identifizieren. Beim Verdau durch die Proteasom-Charge 6 und 7 zeigten sich nach

120 min 22 /27 Signale und nach 20 Stunden alle Verdauprodukte.

Da im Verdauversuch mit Proteasom-Charge 5 bereits nach 30 min insgesamt 77,4%
aller Verdauprodukte identifizierbar waren, wurde fiir diese Charge auch eine
Messung nach 10 min angefertigt, um zu tlberpriifen, ob bereits nach kirzerer
Inkubationszeit Signale nachweisbar waren. Nach 10 min konnten bereits 5 der
Signale aufgezeichnet werden, so dass man davon ausgehen kann, dass die
Degradation der Proteine durch das 20S Proteasom unmittelbar nach Zugabe zum

Substrat startete.

In den massenspektrometrischen Analysen wurden neben dem Auftreten der

Verdauprodukte auch die Intensititen der Signale zu den jeweiligen Zeitpunkten
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analysiert. Die Massenspektren wurden iibereinander gelegt, so dass die Intensitaten
gleicher Signale zu verschiedenen Zeitpunkten miteinander verglichen werden
konnten. Parallel wurde das Massenspektrum des intakten SP-A aufgezeichnet, um zu
untersuchen, ob die Intensitit des unverdauten SP-A mit dem Auftreten der

Verdauprodukte abnahm. Dieses war der Fall (Abb. 40).
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Abb. 40: Massenspektren zur Kinetik des Surfactant-Protein A (SP-A) in-vitro-Verdaus nach
einer Inkubationszeit von 10min (rot), 30 min (schwarz) und 60 min (griin). a)
Ubersichtsspektrum des unverdauten SP-A. Die Intensitit des unverdauten SP-A nahm bei lingerer
Inkubation ab. b-d) Ausgewdhlte Verdausignale des SP-A-Verdaus bei m/z= 432,26, m/z= 647,37 und
m/z= 699,40. Die Signalintensitdt nahm bei ldngerer Inkubation zu. cps = counts per seconds

3.3.3.6 Hemmung des in-vitro-Verdaus von Surfactant-Protein A durch
Epoxomicin

In einem weiteren Versuchsansatz sollte gezeigt werden, dass die zuvor
identifizierten Verdauprodukte auch tatsachlich Produkte aus dem in-vitro-Verdau
durch das 20S Proteasom darstellten. Hierflir wurde der spezifische Proteasom-
Inhibitor Epoxomicin verwendet. Zu erwarten war bei Verwendung von Epoxomicin
eine Inhibition der katalytischen Untereinheiten des 20S Proteasoms und damit eine
Abnahme oder das vollstindige Fehlen von den zuvor identifizierten
Verdauprodukten. Zunachst wurde 20S Proteasom der Proteasom-Charge 7 mit

Epoxomicin fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert, in der Annahme, dass das Epoxomicin an
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die enzymatischen Untereinheiten des 20S Proteasoms bindet und diese irreversibel
hemmt. AnschliefRend wurde oxidiertes SP-A hinzugegeben. Nach 2- und 20-stiindiger
Inkubation wurden die Proben mittels Stage-Tip entsalzt und massenspektrometrisch
analysiert. Tabelle 27 zeigt die gemessenen Intensitaten der Verdausignale.

Tabelle 27: Vergleich der Intensititen des Epoxomicin-Versuchs mit oxidiertem Surfactant-
Protein A nach 2 und 20 Stunden.

Intensititen nach 2 Stunden [ cps] Intensititen nach 20 Stunden [ cps]

(m/z) : ohne. ' Epoxomicin  Epoxomicin ohne' . Epoxomicin Epoxomicin
poxomicin [0,1mM] [ImM] Epoxomicin [0,1mM] [1mM]

441,24 240 70 30 335 135 10

448,27 10 -- -- 30 10

484,74 50 20 - 150 230

513,82 10 -- -- 25 10

533,30 10 8 - 20

355,87 - - - 100

573,32 35 50 - 55 100

579,30 - - - 30

635,36 20 10 - 50 15

423,92 40 -- -- 150 20

637,42 20 10 - 40 25

647,86 - - - 50 10

432,25 150 15 - 550 30

666,87 35 - - 115 7

503,30 50 35 - 60 35

377,72 - - - 50

506,28 8 - - 13 6

786,91 10 - - 20

808,36 10 - - 20

589,62 60 50 - 100 200

644,03 - 10 - 60

664,35 - 50 - 20

778,01 15 10 - 30 15

783,67 25 20 - 15 30

812,01 30 20 10 70 60 20

802,14 8 - - 30

cps = counts per seconds, m/z = Masse/Ladungs-Verhaltnis
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Nach 2-stiindiger Inkubation waren in dem Grundversuch ohne Epoxomicin 20 der

26 Signale und nach 20 Stunden alle identifizierten Signale nachweisbar.

In Anwesenheit von Epoxomicin waren die Intensititen der Signale in der Regel
abnehmend oder tiberhaupt nicht identifizierbar. Ausnahmen bildeten die folgenden
Verdausignale: m/z=484,74, m/z=573,32, m/z=589,62, m/z=664,03 und
m/z=783,68. Das 2-fach geladene lon bei m/z= 573,32 war sowohl in der Messung
nach 2 Stunden, als auch bei der Messung nach 20 Stunden nach Zugabe von 0,1 mM
Epoxomicin gestiegen. Die Intensitdt des Signals bei m/z= 664,03 stieg nur in der
Messung nach 2 Stunden und die Ubrigen drei Signale nur in der Messung nach
insgesamt 20 Stunden an. Epoxomicin in geringer Konzentration (0,1 mM) bewirkte
jeweils eine Intensitatszunahme. Bei Zugabe von 1 mM Epoxomicin zeigten sich diese
Verdauprodukte nicht mehr. Abb.41 zeigt exemplarisch an einem der
Verdauprodukte den Einfluss des Epoxomicins auf die Intensitat des Signals in der

Messung nach einer 20-stiindigen Inkubation.

70 - 812,38
60 -
50 - 812,05
40 -

30 1

Intensitat (cps)

20 1|

10 1\

812.0 © 8124 © 8128 T 8132 " 8136 " 8140
Masse/Ladung (m/z)

Abb. 41: Massenspektren ausgewdhlter Signale des Surfactant-Protein A (SP-A) in-vitro-
Verdaus mit Epoxomicin. Schwarz: Verdau ohne Epoxomicin. Griin: Verdau mit 0,1 mM Epoxomicin.
Rot: Verdau mit 1 mM Epoxomicin. 3-fach geladenes lon bei m/z= 802,05.
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Ein Vergleich der Epoxomicin Signale bei Epoxomicin Konzentrationen von 0,1 mM
und 1 mM zeigte, dass Epoxomicin erst ab einer Konzentration von 1 mM in der Probe
massenspektrometrisch nachweisbar war (Abb. 42).
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Abb. 42: Vergleich der massenspektrometrischen Signale des Epoxomicin bei
unterschiedlichen Konzentrationen. a) Massenspektrum bei 0,1 mM Epoxomicin. Es ist kein
Epoxomicin-Signal nachweisbar. Identifizierte Verdausignale sind griin markiert. b) Massenspektrum
bei 1 mM Epoxomicin (Epoxomicin-Signal: rot). Es sind keine Verdausignale nachweisbar.
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3.3.3.7 Auswirkungen von Hitzeschockproteinen auf den in-vitro-Verdau von
Surfactant-Protein A

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Hsp 90 auf den Verdau von SP-A wurden
zwei unterschiedliche Ansatze mit Hsp 90 gewahlt. Aufderdem wurde der

Grundversuch ohne Hsp 90 durchgefiihrt, um eine direkte Vergleichsmdoglichkeit zu

haben.
Hieraus ergaben sich die folgenden drei Ansatze:

* Grundversuch: SP-A, 20S Proteasom, kein Hsp 90
* Hsp 1: Vorinkubation von SP-A und Hsp 90
* Hsp 2: Vorinkubation 20S Proteasom und Hsp 90

Nach 1-,5-, und 20-stindiger Inkubation wurden die jeweiligen Ansatze

massenspektrometrisch untersucht.

Ein Vergleich der Messungen des Grundversuches ohne Hsp 90 zu den verschiedenen
Zeitpunkten, bestatigte den oben beschriebenen Kinetik-Versuch. Die Intensitat der

Verdauprodukte ohne Zugabe von Hsp 90 nahm mit der Inkubationszeit zu.

Nachdem gepriift wurde, ob Verdausignale in diesem Versuchsansatz nachweisbar
waren, wurden die Signalintensititen nach 1,5und 24 Stunden betrachtet

(Tabelle 27).

Zusammenfassend ergaben sich fiir die Vorbehandlung mit Hsp 90 heterogene
Ergebnisse: Nach kurzer Inkubationszeit (1 und 5 Stunden) schien Hsp 90 eine
deutliche Auswirkung auf die Intensitat der identifizierten Verdauprodukte zu haben.
Sowohl nach 1 Stunde, als auch nach 5 Stunden wiesen die meisten Signale eine
deutlich hohere Intensitat auf, wenn das oxidierte SP-A zunachst mittels Hsp 90
vorbehandelt wurde (Versuch Hsp 1). Nach 24-stiinidger Inkubation war keine klare
Systematik hinsichtlich der Intensitiaten zu erkennen. Es gab sowohl Verdauprodukte,
die im Grundversuch, als auch Verdauprodukte, die unter dem Ansatz Hsp 1 oder

Hsp 2 die hochste Intensitat zeigten (Tabelle 28).
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Tabelle 28: Vergleich der Intensititen der Verdauprodukte des oxidierten Surfactant-
Protein A ohne bzw. mit Zugabe von Hsp nach den Zeitpunkten 1,5 und 24 Stunden.

Masse/Ladung
(m/z)

1 Stunde

5 Stunden

24 Stunden

441,24
448,27
477,56
484,74
513,82
533,30
573,32
579,30
613,30
635,36
637,42
647,86
432,25
661,27
666,87
503,30
786,91
808,36
589,62
572,31
644,03
664,35
778,01
812,01
802,14

HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP 2 >HSP & >HSP 1
HSP1>HSP2>HSP U
HSP 2 >HSP & >HSP 1
HSP 2 >HSP & >HSP 1
HSP1>HSP2>HSPY
HSP 2 =HSP & >HSP 1
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP 1>HSP2=HSPJ
HSP 2 >HSP & >HSP 1
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSPY
Keine Signale

HSP1>HSP2>HSPY
HSP2>HSP1>HSPY
HSP 1 > HSP & > HSP 2
HSP 1 > HSP & > HSP 2

nur HSP 1 Signal

HSP 2 >HSP & >HSP 1
nur HSP 1 Signal

Keine Signale

HSP 1 > HSP & > HSP 2
HSP 1 > HSP & > HSP 2

HSP 1 > HSP & > HSP 2

HSP1>HSP2>HSP Y
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1=HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP1>HSP2=HSP U
HSP1=HSP2=HSP U
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP & > HSP 1 > HSP 2
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP 1 > HSP & > HSP 2
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP1>HSP2>HSPY
HSP1>HSP2=HSPU
HSP1>HSP2=HSPU
HSP 1 > HSP & > HSP 2
HSP 1 > HSP & > HSP 2

HSP 1 > HSP & > HSP 2

HSP & =HSP2>HSP1
HSP 2 >HSP & =HSP 1
HSP1>HSP2>HSPY
HSP & >HSP 2>HSP 1
Keine Signale
HSP1=HSP2=HSP U
HSP 1 > HSP & > HSP 2
HSP & >HSP 2>HSP 1
HSP 2 >HSP & >HSP 1
HSP 1 > HSP & > HSP 2
HSP2>HSP1>HSPY
HSP 1 > HSP & > HSP 2
HSP2>HSP1>HSPY
HSP1=HSP2=HSP U
HSP 2 >HSP & >HSP 1
HSP2>HSP1>HSPY
HSP1>HSP2>HSP Y
HSP 1 > HSP & > HSP 2
nur HSP 1 Signal
HSP1=HSP2=HSP U
HSP 1>HSP2=HSPJ
HSP 2=HSP1>HSPJ
HSP1>HSP2=HSPJ
HSP & > HSP 1 = HSP 2

HSP1=HSP2=HSP U

HSP 1: Vorinkubation mit SP-A und HSP 90 gefolgt von Zugabe von 20S Proteasom, HSP 2:

Vorinkubation mit 20S Proteasom und HSP 90 gefolgt von Zugabe von SP-A. HSP U

20S Proteasom, kein HSP 90.

