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Zusammenfassung

Fragestellung: Ein Ischamie-Reperfusions- (IR-) Schaden fuhrt bei chirurgischen
Lebereingriffen  haufig zu einer  Organdysfunktion. Eine ischamische
Prakonditionierung (IPC) durch kurzzeitige ischamische Episoden kann vor diesem
Schaden schutzen. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen dieses
Phanomens sind nur teilweise erforscht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in
einem globalen proteomanalytischen Ansatz Proteine zu detektieren und zu
identifizieren, die bei der hepatischen IPC in ihrer Expression verandert werden.
Methodik: Mannliche Wistar-Ratten wurden in 6 Behandlungsgruppen randomisiert
(je n=6). Die Enthahme von Lebergewebe erfolgte zu 2 Zeitpunkten. Es wurde eine
IPC durch 10-minltige 70%ige Leberischamie gefolgt von 10 Minuten Reperfusion
induziert mit Probenenentnahme nach 20 Minuten (IPC20). Zudem erfolgte eine
Entnahme nach 140 Minuten (IPC140). Andere Tiere wurden einer IPC unterzogen,
der sich 60 Minuten partielle Ischamie und 60 Minuten Reperfusion anschlossen
(IPC-IR). Eine Behandlungsruppe wurde 60 Minuten Ischamie gefolgt von 60
Minuten Reperfusion ohne vorherige IPC ausgesetzt (IR). Scheinoperierte Tiere
dienten als Kontrollen. Die Organentnahme efogte nach 20 bzw. 140 Minuten
(SHAM20 und SHAM140). Das Ausmal} der Organschadigung wurde anhand der
Plasma-Transaminasenlevel beurteilt. Zur Detektion und ldentifikation differentiell
exprimierter hepatischer Proteine wurde eine vergleichende Proteomanalyse in
Kombination aus 2-dimensionaler Gelelektrophorese und Massenspektrometrie
durchgefuhrt. Die Methodik zur Proteinauftrennung wurde probenspezifisch optimiert.
Bestehende Protokolle wurden modifiziert. Die Proteinexpressionsprofile der
verschiedenen Behandlungsgruppen wurden softwarebasiert ausgewertet und
verglichen. Differentiell exprimierte Proteinspots (p<0,03) wurden
massenspektrometrisch identifiziert. Im Speziellen wurde die zytosolische
Proteinfraktion im pH-Bereich 4-7 untersucht.

Ergebnisse: Die IPC fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Transaminasenlevel
nach IR. Ein Protokoll zur reproduzierbaren Auftrennung des Subproteoms wurde
etabliert. Es wurden 8 differentiell exprimierte Proteinspots detektiert, 2 beim
Vergleich von IPC-IR mit IPC140, 4 beim Vergleich von IPC140 mit IPC20, 1 beim
Vergleich von IPC20 mit SHAM20, 1 beim Vergleich von IPC140 mit IPC20 sowie
SHAM140 mit SHAM20. Von diesen liellen sich 4 eindeutig identifizieren (Protein
SEC 13 homolog, Programmed cell death 6 interacting Protein IPC140/IPC20, Heat
Shock Protein 60 SHAM140/SHAMZ20, Sarkosindehydrogenase IPC20/SHAMZ20). Bei
2 weiteren (Tubulin IPC-IR/IPC140 und Aktin IPC140/IPC20) lie® sich der genaue
Subtyp des Proteins nicht bestimmen. Die meisten Proteomveranderungen zeigten
sich im Verlauf der IPC (IPC20/IPC140). Das Spektrum umfasst Proteine mit
Chaperon-, Struktur-, Metabolismus- oder Transportfunktion.

Schlussfolgerung: (1) Eine probenspezifische Anpassung der
Proteinauftrennungsmethodik ist unerlasslich bei einem globalen explorativen
Ansatz. (2) Es wurden neue sowie im Rahmen der IPC bereits beschriebene
Proteine identifiziert, die sich in den Kontext der IPC einordnen lassen. (3) Der
operative Eingriff alleine flhrt bereits zu Proteomveranderungen. (4) Es bedarf
weiterer Studien, um die funktionelle Bedeutung der Regulation der Proteine und
deren klinische Nutzbarkeit zu ergrinden.



Abstract

Introduction: Ischemia-Reperfusion (IR) damage is a common cause of liver
dysfunction during hepatic surgery and transplantation. Ischemic preconditioning
(IPC) is known to ameliorate the damage caused by IR. However, the underlying
molecular mechanisms are yet to be fully disclosed. The aim of this study was to
detect proteins with altered expression in hepatic IPC by using a global proteomic
approach.

Methods: Male Wistar-rats were randomized into 6 groups (n=6). Liver tissue
samples were obtained at 2 different points. IPC was induced by 10 minutes of 70%
hepatic ischemia followed by 10 minutes of reperfusion. Samples were taken after 20
minutes (IPC20). Other samples were taken 140 minutes after IPC (IPC140).
Furthermore, IPC treated animals were subjected to 60 minutes of partial ischemia
and 60 minutes of reperfusion (IPC-IR) while another group underwent IR without
preceding IPC (IR). Controls were taken after 20 and 140 minutes (SHAM20 and
SHAM140). Liver damage was evaluated by plasma aminotransferase levels. A
combination of 2-dimensional gelelectrophoresis and mass spectrometry was used to
detect and identify differentially expressed proteins. The procedure of protein
separation was optimized. Established protocols were modified. Protein expression
profiles of the samples were obtained and compared by software. Differentially
expressed proteins (p<0,03) were identified using mass spectomety. Specifically, the
cytosolic protein fraction (pH 4-7) was examined in this study.

Results: IPC significantly reduced plasma aminotransferase levels after IR. A
reproducible, sample specific protocol for protein separation of the subproteome has
been established. 8 differentially expressed protein spots were detected. 2
comparing IPC-IR with IPC140, 4 in IPC140/IPC20, 1 in IPC20/SHAM20, 1 in
IPC140/IPC20 and in SHAM140/SHAM20. 4 proteins were definetly identified
(Protein SEC 13 homolog, programmed cell death 6 interacting protein
IPC140/IPC20, heat shock protein 60 SHAM140/SHAM20, sarcosine dehydrogenase
IPC20/SHAM20). In 2 spots the excact subtype could not be clearly determined
(tubulin IPC-IR/IPC140 and actin IPC140/IPC20). Most proteome alterations were
detected comparing IPC140 with IPC20. Differentially expressed proteins included
chaperones, proteins involved in cell structure, metabolism or intracellular transport.
Conclusion: (1) A sample specific adjustment of separation procederes is crucial in
a comparative proteomic analysis. (2) New proteins in the IPC context as well as
known mediators of IPC were detected. (3) Laparotomy alone for sample obtainment
causes proteome alterations. (4) Further studies are necessary in order to elucidate
the functional role of the described proteins in IPC.
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1 Einleitung

1.1 Ischamie- Reperfusion bei Lebereingriffen

Eine Ischamie mit Reperfusion (IR) verursacht durch Minderdurchblutung und
anschlieBendes Wiedereinsetzen der Durchblutung Schaden an einem Gewebe.
Dieser Schaden stellt eine bedeutende Ursache fur eine Organdysfunktion nach
operativen Eingriffen an der Leber dar (1,2).

Eingriffe, die mit IR einhergehen, umfassen hauptsachlich Leberteilresektionen (LR),
die meist aufgrund von malignen Prozessen durchgefuhrt werden oder
Lebertransplantationen (LTx). Es existiert ein groRer Mangel an Spenderorganen,
was dazu fuhrt, dass vermehrt auch Organe fur LTx rekrutiert werden, die aufgrund
von Steatose oder anderen Integritatsdefiziten nicht optimal geeignet sind. Diese

Organe sind weitaus anfalliger fur IR als gesunde (3).

Bei Leberischamie im Rahmen von LTx wird zwischen warmer und kalter Ischamie
unterschieden. Bei der ,warmen Ischamie® ist das Organ in situ belassen und die
Ischamie ereignet sich bei Korpertemperatur. "Kalte Ischamie" beschreibt die
Unterbrechung der Blutversorgung wahrend der Transplantation. Unter der "kalten
Ischamiezeit" versteht man die Zeit von der Organentnahme beim Spender bis zur
Implantation beim Empfanger. Wahrend dieser Zeit ist das Organ gekuhlt (4,5). Es ist
anzunehmen, dass bei den beiden Ischamieformen und der folgenden Reperfusion
unterschiedliche Mechanismen zum Leberschaden fuhren (4,6,7).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Lebergewebe mannlicher Wistar-Ratten untersucht,

die einer partiellen warmen Leberischamie unterzogen wurden.

1.2 Signalwege beim Ischamie-Reperfusionsschaden der Leber

Langere Ischamiezeiten und die konsekutive Reperfusion fuhren an der Leber zu
Schaden. Hierbei kommt es zur Aktivierung verschiedener proinflammatorischer
Signalwege. Aufgrund der Komplexitat der Mechanismen werden hier nur die
grundlegenden und etablierten Konzepte beschrieben.

Ein IR-Schaden entsteht sowohl durch die Ischamie als auch durch die Reperfusion,

das Wiedereinsetzen der Durchblutung.



In Abbildung 1 sind wesentliche Mechanismen zusammengefasst. Die Ischamie fuhrt
zu einem Mangel an Adenosintriphosphat (ATP) sowie zu einer Verschiebung des
Konzentrationsgradienten von Natrium, Calcium und Protonen (8). Das wiederum
fuhrt Uber aktivierte hydrolytische Enzyme zum Anschwellen der sinusoidalen
Endothelzellen und Kupfferzellen (ortsstandige Makrophagen der Leber) (8). Auch
die Hepatozyen schwellen infolge von IR oder anderen Formen von Stress an (9,10).
Kupfferzellen tragen zum IR-Schaden bei, indem sie sowohl Zytokine wie
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1) als auch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) freisetzen (11). Aus aktivierten Endothelzellen und
Hepatozyten werden ROS durch eine erhdhte Aktivitat der Xanthinoxidase (XOD)
freigesetzt (4,12). ROS aus inhibierten Mitochondrien der Zellen sind Hauptinitiatoren
von oxidativem Stress (13). Oxidativer Stress entsteht dadurch, dass den hohen
Konzentrationen an ROS ein vermindertes antioxidatives Schutzsystem wie
Glutathion oder Superoxiddismutase gegenubersteht (2,4,13).

Ein weiterer Mechanismus, der zum IR-Schaden beitragt, ist ein Ungleichgewicht
zwischen vasodilatatorischem Stickstoffmonoxid (NO) und dem
vasokonstriktorischen Peptidhormon Endothelin-1 (ET-1) (4). Auch die Konzentration
des vasodilatatorischen Kohlenmonoxid (CO) ist bedeutsam (14,15).

Das Ungleichgewicht von Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren sowie ein
Anschwellen der Endothel- und Kupfferzellen fuhren zu einer Verengung der
Kapillaren, was wiederum eine Stérung der Mikrozirkulation zur Folge hat (4,8).

Die Zirkulationsstérung tragt zu einer Akkumulation von neutrophilen Granulozyten
bei. Die von den Kupfferzellen sekretierten Zytokine TNF-a und IL-1 aktivieren cluster
of differentiation 4 (CD4)-positive T-Helferzellen, welche wiederum granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GMS-CSF), Interferon gamma (INF-y) und
TNF-B produzieren. Dies fuhrt zur weiteren Einwanderung von Neutrophilen
(4,8,12,16). Die freigesetzten Zytokine fihren zu einer Aktivierung von interzellularen
Zelladhasionsmolekulen (ICAM) und vaskularen Zelladhasionsmolekulen (VCAM),
die auf Granulozyten und Endothelzellen Ilokalisiert sind. Dadurch wird die
Akkumulierung und Anhaftung von Granulozyten verstarkt, welche durch Freisetzung
von ROS und Proteasen zu weiterem Parenchymschaden beitragen (8,12,16).
Oxidativer Stress wird durch Veranderungen im Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System, den Peroxisom-Proliferator-aktivierten-Rezeptor (PPAR) vy, Adiponektin
sowie Retinol-bindendes-Protein 4 (RBP 4), verstarkt (4,17).



Platelet activating factor (PAF) verstarkt die Freisetzung von ROS aus neutrophilen
Granulozyten. Auch das Arachidonsaurederivat Leukotrien B4 spielt eine Rolle bei
der leukozytaren Antwort (4,8,12,16).

IR fahrt ferner zu einer Storung der Proteinintegritat im Endoplasmatischen
Retikulum (ER), dem sogenannten "misfolding”. Die Proteine erhalten nicht ihre
Quartarstruktur. Dies fuhrt zur unfolded protein response (UPR) (4,18,19), was
letztlich Apoptose und Nekrose bewirkt. Aullerdem spielen toll-like Rezeptoren
(TLR), insbesondere TLR-4, eine wichtige Rolle bei der entzindlichen Reaktion, die
durch IR hervorgerufen wird (4,20,21).

Der IR-Schaden hat einen biphasischen Verlauf. Die initiale Ischamiephase fuhrt zu
einem lokal gestorten Metabolismus durch Sauerstoffmangel und ATP-Depletion,
was einen parenchymalen Zellschaden verursacht. Mit der konsekutiven Reperfusion
schliel3t sich eine zytotoxische Phase mit inflammatorischer Immunreaktion an, die

aus direkten und indirekten zytotoxischen Mechanismen besteht (12,21).
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Abbildung 1: Mechanismen des hepatischen IR-Schadens (8). Infolge von ATP-Mangel kommt es zu einem
Anschwellen der Kupffer- und Endothelzellen. Ein Ungleichgewicht an NO und ET fiihrt zu einer Vasokonstriktion.
Kupfferzellen und aktivierte CD4+ Zellen schiitten Zytokine und GMS-CSF aus. Neutrophile Granulozyten
akkumulieren infolge dessen und verursachen erhéhte Konzentrationen und Aktivitat von ROS und Proteasen. Es
kommt zu einer Schadigung des Lebergewebes. ATP= Adenosintriphosphat; KC= Kupfferzelle; EC=
Endothelzelle; GMS-CSF= granulocyte-macrophage colony stimulating factor; INF= Interferone; TNF=
Tumornekrosefaktor; ET= Endothelin; NO= Stickstoffmonoxid; PAF= Platelet activating factor; LTB4= Leukotrien
B4; ICAM= interzelluldres Zelladhasionsmolekil; VCAM= vaskulares Zelladhasionsmolekiil; IL-1= Interleukin 1;
ROS= reaktive Sauerstoffspezies

Aufgrund der klinischen Relevanz eines IR-Schadens bedarf es der Entwicklung von
Strategien zum Gewebeschutz. Zu diesen Strategien zahlt die Ischamische
Prakonditionierung (IPC). Seit mehr als 15 Jahren ist bekannt, dass man durch
praventive Malinahmen wie IPC und andere prakonditionierende Methoden die
Leber vor IR-Schaden schitzen kann (22-25).

1.3 Induktion von Gewebstoleranz  durch ischamische

Prakonditionierung

IPC ist ein Verfahren, bei dem Gewebe durch einen oder mehrere Zyklen kurzzeitiger

Ischamie mit Reperfusion auf einen spateren ischamischen Insult und



Reperfusionsschaden vorbereitet wird. Erstmals beschrieben wurde das Phanomen
1986 durch Murry et al. am Herzen. Murry und Mitarbeiter zeigten im Hundemodell,
dass der sequenzielle Verschluss eines Koronargefales (vier mal funf Minuten
Ischamiezeit gefolgt von jeweils funf Minuten Reperfusion) bei einer anschlieRenden
Ischamiezeit von 40 Minuten, die InfarkigroRe um 75% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe reduzieren konnte. Die Autoren pragten den Begriff
der "ischamischen Prakonditionierung", weil es gelungen war, an Herzgewebe durch
kurze subletale ischamische Stimuli eine Toleranz gegen einen folgenden, starkeren
Insult zu induzieren (26).

In weiteren Studien an anderen Spezies liel} sich der Effekt ebenfalls nachweisen
(27,28). Auch beim Menschen konnten in klinischen Studien schiutzende Effekte der
IPC am Herzen gezeigt werden (29,30).

Der protektive Effekt der IPC lasst sich auch durch diverse andere Methoden
erreichen. So erzielen volatile Anasthetika und andere Pharmaka wie beispielsweise
Opioide Ahnliches am Myokard (31,32). Auch durch die voriibergehende Okklusion
der Perfusion von Extremitaten, was als remote ischemic preconditioning (rlPC)

bezeichnet wird, wird ein protektiver Effekt am Herzen hervorgerufen (33,34).

Von IPC profitieren auch andere Gewebetypen als das Herz. So konnte zum Beispiel
in  verschiedenen Tier- oder Zellkulturmodellen gezeigt werden, dass
Skelettmuskulatur (35), Netzhaut (36), Nierenparenchym (37) oder Leber (22) durch
Prakonditionierung gegen IR-Schaden geschutzt werden kdnnen.

Am Herzen existieren zwei Phasen der IPC, das "early preconditioning” und eine
verzogerte, abgeschwachte Wirkung, die als "delayed preconditioning" bezeichnet
wird (38).

Die Dauer der prakonditionierenden Ischamie am Herzen scheint zudem eine
wichtige Rolle zu spielen. So hat eine Phase von drei bis funf Minuten Ischamie,
gefolgt von funf Minuten Reperfusion einen schutzenden Effekt (26), wahrend
klrzere Prakonditionierungsphasen das Infarktareal am Herzen nicht reduzieren
konnten (39).

Es wurden in Uber 30 Jahren Forschung seit der Erstbeschreibung des Konzeptes

der IPC durch Murry und Mitarbeiter viele molekulare Mechanismen beschrieben, die



bei diesem Phanomen eine Rolle spielen. Eisen et al. haben in einem
Ubersichtsartikel sowohl molekulare Mediatoren als auch Effektoren der
Prakonditionierung am Herzen zusammengefasst (40).

Es konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass die Adenosinkonzentration in
kardialen Myozyten bei kurzen Ischamieperioden ansteigt (39,41,42). Das vasoaktive
Oligopeptid Bradykinin sowie 8-Opioid Rezeptoren kdnnten ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der IPC spielen (39,43). Weitere als Ausloser oder Mediatoren der
kardialen IPC diskutierte Substanzen sind Prostaglandine, NO, Calcium und geringe
Mengen an ROS (44-48).