SP-A,
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von Proteinmustern in BAL-
Proben von lungengesunden Probanden und ARDS-Patienten mit Hilfe der 1D-
Gelelektrophorese und die anschlief}ende massenspektrometrische Bestimmung von
einzelnen, fiir lungengesunde Probanden und ARDS-Patienten markanten Proteinen.
Flr solche identifizierten Proteine, von denen eine pathophysiologische Bedeutung
fiir das ARDS vermutet wurde, wurde anschlieflend der in-vitro-Verdau durch das
20S Proteasom naher analysiert und die Verdau-Produkte massenspektrometrisch
bestimmt. Hierbei sollten insbesondere die Bedeutung von hoheren
Proteinstrukturen fiir den Verdau durch das 20SProteasom als auch die
unterschiedlichen proteolytischen Aktivititen des Proteasoms ndher analysiert

werden.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die Proteinkonzentrationen als auch
die Proteinmuster in BAL-Proben von lungengesunden Probanden und ARDS-
Patienten unterscheiden. Massenspektrometrisch konnte insbesondere SP-A1l in den
BAL-Proben von lungengesunden und zytoplasmatisches Aktin, HSA, Haptoglobin und
die Gamma-Kette des humanen Fibrinogens in den BAL-Proben von ARDS-Patienten
nachgewiesen werden. Zunachst wurde der Verdau von Insulin als einfaches und gut
untersuchtes Modellprotein durchgefiihrt. Weiterhin wurde der Verdau von SP-A und
HSA durch das humane 20S Proteaom naher untersucht. Der Verdau dieser Proteine
durch das 20S Proteasom ist abhangig von verschiedenen Faktoren, wie einerseits die
Verdaubedingungen (wie beispielsweise Inkubationszeit, Pufferzusammensetzung,
pH-Wert und die Anwesenheit von , Hilfsproteinen“ wie Chaperone) und andererseits
von den zu verdauenden Proteinen (wie Primar-, Sekundar- und Tertidrstruktur,
Oxidationszustand). Dabei stellen einige Proteine, wie das Modellprotein Insulin oder
SP-A1, geeignete Substrate fiir den Verdau durch das 20S Proteasom dar, andere
Proteine, wie HSA, weniger geeignete Substrate. Ferner konnte gezeigt werden, dass
das 20S Proteasom bei dem Verdau der identifizierten Proteine neben den bekannten
Aktivitaten (Caspase-, Trypsin- und Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdat) noch weitere

atypische Aktivitaten aufweist.
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4.1 Limitationen

Die Beurteilung der Versuchsergebnisse erfordert eine Bewertung der technischen
Durchfithrung der hier durchgefiihrten Experimente und die Kenntnis der Starken

und Schwachen der angewendeten Verfahren:

4.1.1 Technische Limitationen der Bestimmung der
Proteinkonzentrationen

Die Messung der Proteinkonzentrationen in den gewonnenen BAL-Uberstinden und
-Zellpellets erfolgte photometrisch nach der Methode von Lowry (128). Ein Nachteil
dieser Methode ist, dass die Messung der Absorption - wie bei allen photometrischen
Messverfahren - durch zahlreiche Substanzen beeinflusst werden kann (131).
Nichtsdestotrotz ist die Proteinbestimmung nach Lowry ein Standardverfahren zur
Bestimmung von Proteinkonzentrationen und ist hierzu eines der sensitivsten

Verfahren (128).

4.1.2 Technische Limitationen der Bestimmung der
Proteinzusammensetzung und -identifizierung

Die 1D-Gelelektrophorese und die Chromatografie sind Verfahren, welche die
Separation von  Proteinen anhand ihrer Grofle  ermoglichen: Die
Proteinzusammensetzung der vorliegenden BAL wurde durch eine 1D-
Gelektrophorese ndher untersucht. Vorteil dieses Verfahrens ist die direkte visuelle
Darstellung der Proteinbanden durch eine Coomassie-Farbung nach Kang (129).
Hierdurch kénnen die erstellten 1D-Gele unmittelbar miteinander verglichen und ein
qualitativer Eindruck tiber die Proteinzusammensetzung der jeweiligen Proben

gewonnen werden.

Eine Limitation der 1D-Gelelektrophorese liegt darin, dass sie kein quantitatives
Ergebnis sondern allenfalls ein semi-quantitatives Ergebnis liefert. Uber die Grofe
und Intensitdt einer Proteinbande kann nur im Vergleich zu anderen Gelen (wenn
jeweils mit der gleichen Gesamt-Proteinmenge gearbeitet wurde) und anderen
Proteinbanden ein relativer Eindruck tuber die Konzentration dieses Proteins
gewonnen werden. In der vorliegenden Arbeit waren insbesondere Unterschiede im
Muster grofierer Proteine von Interesse, da bei ARDS-Patienten gerade diesen
Proteinen aufgrund der Grofienselektivitit der alveoldren Barriere eine wichtige

pathogenetische Bedeutung zukommt (132). Daher wurde die Gelkonzentration
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(11%ig) entsprechend der zu erwartenden Unterschieden im Muster grofierer
Proteine gewahlt. Es wurde bei der 1D-Gelelektrophorese jeweils eine Proteinmenge
von 20 ug pro Lane aufgetragen. Bei der Betrachtung der 1D-Gele entsteht allerdings
der Eindruck, dass nicht alle Lanes die gleiche Menge an Gesamtprotein enthalten.
Eine unterschiedliche Gesamtkonzentration in den einzelnen Lanes ware denkbar
oder die Proteinkonzentration verteilt sich auf eine Vielzahl von Proteinen, so dass
die einzelnen Proteine jeweils nur in sehr geringer Konzentration vorliegen und sie

somit unter der Nachweisbarkeitsgrenze der Coomassie-Farbung liegen.

Flr die weitere Analyse der Proteinbanden wurden ein tryptischer IGV und die MS
durchgefiihrt. Obwohl insgesamt 17 Proteinbanden aus den 1D-Gelen ausgewahlt,
ausgeschnitten und untersucht wurden, konnten nur 5 von 17 Proteinen identifiziert
werden. Hierfiir konnen mehrere Griinde verantwortlich sein: Eventuell waren die
Proben fiir einen Trypsin-Verdau zu hochmolekular. Mégliche Ursachen fiir einen
unzureichenden Proteinverdau durch Trypsin kdnnen zum einen eine zu geringe
Trypsin-Konzentration und zum anderen fehlende Schnittstellen fiir Trypsin in dem
zu verdauenden Protein gewesen sein. Der proteolytische Schnitt des Tryspin liegt
hinter den basischen Aminosauren Arginin und Lysin. Bei eher sauren Proteinen mit
wenigen Schnittstellen fiir Trypsin entstehen keine kurzen Aminosiduresequenzen
durch einen tryptischen IGV. Der IGV bleibt dann unvollstindig und die sich

anschlief3ende massenspektrometrische Untersuchung ist erschwert bzw. unmdéglich.

4.1.3 Limitationen des Fluoreszenz-Enzym-Assays

Bevor Versuche mit dem aus humanen Erythrozyten gewonnenen 20S Proteasom
durchgefiihrt wurden, erfolgte eine Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der drei
bekannten Enzymaktivititen des 20S Proteasoms mit Hilfe eines Fluoreszenz-Enzym-
Assays. Fiir alle Substrate konnte eine enzymatische Aktivitit fiir jede der
verwendeten Proteasom-Chargen nachgewiesen werden - wenn auch in
unterschiedlich hohem Maf3e. Die enzymatische Aktivitat hangt bekanntermaf3en von
den Versuchsbedingungen, wie etwa der Temperatur ab, weshalb hier die liblichen

Standards (z.B. 37 °C) eingehalten wurden.

Bei den untersuchten Substraten handelte es sich um kurze Aminosauresequenzen,
bestehend aus 4-5 einzelnen Aminosauren. Im Vergleich zu den im Fluoreszenz-Test

eingesetzten Substraten bestehen die in den in-vitro-Verdau Versuchen untersuchten
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Proteine Insulin, HSA und SP-A aus langeren Aminosaureketten. Der Fluoreszenz-
Assay bestatigt zwar, dass das 20S Proteasom in der Lage ist, einen enzymatischen
Schnitt hinter bestimmten Aminosdauren zu setzen, allerdings konnten
moglicherweise die spezifischen Aminosaureabfolgen der untersuchten Proteine vor
und hinter der enzymatischen Schnittstelle Einfluss auf den Verdau an eben dieser
Stelle haben. Dies bedeutet, dass in der vorliegenden Arbeit zwar die enzymatische
Aktivitat des 20S Proteasoms bestimmt wurde, diese aber fiir einzelne, spezifische

Proteine durchaus unterschiedlich ausfallen kann.

4.1.4 20S Proteasom aus humanen Erythrozyten

Zur Durchfiihrung der in-vitro-Verdau Versuche wurde enzymatisch aktives
20S Proteasom aus humanen Erythrozyten verwendet. Die Isolierung von
20S Proteasom aus Erythrozyten ist gut etabliert und fiihrt zu einer suffizienten
Menge an 20S Proteasom (133). Im Gegensatz dazu ist die Gewinnung und
Aufreinigung des 20S Proteasoms aus BAL bisher nicht ausreichend etabliert,
obgleich es hier nachgewiesen werden konnte. Dariiber hinaus konnte das
20S Proteasom extrazellular in weiteren Korperfliissigkeiten, wie beispielsweise
Liquor oder Sperma, nachgewiesen werden (69,70). Ob sich die enzymatischen
Eigenschaften und Substratspezifitit des 20S Proteasom in den unterschiedlichen
Korperflissigkeiten unterscheiden, wurde bisher nicht untersucht. Somit lassen sich
auch nur eingeschrankte Aussagen dariiber treffen, ob das in dieser Arbeit
untersuchte Verdauverhalten des h-Ery 20S Proteasoms in Bezug auf die bei ARDS-
Patienten und lungengesunden Probanden identifizierten Proteine zu dem

Verdauverhalten des 20S Proteasoms im Alveolarraum analog ist.