Adenosin scheint intrazellular vor allem ATP-abhangige Kalium (K*)-Kanale sowie
Proteinkinase C (PKC) zZu modulieren und dadurch zum
Prakonditionierungsmechanismus beizutragen (49,50).

Early preconditioning basiert Uberwiegend auf der Aktivierung und Regulierung von
bereits vorhandenen Proteinen auf posttranslationaler Ebene, wahrend beim delayed
preconditioning Proteine neu synthetisiert und in ihrer Expressionsstarke verandert
werden (51).

Beim Menschen konnte IPC am Herzen erfolgreich angewandt werden. Jenkins et al.
zeigten dies in einer randomisierten, kontrollierten, klinischen Studie mit 33
Patienten. Die Patienten wurden einer koronaren Bypass Operation bei Drei-Gefal3-
Koronarer-Herzkrankheit unterzogen. Im Plasma prakonditionierter Patienten waren
postoperativ die Troponin T-Level signifikant niedriger verglichen mit der
unbehandelten Kontrollgruppe (52).

Wie IPC scheint auch rIPC beim Menschen sowohl bei akuten ischamischen
Ereignissen (Infarkt, instabile Angina Pectoris) (53) als auch bei elektiven Eingriffen
einen positiven Effekt zu haben (33). Neuere Erkenntnisse stellen den Nutzen von

rIPC bei kardiochirurgischen Eingriffen allerdings in Frage (54,55).



1.4 Prakonditionierung von Lebergewebe

Wie oben erwahnt, lasst sich IPC auch bei anderen Organen als dem Herzen
anwenden. Im Hinblick auf die Fragestellung dieser Arbeit wird im Folgenden auf die
Prakonditionierung von Lebergewebe eingegangen.

Theodoraki et al. haben in einem Ubersichtsartikel Prakonditionierungsmethoden von
hepatischem Gewebe zusammengefasst (56).

Als Parameter fur einen hepatoprotektiven Effekt wurde bei den meisten Studien eine
Reduktion der Plasmaaktivitaten der Transaminasen Aspartataminotransferase
(AST) und Alaninaminotransferase (ALT) herangezogen. Diese werden beim
Untergang von Lebergewebe freigesetzt. In einigen Studien wurden
Laktatdehydrogenase- (LDH) Konzentrationen gemessen, Uberlebensvorteile
beobachtet oder Apoptose- und Nekroseraten begutachtet.

An der Leber ist es, ahnlich wie am Herzen, moglich, sowohl mechanisch (durch
Kompression der versorgenden Gefalle) als auch pharmakologisch zu
prakonditionieren (25,56). Daruber hinaus gibt es Untersuchungen zu rIPC, die bei
Ratten einen protektiven Effekt durch voribergehende Okklusion von Extremitaten
zeigte (57). Eine weitere untersuchte Methode ist die sogenannte hypertherme
Prakonditionierung. Dabei wurden Versuchstiere vor IR einer Umgebungstemperatur
von 42 °C ausgesetzt. Dies hatte bei der Ratte ebenfalls eine prakonditionierende
Wirkung gegen IR-Schaden der Leber (58).

1.4.1 Ischamische/mechanische Prakonditionierung an der Leber

Bei der hepatischen IPC, der mechanischen Prakonditionierung der Leber, wird die
Blutversorgung des Leberparenchyms durch Aufsatz einer GefalRklemme (clip) auf
die versorgenden GefalRe fur kurze Zeit unterbunden. Meist wird das ligamentum
hepatoduodenale fur 10-15 Minuten abgeklemmt, wobei der ductus choledochus
mdglichst ausgespart werden sollte, um den Abfluss der Gallenflissigkeit zu
gewahrleisten. Das Procedere leitet sich vom Pringle Mandver (59) ab. Dieses
Manover ist nach dem Chirurg James Hogarth Pringle benannt, der 1908 zeigte,
dass sich Leberblutungen mittels Unterbindung der Blutzufuhr durch Aufsatz eines
clips auf das ligamentum hepatoduodenale kontrollieren lassen. Bis dahin war man
der Meinung, dass eine Okklusion dieser Strukturen zum Tod fuhrt. Pringle

konstatierte, dass auf diese Weise die hepatische Blutzufuhr risikolos bis zu einer



Stunde unterbrochen werden konnte. Das Pringle Mandver findet heute regelmaliig
Anwendung in der Leberchirurgie.

Bei der IPC an der Leber wird im Sinne eines Pringle Mandvers der Blutfluss zur
Leber kurzfristig vermindert.

Daruber hinaus bedienten sich manche Studien der selective hepatic vascular
exclusion (60). Dies ist ein Verfahren, bei dem selektiv sowohl der arterielle und
portalvenose Blutfluss zur Leber hin als auch der vendse Abfluss von der Leber weg,
in die vena cava, unterbunden werden (61). Auch diese Methode kommt aus der
Leberchirurgie und dient dazu, grof3e Blutverluste zu vermeiden.

In den meisten experimentellen und klinischen Studien wurden 5-10 Minuten
Ischamie gefolgt von ebenfalls 5-10 Minuten Reperfusionszeit als |IPC-Protokoll
angewandt (62—68).

Im Ratten- und im Schweinemodell wurde auch ein intermittierendes
Prakonditionierungsverfahren verwendet, bei dem konsekutive, kurze Ischamie- und
Reperfusionsepisoden hintereinander appliziert werden. Dieses Verfahren wird als
intermittent inflow occlusion bezeichnet und mildert ebenfalls IR-Schaden ab (69—
71). Ob IPC oder intermittent inflow occlusion effektiver ist, wird kontrovers diskutiert.
Kadono et al. konnten im Schweinemodell eine Uberlegenheit von IPC, im Sinne
niedrigerer TNF-a- und ET-1-Produktion zeigen (70). Der kumulative Gallenfluss
nach Ischamie zeigte sich in einer anderen Studie nach Prakonditionierung durch
intermittent inflow occlusion im Schweinemodell bei langer anschlieender
Ischamiezeit (200 Minuten) im Vergleich zur Kontrollgruppe nahezu unbeeinflusst
(69). Schiesser et al. zeigten im Rattenmodell eine Uberlegenheit von intermittent
inflow occlusion gegenuber IPC bei alteren Tieren gemessen an der
Gallenflussrestitution nach Ischamie (71).

1.4.2 Pharmakologische hepatische Prakonditionierung

Am Herzen kdénnen pharmakologische Wirkstoffe, wie beispielsweise volatile
Anasthetika einen ahnlich ausgepragten Schutzeffekt wie die mechanische
Prakonditionierung hervorrufen (31). Daher stellt sich die Frage, ob dies auch an der
Leber maoglich ist.

Es wurde eine Reihe von Substanzen in unterschiedlichen Studien getestet. Bereits
1994 stellten Vriens et al. die Hypothese auf, dass sich hepatischer IR-Schaden bei

der Resektion von Lebermetastasen durch Vorbehandlung mit Allopurinol abmildern



lasst. Dies bestatigte sich jedoch nicht (72). Bei Behandlung mit Methylprednisolon
vor Leberoperationen zeigte sich, dass IL-6-Level sowie Transaminasen niedriger
waren als in der Kontrollgruppe (73-75). Eine Verbesserung der Gesamtmorbiditat
konnte jedoch nicht in allen Studien gezeigt werden.

Es wurden aulerdem Studien mit den Wirkstoffen Prostaglandin E+1, dem
Phosphodiesterasehemmer Amrinon, dem Beta-Oxidationshemmer Trimetazidin,
Mannitol und Vitamin E durchgefuhrt (76—79). Vitamin E vermochte den IR-Schaden,
beurteilt anhand der Plasmatransaminasen, zu vermindern. Auch die postoperative
Liegezeit auf der Intensivstation lie3 sich reduzieren (77). Trimetazidin konnte
ebenfalls die Liegezeit verkirzen und IR-Schaden reduzieren (79). Bei Mannitol
hingegen zeigte sich kein protektiver Effekt (78).

In Analogie zur kardialen Prakonditionierung mit volatilen Anasthetika (31)
untersuchten Beck-Schimmer und Mitarbeiter die Wirksamkeit von Sevofluran zur
hepatischen  Prakonditionierung und beobachteten eine Reduktion der
Transaminasen sowie ein vermindertes postoperatives OP-Risiko im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen (80). Braun et al. verglichen den Effekt einer
Heliumprakonditionierung im Rattenmodell mit IPC, wobei sich IPC, gemessen an

den Serum-Transaminasekonzentrationen, als effektiver erwies (81).

1.4.3 Signalwege der hepatischen Prakonditionierung

Die molekularen Mechanismen der IPC an der Leber sind, trotz vieler Erkenntnisse
und Ansatze, noch nicht vollstandig erschlossen. Im Folgenden wird eine kurze
Zusammenfassung der grundlegenden Konzepte dargelegt. Die Signalwege munden
vermutlich in gemeinsame Endstrecken und flhren dazu, dass der
Energiemetabolismus in der Zelle 6konomisiert und oxidativer Stress reduziert wird.
Aullerdem werden eine Homoostase des pH-Wertes und eine mildere
inflammatorische Gewebsreaktion erzielt (82). Eine schematische Darstellung der
Mechanismen findet sich in Abbildung 2.

Adenosin und seine Bindung an den Adenosin A2 Rezeptor (A2aR) scheint eine
entscheidende Rolle bei der hepatischen IPC zu spielen. Durch das Binden von
Adenosin an den Rezeptor wird eine Signalkaskade ausgeldst. Guaninnukleotid-
bindende-Proteine (G-Proteine), Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) und Phospholipase
C (PLC) lésen eine Aktivierung von PKC sowie p38 mitogen-aktivierter Protein-
(MAP-) Kinase aus (8,82—-84).
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Aulerdem scheinen die A2aR mit der Proteinkinase A (PKA) und G-Proteinen
gekoppelt zu sein. Durch Phosphorylierung des A2aR wird die Kopplung von
stimulierenden G-Proteinen zu inhibierenden G-Proteinen verschoben, was eine
Aktivierung des PLC-PKC Signalweges zur Folge hat (82).

Ein weiterer trigger der IPC Signalkaskade ist NO. NO stimuliert eine
zwischengeschaltete Guanylatzyklase und durch die steigenden Konzentrationen
von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) wird ebenfalls die p38 MAP-Kinase
aktiviert (8,85).

Ein Anstieg von Adenosinmonophosphat (AMP) fuhrt zur Aktivierung der AMP-
abhangigen Proteinkinase (AMPK) (8,83). AMPK wiederum mildert den ATP-Mangel
ab und fuhrt dadurch zu einem verminderten Anfall anaerober Stoffwechselprodukte
wie Laktat und wirkt einer Ubersduerung des Milieus entgegen (8,83).

Die Induktion von antioxidativen Verteidigungssystemen konnte eine Erklarung flr
die Abschwachung von oxidativem Stress bei IR durch IPC sein (8,13,86). Hierbei
spielen u. a. Superoxiddismutase und Hitzeschockproteine (HSP) eine wichtige
Rolle. AulRerdem nimmt der Grad der Umwandlung von Xanthindehydrogenase
(XDH) zu XOD ab, was die Entstehung von ROS zusatzlich einschrankt (8,87).
Nuclear Factor kappa B (NF-kB) ist bei der Regulierung von Genen, die bei der
inflammatorischen Zellantwort beteiligt sind, involviert. Im Zusammenhang mit
hepatischem IR-Schaden und IPC gibt es kontroverse Ergebnisse zur Rolle von NF-
KB. Teoh et al. beobachteten eine Aktivierung und verstarkte nukleare Bindung von
NF-kB nach 30 Minuten Ischamie, bei vorangegangener IPC (84). Bei einer anderen
Studie wurde durch IPC eine verminderte NF-kB-Aktivitat nach der Reperfusion
festgestellt (82,88). Es existieren Hinweise, dass NF-kB, welches durch IPC der
Leber aktiviert wird (84), Gene moduliert, die beim IPC Geschehen eine Rolle spielen
(82).

Mdglicherweise sind NF-kB und durch p38 MAPK regulierte Transkriptionsfaktoren
wie activated transcription factor 2 (ATF2) oder myocyte specific enhancer factor 2C
(MEF2C) verantwortlich fur die Expression von schitzenden Genen (8,89,90).

HSP scheinen zur hepatischen |IPC beizutragen. Es lieRen sich erhdhte
Expressionslevel von HSP 72 in IPC unterzogenen oder anders prakonditionierten
Lebern bei der Ratte nachweisen (58,91). HSP stabilisieren Membranpotenziale in
den hepatozellularen Mitochondrien und tragen so wahrend der Reperfusion zu einer
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schnelleren Restitution der Atmungskette bei (8). Fur die Induktion der HSP spielt der
heat shock factor 1 (HSF1) eine entscheidende Rolle (8,90,92).

Hamoxygenase-1 (HO-1), die ebenfalls zur Familie der HSP gehort (HSP 32), wird
vermehrt in prakonditioniertem Gewebe exprimiert (8,80,92). Das Enzym aus dem
Hamkatabolismus, welches den Abbau von Ham zu Biliverdin, CO sowie Eisen
katalysiert, liel} sich bei IPC, bei der Prakonditionierung mit hyperbarem Sauerstoff
und bei rIPC im Rattenmodell vermehrt nachweisen (57,92,93). CO vermag dabei die
inflammatorische und apoptotische Gewebsantwort abzumildern (14).
Transkriptionsfaktoren wie signal transducer and activator of transcription (STAT)
sind Proteine, welche bei Zellproliferation und Verhinderung von Apoptose von
Bedeutung sind (82,94). IPC aktivierte in der Leber den IL-6/STAT3 Signalweg,
welcher bei Erhalt und Regeneration von Zellen bedeutsam ist (82,84,90).
Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) ist wichtiger Bestandteil der Gewebsadaption bei
Sauerstoffmangel (82,95). Die B-Untereinheit dieses Heterodimers ist konstant
exprimiert, wahrend die a-Untereinheit (HIF-1a) in oxigeniertem Gewebe fortwahrend
durch das Proteasomsystem degradiert wird (95). In hypoxischem Gewebe hingegen
wird der Abbau von HIF-1a verhindert, so dass eine Bindung an hypoxic response
elements auf Genen, die beispielsweise Glykolyse, Glukosetransport oder
Zelluberleben regulieren, moglich wird (82,95).

Alchera et al. konnten zeigen, dass HIF-1-Aktivierung eine starke Toleranz gegen
ischamische Ereignisse induzierte (82,96). Die Aktivierung von HIF-1a scheint bei
der IPC von der Adenosinbindung an A2aR abhangig zu sein, was einen

hypoxieunabhangigen Mechanismus der HIF-1a Induktion darstellt (96).
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Abbildung 2: Mechanismen der hepatischen IPC (8). Links oben sind die intrahepatozytdren Mechanismen
dargestellt. Adenosin und NO bewirken Uber die Induktion von Transkriptionsfaktoren eine Stabilisierung der
mitochondrialen Funktion, einen verminderten Anfall von ROS sowie Elektrolyt- und pH-Homoéostase. AMPK
vermittelt ausreichende ATP- und Glykogenspeicher. Rechts unten ist dargestellt, wie IPC IR-Schaden abmildert.
Die Akkumulierung von neutrophilen Granulozyten wird abgeschwacht. Die Zytokinantwort auf IR wird gemindert.
Es kommt durch eine bessere ET/NO-Balance zu weniger Vasokonstriktion. Es werden weniger ROS und
Proteasen freigesetzt. Gi prot= Guaninnukleotid-bindendes-inhibitorisches Protein, PLC= Phospholipase C,
PI3K= Phosphoinositol-3-Kinase, PKC= Proteinkinase C, NO= Stickstoffmonoxid, cGMP= zyklisches
Guanosinmonophosphat, AMP= Adenosinmonophosphat, AMPK= AMP-abhangige Proteinkinase, MEF= Myocyte
specific enhancer Factor, ATF= activated Transcription Factor XDH= Xanthindehydrogenase, XOD
Xanthinoxidase, ROS= reaktive Sauerstoffspezies, ET= Endothelin, IP= ischamische Prakonditionierung,
SOD=Superoxiddismutase

IPC an der Leber vermag die inflammatorische Reaktion des Gewebes auf IR
abzumildern (2,8,82,97). Oxidativer Stress wird vermindert (98), ebenso wie die
Akkumulation von neutrophilen Granulozyten (2). Weiterhin wird die Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine reduziert sowie die Mikrozirkulation und sinusoidale
Perfusion durch Regulierung von vasoaktiven Substanzen (ET, NO) verbessert
(4,8,16,85). Dies fuhrt zu einer verminderten Gewebsschadigung und zu einer

verbesserten Regeneration des Organs.
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1.5 Proteinanalytische Untersuchung der Mechanismen der

ischamischen Prakonditionierung

1.5.1 Proteomics

Der Begriff "Proteomics" wurde 1994 durch Mark R. Wilkins gepragt (99). Er
benannte die Disziplin, in dem das Proteom untersucht wird, in Anlehnung an die

Begriffe Transcriptomics und Genomics.

Proteine sind die Endprodukte, flr welche das Genom den Bauplan darstellt. Die
Proteinexpression ist jedoch keineswegs statisch. Etliche Faktoren beeinflussen sie
und es finden posttranslationale Veranderungen, beispielsweise Phosphorylierungen
oder Translokationen, statt. Viele intra- und interzellulare Signalwege basieren auf

diesen posttranslationalen Modifikationen oder Proteininteraktionen.

Das Vorhaben, Proteine zu katalogisieren, ist nicht neu. Jedoch haben technischer
Fortschritt und neue Erkenntnisse zu neuen, weitergehenden Ansatzen gefuhrt. Das
Ziel ist, Proteine, die unter bestimmten Bedingungen und zu einem bestimmten
Zeitpunkt exprimiert werden, zu erfassen. Die Forschungsschwerpunkte liegen
insbesondere darauf, diese Proteine zu identifizieren, zu quantifizieren und in ihrer
Expressionsstarke zu vergleichen. Aulerdem kommt der Untersuchung von
posttranslationalen Veranderungen und Proteininteraktionen eine bedeutende Rolle

ZU.