4.2 Analyse des Verdauverhalten des 20S Proteasoms

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Verdau-Verhalten des
20S Proteasoms anhand des in-vitro-Verdaus der identifizierten Proteine HSA und SP-
A untersucht. Hierdurch sollten weitere Einblicke in das Verdauverhalten des
20S Proteasom gewonnen und ggf. auch Unterschiede im Verdau von Proteinen mit
moglicher pathophysiologischer Bedeutung fiir das ARDS spezifiziert werden. Dabei
wurde insbesondere evaluiert, welche Proteine geeignete Substrate fiir das

20S Proteasom sind, hinter welchen Aminosduren das 20S Proteasom Proteine



4 Diskussion 99

verdaut, welche Rolle die Verdaubedingungen (verwendete Puffer, pH-Wert,
Temperatur, Oxidationsstatus) fiir den Verdau spielen, welche Abbauprodukte

entstehen und wie die kinetischen Ablaufe des Verdaus sind.

4.2.1 Substratspezifika des 20S Proteasom Proteinverdaus

Die Primar-, Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur von Proteinen bedingt deren
Funktion. Defekte und fehlgefaltete Proteine gelten als Substrate fir das
Proteasomsystem. Im Rahmen dieser Arbeit wurde u.a. untersucht, welchen Einfluss
die Sekundadr- und Tertidrstruktur von fir lungengesunde Probanden bzw. ARDS-

Patienten spezifische Proteine flir deren Verdau durch das 20S Proteasom hat.

Vorhergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass
Insulin als Modellprotein nur nach vorheriger Spaltung der Disulfidbriicken und der
damit einhergehenden Auftrennung des Proteins in seine A- und B-Kette durch das
20S Proteasom verdaut werden kann. Das native Protein wurde hingegen unter sonst
gleichen Versuchsbedingungen durch das 20S Proteasom nicht verdaut (bisher
unveroffentlichte Daten). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch SP-A
erst nach Auflésung der hoheren Proteinstrukturen, in diesem Fall nach Reduktion
von Disulfidbriicken und Stabilisierung der aufgelosten Disulfidbriicken mittels
Oxidation durch das 20S Proteasom, verdaut werden konnte. Im in-vitro-Verdau
Versuch des HSA wurde ebenfalls versucht, die Proteinstruktur durch Reduktion und
Oxidation zu modifizieren, dass es zu einem Substrat fiir das 20S Proteasom wird.

Dieses gelang jedoch nur bedingt, da der Hauptanteil des HSA unverdaut blieb.

Die Beobachtung, dass die Tertiar- und Sekundarstrukturen eines Proteins eine
entscheidende Rolle fiir einen potentiellen Verdau durch das 20S Proteasom
darstellen, wird durch einige vorhergehende Studien unterstiitzt. Hierbei ist die
Degradation eines Proteins durch das 20SProteasom sowohl von der
Aminosduresequenz als auch von Modifikationen einzelner Aminsodauren abhangig.
So ist bspw. der Oxidationsstatus von Calmodulin entscheidend fiir seine Degradation
durch das 20S Proteasom. Oxidiertes — aber kaum natives - Calmodulin wird durch
20S Proteasom verdaut (86,134). Die Oxidation von Methioninresten des Calmodulins
kann dabei zur Konformationsanderung des Proteins mit begrenzten
unstrukturierten Regionen des Proteins fiithren, die wiederum Erkennungssequenzen

fir den Abbau durch das 20S Proteasom darstellen (135,136). Sogar die Oxidation
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einzelner Methionin-Reste (z.B. von Met-145) kann zu Anderungen der
Tertidarstruktur und zu einem Abbau durch das 20S Proteasom fiihren (137). Diese
Arbeiten liefern einen Einblick in die molekularen Ablaufe des Proteinabbaus durch
das 20S Proteasom, obwohl schon seit langerer Zeit bekannt ist, dass oxidativ
veranderte Proteine durch das 20S Proteasom abgebaut werden kénnen (92,94,95).
Oxidation, wie auch andere posttranslationale Proteinmodifikationen, fiihren zu
kurzen ungeordneten Proteinstrukturen, sogenanten degron-Sequenzen. Diese
Sequenzen werden durch das 20S Proteasom erkannt und als erstes abgebaut
(135,138). Degron-Sequenzen konnen durch Adapterproteine, wie Hsp 90, erkannt
werden. So kann oxidiertes Calmodulin nur in der Gegenwart von Hsp 90 vom
20S Proteasom abgebaut werden (86). Wahrscheinlich ist eine Proteindegradation

durch das 20S Proteasom aber auch ohne solche Adapterproteine méglich (139).

Eine Erklarung fiir das unterschiedliche Ausmaf} des Verdaus der im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Proteine durch das 20SProteasom koénnen somit ihre
unterschiedlichen Sekundar- und Tertiarstrukturen liefern: Insulin ist in seinem
Aufbau ein vergleichsweise kurzes und einfach strukturiertes Protein. Aufgrund des
einfachen Aufbaus und der Moglichkeit, die Disulfidbriicken mittels Reduktion

aufzuspalten, konnte Insulin vollstdandig durch das 20S Proteasom verdaut werden.

Ein Verdau von SP-A1 durch das 20S Proteasom liefd sich nur carboxyterminal von
Arginin-94 nachweisen, obwohl sich anhand der Primarstruktur weitere
aminoterminal gelegene potentielle Schnittstellen identifizieren liefden. Dies ist
moglicherweise durch die Sekundar- und Tertiarstruktur des SP-A1l bedingt: Die
Aminosauren 28 - 100 bilden die Kollagen-dhnliche Region, die Aminosauren 101 -
133 die sogenannte ,neck“-Region und die Aminosdauren 133 - 248 die sogenannte
CRD-Region. Die nachgewiesenen Schnittstellen des 20S Proteasoms projizieren sich
also auf das Ende der Kollagen-ahnlichen Region, die ,neck“- und die CRD-Region. Die
Besonderheit der Kollagen-ahnlichen Region liegt in dem komplexen Aufbau der
Sekundar-, Tertidar- und Quartarstrukturen. Die Primarstruktur des Kollagens
zeichnet sich durch repetitive Sequenzen von Glycin-X-Y aus (140). Somit ist jede
dritte Aminosaure ein Glycin. An Position X ist haufig Prolin zu finden und an Position
Y ist hauptsachlich Hydroxyprolin lokalisiert. Zum einen stellt keine dieser drei
Aminosaduren eine potentielle Schnittstelle fiir die bekannten Proteasom-Aktivititen

dar. Zum anderen ist eine solche Besetzung der einzelnen Positionen entscheidend
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fur die Ausbildung der Sekundér- und Tertidrstrukturen. Bei der Sekundarstruktur
handelt es um eine Helix, welche sich fiir die Tertidrstruktur zu einer Tripelhelix
zusammenschliefdt (141,142). Da Glycin die kleinste Aminosdure darstellt, passt sie
sich gut den Windungen der einzelnen Helices ein. Prolin fungiert an Position X
aufgrund seiner starren Ringstruktur hier als ,Ecke” in der Polypeptidkette und
unterstitzt die Ausbildung von engen Windungen innerhalb der Tripelhelix. Das
Hydroxyprolin stabilisiert die Tripelhelix Uber Wasserstoffbriicken zwischen
benachbarten Polypeptidketten. Durch die Verwendung von Glycin, Prolin und
Hydroxyprolin wird die Rotation der Polypeptidkette begrenzt und somit stabilisiert.
Hierdurch wird eine extreme Festigkeit gegeben, welche von auféen schwer zu
durchbrechen ist. Somit ist nachvollziehbar, dass die eingesetzten Reduktions- und
Oxidationsmafinahmen in der Kollagen-dhnlichen Region des SP-A eventuell
unzureichend waren, um die Polypeptidkette geniigend aufzubrechen und eventuell
sogar die oben beschriebenen degron-Sequenzen zu generieren, welche einen Verdau
durch das 20S Proteasom hatten einleiten konnen. Insbesondere bleibt es hier
fraglich, ob ein solches Protein unter physiologischen Bedingungen dem Verdau
durch das 20S Proteasom iiberhaupt zuganglich ist. Zur Beantwortung dieser Frage
waren weitere Untersuchungen notwendig. Durch die Generierung von
rekombiniantem SP-A, bei dem einzelne Aminosauren durch andere so ausgetauscht
werden, dass hierdurch die Struktur des SP-A gezielt verandert wird, und einem
anschlieffenden proteasomalen Verdau konnte die Frage geklart werden, welche

Rolle die Struktur von SP-A fiir den proteasomalen Verdau spielt.

HSA besteht posttranslational aus einer einzelnen Polypeptidkette mit 609
Aminosauren. Es liegen 17 Disulfidbriicken und ein freier Cysteinrest im gesamten
Molekiil vor (143). Die Sekundéarstruktur des HSA wird durch 35 a-Helices, elf -
Faltblatter und vier Schleifen bestimmt. Die vorherrschende Sekundarstruktur mit
einem Anteil von Uber 67% ist dabei die o-Helix (144). Bedingt durch diese
Strukturen ist Albumin nach aufden hin ein stabiles, komplexes Molekiil. Im Inneren
des HSA stehen freie hydrophobe Taschen zur Bindung verschiedenster Molekiile zur
Verfiigung. Hierdurch hat HSA eine gute Bindungskapazitit fiir zum Beispiel H20,
Ca2*, Na*, K*, Fettsdauren, Hormone, Bilirubin und Medikamente. Die komplexe
Struktur lasst jedoch vermuten, dass HSA moglicherweise einem proteolytischen

Abbau nur schwer zuganglich ist. Die durchgefiihrten in-vitro-Verdau Versuche mit
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20S Proteasom konnten trotz nachgewieser Reduktion der Disulfidbriicken und
einem hohen Oxidierungsgrad des Molekiils nur eine geringe Anzahl an
Verdauprodukten hervorbringen. Gleicht man die nachgewiesenen Verdauprodukte
mit der Aminosduresequenz und den Sekundarstrukturen ab, fallt auf, dass fiinf der
sechs Verdauprodukte entweder aus Bereichen des HSA stammen, in denen ein
Wechsel von Sekundirstrukturen stattfindet oder keine Sekundarstrukturen

ausgebildet sind (Abb. 43).