Verbesserte Methoden zur Proteinauftrennung und -identifizierung wie die
zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE), differentielle-Gelelektrophorese (DIGE)
und Massenspektrometrie- (MS) Verfahren haben auf diesem Gebiet eine Reihe
neuer Erkenntnisse ermoglicht. Fortschritte in der Bioinformatik lieRen einfach

zugangliche, grof3e Datenbanken im Internet entstehen.

1.5.2 Komparative Proteomanalyse

Bei einer vergleichenden Proteomanalyse, "comparative proteomics", wird nicht nach
einem bestimmten Protein gesucht. Vielmehr ist der Ansatz quantitativ vergleichend.
Moglichst alle Proteine, die z.B. in einer Zellfraktion enthalten sind, werden auf

Veranderungen in ihrer Expression untersucht. So lasst sich feststellen, ob bei einer
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bestimmten Behandlung, Proteine im Vergleich zu einer anders behandelten oder
unbehandelten (Kontroll-) Probe hoch oder herunter reguliert werden. Proteine, die
sich durch eine Behandlung (z.B. IPC) in ihrer Expression verandern, konnen so
detektiert und anschlieRend massenspektrometrisch identifiziert werden.

Grundlegende Voraussetzung flr eine komparative Proteomanalyse ist eine gute
Auftrennung der Proteine. Ein geeignetes Verfahren stellt die 2-DE dar. Sie wurde in
den 1970er Jahren unabhangig voneinander durch O’Farrel und Klose erstmals
angewandt (100,101). 2-DE kombiniert zwei Verfahren miteinander, die
isoelektrische Fokussierung (IEF) und die Gelektrophorese.

Bei der IEF migrieren Proteine unter Anlegen einer Spannung entlang eines
Polyacrylamid (PAA) Gelstreifens mit heutzutage meist immobilisiertem pH-
Gradienten (IPG-strip). Unter Gleichgewichtsbedingungen sistieren sie an der Stelle,
die ihrem isoelektrischen Punkt (pl) entspricht (102). Bei der 2-DE kombiniert man
die Auftrennung nach pl mit der sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide
gelelektrophoresis (SDS-PAGE), bei der die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
(MW) separiert werden (100,101). So erfolgt eine Auftrennung der Proteine im Gel
nach pl und MW. Angefarbt mit Silbernitratidsung oder Coomassie Blau, stellen sich
die Proteine als spots im Gel dar. Diese spots konnen mittels spezieller Software

digitalisiert und bezuglich der Signalstarke verglichen werden.

Mit 2-DE ist es moglich, tausende Proteine in einem Gel aufzutrennen (100,103). Mit
dieser Methode lassen sich ca. 10.000 Proteine auf einem 46 x 30 cm Gel darstellen.
Gele dieser GroRe sind schwierig zu handhaben und man bendtigt viel
Untersuchungsmaterial. Daher ist es hilfreich, die Proben vor der 2-DE subzellular zu
fraktionieren (103), um zum Einen die Komplexitdt des Proteingemischs zu
verringern und zum Anderen um Proteine mit niedriger Abundanz auftrennen und
detektieren zu kdnnen. Dafur gibt es diverse Methoden (104). Unsere Arbeitsgruppe
verwendete differentielle Zentrifugationsschritte, um das Gewebelysat der Proben vor

der 2-DE in subzellulare Fraktionen aufzuteilen.

Haufig werden IPG-strips mit einem pH-Gradienten von 3-10 bei der Auftrennung
nach dem pl verwendet. Fur eine scharfere Auftrennung in engeren pH-Bereichen

sind Zoom IPG-strips mit einem Gradienten von pH 4-7 oder pH 6-10 erhaltlich
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(103).. Die Auswahl dieser pH-Gradienten begrindet sich durch die Verteilung der zu
erwartenden pl der Proteine in einem Gewebe. So konzentrieren sich die pl der

meisten Proteine entweder um pH 5 oder pH 9 (105) (siehe Abbildung 3).

1200

400

pl

0
0 2 “ 6 8 10 12 14

Abbildung 3: Proteinverteilung nach pl Homo Sapiens (27.941 Proteine). Grafik nach Wu et al. 2006 (105).
Die x-Achse zeigt den pl-Wert, die y-Achse zeigt die Anzahl der Proteine an.

Die wenigen bisher beschriebenen proteomanalytischen Ansatze zur hepatischen
IPC beschrankten sich meist auf die Verwendung von IPG-strips mit einem pH-
Gradienten im Bereich pH 3-10. Es ist jedoch bei Uber 6.000 bekannten
Leberproteinen (106) davon auszugehen, dass geringer abundante Proteine erst bei
engeren pH-Bereichen detektiert und klar abgegrenzt werden kdénnen.

In dieser Arbeit wurde der pH-Bereich 4-7 der zytosolischen Proteinfraktion
untersucht, um gut diskriminieren zu konnen und eine moglichst exakte Auftrennung
bei einem komplexen Proteom, wie es in der Leber vorliegt, gewahrleisten zu
kénnen. Im Rahmen der Gesamtstudie (Molekulare Mechanismen des hepatischen
Ischamie/Reperfusionsschadens und ischamischer Prakonditionierung: Regulation
der Expression von Proteinen, Proteinmodifikationen und microRNAS) wurden durch
die Arbeitsgruppe =zusatzlich der basische pH-Bereich des Zytosols, die
mitochondriale Proteinfraktion sowie posttranslationale Modifikationen im Zytosol
untersucht (Dissertationsprojekte von F. Stelzner und Dipl. Biol. T. Strahl). So konnte
die 2-DE proteinfraktionsspezifisch flur saure bzw. basische Proteine optimiert und

durchgefuhrt werden.
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1.5.3 Das Leberproteom

Die Leber ist eines der komplexesten Organe des Organismus. Ihre Aufgaben gehen
weit Uber die Digestion von enteral absorbierten Nahrstoffen hinaus. So dient sie
beispielsweise wahrend der Fetalzeit der Erythropoese, ist in die Detoxifikation

xenobiotischer Noxen involviert, produziert wichtige Plasmaproteine und vieles mehr.

Bisher wurden dber 6.000 Leberproteine identifiziert. Damit ist das humane
Leberproteom (HLP) die groRte Proteindatensammlung zu einem menschlichen
Organ (106—-108). Die Daten zum humanen Lebertranskriptom umfassen 11.205
exprimierte Gene. Aulierdem stellt das HLP das erste Proteom mit dazugehdrigem
Transkriptom, welches aus denselben Proben gewonnen wurde, dar (106).
Informationen zum Leberproteom sind Uber http://liverbase.hupo.org.cn abrufbar.
Dort werden Proteine mit Funktion, Abundanz, subzellularer Lokalisation und ggf.

assoziierten Pathologien aufgelistet (107).

Es gibt Hinweise, dass es Schllsselproteine und Proteininteraktionen gibt, die bei
der IPC wichtige Rollen spielen. Bei der hepatischen IPC wurde hierzu bisher wenig
Grundlagenforschung betrieben. Ein besseres Verstandnis der Mechanismen kénnte

zu neuen therapeutischen Ansatzen gegen IR-Schaden fuhren.

1.5.4 Proteomanalytische Studien im Rahmen hepatischer ischamischer
Prakonditionierung und Ischamie-Reperfusionsschaden

Obwohl Hinweise existieren, dass den an IPC und IR beteiligten Signalwegen
Veranderungen im Proteom zugrunde liegen (109), wurden bisher nur wenige
komparative Proteomstudien zur hepatischen Prakonditionierung und IR

durchgefuhrt.

Vascotto und Avellini et al. untersuchten mittels 2-DE und Matrix-assistierter Laser
Desorption/lonisation time of flight MS menschliche Leberbiopsien im Rahmen von
LTx. Dies war der erste globale proteomanalytische Ansatz zur Erforschung von
hepatischen IR-Schaden bei LTx. Die Autoren entnahmen jeweils eine Leberbiopsie
zu Beginn der kalten Ischamiezeit nach Entnahme beim Spender und nach
Reanastomose der Gefalde, nachdem das Organ dem Empfanger implantiert wurde.

Die Lysate der entsprechenden Biopsien wurden im Hinblick auf Proteinexpression
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verglichen. Ziel war es, Schllsselproteine zu identifizieren, die bei der Reperfusion
nach der Ischamiezeit eine Rolle spielen. Es zeigten sich 36 signifikant regulierte
Proteine, die mehrheitlich in den Energiemetabolismus und die oxidative
Stressantwort involviert sind (5).

Um weitere frihe Zielproteine von oxidativem Stress zu identifizieren, inkubierten
Avellini et al. HepG2-Zellen (humane Hepatomazelllinie) mit H202. Mit einem 2-
DE/MS Ansatz identifizierten sie vier differentiell exprimierte Proteine, die sensitiv fur
oxidativen Stress waren und posttranslationale Veranderungen aufwiesen (110).
Hirsch et al. zeigten im Rattenmodell nach IR sowohl inflammatorische als auch
antioxidative Proteine im Kupfferzellproteom signifikant hochreguliert (111). Die
Ergebnisse lassen eine wichtige Rolle der Kupffer-Zellen bei IR vermuten. In dieser
Studie wurde eine IR-Gruppe mit einer Kontrollgruppe verglichen.

Emadali et al. identifizierten Ras GTPase-activating-like protein als Regulator von
Zytoskelettalterationen in einem proteomanalytischen Ansatz im Rahmen von IR bei
LTx (112).

All diese Studien befassten sich jedoch ausschlieRlich mit den Auswirkungen von IR

und nicht von IPC.

Xu et al. untersuchten im Mausmodell differentiell exprimierte Proteine bei IPC und
IR im Vergleich zur Kontrollgruppe (109). Die Autoren beschreiben 20 mindestens
um das 1,5-fache regulierte Proteine. Unter anderem zeigte sich, dass die B-
Untereinheit der ATP-Synthase (ATP5B), ein wichtiges Enzym bei der ATP-
Generierung, bei den IR-Tieren herabreguliert war. IPC vermochte diese verminderte
Expression von ATP5( abzumildern.

Oshima und Mitarbeiter untersuchten mit einem DIGE-Ansatz Modifikationen des
mitochondrialen Proteoms nach IR (113). Die Ergebnisse dieser Proteom Studie am
Rattenmodell sind kontrovers zu vielen anderen Studien (62—68). Es zeigte sich kein
hepatoprotektiver Effekt durch IPC, gemessen an den Transaminasen im Plasma.
Jedoch beschreiben auch hier die Autoren 13 hoch- bzw. herabregulierte,
mitochondriale Proteine (113). Dies weist darauf hin, dass den Mitochondrien eine

wichtige Funktion bei IPC und IR zukommt.

Es ist unstrittig, dass es noch viele unerschlossene Effektoren der hepatischen IPC

auf Proteinebene gibt. Fortschritte auf dem Feld der Proteomics 6ffnen neue Turen,
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um Mechanismen der IPC zu erschlie3en, die sich beispielsweise pharmakologisch
nutzen lassen koénnten. Dies konnte in Zukunft dazu beitragen, dass eine
Organdysfunktion bzw. ein gravierender IR-Schaden nach LTx oder anderen
Lebereingriffen verringert werden.

1.6 Ziele der Arbeit

IR-Schaden stellen bei Lebereingriffen wie LR oder LTx ein klinisch relevantes
Problem dar und fuhren in vielen Fallen zu Komplikationen bis hin zur
Organdysfunktion. Bei LTx hat der Mangel an Spenderorganen zur Folge, dass
vermehrt “marginal grafts”, also steatotische Lebern oder Organe von alteren
Spendern transplantiert werden. Diese marginal grafts sind anfalliger fur einen IR-
Schaden als integre Organe (2-4). Es ist bekannt, dass IPC sowohl
Lebertransplantate als auch im Rahmen von anderen Lebereingriffen einer IR
ausgesetzte Organe vor diesen Schaden schitzen kann (5,23,25,65,66).

Trotz intensiver Forschung bleiben viele der zugrundeliegenden Mechanismen
dieses Phanomens bis heute unklar. Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, mit
einem globalen, komparativen, proteomanalytischen 2-DE/MS Ansatz differentiell

exprimierte Proteine im Rahmen von IPC und IR zu identifizieren.

Ziele dieser Arbeit waren im Einzelnen:
= die probenspezifische Optimierung der 2-DE, um eine gute technische
Reproduzierbarkeit der 2D-Gele zu gewahrleisten und eine aussagekraftige
Auswertung zu ermoglichen
» die Identifizierung differentiell exprimierter hepatischer Proteine im sauren pH-
Bereich des Zytosols im Rahmen von IPC und IR. Analysiert werden sollten:
o der Effekt der OP-Liegezeit (scheinoperierte Kontrollen zu den
Zeitpunkten 20 Minuten und 140 Minuten nach Versuchsbeginn)
o der Effekt der alleinigen IPC (IPC-Gewebe verglichen mit Kontrollen
unmittelbar nach Beendigung des I|PC-Protokolls und nach 140
Minuten)
o der Effekt der IPC im zeitlichen Verlauf (Gewebe unmittelbar nach
Beendigung des IPC-Protokolls verglichen mit IPC Gewebe nach je 60
Minuten Ischamie und Reperfusion)
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o der Effekt von IR an nicht prakonditioniertem Gewebe und an IPC-
Gewebe
= die Einordnung der identifizierten Proteine in den wissenschaftlichen Kontext

Fir die Studie wurde Lebergewebe aus einer experimentellen Untersuchung bei der
Ratte nach 70%iger warmer IR verwendet.

Die Ziele sollten durch die Erstellung von Expressionsprofilen der Proteine des pH-
Bereichs 4-7 der zytosolischen Fraktion erreicht werden. Untersucht wurde Gewebe
nach warmer IR mit- und ohne vorgeschaltete IPC sowie IPC alleine und
Scheinoperation. Die  massenspektrometrische  Identifizierung  differentiell
exprimierter Proteine beim Vergleich der unterschiedlich behandelten Proben soll
dazu beitragen, Signalwege von IPC und IR zu ergriunden. Langfristig konnten die
Erkenntnisse zu neuen therapeutischen Strategien gegen IR-Schaden an

Lebergewebe flhren.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Gerate

Die fur die Untersuchung verwendeten Chemikalien hatten analytischen
Reinheitsgrad. Sie wurden, sofern nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich (St.
Louis, Montana, USA), Merck (Darmstadt, Deutschland), Fluka Chemie (Buchs,
Schweiz) oder Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Das verwendete Wasser
entstammte einer MilliQ Anlage (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland).

Weitere fur die Versuchsreihe eingesetzte Gerate werden an der entsprechenden
Stelle im Material und Methoden Teil dieser Arbeit genannt.

2.2 Tiermodell

Das in vivo-Modell der partiellen, warmen Leberischamie mit Reperfusion bei der
Ratte wurde nicht von mir selbst durchgeflihrt sondern von wissenschaftlichen
Mitarbeitern der Klinik fir Anasthesiologie des Universitatsklinikums Dusseldorf
(Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. med. Sebastian Braun).

Die hierbei gewonnenen Lebergewebeproben wurden bei —80 °C gelagert. Meine
Aufgabe bestand in der Aufbereitung des gefrorenen Lebergewebes und der sich
anschlieenden Proteinanalytik. Da die in vivo-Untersuchungen die Grundlage fur
mein Dissertationsprojekt liefern, ist das hierzu verwendete experimentelle Modell
zum besseren Verstandnis der Studie in der vorliegenden Dissertationsschrift

beschrieben.

2.2.1 Genehmigung

Die untersuchten Gewebe stammten aus den Tierversuchsvorhaben mit den
Aktenzeichen: 8.87-5010.34.09.017 und 87-51.04.2010.A011. Zum besseren

Verstandnis der Studie wird das experimentelle Protokoll kurz beschrieben.

2.2.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche Wistar Ratten aus der Zucht der Zentralen

Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben des
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Universitatsklinikums Ddusseldorf. Sie wurden bei konstanter Temperatur und
Luftfeuchtigkeit gehalten und hatten einen festen 12 Stunden Tag- Nachtrhythmus.
Sie fasteten uber Nacht, ansonsten standen ihnen Futter und entkeimtes Wasser ad
libitum zur Verfugung.

2.2.3 Versuchsprotokoll und Organentnahme

Das folgende tierexperimentelle Protokoll far die hepatische
Prakonditionierungsbehandlung und die Induktion einer partiellen warmen
Leberischamie mit Reperfusion wurde im Forschungslabor der Kilinik flr
Anasthesiologie (Universitatsklinikum Dusseldorf (UKD)) etabliert und durchgefuhrt.
Fir die Untersuchung wurden 36 Tiere in sechs Gruppen randomisiert (vgl.
Abbildung 4). Die Pfeile in Abbildung 4 indizieren die Zeitpunkte der
Probenentnahme. Pro Entnahmezeitpunkt wurden sechs Versuchstiere operiert (n=6
biologische Replikate).

20 Min 140 Min
SHAM | [
IPC B |
| R 60 Minuten 60 Minuten
Ischamie Reperfusion
X . 60 Minut 60 Minuten
I PC—I R 10 10 Ischg];izn Repelrf:sion

Abbildung 4: Versuchsprotokoll. Die Tiere der Gruppen IPC sowie IPC-IR wurden fur 10 Minuten ischamisch
prakonditioniert und fir 10 Minuten reperfundiert. Bei den Tieren der Gruppen IR sowie IPC-IR wurde nach 20
Minuten eine 60-minlitige Leberischamie induziert, gefolgt von 60 Minuten Reperfusion. Die Tiere der SHAM-
Gruppe dienten als scheinoperierte Kontrollgruppe. Die Pfeile indizieren die Zeitpunkte der Probenentnahme. Pro
Entnahmezeitpunkt wurden sechs Tiere operiert. IPC= Ischiamische Prakonditionierung, IR= Ischamie-
Reperfusion

Gruppeneinteilung (je n=6) nach Prakonditionierungsbehandlung und Zeitpunkt der

Probenentnahme:

SHAM20 scheinoperierte Kontrollgruppe, Probenentnahme 20 Minuten
nach Narkose und Laparotomie
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SHAM140 scheinoperierte Kontrollgruppe, Probenentnahme 140 Minuten
nach Narkose und Laparotomie

IPC20 ischamisch prakonditionierte Gruppe mit 10-minatiger
Ischamie und 10-minutiger Reperfusion, Probenentnahme
20 Minuten nach Versuchsbeginn

IPC140 ischamisch prakonditionierte Gruppe mit 10-minatiger
Ischamie und 10-minutiger Reperfusion, Probenentnahme
140 Minuten nach Versuchsbeginn

IR Gruppe mit 60-minutiger Ischamie und 60-minutiger Reperfusion,
Probenentnahme 140 Minuten nach Versuchsbeginn

IPC-IR ischamisch prakonditionierte Gruppe mit 10-minatiger
Ischamie sowie 10-minutiger Reperfusion gefolgt von 60
Minuten Ischamie und 60 Minuten Reperfusion

Die Einleitung der Anasthesie fand durch eine intraperitoneale Pentobarbital (Merial,
Hallbergmoos, Deutschland) Injektion statt, die Aufrechterhaltung durch fortlaufende
intravendse Gabe von Pentobarbital.

Die Korpertemperatur wurde mittels einer Warmeplatte konstant bei 36-37 °C
gehalten. Blutdruck und Herzfrequenz wurden intraarteriell gemessen. Elektrolyte,
Saure- und Basenhaushalt sowie Blutgaskonzentrationen wurden mittels
Blutgasanalyse kontrolliert und bei Abweichung von den Normwerten korrigiert.

Die Tiere wurden nach Einleitung der Anasthesie einer medianen Laparotomie
zugefuhrt. Es wurden die fur die Ischamieinduktion wichtigen Strukturen freiprapariert
insbesondere das ligamentum hepatoduodenale. Der ductus choledochus wurde
kanuliert, damit wahrend des gesamten folgenden Procedere der Gallenfluss
gemessen werden konnte.

Zur Induktion der Ischamie wurde ein Gefaliclip auf das ligamentum
hepatoduodenale platziert, so dass die portale Trias, bestehend aus arteria hepatica,
vena portae sowie ductus choledochus okkludiert wurde und zu einer 70%igen
Leberischamie fuhrte. Das Ischamieareal erstreckte sich Uber den linken und
medianen Leberlappen. Der intestinale vendse Abfluss war weiter gewahrleistet.

Der clip wurde zur Prakonditionierung der IPC-Gruppe und der IPC-IR-Gruppe fur 10
Minuten aufgesetzt, geléost und es folgte eine ebenfalls 10-minltige
Reperfusionsphase. Bei der IPC-IR-Gruppe schloss sich eine weitere Ischamiezeit

von 60 Minuten gefolgt von einer Reperfusionszeit von ebenfalls 60 Minuten an. Bei
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Versuchstieren der IR-Gruppe wurde lediglich die 60-minltige Ischamie gefolgt von
der Reperfusion ohne Prakonditionierung durchgefuhrt.

Am Ende der Operation wurden die Tiere mittels eines Pentobarbital Bolus
euthanasiert und exsanguiert. AnschlieBend wurde die Leber mit 4 °C kalter
Natriumchloridlésung (NaCl) gespllt und das Organ wurde getrennt nach
ischamischen und nicht ischamischen Anteilen entnommen. Die Proben der
ischamischen Anteile wurden in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.3 Verarbeitung der Organproben

231 Homogenisierung

Etwa 200-400 mg Lebergewebe wurden in einem zuvor in flissigem Stickstoff
gekuhlten Metall-Potter mit einem Hammer pulverisiert (3-4 Schlage).

Das gewonnene Organpulver wurde in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen (Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) geflllt und mit ca. 3 ml Lysispuffer | (siehe
Tabelle 1) Ubergossen. Um die Umgebungstemperatur konstant bei 4 °C zu halten,
standen die Rohrchen in einem eisgefullten Behalter.

Das Gemisch aus Gewebepulver und Lysispuffer wurde jeweils drei Mal fur drei
Sekunden mit einem grof3en und einem kleinen Aufsatz homogenisiert (IKA, Staufen,
Deutschland).

Wurden mehrere verschiedene Proben homogenisiert, wurden die Aufsatze
zwischen den einzelnen Homogenisiervorgangen mit Ethanol gereinigt.

Das Homogenisat jeder Leberprobe wurde in drei 1,5 ml LoBind Probengefalie
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) gefullt. Somit wurden drei technische Replikate

je Gewebsprobe erstellt.
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Tabelle 1: Stammlésung, Proteaseninhibitoren, Lysispuffer |

Chemikalie/L6sung Menge/Volumen

Stammloésung

Sigma 7-9 (Trizma Base) 60,57 mg
NaF 210 mg
NazVO4 36,78 mg
EGTA 76,08 mg
MilliQ destilliertes H.O 100 ml
Proteasen-Inhibitoren-Mix

Pepstatin 2 pug/ml
Leupeptin 2 ug/mi
Aprotinin 2 pg/ml
Lysispuffer |

Stammldsung 10 ml
Inhibitoren-Mix 200 pl
Dithiothreitol (DTT) 7,7 mg

Tabelle 2: Lysispuffer Il

Chemikalie/Lésung Menge/Volumen
Lysispuffer | 1 ml
Sucrose 102 mg
NaCl 28 mg
2.3.2 Gewebefraktionierung

Durch verschiedene Zentrifugationsschritte wurde das Gesamtlysat in die
zytosolische, die mitochondriale, die nukleare sowie die membrandse Fraktion
aufgetrennt (vgl. Abbildung 5). Die Fraktionierung diente der
Komplexitatsverringerung und der proteinfraktionsspezifischen Analyse (104). In
dieser Arbeit wurde die zytosolische Proteinfraktion verwendet. Das mitochondriale
Proteom wurde im Rahmen der Gesamtstudie durch Dipl. Biol. T. Strahl analysiert,
posttranslationale Modifikationen durch F. Stelzner.

Zunachst wurde das Gesamtlysat der Probe, welches bei der Homogenisierung

gewonnen wurde, bei 4 °C mit 600 g fir 15 Minuten zentrifugiert (Mikro 220R
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Zentrifuge, Hettich, Bach, Schweiz). Anschliellende Zentrifugationsschritte bis
16.000 g wurden ebenfalls in dieser Zentrifuge ausgefuhrt.

Nach diesem ersten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand in ein weiters
Probengefaly (Eppendorf) Uberfuhrt. Dieses wurde fur 20 Minuten bei 4 °C mit
15.000 g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 500 pl
Lysispuffer Il (siehe Tabelle 2) resuspendiert und fur 15-30 Minuten inkubiert.

Der Uberstand wurde abermals abpipettiert und in ein Ultrazentrifugenréhrchen
(Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland) gefullt. In diesem wurde fur eine Stunde
bei 144.000 g und 4 °C ultrazentrifugiert (Optima Ultrazentrifuge TLA-100.3 fixed
Angle Rotor, Beckmann Coulter). Der Uberstand enthielt die zytosolische

subzellulare Fraktion.

600g 15Min @@ 15.000g 20Mii

¥ _144.000g 1h .

Abbildung 5: Schema der differentiellen subzelluldren Fraktionierung. Die farbigen Zylinder stellen
Proteinfraktionen dar, die bei den jeweiligen Zentrifugationsschritten gewonnen wurden. Das Prozedere wurde je
Gewebsprobe drei Mal durchgefiihrt entsprechend drei technischer Replikate. In dieser Arbeit wurde die
Zytosolfraktion untersucht. NU= nukleare Fraktion; Mi= mitochondriale Fraktion; Mem= Membranfraktion, Cyt=
Zytosolfraktion; US= Uberstand; P= Pellet

233 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung der in den Proben enthaltenen Proteine erfolgte mittels

Proteinbestimmung nach Lowry (114).
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Tabelle 3: Reagenzien und Lésungen der Proteinbestimmung nach Lowry

Reagenz Zusammensetzung

Reagenz A 10 g Na;C03 in 500 ml 0,1 M NaOH

Reagenz B 2 g K Na-Tartrat ad 100ml MilliQ destilliertes HO

Reagenz C 1 g Cu-Sulfat ad 100 ml MilliQ destilliertes H>O

Lésung | 20 ml Reagenz A mit 200 pl Reagenz B und 200 ul
Reagenz C

Losung I Folins Reagenz mit MilliQ destilliertem H.O 1:1

Die zu messenden Proben wurden 1:100 verdinnt (5 yl Probe auf 495 pl destilliertes
Wasser).

500 pl Losung | (siehe Tabelle 3) wurden mit 100 pl verdinnter Probe oder
Standardlésung (bovines Serumalbumin mit bekannter Proteinkonzentration)
gemischt und flr zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 50 pl
Losung Il (siehe Tabelle 3) zu den Proben und Standards hinzugegeben und
abermals fur mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubation wurden von jeder zu messenden Probe und der Eichreihe
jeweils 200 pl im Doppelansatz in eine 96 Well Platte pipettiert und die
Proteinkonzentration am Synergy 2 Plate Reader (BioTek, Bad Friedrichshall,
Deutschland) gemessen. Nach der Proteinbestimmung wurden die Proben entweder

bei -80 °C eingefroren oder sofort einer Proteinfallung (vgl. Kapitel 2.5.1) zugefuhrt.

2.4 Evaluierung der Proteinfraktionierung durch Western Blot

Analyse

Um die Reinheit und somit den Erfolg der Proteinfraktionierung nachzuweisen,
wurden Western Blots mit Antikbrpern gegen zellfraktionsspezifische Proteine von
Dipl. Biol. T. Strahl durchgefuhrt.

Beim Western Blot werden Proteine auf eine Membran uUbertragen und mittels
konsekutiver Antikdrperreaktionen visualisiert. Die Proteine in der Probe werden in
einer SDS-PAGE nach Molekulargewicht aufgetrennt und dann auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) geblottet.

Die Western Blots wurden einmalig, exemplarisch an den Proteinfraktionen nach
Aufbereitung der Probe durchgeflhrt. Es wurde jeweils ein Western Blot fur die

subzellularen Fraktionen Zytosol, Mitochondrien, Zellkern und Zellmembran mit
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einem Antikdrper gegen ein fraktionsspezifisches Protein durchgefuhrt (vgl. Tabelle
4).

Tabelle 4: Fraktionsspezifische Antikorper zur Durchfiihrung der Western Blot-Analyse

Antigen Protein Antikorper/ Zellfraktion Hersteller
Verdiinnung
Glycerinaldehyd-3- anti-GAPDH zytosolisch Abcam
Phosphat-Dehydro- (mouse)/ #ab-8245
genase (GAPDH) 1:60.000 in
1%iger
Blocking Solution
Prohibitin anti-Prohibitin mitochondrial Abcam
(rabbit)/ #ab-2996
1:10.000 in
1%iger
Blocking Solution
Lamin B anti-Lamin B (goat)/  nuklear Santa Cruz
1:10.000 in #sc-6217
1%iger
Blocking Solution
Na*/K* ATPase anti-Na*/K* ATPase membrands Abcam
(mouse)/ #ab-7671
1:5.000 in
1%iger

Blocking Solution

Die Proteine der einzelnen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte in Gelkammern von Bio-Rad
(MUnchen, Deutschland).

Es wurde ein 11%iges PAA Trenngel verwendet. Uber dem Trenngel (siehe Tabelle
5) liegt bei der SDS-PAGE ein Sammelgel (5% PAA) (siehe Tabelle 6).

Tabelle 5: Zusammensetzung von zwei 11% PAA Trenngelen

Chemikalie Volumen
Polyacrylamid 30% 7,38 ml
MilliQ H20 7,42 mi
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 5,00 ml
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 10% 200 pl
Temed 20 pl

Ammoniumpersulfat (APS) 10% 100 pl
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Tabelle 6: Zusammensetzung von zwei 5%igen Sammelgelen

Chemikalie Volumen
Polyacrylamid 30% 2,55 ml
MilliQ Wasser 10,5 ml
SDS 10% 150 pl
1,25 M Tris-HCI pH 6,8 1,5 ml
Temed 30 ul
Amoniumpersulfat (APS) 10% 150 pl

Die Katalysatoren der Polymerisationsreaktion Temed und APS wurden bei Trenn-
und Sammelgel zuletzt hinzugegeben. Mit einem Kamm wurden Taschen im
Sammelgel zur Befullung mit Proben freigehalten.

Das PAA-Gel wurde in die Kammer (Biotechnologie 45-1010-i Gel Anlage, PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) eingespannt und diese mit Laufpuffer
(siehe Tabelle 7) aufgeflllt. Der Kamm wurde entfernt. Es wurde ein Ladepuffer
(siehe Tabelle 8) - Probengemisch (1:5), das auf 95 °C erhitzt war, sukzessive pro
Tasche mit je 10 ug Protein der zytosolischen, der mitochondrialen, der nuklearen
sowie der membrandsen Proteinfraktion beladen. AulRerdem wurde eine Tasche mit
10 ug Protein aus dem Gesamtlysat und eine mit 2 ul Protein Marker (Precision Plus
Protein Standards Dual Color, Bio-Rad) befullt.

Die Proben migrierten bei 50 V fur 30 Minuten in das Trenngel. Danach wurde die
Spannung auf 120 V erhoht. Als die Bromphenol-Blau-Lauffront den unteren Bereich

des Gels erreicht hatte, wurde das Gel enthommen.

Tabelle 7: Zusammensetzung des SDS-Laufpuffers

Chemikalie Menge/Volumen
Tris-HCI 309

Glycin 144 g

SDS 109

MilliQ H20 10 |
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Tabelle 8: Zusammensetzung des Ladepuffers

Chemikalie Menge/Volumen
MilliQ Wasser 3,9 ml

Glycerol 0,8 ml

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 1 ml

SDS 10% 1,6 ml
Mercaptoethanol 0,4 ml
Bromphenol Blau Spatelspitze

Flr den Western Blot wurde eine PVDF-Membran zurechtgeschnitten. Aulderdem
wurden 16 Filterpapierstreifen prapariert. Die PVDF-Membran wurde 30 Sekunden in
Methanol und anschlieRBend in schwachem Anodenpuffer (vgl. Tabelle 9) getrankt.
Die Blotkammer (Multiphor Il, General Electrics (GE) Healthcare, Uppsala,
Schweden) wurde zusammengesetzt, sodass PVDF-Membran und das Gel,
eingebettet in zu jeder Seite acht Filterstreifen, zwischen Kathode und Anode lagen.
Es wurde eine Spannung angelegt und mit einer Stromstarke von 204 mA (0,8
mA/cm?) fir zwei Stunden geblottet, damit die negativ geladenen Proteine in
Richtung Anode und somit auf die PVDF-Membran wandern (siehe Abbildung 6).

Tabelle 9: Western Blot Puffer

Puffer Reagenzien
schwacher Anodenpuffer 0,025 M Tris-HCI
Methanol 20%
starker Anodenpuffer 0,3 M Tris-HCI
Methanol 20%
Kathodenpuffer 0,04 M Aminocapronsaure

Methanol 20%
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8 Streifen Filterpapier (Kathodenpuffer)

PVDF-Membran

4 Streifen Filterpapier (schwacher Anodenpuffer)

4 Streifen Filterpapier (starker Anodenpuffer)

Anode +

Abbildung 6: Schematische Darstellung Western Blot. Das Gel und die PVDF Membran befinden sich
zwischen acht Streifen in Anoden- bzw. Kathodenpuffer getranktem Filterpapier. Unter Anlage einer Spannung
wandern die Proteine aus dem Gel in Richtung Anode und in die PVDF Membran.

Nach dem Transfer der Proteine wurde die PVDF-Membran entnommen, mittels
Ponceaufarbung verifiziert, ob der Tranfer erfolgreich war und flr zwei Stunden auf
einem Kippschuttler in 5%iger Blocking Solution (vgl. Tabelle 10) eingelegt, mit dem
Ziel, unspezifische Bindungsstellen fur die zellfraktionsspezifischen Antikorper zu
blockieren.

Tabelle 10: Tris-buffered Saline (TBS) Tween-L6sung, Blocking solution 1% und 5%

TBS-Tween Blocking Solution 1% Blocking Solution 5%
Tween 2 ml Dried skimmed milk 10 g Dried skimmed milk 50 g
TBS 10 Tabletten TBS 5 Tabletten TBS 5 Tabletten
MilliQ-Wasser 2000 ml Tween 1 ml Tween 1 ml
MilliQ-Wasser 1000 ml MilliQ-Wasser 1000 ml

Die fraktionsspezifischen Antikdrper wurden in 1%iger Blocking Solution (vgl. Tabelle
10) laut Herstellerangaben verdunnt. Die PVDF-Membran wurde Uber Nacht in 5 ml
der Antikorperlosung bei 4 °C auf einem Kippschuttler stehen gelassen.

Bevor die Membran in einem zweiten Inkubationsschritt in einer Lésung mit
Peroxidase-gebundenen Antikérpern (siehe Tabelle 11) eingelegt und fir zwei

Stunden belassen wurde, wurde sie dreimal fur jeweils zehn Minuten in einer Tris-
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buffered-Saline (TBS)-Tween Ldsung (siehe Tabelle 10) gewaschen. Nach

Inkubation mit Sekundarantikérpern wurden die Waschschritte wiederholt.

Tabelle 11: Peroxidase-gebundene Antikorper

Antikorper Verdiinnung Hersteller
anti-mouse 1:10.000 in Jackson/Dianova
1%iger Blocking Solution #115-035-1003
anti-rabbit 1:10.000 in Jackson/Dianova
1%iger Blocking Solution #711-035-152
anti-goat 1:10.000 in Jackson/Dianova
1%iger Blocking Solution #705-035-003

Die Peroxidasereaktion wurde mit 2 ml Enhanced Chemoluminescence Reagent
gestartet. Die Chemolumineszenz der Peroxidasereaktion wurde mittels einer
Kamera (CoolSNAP HQ, Photometrics, Tucson, Arizona, USA) detektiert und mit der
Gel Pro Analyzer Software (MediaCybernetics Inc., Bethesda, Maryland, USA)

visualisiert.

2.5 Auftrennung des zytosolischen Proteoms im sauren pH-

Bereich

251 Proteinfallung

Um Proteine von anderen Zellbestandteilen wie Salzen, Lipiden oder DNA zu
trennen, wurde eine Trichloressigsaure (TCA)-/Aceton Fallung durchgefiuhrt. 250 ug
Protein wurden mit Lysispuffer | (vgl. Tabelle 1) auf 100 ul aufgefdlit.