240 Val-Ala-Arg-Leu-Ser-Gln-Arg-/Phe-ProtLysAlatGlu-Phe- /Ala-Glu-Val-Ser-Lys-Leu-Val-Thr-Asp-Leu-Thr-Lys-Val-His-Thr-Glu-Cys-
4+ P
270 Cys-His-Gly-Asp-Leu-Leu-Glu-Cys-Ala-Asp-Asp-Arg-Ala-Asp-Leu-Ala-Lys-Tyr-Tle-Cys-Glu-Asn-GIn-Asp-Ser-/Ile-Ser-Ser-Lys-Leu-Lys-

300 Lys-Glu-/Cys-Cys-Glu-Lys-Pro-Leu-Leu-Glu-Lys-Ser-His-Cys-Ile-Ala-Glu-Val-Glu-Asn-Asp-Glu-Met-Pro-Ala-Asp-Leu-Pro-Ser-Leu-

330 Ala-Ala-Asp-Phe-Val-GIESerlysiAsp-Val-Cys-Lys-Asn-Tyr-Ala-Glu-Ala-Lys-Asp-Val-Phe-Leu-Gly-Met-Phe-Leu-Tyr-Glu-Tyr-Ala-

360 Arg—Arg—His—_Ser—Va]—Val-Leu—Leu— Leu—Arg—Leu—A]a—Lys-Thr-Tyr—Glu—Thr-Thr-Leu-Glu—Lys-Cys—Cys—Ala—_

390 Pro-His-Glu-Cys-Tyr-Ala-Lys-Val- /Ehe-Asp-Glu-Phe-Lys-Pro-Leu—Val-Glu-i Glu-Pro-Gln-Asn-Leu-Ile-Lys-Gln-Asn-Cys-Glu-Leu-Phe-
< >

420  Glu-/Gln-Leu-Gly-Glu-Tyr-Lys-Phe-/Gln-Asn-Ala-/ Leu-Leu-Val-Arg-Tyr-Thr-Lys-Lystalf_Serf"['hr-Pro-Thr-Leu-Val-Glu-

450 Val—g‘;r-Arg-Asn—Leu—Gly—Lys-Val—Gly—Ser—Lys-C;'s'—_Pr0—Glu-A]a—Lys—Arg-Met-Pro—Cys-Ala—Glu—Asp—Tyr—[gu-Ser—Val-
480 Val-Leu-Asn-Gln-Leu-Cys-Val-Leu-His- _Pro—Val—Ser—Asp—Arg-Val—Thr—Lys-Cys—Cys—Thr-G]u—Ser—Leu -Val-Asn-Arg-Arg-
510 Pro-Cys-Phe-Ser-Ala-Leu-Glu-Val-Asp- _Val -Pro-Lys-Glu-Phe-Asn-Ala-Glu-Thr-Phe- /' Thr-Phe-His- Ala-Asp-lle-Cys-Thr-
540 Leu-Ser-Glu-Lys-Glu-Arg-Gln-Ile-Lys-Lys-Gln-Thr-Ala-Leu-Val-Glu- Leu—Val—Lys—His—Lys—_I'h r-Lys-Glu-Gln-Leu-Lys-

Abb. 43: Relation zwischen den Sekundirstrukturen im HSA-Molekiil und den nachgewiesenen
Schnittstellen im in-vitro-Verdau Versuch. Regionen, in den a-Helices bestehen, sind blau hinterlegt,
Regionen in denen p-Faltblatter ausgebildet sind, sind rot hinterlegt und Regionen, in welchen
Schleifen liegen, sind gelb markiert.

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Versuche zeigen, dass eine
vorhergehende Spaltung und Auftrennung von Disulfidbriicken, sowie zumindest eine
partielle Degradation von Proteinstrukturen die Voraussetzungen fiir einen
erfolgreichen Verdau durch das 20S Proteasom sind. Ferner legt die genaue Analyse
der Schnittstellen und deren Korrelation mit der Proteinstruktur nahe, dass die
sekundare Proteinstruktur auch einen Einfluss auf die Lokalisation der Schnittstellen

hat bzw. ein Verdau durch das 20S Proteasom nur in bestimmten Bereichen moglich

ist.

Ein weiterer Erklarungsansatz fiir die unterschiedliche Degradation der untersuchten
Proteine durch das 20S Proteasom sind Unterschiede in der Primarstruktur von
Proteinen in der Umgebung von potentiellen Schnittstellen. Zwar dient die
Schnittstelle dem Proteasom als Erkennungssequenz, jedoch kann die Umgebung der
Schnittstelle einen hemmenden oder stimulierenden Einfluss auf 20S Proteasomen

haben, das Protein an dieser Schnittstelle zu verdauen (145-148). Moglicherweise
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wird die Degradation durch die Zugabe von ATP, Ubiquitin oder eines
Adapterproteins, wie etwa eines Hsp beglinstigt. Insofern bleibt hier die Frage offen,
ob die untersuchten Proteine in-vivo durch ATP, Ubiquitin oder Adapterproteine im
Umgebungsmilieu ebenfalls unterschiedlich oder ggf. deutlich besser degradiert

werden.

4.2.2 Analyse der Enzymaktivitaten des 20S Proteasoms

Zum Nachweis der Enzymaktivititen des 20S Proteasoms eigenen sich Peptide,
welche an den Aminosauren, hinter denen die jeweiligen enzymatischen Aktivitaten
schneiden, an einen Fluoreszenz-Farbstoff gebunden sind. Solche Fluoreszenz-

Farbstoffe wurden in dem Fluoreszenz-Enzym-Assay dieser Arbeit verwendet.

Des Weiteren konnte in den in-vitro-Verdau Versuchen sowohl fiir Insulin, als auch
fir HSA und SP-A gezeigt werden, dass diese drei Aktivitaten fiir mindestens je eine
Schnittstelle in den jeweiligen Versuchen verantwortlich waren. Somit konnte
bestatigt werden, dass alle drei bekannten Enzymaktivititen nicht nur in einem
theoretischen Modell des Fluoreszenz-Enzym-Assays Aktivitit aufweisen, sondern
am Abbau komplexer Proteine zu Peptiden beteiligt sind. Dies erfolgte jeweils ohne
die Zugabe von ATP, Ubiquitin oder eines Adapterproteins, wie etwa eines Hsp. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Proteindegradation durch das 20S Proteasom tber einen
Ubiquitin- und Adapterprotein-unabhiangigen Mechanismus ohne zusatzliche
Energiezufuhr, z.B. durch ATP, zumindest in-vitro moglich ist. Verschiedene Studien
konnten bereits belegen, dass das 20S Proteasom in der Lage ist, Ubiquitin-
unabhangig Proteine abzubauen (89,149-151). Baugh et al konnten nachwiesen,
dass circa 20% aller intrazellularen Proteine Ubiquitin-unabhdngig durch das
20S Proteasom verdaut werden. Im Gegensatz zum UPS arbeitet dieses System frei
von Substrat-modifizierenden Proteinen und ohne ATP als Energiequelle. Vielmehr
sind sogenannte ungeordnete, zerstorte Proteinregionen zur Substraterkennung
durch das 20S Proteasom erforderlich. Aus diesem Grund wurden solche Substrate,
welche auch unabhiangig von Ubiquitin und ATP als Substrat fiir das 20S Proteasom

erkannt wurden, auch als intrinsic proteasome substrates (IPSs) bezeichnet (149).

Interessanterweise traten bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten in-vitro-Verdau
Experimenten an Insulin, HSA und SP-A zusatzliche Schnittstellen auf, welche nicht

durch die Chymotrypsin-, Trypsin- oder Caspase-ahnliche Aktivitit erklart werden
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konnten. Da diese Schnittstellen keiner der typischen Enzymaktivitit zuzuordnen
waren, wurden sie als atypische Schnittstellen bezeichnet und einer sogenannten
atypischen Aktivitat zugeteilt. Solche atypischen Schnittstellen traten nach den
Aminosauren Alanin und Valin (jeweils fiir Insulin, SP-A und HSA), Cystein, Glycin,
Isoleucin, Threonin (jeweils fiir Insulin und SP-A), und Serin (jeweils fiir SP-A und
HSA), sowie Glutamin (fiir Insulin) und Asparagin und Histidin (fiir SP-A) auf.
Interessanterweise traten diese atypischen Verdau-Schnittstellen nicht vereinzelt auf,
sondern machten einen signifikanten Anteil der massenspektrometrisch detektierten
Schnittstellen aus. Fiir Insulin waren 16 von 30 Schnittstellen (53,3%), fiir HSA 3 von
12 Schnittstellen (25%) und fiir SP-A 27 von 67 Schnittstellen (40,3%) nicht durch
die Chymotrypsin-dhnliche, Trypsin-dhnliche oder Caspase-dhnliche Aktivitat

erklarbar.

Fir diese als atypisch bezeichneten Schnittstellen sind prinzipiell mehrere
Erklarungsansatze denkbar: Eine Moglichkeit ware zum Beispiel die Verunreinigung
der wahrend des Versuches verwendeten Losungen und Agenzien mit Proteasen.
Diese Erklarungsmoglichkeit kann aber nahezu ausgeschlossen werden: So konnten
beispielsweise in der Negativkontrolle, die im Rahmen des Insulinversuches
durchgefiihrt wurde, keine Verdauprodukte und somit auch keine atypische
Schnittstelle nachgewiesen werden. Ferner traten die atypischen Schnittstellen
ebenfalls nicht ohne vorherige Degradation der hoheren Proteinstrukturen auf. Des
Weiteren waren die Intensitaten der massenspektrometrischen Signale - und somit
die Anzahl der Verdauprodukte im SP-A in-vitro-Verdau durch das 20S Proteasom -
nach Gabe von Epoxomicin, welches als selektiver Inhibitor des 20S Proteasoms
angesehen wird, mit Ausnahme von fiinf Signalen, deutlich herabgesetzt. Diese fiinf
Verdauprodukte, die nicht oder nur wenig durch Epoxomicin beeinflusst wurden,
stammen unsystematisch verteilt aus der SP-A-Kette und nahezu jede der
Schnittstellen kann einer der typischen Aktivititen zugeordnet werden (Tabelle 29).
Interessanterweise war bei fiinf der neun proteolytischen Schnittstellen die Caspase-
ahnliche Aktivitat fiir die Proteolyse verantwortlich. Untersuchungen mit Epoxomicin
als Proteasom-Inhibitor konnten zeigen, dass die Caspase-dhnliche Aktivitit eben die
ist, die am schwachsten durch diesen Inhibitor gehemmt wird (97). Hingegen wurden
alle Schnittstellen bis auf eine, die der atypischen Aktivitiat zugeordnet wurden, durch

Epoxomicin deutlich inhibiert.
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Tabelle 29: Identifizierte Aminosduresequenzen im in-vitro-Verdau von Surfactant-Protein A
mit 20S Proteasom, welche nicht durch Epoxomicin inhibiert werden konnten.

Masse/Ladung Ladung Masse Aminosaure- Enzymatische
(m/z) (z) (m) sequenz Aktivitaten
484,74 2 968,48 241-248 Chymotrypsin/-
573,32 2 1145,64 94-104 Caspase/Caspase
589,62 3 1766,86 154-170 Caspase/Caspase
664,35 3 1991,05 165-181 */Chymotrypsin
783,67 3 2349,01 227-242 Caspase/Trypsin

Zusammengefasst legen diese Beobachtungen nahe, dass die atypischen
Schnittstellen nicht durch eine Kontamination mit anderen Proteasen verursacht
werden, sondern an die Auflosung der Proteinstrukturen gebunden sind, durch
Epoxomicin inhibiert werden und somit wahrscheinlich durch proteolytische

Aktivitaten des 20S Proteasom bedingt sind.

Weitere Aktivititen neben den klassischen wurden bereits seit den frithen 90er
Jahren diskutiert: Neben der Trypsin-dhnlichen, Chymotrypsin-dhnlichen und der
Caspase-dhnlichen Aktivitdit wurden hier noch zwei weitere Aktivititen vermutet.
Nach Inaktivierung der klassischen Enzymaktivititen durch den Serin-Protease-
Inhibitor 3,4-dichloroisocoumarin (DCI) spaltet das 20S Proteasom in-vitro noch
synthetische Modellpeptide (152). Der Abbau bestimmter Proteine scheint sogar
beschleunigt zu sein (153,154). Hierfir verantwortlich sind zwei weitere

Enzymaktivitdaten des 20S Proteasoms:

Eine wurde als branched chain amino acid preferring (BrAAP), also verzweigt-kettige
Aminosauren bevorzugende Aktivitat bezeichnet (152). Diese Aktivitat wird fir die
Spaltung von Leucin-Glycin- und Leucin-Alanin-Bindungen in Modellsubstraten im
Rahmen von in-vitro-Verdau Versuchen verantwortlich gemacht. Diese Aktivitdt ist -
wie Orlowski und Mitarbeiter hinweisen - dieselbe, die bereits zuvor beschrieben
wurde und am Verdau von Neurotensin, Proinsulin und f(-Casein durch das
Proteasom beteiligt ist (152-154). Insgesamt sind aber nur 10 der insgesamt 47
identifizierten atypischen Schnittstellen (21,3%) in Insulin, HSA und SP-A nach den
verzweigt-kettigen Aminosauren Valin und Isoleucin lokalisiert. Die verzweigt-kettige

Aminosdure Leucin dient als Erkennungsmerkmal fiir die Chymotrypsin-dhnliche
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Schnittstelle.  Moglicherweise wird diese verzweigt-kettige Aminosauren
bevorzugende Aktivitit teilweise von der Caspase-dhnlichen Aktivitit vermittelt -
wobei beide Aktivitaten kontrar zueinander durch ein und denselben Stoff moduliert
werden konnen (155). Neben der BrAAP Aktivitat wurde auch die small neutral amino
acid preferring (SNAAP) Aktivitat beschrieben, die fiir Schnittstellen hinter kleinen
neutralen Aminosduren (Alanin und Glycin) verantwortlich ist (152). Diese
Schnittstellen haben einen Anteil von 10 Schnittstellen von insgesamt 47
Schnittstellen (21,3%). Die zusatzlichen BrAAP- und SNAAP-Aktivitaten, neben den
drei klassischen enzymatischen Aktivitaten des 20S Proteasoms erkldren allerdings
auch nur etwa die Halfte aller identifizierten atypischen Aktivititen. Auffallend
hierbei ist, dass ein grofer Anteil der atypischen Schnittstellen hinter den
Aminosauren Threonin (insgesamt 11 Schnittstellen in Insulin und SP-A) und Cystein

(insgesamt 10 Schnittstellen in Insulin und SP-A) liegen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass neben den bisher
beschriebenen typischen Aktivititen des 20S Proteasom noch andere atypische
Aktivitaten existieren oder dass alternativ atypische Schnittstellen durch den nicht-
selektiven Verdau durch die typischen Aktivititen entstehen. Interessant waren
weitere Untersuchungen, bei denen das Verdaumuster des Z20S Proteasoms in
Abhangigkeit der eingesetzten Proteasomkonzentration untersucht wird. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde die Enzymkonzentration des 20S Proteasoms bei den
in-vitro Verdauversuchen nicht variiert. Welche Bedeutung diese atypischen
Aktivitaten in-vivo unter physiologischen Bedingungen und fiir die Pathogenese z.B.

des ARDS haben, miissen weitere Arbeiten klaren.

4.2.3 Einfluss von Adapterproteinen auf den Verdau durch das
20S Proteasom

Der Einfluss des Hitzeschockproteins 90 (Hsp 90) auf den 20S Proteasom abhangigen
Verdau von SP-A wurde in zwei Versuchsansatzen naher untersucht: Die Intensitiaten
der Verdauprodukte des SP-A’s waren - verglichen zu einem Versuchsansatz ohne
Hsp 90 - nach Vorbehandlung mit Hsp 90 nach 1 und 5 Stunden Verdau durch das
20S Proteasom deutlich hoher, wie in der massenspektrometrischen Analyse zu
erkennen. Nach 24 Stunden hingegen konnte keine Beeinflussung des Verdaus durch

Hsp 90 mehr festgestellt werden.
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Ein enges molekulares Zusammenspiel zwischen Hsp 90 und den Proteasomen ist seit
Mitte der 90er Jahre bekannt. In einer Untersuchung zur Bedeutung des Proteasoms
als Regulator fiir das Wachstum neuraler Fortsatze wurde Hsp 90 dabei als Inhibitor
des Proteasoms identifiziert (156). Das molekulare Zusammenspiel zwischen beiden
Proteinen ist allerdings mannigfaltig, komplex und teilweise gegensatzlich: Auf den
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Verdau von oxidiertem SP-A durch das
20S Proteasom hatte Hsp 90 einen deutlich aktivierenden Einfluss, so dass nach ein
und fiinf Stunden héhere Intensititen an SP-A Verdauprodukten nachgewiesen
werden konnten. Dieser aktivierende Einfluss von Hsp 90 war nach einer 24-
stiindigen Inkubationszeit hingegen nicht mehr nachweisbar - méglicherweise, da zu
diesem Zeitpunkt beriets ein Grofdteil der Substrate durch das 20S Proteasom verdaut
waren. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit zuvor publizierten Ergebnissen liber
den Abbau von Calmodulin: An das 20S Proteasom assoziierte Hsp 90 spielt eine
entscheidende Rolle im Abbau von oxidiertem Calmodulin (86). Eine signifikante
Degradation von oxidiertem Calmodulin ist nur durch an das 20S Proteasom
assoziierte Hsp 90 moglich und wird durch Hsp 90 Antagonisten verhindert,
wohingegen Hsp 90 nicht den Abbau von korrekt gefalteten Peptiden fordert. Das
20S Proteasom scheint - zumindest teilweise — unter zellularen Bedingungen eng mit
Hsp 90 assoziiert zu sein (83,85,157,158). Neben einer direkten Erkennung durch an
das 20S Proteasom assoziierte Hsp 90, ist Hsp 90 auch an der Erkennung von
fehlgefalteten nicht-zytosolisch lokalisierten Proteinen beteiligt. So bewirkt Hsp 90
eine Dislokation von mutierten Insulinrezeptoren aus dem endoplasmatischen
Retikulum in das Zytosol (159). Einige Studien zeigten allerdings auch einen
hemmenden Einfluss von Hsp 90 auf den Proteinabbau durch das Proteasom
(84,160). Moglicherweise induziert Hsp90 Konformititsinderungen des
20S Proteasoms, die bestimmte seiner Enzymaktivititen betreffen und zu einer
Hemmung des Enzyms fithren (84). Untersucht wurden hier allerdings auch der
Abbau von nicht fehlgefalteten oder speziell oxidierten Proteinen (160).
Moglicherweise spielt das Hsp 90 eine wichtige Rolle in der Erkennung von
fehlgefalteten oder oxidierten Proteinen bzw. degron-Sequenzen im Rahmen der
Ubiquitin-unabhangigen Proteindegradation und fiihrt diese dem 20S Proteasom zu.
Diese Degron-Sequenzen werden in der Folge dann als erste erkannt und abgebaut

(135,138,161).
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4.3 Die Bedeutung des 20S Proteasom in Bezug auf das
ARDS

4.3.1 Anstieg der alveoldren Proteinkonzentration im ARDS

Die vergleichende Quantifizierung der Proteinkonzentrationen in den BAL-Proben
der ARDS-Patienten und der lungengesunden Probanden ergab signifikante
Unterschiede: Diese zeigten sich nach Zentrifugation sowohl in den Zellpellets mit
einer 5-fach erhohten Proteinkonzentration bei ARDS-Patienten als auch in den
Uberstinden mit einer 16-fach héheren Proteinkonzentration. Dieses Ergebnis ist
eine Bestatigung fritherer Arbeiten: Das ARDS ist eine Lungenerkrankung, welche
bekanntermafien mit einer Storung der alveoldr-kapillaren Membran einhergeht
(162). Kommt es in Folge des ARDS zum Schaden der alveoldaren Barriere, kdnnen
Proteine ungehindert in die Bronchialfliissigkeit gelangen. Folge sind sowohl ein
alveoldres und interstitielles proteinreiches Odem als auch der Einstrom von
neutrophilen Granulozyten und Erythrozyten (111,163). Verschiedene Studien
zeigten generell eine deutlich erh6hte Proteinkonzentration (je nach Studie 12- bis zu

79-fach) in Bronchiallavagen von ARDS-Patienten (164,165).

Dariiber hinaus zeigte sich in wunseren Untersuchungen auch, dass die
Proteinkonzentrationen der einzelnen ARDS-Patienten deutlich variierten und somit
eine grofde interindividuelle Schwankungsbreite aufwiesen. Diese unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen sind moéglicherweise mit einer jeweils unterschiedlichen
Atiologie und Pathophysiologie des ARDS als auch mit dessen variabler Auspragung
und Schweregrad assoziiert. Die Variabilitit der Proteinkonzentrationen spiegelt

dabei die Variabilitat der Erkrankung wider.

Die Proben von ARDS-Patienten, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden,
wurden nicht zu vorher definierten Zeitpunkten im Krankheitsverlauf gewonnen.
Ferner wurden nicht serielle Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf des
ARDS entnommen. So lassen die Ergebnisse auch keine Riickschliisse auf die
intraindividuelle Schwankungsbreite im Krankheitsverlauf zu. Interessanterweise
konnte gezeigt werden, dass die Proteinkonzentration in der Alveolar-Flissigkeit bei
ARDS-Patienten allerdings im zeitlichen Verlauf auch in verschiedenen Phasen der

Erkrankung unterschiedlich stark erh6ht ist (166).
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4.3.2 Vergleichende Analyse der Proteinmuster bei
lungengesunden Probanden und ARDS-Patienten

Im folgenden Schritt wurde untersucht, ob sich neben der Proteinkonzentration auch
die Proteinzusammensetzung zwischen lungengesunen Probanden und ARDS-
Patienten unterscheidet. Eine Proteinauftrennung mit Hilfe einer 1D-
Gelelektrophorese zeigte deutliche Unterschiede im Proteinmuster zwischen beiden
Gruppen: Zwar zeigten sich in den Zellpellets lungengesunder Probanden deutlich
mehr Proteinbanden als in den jeweiligen Uberstinden, insgesamt war aber das
Proteinmuster in den einzelnen Proben sehr homogen, ohne dass sich fiir einzelne
Proben bzw. Patienten spezifische Banden nachweisen liefRen. Im Gegensatz dazu
konnten in den BAL-Proben von ARDS-Patienten deutlich mehr verschiedene
Proteinbanden nachgewiesen werden. Dabei waren nicht nur mehr Proteinbanden
nachweisbar, sondern auch im Vergleich zu den Proben lungengesunder Probanden
die Variabilitat der Proteinmuster zwischen den einzelnen Proben einerseits und

zwischen dem Uberstand und dem Zellpellet andererseits deutlich grofer.