Die folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die 100 ul Aliquots wurden
entweder bei -80 °C fur die spatere Verarbeitung eingefroren oder die Proteinfallung
sofort durchgefuhrt.

Jedem Aliquot wurden 800 ul -20 °C kaltes Aceton sowie 100 pl TCA hinzugegeben
und das Gemisch Uber Nacht bei -20 °C eingefroren.

AnschlieBend wurde drei Mal bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert (Mikro 220R
Zentrifuge, Hettich). Der Uberstand wurde nach jeder Zentrifugation abgenommen

und es wurde mit frischem eiskalten Aceton wieder auf 1 ml aufgefullt. Nach dem
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letzten Schritt wurde das Aceton abgenommen und das Proteinpellet fur ca. 20

Minuten bei Raumtemperatur zum Trocknen stehen gelassen.

25.2 Rehydrierung

Vor der IEF wurden die gefallten Proteinpellets wieder gelost und die IPG-strips
(Immobiline™  DryStrip pH 4-7 NL, GE Healthcare) rehydriert. Der
Rehydrierungspuffer (vgl. Tabelle 12) wurde mit 1% carrier Ampholyten (GE
Healthcare) und 6 mg DTT pro ml versetzt. Die Ampholyte dienen dazu, die
Leitfahigkeit entlang des Fokussierstreifens sowie die Loslichkeit der Proteine zu
erhohen.

Tabelle 12: Rehydrierungspuffer

Chemikalie Menge
Urea 42,42 g
Thiourea 15,2 g
CHAPS Detergenz 2% 29
Bromphenol Blau Spatelspitze
MilliQ Wasser ad 100 ml

CHAPS=Cholamidopropyldimethylammoniopropansulfonat

Die Pellets wurden mit 125 pl Rehydrierungspuffer versetzt und das Gemisch wurde
zur besseren Loslichkeit flir drei Minuten in ein Ultraschallbad (Sonorex Super
RK100SH, Bandelin electronic, Berlin, Deutschland) gelegt. Danach wurde es flr
mindestens eine Stunde zum Ld&sen der Proteine auf den Schittler (VV3, VWR,
Darmstadt, Deutschland) gestellt. Zur in-gel-rehydration wurde die Losung auf ein
Rehydration-Tray (Serva, Heidelberg, Deutschland) pipettiert.

Zur Proteinbeladung wurde ein IPG-strip (pH-Wert 4-7) vorsichtig auf diese Lésung
mit der Gelseite nach unten aufgelegt. Luftblasen wurden entfernt. Die IPG-strips
wurden mit jeweils 1,5 ml Silikondl (PlusOne Dry Strip Cover Fluid, GE Healthcare)
ubergossen, um ein Austrocknen zu verhindern. Die Proteinbeladung erfolgte Uber

etwa 12 Stunden bei Raumtemperatur.
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253 2-Dimensionale Gelelektrophorese

Bei der 2-DE werden die Proteine einer Probe in der ersten Dimension nach ihrem pl

und in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

2.5.3.1 1. Dimension, isoelektrische Fokussierung
Zur |IEF wird an dem proteinbeladenen IPG-strip eine Spannung angelegt. Die mit
Ampholyten versetzten Proteine migrieren entlang des pH-Gradienten in Richtung

Anode und sistieren an der ihrem pl entsprechenden Stelle des Streifens (102).

Die rehydrierten IPG-strips wurden mit dem 3100 Offgel Fractionator (Agilent,
Boblingen, Deutschland) fokussiert.

Hierbei wurden die zu fokussierenden Streifen in jeweils eine Rinne des
Fokussierungs-Tray gelegt. An jedem Ende des Streifens wurden zur Verbesserung
der Kontakte in MilliQ Wasser getrankte paper wicks (Electrode Wicks, Bio-Rad)
aufgelegt und jede Rinne wurde mit 2,5 ml Silikondl gefllt, abermals um eine
Austrocknung zu verhindern.

Die Streifen wurden mit insgesamt 6-8 Kilovoltstunden (kVh) fokussiert. Die
maximale Spannung von 5000 V wurde jedoch aufgrund hoher Widerstande selten
erreicht. Nach Ablauf der Zeit des Fokussierungsprotokolls bzw. nach Erreichen von
8 kVh wurde auf eine hold-Spannung von 300 V umgeschaltet. Die Leistung lag bei
maximal 250 mW und die Stromstarke war bei 50 pA limitiert.

Die Fokussierung wurde nach dem Protokoll, das in Abbildung 7 dargestellt ist,

ausgeflhrt:

300 V step 1000 V linear 5000 V linear 5000 V step

40h 45h 6,0 h 300 V hold

0,0 h

6,5h
Abbildung 7: Isoelektrische Fokussierung. Der Zeitstrahl zeigt das Fokussierungsprotokoll in Stunden (h) und
die angelegte Spannung in Volt (V). step = Spannung wird in einem Schritt eingestellt; linear = Spannung wird

linear ansteigend aufgebaut; hold = Spannung wird auf diesem Niveau gehalten, sobald die maximale kVh Zahl
erreicht ist

Nach Abschluss der Fokussierung wurden die Streifen fur 12 bis 48 Stunden bei -

20 °C eingefroren.

2.5.3.2 2. Dimension, Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS PAGE)
In der zweiten Dimension werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht

aufgetrennt. Um dies zu erreichen, wird der fokussierte IPG-strip auf ein SDS-PAGE-
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Gel aufgelegt, abermals eine Spannung angelegt und die Proteine wandern aus dem
Streifen in die Gelmatrix. Grol3e Proteine bleiben relativ weit oben in der

Polyacrylamidgelmatrix, wahrend kleinere weiter nach unten migrieren.

Die Gele wurden mit 11% PAA (vgl. Tabelle 5) gegossen. Pro Gel wurden zwei
Glasplatten (10x10 cm), getrennt durch 1 mm dicke spacer, aufeinander gelegt und
in die Gielvorrichtung eingespannt. Sobald Temed und APS als Initiatoren der
Polymerisationsreaktion hinzugegeben wurden, wurde das flussige Gel zlgig mit
einer Pasteurpipette zwischen die Glasplatten gegeben. Nach oben wurde ca. 1 cm
fur die spatere Applikation der IPG-strips ausgespart. Die Geloberflache wurde mit
ca. 500 pl Isopropanol betraufelt, damit eine plane Oberflache gewahrleistet war. Die
Gele polymerisierten fur ca. 30 Minuten aus und wurden, in feuchte Zellstoffticher
gewickelt, bei 4 °C gelagert.

Es schloss sich etwa 12 Stunden nach dem GieRen der Gele die Aquilibrierung der
IPG-strips an. Dafur wurde der Gelstreifen, beladen mit 250 pg Protein, zunachst mit
DTT behandelt, sodass Disulfidbricken reduziert wurden. AnschlieBend wurde
lodacetamid (IAA) hinzugegeben, um durch Alkylierung eine Re-Oxidation der
Cysteine zu verhindern. SDS sorgt fur eine vollstandige Entfaltung der Proteine,
indem es an ca. jeder dritten Aminosaure bindet und durch die negative Ladung an
den Bindungsstellen ein Refolding verhindert.

Die IPG-strips wurden in jeweils eine Rinne eines Aquilibrierungs-Tray (Serva)
gelegt. Zunachst wurden 2,5 ml Aquilibrierungspuffer (siehe Tabelle 13) mit 1% DTT
in jede Rinne des Trays gegeben. Dieses wurde fur 15 Minuten geschuttelt. Danach
wurde der DTT-haltige Aquilibrierungspuffer abpipettiert und durch 2,5 ml
Aquilibrierungspuffer mit 2,5% IAA ersetzt. Es folgten weitere 15 Minuten auf dem
Schuttler.

Tabelle 13: Zusammensetzung Aquilibrierungspuffer

Chemikalie Menge/Volumen
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 33,3 mi

SDS 49

Urea 72,07 g

Glycerol 60 ml
Bromphenol Blau Spatelspitze

MilliQ H20 200 ml
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Die Gele wurden eingespannt und die Laufkammern mit Laufpuffer (siehe Tabelle 7)
aufgefullt.

Sobald die Aquilibrierung abgeschlossen war, wurden die IPG-strips vorsichtig mit
einer Pinzette aus dem Aquilibrierungs-Tray genommen und dreimal kurz in
Laufpuffer gewaschen. Auf das eingespannte Gel wurden ca. 800 pl auf 95 °C
erhitzte (Rotilabo—Block-Heater H250, Roth) Agaroseldésung (vgl. Tabelle 14)
pipettiert.

Tabelle 14: Agaroselésung

Chemikalie Menge
Agarose 1,59
Bromphenol Blau Spatelspitze
SDS-Laufpuffer ad 300 ml

In die Agaroseldsung wurden zugig die IPG-strips gebettet, sodass sie glatt und ohne
Luftblasen dem Gel auflagen. Aullerdem wurden 2 pl Molekulargewichtsmarker
(Precision Plus Protein Standards Dual Color, BioRad) auf ein paper wick gegeben
und ebenfalls dem Gel aufgelegt. Der Marker zeigt Proteinbanden bei 250, 150, 100,
75, 50, 37, 20 sowie 15 Kilo-Dalton (kDa). Waren alle Gele beladen, wurde die
Kammer mit Laufpuffer aufgefillt. Die Gelkammern wurden verschlossen und an die
Stromquelle angeschlossen. Die Anlage wurde auf 10 °C gekuhlt.

Zunachst wurde eine Spannung von 40 V fuar 30 Minuten angelegt, bis die
Bromphenolblau-Lauffront komplett in das Gel gewandert war. Nach 30 Minuten
wurde die Spannung auf 150 V erhoht und etwa 90 Minuten gehalten, bis die
Lauffront am unteren Rand des Gels angelangt war.

Es schlossen sich vier 10-minutige Waschschritte in MilliQ Wasser auf einem
Schuttler an, um das SDS herauszuwaschen.

2.5.4 Coomassie Farbung

Nach den Waschschritten wurden die Gele in den Farbeschalen mit etwa 100 ml der
Coomassie Brilliant Blue Farbeldésung (115,116) Ubergossen (vgl. Tabelle 15). Mit

Hilfe der Coomassie Losung wurden die Proteine in dem Gel fixiert und angefarbt.
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Tabelle 15: Coomassie Farbelésung

Reagenz/Losung Menge/Volumen
Coomassie Brillant Blue 400 mg
Aluminiumsulfat-18-Hydrat 100 g

Ethanol 80% 240 ml
Ortho-Phosphorsaure 85% 47 ml

MilliQ H20 ad 2000 ml

Aluminiumsulfat wurde zunachst in 1,5 L H20 geldst, es wurden Ethanol und Phosphorsaure hinzugegeben,
schlief3lich wurde ad 2000 ml mit H20 aufgefillt.

Die Gele wurden fur mindestens 12 h in einer Farbeschale geschittelt, die
Farbelésung abgegossen und durch Entfarbeldésung (vgl. Tabelle 16) ersetzt. Die

Schale wurde abermals fur ca. zwei Stunden auf den Schuttler gestellt.

Tabelle 16: Entfarbelésung

Reagenz/Losung Menge/Volumen
Ethanol 80% 240 ml
Ortho-Phosphorsaure 85% 47 ml

MilliQ H20 ad 2000 ml

2.6 Einscannen der Gele

Nachdem die Entfarbelésung durch MilliQ Wasser ersetzt war, wurden die Gele mit
dem Amersham Pharmacia Image Scanner (GE Healthcare) eingescannt. Es wurde
jeweils ein digitales Bild mit dem Programm LabScan 5.0 (Swiss Institute of
Bioinformatics, Genf, Schweiz) erstellt und als ,tagged image file“ (.tif)-Datei
gespeichert. Die schwarz-weil3en Bilder wurden in der Delta 2D Software (Version
4.3.3, Decodon, Greifswald, Deutschland) hochgeladen und fur die Auswertung
verwendet. Zudem wurde von jedem Gel ein Farbscan angefertigt und zur
Dokumentation archiviert.

Die Gele wurden nach dem Scannen in 150 pl 10%iger Essigsaure luftdicht

eingeschweil}t und bei 4 °C gelagert.
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2.7 Analyse differentiell exprimierter spots

Die Analyse der Proteinexpression und -regulation anhand der 2D-Gele erfolgte
softwarebasiert (Delta 2D Software (Version 4.3.3, Decodon, Greifswald,
Deutschland)).

Die Bilder der Gele wurden aufgrund der Datenmenge in drei Projekte unterteilt. Die
Einteilung erfolgte nach technischen Replikaten (A, B, C). Die technischen
Replikatreihnen wurden einzeln ausgewertet und am Ende miteinander verglichen.
Jedes der drei Projekte enthielt also 36 Gelbilder. Nur spots, welche in allen drei
Replikatgruppen statistisch signifikant (p<0,03) reguliert waren, sollten spater
massenspektrometrisch identifiziert werden. Die durchgeflhrten Vergleiche sind in
Tabelle 17 dargestellt.

Um die Gelbilder miteinander vergleichen zu koénnen, wurden zunachst
Laufunterschiede durch warping ausgeglichen. Hierbei wurden alle Gelbilder einer
Gruppe digital auf ein Masterimage transferiert, sodass sich entsprechende spots
exakt Ubereinander lagern. Mit Hilfe des Programms wurde die Intensitat der
einzelnen spots in Volumen Prozent (%Vol) miteinander verglichen. Die statistischen

Vergleiche der Gruppen (siehe Tabelle 17) wurden mit dem t-Test durchgefuhrt.

Tabelle 17: Vergleiche zwischen den Gruppen

Vergleich Aspekt

SHAM140 vs. SHAM20 Liegezeit

IPC20 vs. SHAM20 direkter Effekt der Prakonditionierung
IPC140 vs. SHAM140 IPC Effekt nach 140 Minuten

IPC140 vs. IPC20 IPC Effekt Uber die Zeit

IR vs. SHAM140 Veranderungen durch IR-Schaden
IPC-IR vs. IR Effekt der Prakonditionierung bei IR
IPC-IR vs. IPC140 Effekt IR-Schaden bei IPC

Spots, die beim Vergleich zweier Behandlungsgruppen in allen drei Replikatgruppen
signifikant hoch- oder herabreguliert waren, wurden far eine
massenspektrometrische Identifikation aus ein bis zwei Gelen herausgeschnitten. In
Einzelfallen wurden auch spots identifiziert, die nur in zwei Replikatgruppen reguliert
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waren, weil in der dritten Gruppe aufgrund von Artefakten eine akkurate Beurteilung

nicht moglich war.

2.8 Tryptischer Verdau und massenspektrometrische

Identififzierung der Protein spots

Der tryptische Verdau sowie die massenspektrometrische Identifizierung der
differentiellen spots wurden durch Dr. rer. nat. S. Metzger sowie Dipl. Biol. T. Strahl
(BMFZ, Analytisches Zentrallabor, = Heinrich-Heine-Universitat = Dusseldorf)
durchgefuhrt. Die Proben wurden an einem Electrospray-lonisation Quadrupol-
Quadrupol Time-of-Flight Gerat (ESI-Qg-TOF) (Q-Star XL, Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) gemessen. Folgende Schritte sind zur Analyse der Proben

notwendig:

Proteinauftrennung (2-DE)

Protease-Verdau der ausgeschnittenen Protein spots (tryptischer Verdau)
Entsalzung der Proben

Aufnahme eines Ubersichtsspektrum der zu messenden Proben

Aufnahme von Fragmentspektren verschiedener tryptischer Peptide

I

Identifizierung der Proteine durch Sequenzierung der trytischen Peptide

2.8.1 Tryptischer im-Gel-Verdau

Die Proteine mussen fur die massenspektrometrische Identifikation in Peptide
gespalten werden. Hierfur wurde Trypsin verwendet, das spezifisch hinter jedem
Arginin und Lysin C-terminal schneidet, mit Ausnahme eines ggf. angrenzenden

Prolins.

Tabelle 18: Trypsinverdau, Puffer und L6sungen

Puffer/Losung Zusammensetzung
Waschldsung | Ammoniumhydrogencarbonat 25 mM
50% Acetonitril (ACN)
Waschlosung Il 100% ACN
Trypsinpuffer Ammoniumhydrogencarbonat 25 mM (pH 8,0)(gekuhlt)
Trypsinldsung 20 pg Trypsin + 200 yl Trypsinpuffer [

Elutionslésung 50% ACN + 5% Ameisensaure + 45% Milli-Q destilliertes H.O
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Zunachst wurden die Protein spots mit einem sauberen Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten, zerkleinert und in ein 0,5 ml Protein-LoBind silikonisiertes
Reaktionsgefall (Eppendorf) uberfuhrt. Darauf folgten mehrere Waschschritte. Nach
Zugabe von 100 pl Waschlosung | (vgl. Tabelle 18) wurden die Proben fur 10
Minuten geschittelt (Vortex-Schuttler VV3, VVR, Darmstadt, Deutschland). Der
Waschlésung wurde abpipettiert und abermals durch 100 yl Waschlosung | ersetzt
und erneut fir 30 Minuten auf den Schuttler gestellt. Dieses Prozedere wurde
zweimal wiederholt. Anschlief3end wurde die Probe fur 30 Minuten in Waschlosung |
(vgl. Tabelle 18) gewaschen, wobei das ACN die Proben vollstandig dehydratisiert.
Die Proben wurden nach dem Abnehmen des Waschlésung Il fir 30 Minuten

Vakuum-getrocknet (Concentrator 5301, Eppendorf).

Die getrockneten Gelstlickchen wurden mit Trypsinldsung (vgl. Tabelle 18) bedeckt,
sodass sie sich komplett vollsaugten. Nach ca. 5 Minuten wurde die Uberschussige
Trypsinldsung abgenommen und die Gelsticke mit Trypsinpuffer (vgl. Tabelle 18)
ubergossen. Sie wurden 12-16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Bis zur Inkubation wurde
die trypsinhaltige Probe auf Eis gehandhabt, um einen Eigenverdau des Trypsins zu

vermeiden.

Zur Elution der Peptide wurden die Gelstucke herunterzentrifugiert (Rotilabo
Minizentrifuge, Roth) und der peptidhaltige Uberstand in einem neuen
Reaktionsgefal gesammelt. Zur Uberfiihrung der Uberstande wurden Gelloader-
Pipettenspitzen (Eppendorf) verwendet. Das Gefaly wurde mit destilliertem Wasser
aufgefullt. Die Proben wurden funf Minuten auf den Vortex-Schuttler gestellt und fur
funf Minuten mit Ultraschall (Bandelin electronic) behandelt. Abermals wurden die
Gelstiicke herunterzentrifugiert und der Uberstand in das neue GefaR Uberfihrt. Die
Proben wurden mit Elutionsldsung (vgl. Tabelle 18) vermischt, so dass sie vollstandig
bedeckt waren, fur 30 Minuten auf den Vortex-Schuttler gestellt und danach der
Uberstand in das neue GefaR transferiert. Dieser Schritt wurde zweimalig wiederholt.
Danach wurden die Proben einmalig in ACN fur 30 Minuten auf dem Vortex-Schuttler
belassen und der Uberstand abermals in das neue GefaR mit den eluierten Peptiden
uberfuhrt. Das Gefall mit den Peptiden wurde bis zur Trocknung in die Vakuum-
Zentrifuge gegeben und bei -20 °C eingefroren.
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2.8.2 Entsalzen der Peptide

Dem tryptischen Verdau schloss sich eine Entsalzung der Peptide an, da Salze die

MS-Analyse durch ihre Ladung storen konnen.

Tabelle 19: Entsalzungslésungen

Puffer Zusammensetzung
Waschlésung 4% Methanol/ 1% Ameisensaure
Elutionslésung 60% Methanol/ 1% Ameisensaure

Die Entsalzung wurde in Pipettenspitzen mit einer Cis Matrix (ZipTip, Millipore,
Bedford, USA) durchgefuhrt.

Die Proben wurden mit 10 yl Waschlésung (vgl. Tabelle 19) aufgenommen. Die
Pipettenspitzen wurden durch dreimaliges Aufziehen und Verwerfen von 10 ul
Elutionslosung (vgl. Tabelle 19) aktiviert und danach durch ebenfalls dreimaliges
Aufziehen und Verwerfen von Waschpuffer aquilibriert. Die Probe wurde mit der
Pipettenspitze aufgenommen und mehrmals luftblasenfrei auf- und abgezogen,
sodass die Peptide an die C1s Matrix der Pipettenspitze binden. Es schlossen sich
erneut drei Waschschritte mit je 10 pl Waschlosung an. Darauffolgend wurden die
Peptide von der Cis-Saule durch mehrmaliges auf- und abziehen in 10 l

Elutionslésung geldst und in ein neues Gefald gefillt.

2.8.3 Electrospray lonisations Massenspektrometrie

Bei massenspektrometrischen Verfahren werden geladene Teilchen, in diesem Fall
Peptide, nach ihrem Masse zu Ladung (m/z) Verhaltnis aufgetrennt. Bei bekannter
Ladung lasst sich die Masse ermitteln. Es gibt verschiedene Methoden der MS. Das
Prinzip besteht darin, dass man eine lonenquelle nutzt, welche eine ionisierte Probe
in einen Massenanalysator bringt, dem sich ein Detektor anschlieft.

Das Verfahren der Elektrospray lonisations Massenspektrometrie (ESI-MS) wurde
1988 von John Fenn entwickelt (117).

Die Analytmolekule werden in einem sauren oder basischen Puffer gelost und
erhalten dadurch eine Ladung. Das erklart die Bedeutung der vorangehenden
Entsalzung. Natriumionen wirden an die zu protonierenden Bindungsstellen binden

und die Massenanalyse storen.
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Die zu analysierende Proteinldsung wird beim Prozess der Desolvatisierung mit Hilfe
eines elektrostatischen Feldes bei atmospharischem Druck in viele kleine geladene
Tropfchen zerstaubt. Dafur wurden die Proben in eine metallbedampfte Glaskapillare
(Proxeon, Odense, Danemark) aufgenommen, an die eine Spannung angelegt wird.
In dieser Arbeit wurde ein Tandem-Hybrid-Massenspektrometer (Q-STAR XL ESI-
Qqg-TOF) verwendet. Es besteht aus drei hintereinandergeschalteten Quadrupolen
(Triplequadrupol) und einem Time-of-Flight (TOF)-Analysator zur Massenselektion.
Die Quadrupole bestehen aus vier, dreidimensional angeordneten und parallel
verlaufenden Metallelektroden. Die jeweils gegentberliegenden sind gleich gepolt.
Mit definierten Gleich- und Wechselspannungen zwischen den Elektroden werden
durchfliegende lonen (hier geladene Peptide) mit einem bestimmten m/z Verhaltnis
auf einer oszillierenden Flugbahn stabilisiert. Molekile mit einem anderen m/z
Verhaltnis kollidieren mit den stabférmigen Elektroden, sodass die Peptide mit
stabiler Flugbahn selektioniert werden.

Die drei Quadrupole des Q-Star XL Massenspektrometers haben unterschiedliche
Funktionen. Im Ersten wird der Strahl der lonen gebundelt. Im Zweiten findet die
eigentliche Selektion nach m/z statt. Das dritte Quadrupol fungiert als Kollisionszelle.
Hier werden Peptide mit definiertem m/z Verhaltnis mit einem Inertgas (Stickstoff)
beschossen, so dass sie zerbrechen.

Im TOF-Analysator erfolgt die Auftrennung der Fragmente nach ihrem m/z-
Verhaltnis. Mit den ermittelten Massen der Aminosaurefragmente lasst sich die

Peptidsequenz rekonstruieren.

2.8.4 Proteinidentifikation

Es wurde zunachst ein Ubersichtsspektrum der Peptide erstellt. Im zweiten Schritt
wurden die Peptide sequenziert. Die Sequenzen wurden nach dem Mascot
Algorithmus  (http://www.Matrixscience.com) ausgewertet und mit der NCBI-
Datenbank (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) abgeglichen. Um erganzend Hinweise auf die Proteine
zu erhalten, wurde zudem der Peptide Mass Fingerprint verwendet. Dabei werden
die erhaltenen Peptidmassen aus dem Ubersichtsspektrum mit den theoretisch beim

Verdau des fraglichen Proteins entstehenden Peptiden verglichen.
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Bei der Erstellung des Ubersichtsspektrums wurden die Quadrupole so eingestellt,
dass alle Peptidionen in einem Massenbereich von 350 bis 1200 Da zum Detektor
gelangen. Die Protonierung erfolgt an basischen Seitenketten (Lysin, Arginin,
Histidin) sowie am N-Terminus des Peptids. Da bei der Protonierung nicht beeinflusst
werden kann, wie viele H*-lonen ein Peptid aufnimmt, konnen unterschiedliche
Signale am Detektor von demselben Peptid stammen. Mit Hilfe der Kenntnis natlrlich
vorkommender Isotopenverteilung (z.B. Kohlenstoff: '3C und '2C) lasst sich jedoch

die Ladung errechnen.

Die Aminosduresequenz einzelner Peptide aus dem Ubersichtsspektrum wurde (iber
die Fragmentierung dieser Peptide ermittelt.

Dazu wurde ein zu sequenzierendes Peptid in der Kollisionszelle durch Kollision mit
Stickstoffmolekilen fragmentiert. Die Briche finden an den Bindungsstellen
zwischen den einzelnen Aminosauren statt. Die Nomenklatur der entstehenden
Fragmente richtet sich nach dem Verbleib der Ladung (118). Verbleibt diese am N-
Terminus ist von der a-, b- bzw. c-Serie die Rede, wahrend eine Ladung am C-
terminalen Ende als x-, y-, z-Serie bezeichnet wird. In dieser Arbeit Uberwogen
Peptide der y-Serie, da Trypsin C-terminal hinter Lysin sowie Arginin schneidet und

die Ladung am C-Terminus verbleibt (vgl. Abbildung 8).

I Ao

Abbildung 8: Nomenklatur der Peptidfragmente nach Roepstorff und Fohlman (118). Die Nomenklatur der
aus dem Zusammensto3 der Aminosauren mit Stickstoff entstehenden Fragmente richtet sich je nach Verbleib
der Ladung am C- oder N-Terminus. Es gibt es eine a-, b- bzw. c-Serie (C-Terminus) oder eine x-, y- oder z-Serie
(N-Terminus).

Findet ein solcher Bruch statt, erhalt man im Massenspekirum Signale mit
unterschiedlichen m/z Werten. Einzelne Aminosauren werden abgespalten. Die
Massendifferenz zum Ursprungspeptid entspricht diesen Aminosauren. Da die

einzelnen Aminosauren eine unterschiedliche spezifische Masse besitzen (mit
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Ausnahme von Leucin und Isoleucin), lasst sich aus dem Fragmentspektrum die
Aminosauresequenz des Peptides ablesen/bestimmen.

Fir die Proteinidentifizierung wurden im Durchschnitt in dieser Arbeit funf Peptide
sequenziert und mit den Datenbanken abgeglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Quantifizierung der Leberschadigung anhand der

Transaminasen

Im Serum der operierten Tiere zeigte sich eine signifikante Erhdhung der
Transaminasen AST sowie ALT in den Versuchsgruppen IR und IPC-IR beim
Vergleich mit der scheinoperierten SHAM140-Gruppe (p<0,05) (siehe Abbildung 9).
Auch bestatigte sich ein signifikanter Abfall von ALT und AST nach IPC im Vergleich
zu IR (p<0,05; vgl. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Darstellung der Transaminasen Level. A=ALT-Level, B=AST-Level im Serum der Versuchstiere
nach Behandlungsgruppen. Oberer und unterer Whisker stellen die Extremwerte der Transaminasen dar. Oberes
und unteres Ende der Box reprasentieren respektive 75. Und 25. Perzentile dar. Der Ubergang zwischen den
Farben entspricht dem Median; n=6/Gruppe; *=p<0,05 vs. SHAM140. #=p<0,05 vs. IR.

3.2 Western Blots zur Uberpriifung des

Fraktionierungsprotokolls

Um zu verifizieren, dass die zytosolische Zellfraktion einen hohen Reinheitsgrad hat,

wurden vier Western Blots durchgefluhrt (siehe Abbildung 10).
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NU Mi Cyt Mem MW
Anti- Prohibitin - -~ 30 kDa
Anti- Lamin B n— 67 kDa
Anti- Na*/K* ATPase . ‘ - 112 kDa
Anti- GAPDH —— - 36 kDa

Abbildung 10: Zusammenfassung Western Blot Ergebnisse. Zu sehen sind die Overlays der vier Western
Blots. Es zeigt sich ein Signal des Anti-GAPDH-Antikdrpers in der Zytosolfraktion; Die anderen Antikorper zeigten
keine Bindungen in der zytosolischen Fraktion. NU=nukledre Fraktion, Mi=mitochondriale Fraktion,
Mem=Membranfraktion, MW=Molekulargewicht

Es zeigte sich ein starkes GAPDH-Signal in der zytosolischen Fraktion. Es zeigte
sich keine Reaktion der Zytosolfraktion mit einem gegen Proteine anderer Fraktionen
gerichteten Antikorper (siehe Abbildung 10). Dies deutet auf einen hohen

Reinheitsgrad der zytosolischen Fraktion hin.

3.3 Optimierung der zweidimensionalen Gelelektrophorese

Eine saubere und reproduzierbare Auftrennung der Proteine ist fir eine akkurate
komparative Proteomanalyse essentiell. Um dies zu gewahrleisten, war es zunachst
notwendig, beide Dimensionen der 2-DE zu optimieren und ein Protokoll zu
etablieren, das eine gute Vergleichbarkeit der Gele ermdglicht.

3.3.1 Optimierung der 1. Dimension

Die Fokussierung nach pl sollte insbesondere im sauren pH-Bereich (~4)
reproduzierbar erfolgen. Mit dem vom Hersteller des 3100 Offgel Fractionator
empfohlenen Protokoll konnte im sauren Bereich keine saubere Auftrennung der
Proteinspots erreicht werden. Folglich war eine akkurate Analyse nicht moglich.

Eine Anpassung des Protokolls der IEF ermoglichte es, eine verbesserte
Proteinauftrennung in diesem Bereich zu erzielen.

Es zeigte sich, dass durch eine Verlangerung der Anlaufphase bei 300 V von 30

Minuten auf vier Stunden (siehe Abbildung 11), eine wesentlich bessere Auftrennung
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der Proteine im sauren pH-Bereich erreicht wurde. Insgesamt wurde weiterhin mit
sechs bis acht kVh fokussiert. Wenn diese erreicht waren, wurde auf eine hold

Spannung von 300 V umgestellt.
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IEF Protokoll nach Herstellerempfehlung (A)

300 V step 40h 1000 V linear 5000 V linear

45h 5000 V step 65h 300 V hold

0,0 h

6,0 h

Optimiertes IEF Protokoll (B)
Abbildung 11: Anpassung des IEF Protokolls. Durch eine Verlangerung der Anlaufzeit bei 300 V wurde eine
verbesserte Auftrennung im sauren pH-Bereich (Kreis) erreicht. A=exemplarisches Gel nach vom Hersteller
empfohlenem IEF Schema; B= exemplarisches Gel nach optimiertem IEF Schema; Vom Hersteller empfohlenes
und optimiertes |IEF Schema sind unter den beiden Coomassie gefarbten Gelen als Zeitstrahl dargestellt.

step=die Spannung wird sofort eingestellt; linear=Spannung wird linear ansteigend aufgebaut; hold=Spannung
nach Ablauf des Protokolls

Es zeigte sich zudem eine klarere Diskriminierung der Proteine bei Verwendung von
1% carrier Ampholyten im Rehydrierungspuffer. Initial wurde mit einem 2%igen
Puffer gearbeitet. Auch diese Anderung wurde fiir die 2-DE in dieser Studie

Uubernommen.

3.3.2 Optimierung der 2. Dimension

Zur Proteinauftrennung der Proben nach MW mittels SDS-PAGE wurden
unterschiedliche Polyacrylamidkonzentrationen der Gele sowie unterschiedliche

Proteinmengen getestet.

Zunachst wurde die geeignete PAA-Konzentration bestimmt. Bei hoher PAA-
Konzentration ist die Gelmatrix dichter und die Proteine migrieren entsprechend

langsamer, groRe Proteine sistieren weiter oben im Gel. Bei niedriger PAA-
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Konzentration wandern die Proteine schneller. Dadurch erreicht man eine bessere
Auftrennung, lauft aber auch Gefahr, kleinere Proteine zu verlieren.

Es wurden 10%ige, 11%ige sowie 12%ige Gele getestet (siehe Abbildung 12). Gele
mit 11%igem PAA Anteil zeigten sich als am besten geeignet, da die Proteine bei
11% PAA besser aufgetrennt werden als bei 12% PAA, die Matrix aber fester ist und

die Gele damit besser handhabbar sind als 10%ige Gele.
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Abbildung 12: Proteinauftrennung bei unterschiedlichen PAA-Konzentrationen zur Optimierung der 2-DE
Gele. In den 11%igen PAA Gelen ergibt sich eine Uubersichtliche Verteilung der Proteine bei guter
Handhabbarkeit. Am linken Rand der Gele sind die Markerbanden bei 20, 50 und 250 kDa beschriftet.

Weiterhin wurde die Beladung mit verschiedenen Proteinmengen getestet. Nach der
Erstellung und Auswertung von 2-DE Gelen mit 200 pg, 250 ug, 300 ug sowie 400
Mg Protein wurde die Versuchsreihe mit 250 ug Protein je Gel ausgefuhrt, da bei
dieser Menge eine gute Auftrennung und Differenzierbarkeit der Proteinspots
gegeben war. Gering abundante Proteine lieRen sich abgrenzen, ohne dass eine zu
grole Proteinmenge die Differenzierung einzelner Proteinspots voneinander

erschwerte.

3.4 Detektion differentiell exprimierter spots

Die Bilder der eingescannten Gele wurden mit Hilfe der Delta 2-D Software
miteinander verglichen, um differentiell exprimierte spots (DS) zu detektieren. Jede
technische Replikatgruppe (A, B und C) mit jeweils 36 Gelbildern wurde einzeln
ausgewertet und mit den anderen beiden Replikatgruppen verglichen. Insgesamt
wurden auf Gelen der technischen Replikate A und B 787 Proteinspots und bei den
Replikaten C 784 spots pro Gel detektiert. Die Differenz ergibt sich durch Artefakte

(z.B. Luftblasen), die von der Software als spots gewertet wurden.



48

War ein spot beim Vergleich zweier Behandlungsgruppen (siehe Tabelle 17) in einer
Replikatgruppe signifikant (p<0,03) reguliert, wurde mit den anderen Replikatreihen
abgeglichen, ob der entsprechende spot dort ebenfalls signifikant reguliert war. War
dies der Fall, wurde der spot fur eine massenspektrometrische ldentifizierung
ausgeschnitten. Lediglich die spots DS1 sowie DS5a wurden bericksichtigt, obwohl
sie nicht in allen Replikatreihen reguliert waren, weil diese aufgrund von Fehlern bei
der spot Detektion bzw. Auftrennung in nur einer Replikatreihe als nicht signifikant
reguliert erfasst wurden.

Insgesamt zeigten sich acht spots, die bei den angestellten Vergleichen in allen drei
technischen Replikatreihen differentiell exprimiert waren (vgl. Abbildung 13). Zwei
der spots waren beim Vergleich der Gruppen IPC-IR und IPC140 reguliert, funf beim
Vergleich von IPC20 mit IPC140, einer beim Vergleich von SHAM20 mit SHAM140
und einer beim Vergleich zwischen SHAM20 und IPC20.

Der spot DS5 war beim Vergleich zwischen IPC20 und IPC140 (DS5a) in zwei
Replikatreihen signifikant reguliert und beim Vergleich zwischen SHAM20 und
SHAM140 in allen drei technischen Replikatreihen differentiell exprimiert (DS5b).