Diese Beobachtung deckt sich mit unserem bisherigen Verstandnis der Pathogenese
des ARDS: Der Schaden an der alveoldren Schranke fiihrt zum einen - wie oben
dargestellt - zu einem ungehinderten Ubertritt von Proteinen in die
Bronchialfliissigkeit. Die Alveolarmembran ist nicht nur eine Schranke fiir Proteine
sondern auch ein groflenselektiver Filter fiir Molekiile. Bei einer Stérung der
Alveolarmembran treten daher nicht nur mehr Proteine in die Alveolen liber, sondern
der natiirliche Filtermechanismus wird auch empfindlich gestort: In BAL-Proben von
lungengesunden Probanden bewirkt der Filtermechanismus, dass nur Molekiile mit
geringen Molekiilmassen in die Alveolen tibertreten (164). In Untersuchungen konnte
demonstriert werden, dass die BAL von ARDS-Patienten im Vergleich zu
lungengesunden Probanden vor allem hochmolekulare Proteine von >200 kDa
aufweist (8). Basierend auf diesen Beobachtungen wurde ein Verlust der
Groflenselektivitat der Alveolarmembran vermutet. Im Rahmen dieser Dissertation
wurde daher spezifisch mit Hilfe der 1D-Gelelektrophorese untersucht, ob
hochmolekulare Proteine in den BAL von ARDS-Patienten nachweisbar waren: Dabei
konnten zahlreiche Proteinbanden im hochmolekularen Bereich in den
entsprechenden 1D-Gelen von ARDS-Patienten - nicht aber bei lungengesunden

Probanden - nachgewiesen werden.
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4.3.3 Identifikation fiir lungengesunde Probanden und fiir ARDS-
Patienten spezifischer Proteine und deren Verdau durch das
20S Proteasom

In einem weiteren Schritt sollten aus den 1D-Gelen von lungengesunden Probanden
und ARDS-Patienten spezifische Proteine identifiziert werden. Dazu wurden fiir eine
Untersuchungsgruppe spezifische Banden aus den Elektrophorese-Gelen
ausgeschnitten und mittels Massenspektroskopie naher analysiert. Auf diese Weise
konnte SP-A in den BAL-Proben lungengesunder Probanden und HSA, humanes
zytoplasmatisches Aktin, die y-Kette des humanen Fibrinogens und humanes
Haptoglobin in den BAL-Proben von ARDS-Patienten nachgewiesen werden. In einem
weiteren Schritt wurde der proteasomale Verdau der Proteine SP-A und HSA in in-
vitro-Verdau Versuchen naher untersucht, um hier etwaige Unterschiede zu
identifizieren und ggf. Riickschlisse auf die dem ARDS-Syndrom typischen
Pathomechanismen zu erhalten. Proteine mit einem Molekulargewicht grofder 75 kDa
konnten keinem in-vitro Gelverdau unterzogen werden - obwohl diese Proteine mit
eine Molekulargewicht tiber 200 kDa moglicherweise in der Pathophysiologie des
ARDS eine wichtige Rolle spielen (8). Ein in-vitro Verdau hohermolekularer Proteine
war, wie oben bereits diskutiert, nicht moglich. Die Ursachen fiir den fehlenden
Verdau von hohermolekularen Proteinen in unserem Versuchsaufbau bleibt letztlich
nicht abschliefdend geklart. Im Grundsatz sind die oben diskutierten Griinde mdoglich,
denkbar ware aber auch eine Inhibition des Verdaus héhermolekularer Proteine
durch einen bisher noch nicht identifizierten Inhibitor in den BAL von ARDS-
Patienten. Es konnten bereits verschiedene Inhibitoren von Trypsin, wie a-1-
Antitrypsin 1, oder das fibrillare amyloid Betaprotein nachgeweisen werden
(167,168). Nachfolgende Arbeiten konnten zum einen evaluieren, warum
hohermolekulare Proteine in unserem Versuchsaufbau nicht verdaut wurden und
zum anderen die hoheremolekularen Banden in der 1D-Gelelektrophorese von ARDS-
Patienten durch andere Verfahren ndaher charakterisieren. Im Folgenden werden die

Ergebnisse der Verdau-Versuche dieser beiden Proteine SP-A und HSA diskutiert.

4.3.3.1 Humanes Surfactant Protein-A

SP-A konnte als Protein aus den 1D-Gelen der lungengesunden Probanden
identifiziert werden. Ein Vergleich mit den 1D-Gelen der ARDS-Patienten zeigte bei

der gleichen molekularen Masse keine vergleichbare Bande, so dass hieraus der
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Riickschluss erfolgte, dass im ARDS wahrscheinlich die Menge an SP-A zumindest
deutlich reduziert ist. Dieser Befund ist im Einklang mit Hinweisen darauf, dass ein
reduzierter alveoldrer SP-A Spiegel eine wichtige Rolle in der Pathogenese des ARDS
spielt. In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die BAL von
ARDS-Patienten eine reduzierte SP-A-Konzentration aufweist und die Reduktion

dieser Konzentration mit dem Schweregrad der Erkrankung korreliert (169-172).

Es existieren mehrere Griinde, welche fiir Verdanderungen des alveoldren Surfactant-
Systems im Rahmen des ARDS verantwortlich sind (173): Die Gesamtkonzentrationen
an Phospholipiden, insbesondere an Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidyl-
glycerol (PG) und an SP, insbesondere SP-A sind vermindert (169,170). Ein Grund
hierftr ist die Ausbildung von hyalinen Membranen beim ARDS. Dabei polymerisieren
die Phospholipide des Surfactantsystems und werden teilweise in die gebildeten
Membranen eingebaut. Die Konzentration an loslichen Phospholipiden, welche die
Reduktion der Oberflachenspannung mit bewirken, sinkt (174). Dariiber hinaus
fiihren die fiir das ARDS charakteristischen inflammatorischen Mediatoren zu einer
Inaktivierung und Zerstérung der Komponenten des Surfactant-Systems. Hieran sind
insbesondere Phospholipasen, Proteasen, freie Fettsduren, aktivierte Granulozyten
und freie Radikale beteiligt (175-181). Ferner gelangen durch den Verlust der
Grofdenselektivitdt der alveoldaren Barriere Plasmaproteine in den Alveolarraum. Fiir
bestimmte Proteine, wie Albumin, Fibrinogen oder Fibrinmonomere konnten
inhibitorische Effekte auf die Funktionen des Surfactantsystems nachgewiesen
werden (182-186). Wie bereits oben beschrieben hat SP-A auch die Funktion, die
Inaktivierung des Surfactantsystems durch bestimmte Proteine zu mindern
(187,188). Dartiber hinaus bewirkt SP-A eine Hemmung der LPS-induzierten TNF-a-
und Il-1-Produktion in pulmonalen Makrophagen (189). Somit wurde SP-A auch eine
wesentliche Rolle in der Limitation einer exzessiven proinflammatorischen Zytokin-

Ausschiittung wahrend des ARDS zugeschrieben.

Hier stellt sich die Frage, ob das extrazellulire Proteasom ebenfalls in diesen
Pathomechanismus involviert ist. 2009 konnte erstmals extrazellular, biologisch
aktives 20S Proteasom in den Alveolen von ARDS-Patienten nachgewiesen werden
(72). Uber die pathogenetische Relation zwischen dem Proteasomsystem und SP-A
beim ARDS ist kaum etwas bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden,

dass das humane SP-A prinzipiell ein geeignetes Substrat fiir den Verdau durch das
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20S Proteasom darstellt. Hier zeigte sich insbesondere, dass ein in-vitro-Verdau nur
nach vorheriger Reduktion und Oxidation moglich ist. Interessanterweise ist das
ARDS eine Lungenerkrankung, welche mit einer vermehrten Oxidation der alveoldren
Proteine einhergeht. Dies bedeutet, dass durch das vermehrt oxidative Millieu im
ARDS die proteolytischen Eigenschaften des extrazellularen 20S Proteasoms direkt

beeinflusst bzw. veridndert werden.

Moglicherweise hat aber das Zusammenspiel beider Proteine auf einer anderen
Ebene eine weitere Bedeutung in der Pathogenese des ARDS: In Lungenepithelzellen
wurde nachgewiesen, dass eine Storung von proteasomalen Signalwegen zu einer
reduzierten Thyroidalen Transkriptionsfaktor-1 (TTF-1) Proteinproduktion und zu
einer geringeren Proteinexpression von SP fiihrt (190). Ob die Dysfunktion des
extrazellularen Proteasoms beim ARDS - zumindest teilweise - auch ursachlich fir

die niedrigen SP-A Konzentrationen ist, muss noch evaluiert werden.

4.3.3.2 Humanes Serum Albumin

Die Banden des HSA konnten in der 1D-Gelelektrophese sowohl bei lungengesunden
Probanden als auch in weitaus hoherer Quantitat bei ARDS-Patienten nachgewiesen
werden und das HSA massenspektrometrisch in diesen Banden auch identifiziert

werden.

Die - soweit in der 1D-Gelelektrophorese abschatzbar - deutlich héheren
Albuminkonzentrationen in den BAL von ARDS-Patienten erscheinen
erwartungsgemafs: Durch die funktionelle Schadigung der Blut-/Alveolenschranke
mit der alveolir-kapillaren Membran kommt es bekanntermafien zu einem Ubertritt
auch hochmolekularer Proteine — wie HSA - vom Blut in die Alveolen. Hier scheint die
alveolare Albuminkonzentration eine besondere Bedeutung, insbesondere zur
Abschatzung des alveolar-kapillaren Schadens und der damit verbundenen erhéhten
alveolar-kapillaren Permeabilitat, zu haben. Entsprechend viele Arbeiten haben sich
damit beschiftigt, zum einen das pulmonal kapillare Albuminleck zu detektieren und
quantifizieren und zum anderen mit dem Schweregrad der Erkrankung zu
korrelieren (191-198). Dabei scheint die alveoldre Albuminkonzentration sowohl mit
dem alveolar-kapillaren Schaden als auch mit dem Schweregrad des ARDS und dem

klinischen Ergebnis zu korrelieren (194,195,199,200).
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Inwieweit Albumin nicht nur ein diagnostischer Marker fiir das ARDS, sondern auch
selbst von pathogenetischer Bedeutung ist, ist hingegen noch nicht geklart: Das
Surfactantsystem der Lunge scheint sensibel auch auf geringe Konzentrationen von
HSA zu reagieren, und die strukturelle Surfactant-Lipid-Organisation durch Albumin
nachhaltig gestort zu sein (173,182,185,186,201-204). Demnach wiirde die erhohte
Albuminkonzentration zu einer nachhaltigen Stérung der strukturellen Organisation
des Lipid-Surfactantsystems und damit zu einer verstarkten pulmonalen Dysfunktion

fiihren.

Die erhohte Albuminkonzentration wird wahrscheinlich hauptsachlich durch die
Storung der alveoldr-kapilliren Membran und dem damit verbundenen
ungehinderten Einfluten von Albumin in die Alveolen verursacht. Méglicherweise
spielt hier aber auch die Dysfunktion des extrazellularen Proteasomsystems in den
Alveolen eine verstarkende Rolle - auch wenn hier ebenfalls Daten fehlen: Zwar
konnten verschiedene Formen des extrazelluliren Proteasoms auch in den BAL von
ARDS-Patienten nachgewiesen werden - und dies im Vergleich zu lungengesunden
Probanden in deutlich hoheren Konzentrationen, jedoch ist die biologische Aktivitat
dieser Proteasomen im Vergleich zu lungengesunden Probanden vermindert (72,99).
Ferner zeigten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten in-vitro-
Verdau Versuche, dass HSA im Vergleich zu anderen Proteinen durch das
20S Proteasom kaum proteolytisch verdaut wird - trotz verschiedenster Variationen
der Verdaubedingungen. Entsprechend konnten nach dem Verdau von HSA auch nur

vergleichsweise wenige Schnittstellen nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu fritheren Ergebnissen: Methyliertes und
radioaktiv-markiertes 1125-Albumin wird durch das in BAL Uberstinden von ARDS-
Patienten enthaltene Proteasom degradiert (72). Diese Degradation kann durch
Epoxomicin inhibiert werden und ist weder Ubiquitin- noch ATP-abhangig. Diese
Unterschiede in den Versuchsergebnissen kénnen mehrere Griinde haben: Im
Rahmen der Studie von Sixt und et al. wurden BAL-Uberstinde von ARDS-Patienten,
in dieser Arbeit hingegen aufgereinigtes 20S Proteasom aus humanen Erythrozyten
verwendet (72). Bei ARDS koénnen aber in den Alveolen neben dem Standard
20S Proteasom auch Immunoproteasomen nachgewiesen werden, so dass hier ein
Gemisch aus verschiedenen Proteasomformen vorliegt (99). Moglicherweise kann

HSA durch das Immunoproteasom oder durch intermediate-type Proteasom besser
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als durch das Standard 20S Proteasom verdaut werden. In der Tat weisen die
verschiedenen Proteasomen unterschiedliche Schnittmuster auf (205,206). Eine
weitere mogliche Erklarung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte in den
unterschiedlichen Versuchsbedingungen liegen: Das radioaktiv-markierte [125-
Albumin in der Studie von Sixt und Mitarbeitern wurde zuvor methyliert. Es wurde
somit moglicherweise eher als , defektes” Protein erkannt und in der Folge degradiert.
Dies wiirde auch die im Rahmen dieser Arbeit gemachte Beobachtung unterstreichen,
dass die Umgebungsbedingungen (wie pH-Wert, Oxidationsstatus, Adaptarmolekiile

etc.) die Proteindegradation durch das 20S Proteasom entscheidend beeinflussen.