In Abbildung 13 sind die differentiell exprimierten spots (DS1-8) in einer Ubersicht auf

einem reprasentativen 2D-Gel dargestellt.
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Abbildung 13: Ubersicht differentiell exprimierter spots. Zu sehen ist ein reprasentatives Coomassie
gefarbtes 2-D Gel mit einem pH-Gradienten von 4-7. Die Markerbanden sind bei 20, 50 und 250 kDa beschriftet.
Die differentiellen spots sind schwarz umkreist. DS=differentiell exprimierter spot, p<0,03

Die Expressionsstarken der differentiell exprimierten spots (DS1-8) in %Vol sind in
Tabelle 20 aufgefuhrt. Es wurde ein Mittelwert der Intensitaten aus den drei
technischen Replikatgruppen berechnet. Zudem ist die relative Standardabweichung
(RSD) angegeben. Die Ratio gibt den Quotienten der spot-Intensitaten der
verglichenen Gruppen an, also die relative Expressionsveranderung. Die Einzelwerte

jedes spots und jeder Replikatreihe finden sich im Anhang zu dieser Arbeit.

Tabelle 20: Differentiell exprimierte Proteinspots

Spot Intensitat (%Vol) RSD Intensitét (%Vol) RSD Ratio
DS1 0,513 (IPC140) 10,33 0,377 (IPC-IR) 16,00 0,74 WV
DS2 0,026 (IPC140) 36,73 0,061 (IPC-IR) 33,85 2,36 N
DS3 0,107 (IPC20) 19,29 0,058 (IPC140) 21,91 0,54 WV
DS4 0,219 (IPC20) 52,71 0,032 (IPC140) 31,40 0,14 ¥
DS5a 1,399 (IPC20) 22,00 1,768 (IPC140) 6,83 1,48 A\
DS5b 1,242 (SHAM20) 25,74 1,936 (SHAM140) 18,34 1,57 A\
DS6 0,042 (IPC20) 40,32 0,008 (IPC140) 75,91 0,18 ¥
DS7 0,037 (IPC20) 30,91 0,011 (IPC140) 72,90 0,30 ¥

DS8 0,136 (SHAM20) 40,72 0,318 (IPC20) 23,25 2,45 A\
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Die einzelnen differentiell exprimierten spots (DS1-DS8), die auf den Gelen der drei
technischen Replikatgruppen detektiert wurden, sind in den Abbildungen 14 bis 22
dargestellt. Dort werden die signifikant regulierten Proteinspots aus jedem einzelnen
fur den Vergleich (z.B. SHAMZ20 vs. IPC20) verwendeten Gel prasentiert. Insgesamt
werden 36 spots aus 36 verschiedenen Gelen in jeder Abbildung gezeigt (sechs
biologische Replikate pro Behandlungsgruppe und drei technische Replikate pro
biologischem Replikat). Die Balkendiagramme am rechten Rand stellen exemplarisch
die spot-Intensitat in %Vol aus der technischen Replikatreihe A dar.
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Abbildung 14: Differentieller spot 1. Dargestellt ist der spot DS1 in allen Gelen der Behandlungsgruppen
IPC140 sowie IPC-IR aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C); DS1 ist beim Vergleich der Gruppe
IPC140 mit IPC-IR in IPC-IR in der A- und C-Replikatreihe signifikant herabreguliert. In der B-Replikatreihe war
diese Regulierung aufgrund unsauberer Auftrennung in einem Gel nicht zu verzeichnen. Fir die Berechnung der
Anderung der Expressionsstarke in %Vol wurden nur die Intensitaten der signifikanten Replikatreihen verwendet;
Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der einzelnen spots aus der technischen Replikatreihe A in
%Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im Balkendiagramm symbolisieren die Standardabweichung.
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Abbildung 15: Differentieller spot 2. Dargestellt ist der spot DS2 in allen Gelen der Behandlungsgruppen
IPC140 sowie IPC-IR aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS2 ist beim Vergleich der Gruppe
IPC140 mit IPC-IR in IPC-IR signifikant hochreguliert. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der
einzelnen spots aus der technischen Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im
Balkendiagramm symbolisieren die Standardabweichung.
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Abbildung 16: Differentieller spot 3. Dargestellt ist der spot DS3 in allen Gelen der Behandlungsgruppen IPC20
sowie IPC140 aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS3 ist beim Vergleich der Gruppe IPC20 mit
IPC140 in IPC140 signifikant herabreguliert. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der einzelnen
spots aus der technischen Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im Balkendiagramm
symbolisieren die Standardabweichung.
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Abbildung 17: Differentieller spot 4. Dargestellt ist der spot DS4 in allen Gelen der Behandlungsgruppen IPC20
sowie IPC140 aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS4 ist beim Vergleich der Gruppe IPC20 mit
IPC140 in IPC140 signifikant herabreguliert. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der einzelnen
spots aus der technischen Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im Balkendiagramm
symbolisieren die Standardabweichung.
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Abbildung 18: Differentieller spot 5a. Dargestellt ist der spot DS5a in allen Gelen der Behandlungsgruppen
IPC20 sowie IPC140 aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS5a ist beim Vergleich der Gruppe
IPC20 mit IPC140 in IPC140 signifikant hochreguliert. Aufgrund einer fehlerhaften spot-Detektion sind bei DS5a
nur die technischen Replikate der Gruppen A und C in IPC140 gegeniber IPC20 hochreguliert. Es wurden fur die
Berechnung der Anderung der Expressionsstérke in %Vol nur die Intensitdten der signifikanten Replikatreinen
verwendet. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der einzelnen spots aus der technischen
Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im Balkendiagramm symbolisieren die
Standardabweichung.
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Abbildung 19: Differentieller spot 5b. Dargestellt ist der spot DS5b in allen Gelen der Behandlungsgruppen
SHAM20 sowie SHAM140 aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS5b ist beim Vergleich der
Gruppe SHAM20 mit SHAM140 in SHAM140 signifikant hochreguliert. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die
Expression der einzelnen spots aus der technischen Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten
Striche im Balkendiagramm symbolisieren die Standardabweichung.
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Abbildung 20: Differentieller spot 6. Dargestellt ist der spot DS6 in allen Gelen der Behandlungsgruppen IPC20
sowie IPC140 aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS6 ist beim Vergleich der Gruppe IPC20 mit
IPC140 in IPC140 signifikant herabreguliert. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der einzelnen
spots aus der technischen Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im Balkendiagramm
symbolisieren die Standardabweichung.
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Abbildung 21: Differentieller spot 7. Dargestellt ist der spot DS7 in allen Gelen der Behandlungsgruppen IPC20
sowie IPC140 aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS7 ist beim Vergleich der Gruppe IPC20 mit
IPC140 in IPC140 signifikant herabreguliert. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der einzelnen
spots aus der technischen Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im Balkendiagramm
symbolisieren die Standardabweichung.
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Abbildung 22: Differentieller spot 8. Dargestellt ist der spot DS8 in allen Gelen der Behandlungsgruppen
SHAM20 sowie IPC20 aus allen drei technischen Replikatgruppen (A, B, C). DS8 ist beim Vergleich der Gruppe
SHAM20 mit IPC20 in IPC20 signifikant hochreguliert. Im Balkendiagramm ist exemplarisch die Expression der
einzelnen spots aus der technischen Replikatreihe A in %Vol dargestellt. Die waagerechten Striche im
Balkendiagramm symbolisieren die Standardabweichung.
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3.5 Massenspektrometrisch identifizierte Proteine

Mit Hilfe der massenspektrometrischen Analyse wurden die in Tabelle 21 gelisteten
Proteine identifiziert. Sie sind dort mit der zugehoérigen spot-Bezeichnung (DS1-8)
aufgefuhrt. Auf der Internet Datenbank www.uniprot.org lassen sich alle Proteine mit

ihrer Search Entry Nummer (vgl. Tabelle 21) aufrufen.

Tabelle 21: Identifizierte Proteine

Spot Protein MW(kDa)/ MW(kDa)/ Entry Vergleich
pl pl
theor. geschatzt

DS1* a-Tubulin N ~50,0/~5,2 S IPC-IR/IPC140 7
DS2** Protein-Disulfid- 48,17/5,00 ~50,0/~5,0 Q63081 IPC-IR/IPC140 A

isomerase A6

(PDIAB)

Ektonukleosid- 47,37/5,08 Q6P6S9

Triphosphat-

Diphosphohydro-

lase 5 (ENTPD5)
DS3 Protein SEC 13 35,55/5,15 ~35,0/~5,1 Q5XFW8 IPC140/IPC20 v

homolog
DS4***  Aktin S ~40,0/~6,0 © IPC140/ IPC20 v
DS5 Heat Shock 60,96/5,91 ~60,0/~5,9 P63039 SHAM140/SHAM A

Protein 60 20

(HSP 60)

IPC140/ IPC20 A

DS6 Programmed cell  96,63/6,15 ~100,0/~6,2 Q9QZA2 IPC140/ IPC20 7

death 6

interacting Protein

(PDCD6IP)
DS7**** N © ~100,0/~6,3 © IPC140/ IPC20 v
DS8 Sarkosindehydro-  101,44/6,15 ~100,0/~6,5 Q64380 IPC20/SHAM20 )

genase (SarDH)

In der Tabelle sind die identifizierten Proteine mit korrelierenden spots (DS1-8) aufgelistet. Zudem sind
theoretisches Molekulargewicht (MW) in kDa und theoretischer pl (laut Datenbank) sowie im 2D-Gel
abgeschatztes MW und abgeschatzter pl dargestellt. Der Entry Code ermoglicht das schnelle Abrufen des
Proteins auf der Datenbank www.uniprot.org. Die Pfeile symbolisieren Herauf- bzw. Herabregulierung des
Proteins im jeweiligen Vergleich. ©= keine Angabe

*Bei der Ildentifizierung von DS1 ergab ein Alignment der Sequenzen der Untereinheiten des « -Tubulin keine
eindeutigen Sequenzabschnitte, sodass eine Zuordnung des « -Tubulin Subtyps nicht méglich war.

**Der spot DS 2 enthielt zwei Proteine

***Beim Alignment der Aminosauresequenzen ergaben sich keine eindeutigen Abschnitte, so dass eine genaue
Zuordung nicht moglich war.

****Der spot DS7 lieR sich nicht identifizieren
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a-Tubulin (DS1)

a-Tubuline sind eine Untergruppe der Tubuline, einer Familie von globularen
Proteinen. Der genaue Subtyp der a-chain konnte nicht bestimmt werden.
Zusammen mit einem B-Tubulin Dimer formen a-Tubuline die Mikrotubuli, welche
wiederum Hauptbestandteil des Zytoskeletts sind (119). Dieses Protein war in zwei
von drei technischen Replikatreihen beim Vergleich zwischen IPC140 und IPC-IR in
IPC-IR herabreguliert.

Protein-Disulfidisomerase A6 (Calcium Binding Protein 1) (DS2)

Die Protein-Disulfidisomerase A6 (PDIAG) ist ein 440 Aminosauren langes Protein
und Teil der Protein-Disulfid-lIsomerase Familie (PDI) und wird auch Calcium Binding
Protein 1 genannt. PDIs fungieren unter anderem als Chaperone, die im Rahmen der
Proteinfaltung eine wichtige Rolle beim Arrangement von Disulfidbriicken spielen.
Die subzellulare Lokalisation ist im ER (120). PDIA6 war beim Vergleich zwischen
IPC140 und IPC-IR in IPC-IR hochreguliert.

Ekto-Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase 5 (ENTPDS5) (DS2)

Dieses Protein (auch Guanosin oder Uridin Diphosphatase genannt) ist 427
Aminosauren lang und in die N-Glykosylierung von Proteinen sowie die Regulierung
zellularer ATP Level involviert. ENTPDS ist Teil eines Hydrolyse-Zyklus bei dem ATP
zu AMP konvertiert wird. Dies fuhrt kompensatorisch zu einer gesteigerten aeroben
Glykolyse im Zytosol. Subzellulare Lokalisation ist das ER (121,122). Das Protein
war beim Vergleich zwischen IPC140 und IPC-IR in IPC-IR hochreguliert.

Protein SEC 13 homolog (DS3)

Das 322 Aminosauren lange Protein SEC 13 homolog ist vor allem bei zellularen
Transportmechanismen bedeutsam. Es ist Bestandteil des Nuclear pore complex
(NPC), welcher als Verbindungsstelle zwischen Nukleus und Zytosol fungiert. SEC
13 dient hier als shuttle. Aulerdem ist es in die Biogenese von coat protein complex
Il (COPII) coated vesicles involviert und in der Membran des ER lokalisiert (123).
Dieses Protein war im Verlauf der IPC beim Vergleich zwischen IPC20 und IPC140
nach 140 Minuten herabreguliert.
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Aktin (DS4)

Aktin ist Bestandteil der Mikrofilamente und damit des Zytoskeletts. Der Subtyp (G-
Aktin, F-Aktin) lie3 sich nicht weiter bestimmen. Der Proteinspot DS4 war beim
Vergleich zwischen IPC20 und IPC140 nach 140 Minuten herabreguliert.

Heat Shock Protein 60 (HSP 60) (DS5)

HSP 60 oder 60 kDa-Chaperonin ist ein Protein aus der mitochondrialen Matrix und
Bestandteil der Chaperonin Familie. Es spielt sowohl beim Import von Molekullen
vom Zytosol in die Mitochondrien als auch bei der Verhinderung von misfolding eine
Rolle. AulRerdem wird dem 573 Aminosauren langen Protein eine wichtige Funktion
bei der zellularen Stressantwort zugeschrieben (124).

HSP 60 war bei den scheinoperierten Tieren der Gruppe SHAM140 im Vergleich zu
den SHAM20 Tieren nach 140 Minuten hochreguliert. Ebenso war es beim Vergleich
zwischen IPC20 und IPC140 nach 140 Minuten in zwei von drei technischen

Replikatreihen signifikant hochreguliert.

Programmed cell death 6 interacting Protein (PDCDG6IP) (DS6)

PDCDG6IP oder Apoptosis linked gene 2 interacting Protein 1 ist ein 873 Aminosauren
zahlendes Protein, das vor allem im Zytosol vorkommt. Es sind zahlreiche
Interaktionen mit Proteinen beschrieben, die eine Rolle im endosomal sorting
complex required for transport (ESCRT) und bei der Zytokinese spielen. Eine
Uberexpression zeigt eine antiapoptotische Wirkung (125-127). Das Protein war im
Laufe der IPC nach 140 Minuten, beim Vergleich von IPC20 und IPC140,
herabreguliert.

Sarkosindehydrogenase (SarDH) (DS8)

SarDH ist ein Enzym aus dem Glycinstoffwechsel. Es katalysiert die Demethylierung
von Sarkosin zu Glycin. AuRerdem ist es damit Bestandteil des Stoffwechsels von
Betain, bei dem eine hepatoprotektive Funktion beschrieben ist (10,128). Sarkosin-
dehydrogenase ist ein Enzym der mitochondrialen Matrix und 919 Aminosauren lang.
Es war beim Vergleich von IPC20 und SHAM20 in IPC20 hochreguliert.
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4 Diskussion und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war es, Proteine zu identifizieren, die bei der IPC der Leber
und dem dadurch induzierten Schutz des Organes vor IR-Schaden differentiell
exprimiert werden. Es wurde das Proteom des Zytosols im pH-Bereich 4-7 der
Gewebsproben zu verschiedenen Zeitpunkten der Behandlung miteinander
verglichen, um hoch- bzw. herabregulierte Proteine zu detektieren. Dies sollte dazu
beitragen, die Mechanismen der hepatischen IPC zu ergrinden, welche noch nicht
vollstandig erforscht sind.

Gegenstand der Untersuchung war das Proteom von Ratten-Lebergewebe, das einer
induzierten warmen partiellen Ischamie und Reperfusion unterzogen wurde.

Es wurde ein globaler proteomanalytischer Ansatz aus 2-DE gekoppelt mit
Massenspektrometrie gewahlt. Aus der Versuchsreihe lassen sich folgende

Schlussfolgerungen ziehen:

e Es bestatigte sich, dass IPC die Leber vor IR-Schaden schutzt.

e Die reproduzierbar gute Auftrennung komplexer Proteingemische st
grundlegend fur eine Proteomanalyse. Die 2-DE wurde probenspezifisch

optimiert.

e Eine subzellulare Fraktionierung der Proben verringerte deren Komplexitat
und ermoglichte es, geringer abundante Proteine zu detektieren. AuRerdem
konnte das Protokoll zur Auftrennung spezifisch an die jeweilige Fraktion
angepasst werden. Proteintranslokationen lieRen sich in dieser Arbeit nicht
verfolgen. Eine absolute Reinheit der Zellfraktionen wird durch die Ergebnisse

dieser Arbeit nicht suggeriert.
e Es zeigten sich zwei regulierte spots bei IR an IPC Gewebe (IPC-IR/IPC140).
e Im Verlauf der IPC zeigten sich funf differentiell exprimierte Proteine

IPC140/IPC20), wovon eines auch lediglich durch die Operation ohne IPC
reguliert war (SHAM140/SHAMZ20).
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e Ein Protein war sofort nach Beendigung des IPC Protokolls verglichen mit der
Kontrollgruppe reguliert (IPC20/SHAMZ20).

e Es lielen sich keine regulierten Proteinspots durch IR im sauren pH-Bereich
des Zytosols nachweisen (IR/'SHAM140).

4.1 Studiendesign und Methodik, Limitationen

Bei der warmen partiellen Leberischamie mit Reperfusion bei der Ratte ist das Organ
zur Ischamieinduktion in situ belassen und die Hepatozyten verbleiben im
Zellverband mit anderen hepatischen Zellen wie Kupffer- oder Endothelzellen. Fur
einen globalen, komparativen proteomanalytischen Ansatz zur hepatischen IPC, die
perspektivisch klinische Anwendung finden kénnte (66), erscheint ein in vivo Modell
sinnvoll. Bei der Zielsetzung, noch unbekannte in die hepatische IPC involvierte
Proteine zu identifizieren, ist es aussagekraftiger, die Zellen wahrend der
Behandlung in ihrem physiologischen Umfeld zu belassen. Es gibt Hinweise, dass
molekulare Signalwege der IPC oder von IR auf Zellinteraktion oder humoralen
Transmittern basieren. Solche Kaskaden waren am isolierten Organ moglicherweise
unterbrochen.

Die direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus solch einer tierexperimentellen
Studie auf die klinische Anwendung ist eingeschrankt. Hierzu sind weitergehende

Untersuchungen erforderlich.