Des Weiteren ist unbekannt, wie stark die proteolytische Funktion des
20S Proteasoms im ARDS durch die massive inflammatorische Reaktion und den
damit einhergehenden Veranderungen wie beispielsweise des pH-Wertes, der freien
Ionenkonzentration, der veranderten Konzentration an Botenstoffen ect. beeinflusst
wird. Auch hierdurch ist eine verstarkte Dysfunktion des Proteasomsystems
wahrscheinlich. Dass veranderte Versuchsbedingungen einen Einfluss auf den Verdau
von HSA durch das Proteasom haben, konnte im Rahmen dieser Arbeit durch
Variation des Verdau-Puffers, der Salzkonzentration und des Oxidationsstatus gezeigt
werden. Ob die Dysfunktion des extrazellularen Proteasoms und daraus resultierend
ein verminderter Abbau von HSA eine pathophysiologische Relevanz im ARDS hat,

muss in zukiinftigen Studien allerdings noch gezeigt werden.

4.3.3.3 Ubertragbarkeit des Modells des in-vitro-Verdaus durch das
20S Proteasom

Zu Uberlegen ist, ob und in wie weit die vorliegenden Ergebnisse aus dem in-vitro-
Verdau auf die in-vivo-Bedingungen ubertragbar sind. In der vorliegenden Arbeit
wurden die im Rahmen des in-vitro-Verdaus zu untersuchenden Proteine oxidativ
oder reduktiv vorbehandelt, bevor sie einem Verdau durch das 20S Proteasom
unterzogen wurden. Im Folgenden wird dargestellt, inwieweit die

Versuchsbedingungen das pathophysiologische Milieu in der Alveole widerspiegeln:

Wie in der Einleitung beschrieben, stellt die Veranderung des alveoldren Milieus
einen integralen Bestandteil der Pathophysiolgie des ARDS dar. Die vergleichende
Analyse von BAL-Proben von lungengesunden Probanden und ARDS-Patienten zeigte,

dass durch die erhohte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und damit
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verbundenem erhohten oxidaten Stress die Proteine in BAL-Proben oxidativ
beschadigt werden (207,208). Eine tiberschief3ende Produktion von Oxidantien und
eine Verminderung der antioxidativen Kapazitdten - u.a. aufgrund der Inflammation -
sind pathognomonisch fiir das ARDS und durch die Studienlage gut belegt (209).
Insofern spiegelt das oxidative Milieu in den Versuchsansitzen dieser Arbeit im
Grundsatz das oxidative Milieu der Alveole im ARDS wider. Allerdings stellt sich die
Frage, ob das in-vitro-Modell und die Alveole ,den gleichen oxidativen Status
besitzen“: Diese Frage 1af3t sich letztlich aber kaum beantworten, da die meisten das
ARDS untersuchenden Studien zwar ein oxidatives Milieu beschrieben und wichtige
Komponenten, wie NOx, reaktive Sauerstoffspezies, biologische Oxidantien wie H20>
oder ONOO:-, identifiziert aber nicht quantifiziert haben. Verschiedene Marker fiir eine
oxidative Proteinschiddigung wurden beschrieben, wie die Bestimmung von
Carbonylgruppen, oxidierte Thiol-Gruppen oder Tyrosindimere (210). Aber auch hier
ist eine Quantifizierung des oxidativen Stresses schwierig — insbesondere da diese
Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt wurden.
Somit kann die Frage der Ubertragbarkeit unseres Modells auf die
pathophysiologischen Bedingungen in der Alveole im ARDS nicht abschliefiend

geklart werden.

4.3.3.4 ARDS - eine Erkrankung des Proteasomssystems?

Die genaue Rolle des Proteasomsystems in der Pathogenese des ARDS wurde bisher
kaum erforscht. Es konnte extrazelluldr, biologisch aktives 20S Proteasom in den
Alveolen von ARDS-Patienten nachgewiesen werden - und zwar in deutlich héher
Konzentrationen als bei lungengesunden Probanden oder Patienten mit einer akuten
Lungenschadigung (72). Dariiber hinaus sind im Extrazellulirraum von ARDS-
Patienten auch andere Subtypen der Proteasomen bzw. Proteine der
Immunoproteasomen nachweisbar, die bei gesunden Probanden nicht detektiert
werden konnen (99): Die Immunoproteasom Untereinheiten 1i und Bsi (LMP2 und
LMP 7 Protein) konnten sowohl in den Uberstinden als auch den Zellpellets iiber
verschiedene Nachweismethoden in den BAL von ARDS-Patienten - nicht aber bei
lungengesunden Probanden - nachgewiesen werden (99). Ob diese im ARDS
detektierten Untereinheiten den Immunoproteasomen oder den Mischformen aus
Standard 20S Proteasom und Immunoproteasom (,intermediate-type“ Proteasom)

zugeordnet werden konnen, konnte nicht abschlief3end geklart werden. Neben den
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Immunoproteasom Untereinheiten 1i und si wurden allerdings auch in den gleichen

Proben die 31 und s des Standard 20S Proteasoms detektiert (99).

Im Prinzip ist das in BAL-Proben von ARDS-Patienten nachgewiesene 20S Proteasom
funktionell aktiv - wie Versuche mit spezifischen proteasomalen fluorogenen
Substraten, I!25-markiertem Albumin und Inhibitionsversuche mit Epoxomicin
gezeigt haben . Interessanterweise scheint trotz einer Erhéhung der extrazellularen
pulmonalen Proteasomkonzentration die proteasomale Aktivitit im Vergleich zu
Gesunden deutlich herabgesetzt zu sein (72,99). Ferner ist das Verhaltnis der
einzelnen Enzymaktivitidten des pulmonalen extrazelluldaren Proteaseoms zueinander
bei ARDS-Patienten im Vergleich zu lungengesunden Probanden verschoben (99).
Einen Erklarungsansatz fiir die Verschiebung der Enzymaktivititen bietet das
unterschiedliche Expressionsmuster der Proteasomuntereinheiten im ARDS mit der
vermehrten Expression von Immunoproteasomuntereinheiten. Verglichen mit dem
Standard 20S Proteasom zeigt sowohl das Immunoproteasom als auch das
sintermediate-type” Proteasom ein anderes Verhaltnis der einzelnen

Enzymaktivitdaten zueinander (99,211-215).

Nichtsdestotrotz sind die Ursachen der Aktivititsverminderung des alveoldren
Proteasoms im ARDS trotz der deutlichen Erhohung seiner Konzentration nicht
abschliefdend geklart: Interessanterweise konnte eine effiziente Proteasomaktivitit
durch stufenweise Aufreinigung oder durch Hitzedenaturierung (90°C, 10 min) der
Uberstiande aus den BAL-Proben von ARDS-Patienten wiederhergestellt werden (72).
Eine  unspezifische  Protein-Protein-Interaktion als  Ursache fir die
Aktivititsverminderung des alveolaren Proteasoms im ARDS erscheint
unwahrscheinlich, da die Zugabe von BSA die proteasomale Aktivitit in den Proben
lungengesunder Probanden nicht beeinflusst (72). Aus diesem Grund wurde eine
spezifische Inhibition der alveoldren Proteasoms im ARDS durch einen bisher noch
nicht identifizierten Inhibitor vermutet (72). Neben einem Inhibitor ware eine
Inaktivierung des Proteasoms durch das alveolire Milieu im ARDS (pH,

Oxidationsstatus, etc.) eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fiir dessen Dysfunktion.

Moglicherweise ist aber die Pathogenese der Aktivititsminderung der Proteasomen
im ARDS noch komplexer. Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand von zwei in der

Pathogenese des ARDS wichtigen Proteinen gezeigt werden, dass diese Proteine in in-
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vitro-Verdau Versuchen, unter den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Versuchsbedingungen, in unterschiedlicher Weise durch das Proteasom degradiert
werden: Wahrend SP-A insbesondere nach vorheriger oxidativer Modifikation durch
das proteosomale System abgebaut werden kann, ist HSA auch nach verschiedenster
Modifikationen in den hier durchgefiihrten Versuchen kaum dem 20S Proteasom-
vermittelten Abbau zuganglich. Dieses Ergebnis ist aus mehreren Griinden
interessant und kann nicht alleine durch eine verminderte Aktivitit des
20S Proteasoms durch einen unbestimmten, spezifischen Inhibitor in den BAL-
Proben von ARDS-Patienten erklart werden, weil eine unspezifische Inhibition des
20S Proteasoms den Abbau von SP-A und HSA gleichermafien beeintrachtigen wiirde.
Insofern miisste ein spezifischer Inhibitor in den Proben von ARDS-Patienten selektiv
den Abbau von HSA, aber nicht den Abbau von SP-A blockieren. HSA erscheint als
Inhibitor - z.B. im Rahmen einer Protein-Protein-Wechselwirkung -
unwahrscheinlich, weil keine Inhibition des alveoldren Proteasoms nach Zugabe von
BSA zu BAL-Proben lungengesunder Probanden beobachtet werden konnte (72). Eine
andere Erklarung fiir den unterschiedlichen Verdau von HSA und SP-A konnte die
unterschiedliche Struktur beider Proteine sein: Eine unterschiedliche Modifikation
und Konfiguration von HSA und SP-A im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuche erscheint aufgrund der gleichen denaturierenden und oxidativen (Vor-)
Behandlung zwar unwahrscheinlich. Allerdings zeigen beide Proteine deutliche
Unterschiede in ihren Primadr-, Sekundar- und Tertiarstrukturen, die durchaus auch
Auswirkungen auf die Degradation haben: Fiir die Degradation scheint dabei nicht
nur die einzelne Schnittstelle als vielmehr auch die Aminosdureabfolge der

Umgebung von Bedeutung zu sein (44,46,147,148).

Auch wenn die Ursache fiir den unterschiedlichen Verdau von SP-A und HSA durch
das 20S Proteasom hier nicht abschliefend geklart werden kann, sind
interessanterweise eine erniedrigte SP-A- und erhohte HSA- Konzentrationen im
ARDS pathognomonisch. Zwar ist eine Dysfunktion des proteasomalen Systems
sicherlich nicht die hauptsichliche Ursache fiir diese Anderungen in den alveoldren
Proteinkonzentrationen, jedoch ist die verdnderte Proteasomkonzentration und -
Funktion moéglicherweise aber sehr wohl eine wichtiger Baustein in der Pathogenese
des ARDS. Weitere Studien konnten im Folgenden hier einen moglichen

Zusammenhang im ARDS naher untersuchen.
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4.3.3.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeiten wurden das humane SP-A1 in den BAL-Proben
von lungengesunden Probanden, nicht aber in den BAL-Proben von ARDS-Patienten
und HSA in den BAL-Proben von ARDS-Patienten, nicht aber in den Proben
lungengesunder Probanden, identifiziert. Der Verdau dieser beiden Proteine und des
Modellproteins Insulin durch das 20S Proteasom wurde in der Folge naher
untersucht: Diese Proteine wurden in unterschiedlichem Ausmaf} durch das
20S Proteasom unter den angewandten Versuchsbedingungen abgebaut: Insulin und
SP-A1 konnten effektiv durch das Proteasom, HSA hingegen kaum degradiert werden.
In einem weiteren Schritt wurde exemplarisch die Degradation des Modellproteins
Insulin und im Folgenden von SP-A1 und HSA naher untersucht. Hierbei zeigte sich,
dass diese Proteine unterschiedlich stal rk durch das 20S Proteasom abgebaut
werden konnen: Insulin und SP-A1 konnten zu einem grofien Anteidurch das
Proteasom, HSA hingegen kaum degradiert werden. Fiir den Verdau spielten die
Versuchsbedingungen, insbesondere die lonenkonzentration, der Redoxzustand der
Proteine, die Aufspaltung hoherer Proteinstrukturen, wie beispielsweise auch die
Aufspaltung von Disulfidbriicken, eine entscheidende Rolle. Auch Hilfsproteine wie
Chaperone (Hsp 90) und das Substrat-Enzym-Verhaltnis hatten einen grof3en Einfluss
auf die Proteindegradation durch das 20S Proteasom. Ferner konnten neben den
beschriebenen klassischen drei Enzymaktivititen noch weitere atypische

nachgewiesen werden.

Diese Einblicke in die Funktionsweise des 20S Proteasoms und die Pathogenese des
ARDS werfen allerdings auch weitere Fragen auf, die zum einen die Funktionsweise
des Proteasoms, zum anderen die Pathogenese des ARDS und die Verkntipfung beider

Aspekte betreffen:

Trotz Fortschritten in den vergangenen Jahren bleibt die exakte Funktionsweise des
20S Proteasoms unklar: Weitere Studien konnten die Rolle der hier detektierten
atypischen Aktivitat und insbesondere die Frage evaluieren, ob sie sich unter anderen
Versuchsbedingungen ebenfalls nachweisen lasst und welche Rolle sie in-vivo spielt.
Ferner bleibt die Frage, warum die hier untersuchten Substrate trotz Optimierung
der Versuchsbedingungen (pH, lonenkonzentration, Redoxzustand) unterschiedlichd
urch das 20S Proteasom abgebaut werden. Eine mogliche Erklarung liegt hier in

Unterschieden in den Primaér-, Sekundar- und Tertidarstrukturen der jeweiligen
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Proteine. Moglicherweise spielen hier nicht nur die jeweiligen Erkennungssequenzen
in der Primarstruktur sondern auch deren Umgebung eine wichtige Rolle. Weitere
Studien konnten hier weitere Einblicke in die Funktionsweise des 20S Proteasom
geben: Diese potentiellen zukiinfigen Studien konnten untersuchen, ob systematische
Modifikationen der Primarstruktur in der Umgebung von gleichen Schnittstellen
einen Einfluss auf den proteosomalen Verdau haben. Ferner konnte man die
enzymatische Aktivitat des 20S Proteasoms in einem gegebenen Protein (z.B. HSA) an
einer definierten Schnittstelle und in der Folge in unterschiedlichen Fragmenten

dieses Proteins mit jener definierten Schnittstelle untersuchen.

Die Pathogenese des ARDS ist bis heute nicht abschliefiend verstanden:
Moglicherweise geben diese Ergebnisse einen Einblick in die Funktionsweise des
Proteasoms und in die Pathogenese: Wie bereits zuvor beschrieben, ist zwar die
Konzentration des extrazelluldren Proteasoms erhoht, aber seine Funktion gestort.
Moglicherweise werden alveolare Proteine unterschiedlich gut abgebaut, namlich SP-
Al gut und HSA kaum. Dies fithrt u.a. zu einer Erhohung der alveolaren HSA
Konzentration, die die strukturelle Surfactant-Lipid-Organisation nachhaltig stort
und somit zu einer verstarkten pulmonalen Dysfunktion fiihrt (173,182,185,186,201-
204). Andererseits wiirde eine Erniedrigung von SP-A1 durch die gute proteasomale
Degradation ebenfalls zu einer Inaktivierung des Surfactantsystems fiihren (187,188)
und durch die fehlende Limitation einer inflammatorischen Antwort - z.B. im Rahmen
einer SP-A-induzierten Hemmung der LPS-vermittelten TNF-a- und I1-1 Produktion -
zu einer exzessiven proinflammatorischen Zytokinausschiittung im Rahmen des
ARDS. Ob diese hypothetischen Mechanismen in vivo ablaufen, muss in weiteren
Studien geklart werden. Ferner konnte der von Sixt und Mitarbeitern postulierte
alveolare Inhibitor des Proteasoms bisher nicht identifiziert werden. Weitere Studien
konnten hier die genauen Mechanismen im ARDS untersuchen. Ein Erklarungsansatz
fiir die Dysfunktion des extrazellularen Proteasoms im ARDS ist dessen Inhibition
durch das alveolare Milieu. Dies kénnte in kommenden Studien untersucht werden.
Es bleibt auch unklar, ob die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachteten
Mechanismen des Proteinverdaus durch das 20S Proteasom auf das
Immunoproteasom, welches extrazellular im ARDS ebenfalls eine wichtige Rolle zu
spielen schein, libertragen werden kann. Einblicke in die molekularen und zellularen

Mechanismen einer Erkrankung erweitern im optimalen Fall aber nicht nur unseren
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Kenntnisstand, sondern bieten auch neue Therapieoptionen und verbessern somit die
Prognose der Erkrankung - wie jlingst u.a. die Zulassung von Proteasom-Inhibitoren
in der Krebstherapie zeigt. Eine Erh6hung der alveoldren SP-A Konzentration im
ARDS durch exogene Zufuhr wurde bereits in diversen Studien untersucht: Obwohl in
unterschiedlichen Kkleineren Studien und in pdadiatrischen Patientenkollektiven
vorteilhaft, zeigten grofiere Phase I1I-Studien keinen Vorteil der Gabe von Surfactant
im ARDS (216-218). Ein gezielter Abbau von HSA in den Alveolen erscheint schwierig
und wurde bisher weder untersucht noch wurde eine entsprechende Studie in den
Studienregistern clinicaltrials.gov bzw. clinicaltrialsregister.eu eingetragen (Stand:
15.Juli 2015). Eine weitere ,from bench to bedside” Option ware die Modifikation oder
exogene Zufuhr von alveolaren Proteasom im ARDS. Inzwischen sind die Proteasom-
Inhibitoren Bortezomib und Carfilzomib zur Behandlung des Multiplen Myeloms
zugelassen. Eine Inhibition des Proteasoms ist wahrscheinlich aber gerade im ARDS
nicht erwiinscht. Andererseits fiihrt eine Storung von proteasomalen Signalwegen zu
einer reduzierten TTF-1 Proteinproduktion und zu einer geringeren
Proteinexpression von SP (190). Eine weitere Moglichkeit ware die exogene Zufuhr
von Proteasom - in Analogie zur Gabe von alveoldren Surfactant. Die alveoldre Gabe
von Surfactant wurde aber weder klinisch noch experimentell erprobt. Neben den
Problemen der Herstellung und méglicherweise immunologischen Reaktionen wiirde
exogenes Surfactant durch einen moglichen Inhibitor oder das alveoldare Milieu im

ARDS ebenfalls inaktiviert.
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5 Zusammenfassung

Das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) ist eine Erkrankung mit einer signifikanten
Mortalitat. Jiingste Arbeiten konnten extrazelluldres 20S Proteasom im ARDS nachweisen und
zeigen, dass es wahrscheinlich an der Pathogenese des ARDS beteiligt ist. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte daher die Bedeutung des 20S Proteasoms fiir das ARDS untersucht werden. Dazu
wurde analysiert, ob spezifische Proteine des Alveolarraums durch das 20S Proteasom in in-
vitro-Verdau Versuchen degradiert werden. Hierfiir wurden die Proteinkonzentrationen
und -muster in Bronchoalveoldren Lavage (BAL)-Proben von lungengesunden Probanden
und ARDS-Patienten bestimmt und jeweils spezifische Proteine massenspektrometrisch
identifiziert. Diese Proteine wurden einem in-vitro-Verdau durch das 20S Proteasom
unterzogen, die Verdauprodukte massenspektrometrisch analysiert und so das Verdau-

verhalten des 20S Proteasoms als auch der Einfluss der Versuchsbedingungen untersucht.

Die Proteinkonzentrationen und -muster in BAL-Proben von lungengesunden Probanden und
ARDS-Patienten unterschieden sich signifikant. Es konnten u.a. das humane Surfactant-
Protein A1 (SP-A1) als ein fiir lungengesunde Probanden und das humane Serum Albumin
(HSA) als ein fiir ARDS-Patienten vermehrt auftretendes Protein nachgewiesen werden. SP-
A1 konnte im in-vitro-Verdau stark degradiert, HSA hingegen kaum durch das 20S Proteasom
verdaut werden. Insgesamt hing die Effektivitit des Verdaus aber auch von den
Verdaubedingungen (wie bspw. Inkubationszeit, Puffer, pH und Chaperone) und von der
Struktur der Substrate, insbesondere des Oxidationszustandes, ab. Weiter konnte gezeigt
werden, dass das 20S Proteasom neben den bekannten Aktivititen (Caspase-, Chymotrypsin

und Trypsin-dhnliche Aktivitdt) noch weitere atypische Enzymaktivitiaten aufweist.

Eine Erniedrigung der alveoldren SP-A1l- und eine Erhéhung der HSA-Konzentrationen sind
pathognomonisch fiir das ARDS. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass SP-A1 in-vitro effektiv, HSA hingegen kaum durch das 20S Proteasom degradiert wird.
Somit ist eine Dysfunktion des extrazelluldren proteasomalen Systems madglicherweise eine
wichtige pathophysiologische Komponente im ARDS. Diese Dysfunktion wird auch durch eine
Veranderung des alveoldaren Milieus begiinstigt, welches im ARDS im Vergleich zum
Lungengesunden stark verdndert ist. Ferner konnten neben den drei bekannten
enzymatischen Aktivititen des 20S Proteasoms weitere atypische Aktivititen charakterisiert
werden. Somit liefert die vorliegende Arbeit einen neuen, vertieften Einblick in die
Funktionsweise des 20S Proteasoms und in den Pathomechanismus des ARDS. Ob eine
gezielte Beeinflussung der Konzentration bestimmter alveoldrer Proteine einen neuen

Therapieansatz fiir das ARDS darstellt, miissen kiinftige Studien zeigen.
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