Bisher existieren nur wenige Studien mit proteomanalytischem Ansatz zum Thema
der hepatischen [IPC und IR-Schaden (5,109-111,113). Wahrend andere
Proteomstudien zur hepatischen IPC lediglich drei Behandlungsgruppen betrachteten
(109,113), ist eine grolle Starke der vorliegenden Untersuchung, dass sechs
Untersuchungsbedingungen bertcksichtigt wurden. Xu et al. (109) und Oshima et al.
(113) verglichen in ihren Studien eine IPC-IR-Gruppe mit einer IR-Gruppe und einer
scheinoperierten Kontrollgruppe. Unsere Arbeitsgruppe bertcksichtigte zusatzlich
den zeitlichen Verlauf, indem eine 2zweite Kontroligruppe, bei der die
Probenentnahme unmittelbar nach Beendigung des IPC Stimulus nach 20 Minuten
erfolgte, integriert wurde. Bei den scheinoperierten Kontrolltieren erfolgte die
Organentnahme zum entsprechenden Zeitpunkt. So war es mdglich, die durch

Prakonditionierung unmittelbar bewirkten Veranderungen zu untersuchen (Vergleich
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zwischen SHAM20 und IPC20). AuRerdem wurden Proben von Tieren gewonnen,
bei denen nur die Prakonditionierung stattfand, ohne dass sich ein IR-Schaden
anschloss. Bei einer Gruppe wurden Proben nach 20 Minuten (IPC20) und bei einer
weiteren nach 140 Minuten (IPC140) gewonnen. Das wiederum ermdoglichte,
Proteomveranderungen im zeitlichen Verlauf der IPC zu detektieren. Es zeigten sich

beim Vergleich der Gruppen IPC20 mit IPC140 funf regulierte Proteine.

Als proteomanalytisches Verfahren wurde ein globaler, komparativer Ansatz mittels
2-DE und MS gewahlt. Dies trug dem Vorhaben Rechnung, bisher im Kontext der
IPC unbekannte Proteine, die mdglicherweise eine Rolle spielen, zu identifizieren. So
lieRen sich fur den pH-Bereich 4-7 des Zytosols insgesamt acht differentiell
exprimierte Proteinspots (vgl. Tabelle 20) detektieren, wovon vier eindeutig
identifiziert werden konnten (vgl. Tabelle 21). In einem spot (DS2) wurden zwei
Proteine identifiziert (PDIA6 und ENTPD5). Dies kann dadurch erklart werden, dass
es sich bei DS2 um einen sehr kleinen spot handelte und es daher nicht moglich war,
ihn ohne eine Kontamination mit einem Protein eines benachbarten spots
auszuschneiden. Zudem sind das Molekulargewicht und der pl der beiden aus DS2
identifizierten Proteine fast identisch (vgl. Tabelle 21). Bei der Einordnung dieser
beiden Proteine in den Kontext der IPC ist zu berucksichtigen, dass unklar ist,
welches der beiden Proteine reguliert war, oder ob ggf. beide reguliert waren.

Die Aussage, die mit 2-DE erzielt wird, ist eine relative Quantifizierung. Das heif3t, ein
Vergleich zweier unterschiedlich behandelter Proben zeigt an, ob die Intensitat des
spot in Gel X gegenuber der anders behandelten Probe in Gel Y unverandert
geblieben ist, zu- oder abgenommen hat. Eine Aussage uber den Grund der
Veranderung der spot-Intensitat ist genauso wenig moglich, wie die Bestimmung der
absoluten Quantitdt der Veranderung. Es ware denkbar, dass das betreffende
Protein vermehrt synthetisiert bzw. verstarkt abgebaut wird. Die Veranderung kann
insbesondere zum frGhen Untersuchungszeitpunkt auf posttranslationalen
Modifikationen wie Phosphorylierungen beruhen, die einen pl-shift bewirken (129), so
dass das Protein sich horizontal verschiebt und nun einem anderen spot im Gel
entspricht. Moglich ware auch eine subzelluldre Translokalisation. Ein Protein kann
beispielsweise = vom  Zytosol ins Mitochondrion migrieren, was eine

Expressionsabnahme bzw. -zunahme im jeweiligen Zellkompartiment ergibt.
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Phosphorylierungen  wurden, wie auch  Expressionsveranderungen im
mitochondrialen Proteom im Rahmen der Gesamtstudie durch die Arbeitsgruppe
untersucht. Da es das Ziel war, durch IPC regulierte Proteine zunachst zu
detektieren und zu identifizieren, ist der 2-DE/MS Ansatz durchaus geeignet. Die
Untersuchung der funktionellen Bedeutung der beobachteten Veranderungen der

Expression und posttranslationalen Modifikationen ist Gegenstand von Folgestudien.

Eine mogliche Alternative zur Proteinauftrennung mit 2-DE ware der Einsatz der
weiterentwickelten Technik DIGE, bei der fluoreszenzmarkierte Proben aus
unterschiedlichen Versuchsgruppen zusammen in einem Gel aufgetrennt und
verglichen werden konnen. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die Problematik der
technischen Reproduzierbarkeit der Gele entfallt, da zwei Proben im selben Gel
verglichen werden konnen. Jedoch ist die Anzahl der durchfuhrbaren Vergleiche
durch die verfugbaren teuren Fluoreszenzfarbstoffe limitiert. Bei einer breit
angelegten Studie wie dieser mit sechs Untersuchungsgruppen mit jeweils sechs
biologischen Replikaten erschien die DIGE Technik wenig praktikabel.

Unsere Arbeitsgruppe verwendete differentielle Zentrifugationsschritte, um eine
subzellulare Fraktionierung der Proben zu erreichen. Dies diente dem Zweck, die
Proben in ihrer Komplexitat zu verringern. Das Auftrennungsverfahren konnte so
zudem dem jeweiligen Subproteom angepasst werden. Daruber hinaus konnten die
Zellkompartimente wie Zytosol oder Mitochondrien gesondert untersucht werden, um
eventuelle Proteinmigrationen zwischen den Organellen zu detektieren.

Es sind mehr als 6.000 Proteine im Human Liver Proteom Project beschrieben
(106,107). Eine weitere Fraktionierung erscheint allein der Komplexitat wegen
geboten. Eine Untersuchung des Gesamtzelllysats hatte den Nachteil, dass geringer
abundante Proteine nicht detektiert bzw. Uberlagert wirden. Der Nachweis von etwa
780 spots im pH-Bereich 4-7 weist auf eine sensitive spot-Detektion hin. In anderen
Studien wurden im pH-Bereich 3-10 durchschnittlich 800-1200 spots detektiert
(5,109). Dies spricht fir die Wahl engerer pH-Bereiche. Dennoch lassen sich
wahrscheinlich nicht alle Proteine darstellen. Insbesondere im pH-Bereich um 4

bleibt die Auftrennung trotz Optimierung des 2-DE Protokolls teilweise ungenau.
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Insgesamt acht regulierte Proteinspots in allen Untersuchungsgruppen sind weniger
als erwartet. Es wurde allerdings in dieser Arbeit nur ein Ausschnitt des
zytosolischen Proteoms betrachtet (pH-Bereich 4-7). Im basischen Bereich zeigten
sich im Rahmen der Gesamtstudie weitere acht regulierte spots (Dissertationsprojekt
von Dipl. Biol. T. Strahl). Es kann spekuliert werden, dass der Entnahmezeitpunkt
140 Minuten nach Beginn des Protokolls zu frih ist, um eine Neusynthese von
Proteinen zu detektieren. Xu et al. entnahmen die Organe erst nach zwei Stunden
Reperfusion und zeigten insgesamt 39 differentiell exprimierte Proteine im Rahmen
von IPC und IR im pH-Bereich 3-10 des Zytosols (109). Oshima et. al. fuhrten die
Organentnahme sogar erst 24 Stunden nach Beendigung des Protokolls durch (113).
Wenn neu synthetisierte Proteine tatsachlich erst zu einem spateren Zeitpunkt
nachweisbar werden, ware das ein Hinweis darauf, dass die in dieser Arbeit
regulierten Proteine aufgrund von posttranslationalen Modifikationen differentiell
exprimiert waren. Ferner kdnnte das gewahlte Signifikanzniveau (p<0,03) ein Grund
daflr sein, dass nicht mehr spots als signifikant reguliert gewertet wurden. Bei einem
niedrigeren Signifikanzniveau von <0,05 zeigten sich jedoch viele spots von der
Software als signifikant reguliert gewertet, die Verunreinigungen und Artefakte
aufwiesen. Aufgrund dessen wurde das hohere Signifikanzniveau gewahlt.

Auffallig ist zudem, dass IR als starkster Stimulus, beim Vergleich mit der
Kontrollgruppe (IR/'SHAM140) keine mit der gewahlten Methodik nachweisbaren
Proteomalterationen verursachte. Das ist bemerkenswert, da in anderen Studien
deutliche Alterationen durch IR gezeigt wurden (109,113). Eine Erklarung kénnte
abermals sein, dass die auf Neusynthese beruhenden Expressionsveranderungen
mehr Zeit bendtigen und 60 Minuten Reperfusionszeit nicht ausreichend sind, um die
Veranderungen zu detektieren. Einige in anderen Studien differentiell exprimierte
Proteine liegen nicht im untersuchten pH-Bereich oder hatten eine andere
subzellulare Lokalisation, was eine weitere Erklarung sein koénnte (109,113). Die
meisten Expressionsveranderungen wurden im Verlauf der |PC detektiert
(IPC140/1IPC20). Es ware interessant, in einer Folgestudie nach langerer
Reperfusionszeit bzw. Zu einem spateren Organentnahmezeitpunkt

Expressionsveranderungen zu evaluieren.

Ein weiterer Aspekt, der beachtet werden sollte, ist die Reinheit der Zytosolfraktion,

die exemplarisch nur einmal und nicht nach jeder subzellularen Fraktionierung mittels
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Western Blot Uberprift wurde. Da mitochondriale Proteine, wie etwa SarDH, in der
zytosolischen Fraktion reguliert waren, deutet dies darauf hin, dass das verwendete
Fraktionierungsprotokoll nur zu einer unvollstandigen Reinheit der einzelnen
Zellfraktionen fuhrte. In der durchgefuhrten Western Blot Analyse mit AntikOrpern
gegen fraktionsspezifische Proteine anderer Zellkompartimente waren diese in der
Zytosolfraktion nicht nachweisbar. Dass trotzdem Proteine, die typischerweise nicht
im Zytosol lokalisiert sind, detektiert wurden, kann als Hinweis gewertet werden, dass
im Rahmen von IPC Proteinmigration stattfindet. Es konnte sein, dass mitochondriale
Proteine in Ribosomen im Zytosol synthetisiert werden und zu ihrem Zielort
migrieren. Des Weiteren ist nicht ausgeschlossen, dass mitochondriale Proteine
auch im Zytosol oder anderen Zellfraktionen vorkommen. HSP 60 beispielsweise
wurde zunachst fur ein ausschliellich mitochondrial lokalisiertes Protein gehalten.
Mittlerweile wurde auch ein Vorkommen im Zytosol beschrieben (130).

Wenn man das ER als im weiteren Sinne dem Zytosol zugehorig definiert, haben
zwei von acht der in dieser Arbeit identifizierten Proteine ihre primare Lokalisation
nicht im Zytosol. Das deutet, auch unter Berucksichtigung der oben genannten
mdglichen Grinde darauf hin, dass eine strikte Auftrennung in die einzelnen
Zellkompartimente mit dem hier verwendeten Fraktionierungsprotokoll nicht erreicht
wurde. Bekannterweise ist eine komplette Reinheit der Proteinfraktionen schwierig zu
erreichen (104,131). Neuere fluoreszenzbasierte Methoden (z.B. fluorescence-

assisted-organelle-sorting) kdnnten kinftig erganzend eingesetzt werden (132).

Voraussetzung fur eine aussagekraftige und valide komparative Proteomanalyse war
die Etablierung eines 2-DE Protokolls, das eine reproduzierbare Proteinauftrennung
im untersuchten pH-Bereich ermdglichte.

Hierzu wurden etablierte Verfahren (100-102,104,115,116) angepasst und
modifiziert, um eine adaquate Separierung der Proteine nach pl und

Molekulargewicht zu erreichen.

Es lasst sich nach der Anfertigung von insgesamt 108 2D-Gelen mit Proteinproben
aus sechs verschiedenen Untersuchungsgruppen (je n=6) und drei technischen
Replikaten je Leberprobe sagen, dass sich, trotz Optimierung der 2-DE, eine gewisse
technische Varianz bei den Gelen nicht eliminieren liel3.
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FUr die Auswertung der 2D-Gele ist es unerlasslich, die beeinflussbare technische
Varianz zu minimieren. Die Methodik wurde daher probenspezifisch optimiert, so
dass durch eine gute Reproduzierbarkeit der Gele eine adaquate Analyse moglich

war.

4.2 Einordnung der differentiellen Proteine in den Kontext der

ischamischen Prakonditionierung

Bei den durchgefihrten Gruppenvergleichen zeigten sich insgesamt acht
Proteinspots reguliert. Funf spots waren im zeitlichen Verlauf der IPC reguliert
(IPC140/1PC20), zwei bei IR-Schaden an IPC Gewebe verglichen mit IPC Gewebe
(IPC-IR/IPC140). Ein spot zeigte sich sowohl im Verlauf der IPC (IPC140/IPC20) als
auch im Rahmen der Liegezeit bei den scheinoperierten Tieren reguliert
(SHAM140/SHAMZ20). Ein weiterer spot war unmittelbar nach IPC differentiell
exprimiert (IPC20/SHAM20). Von diesen differentiell exprimierten Proteinen konnten
vier eindeutig massenspektrometrisch identifiziert werden. Bei zweien konnte der
Subtyp nicht eindeutig identifiziert werden. In einem spot wurden zwei Proteine

identifiziert.

Zwei der differentiell exprimierten Proteine, a-Tubulin (DS1) sowie Aktin (DS4), sind
Bestandteil des Zytoskeletts.

a-Tubulin war nach IR mit vorgeschalteter IPC (Vergleich IPC140/IPC-IR) um ca.
25% weniger stark exprimiert verglichen mit IPC140. Gemeinsam mit B-Tubulin
konstituiert es die Mikrotubuli des Zytoskeletts. In einem GTP-abhangigen Prozess
de- und repolymerisieren diese Heterodimere im Rahmen verschiedener zellularer
Prozesse, wie Mitose oder intrazellularem Transport (133,134). Interessanterweise
fand diese Herabregulierung nur bei IR an prakonditioniertem Gewebe statt und nicht
bei IR-Schaden ohne vorherige Prakonditionierung (IR/'SHAM140). Die Aussagekraft
dieser beobachteten Regulierung muss allerdings kritisch gesehen werden, da die
Regulierung von spot DS1 nur in zwei von drei technischen Replikatreihen den
statistischen Kriterien (p<0,03) entsprach. AulRerdem liel3 sich der genaue Subtyp
des a-Tubulins nicht eindeutig bestimmen.

Aktin (DS4) wurde im Verlauf der IPC (IPC140/IPC20) signifikant (p<0,01)
herabreguliert. Nach 140 Minuten hatte der spot DS4 85% der Intensitat, die er nach
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20 Minuten hatte, verloren. In der MS-Analyse liel3 sich der Subtyp (G-Aktin, F-Aktin)
nicht bestimmen. Da das im Gel abgeschatzte Molekulargewicht von ca. 40 kDa G-
Aktin (42 kDa) entspricht, handelt es sich wahrscheinlich um die monomerische
Form. Die polymerisierte Form F-Aktin hatte ein hoheres Molekulargewicht. Das
unter Hydrolyse von ATP mikrofilamentbildende Strukturprotein Aktin ist in diverse
zellulare Funktionen involviert, wie lonenkanalaktivitat, Migration, Sekretion oder
auch Zellproliferation und Apoptose (133,135). Es unterliegt einer standigen Re- und
Depolymerisierung und geht zahlreiche Interaktionen mit actin-binding-proteins ein
(135). Alterationen im Zytoskelett wurden im Rahmen von IR und IPC bereits
beschrieben (136-139). Nakamura et al. konnten am Herzen zeigen, dass die
Inhibierung der Depolymerisierung der Mikrotubuli durch Colchizin oder Nocodazol,
den protektiven Effekt der IPC zunichte macht (137). Das legt eine wichtige Funktion
der Mikrotubuli zumindest bei der kardialen IPC nahe und lasst vermuten, dass die
Depolymerisation der Mikrotubuli essentiell fir den Wirkmechanismus der IPC ist.
Moglicherweise fuhrt IPC dazu, dass die Depolymerisierung der Mikrotubuli bei IR
vereinfacht wird.

Ein  Verlust an polymerisietem F-Aktin korreliert mit Zellschaden und
Integritatsverlust nach IR (140). Keller und Mitarbeiter zeigten, dass bei der
Prakonditionierung der Leber mit atrialem-natriuretischem-Peptid (ANP) das F-Aktin
des Zytoskeletts nach IR, bei verringertem G-Aktin und gleich bleibendem
Gesamtaktin, deutlich hochreguliert war (136). Bei Applikation eines p38 MAPK-
Inhibitors lieRen sich diese Veranderungen nicht beobachten. Das lasst vermuten,
dass den Zytoskelettalterationen eine Aktivierung der p38 MAPK zugrunde liegt.

Die Herabregulierung des Proteinproduktes des konstitutiv exprimierten
Haushaltsgens Aktin im Verlauf der IPC im Rahmen dieser Studie konnte Ausdruck
eines Polymerisierungsvorganges sein. Es ware denkbar, dass G-Aktin sich
zugunsten von polymerisiertem F-Aktin verringert. Es stinden dadurch im Rahmen
von IR-Ereignissen hohere F-Aktin Level zur Verfugung. Das wirde bedeuten, dass
IPC in Korrelation mit den Ergebnissen von Keller et al. und der ANP-
Prakonditionierung das Zytoskelett stabilisiert. Es ist jedoch auch ein pl-shift im
Rahmen der Phosphorylierung des Aktin-Zyklus denkbar. Hier sollten in weiteren
Studien G- und F-Aktin im Rahmen von IPC und IR quantifiziert werden. Zudem ware
es interessant, auch die am Aktin-Zyklus beteiligten Mediatoren Profilin, Thymosin 34

oder Cofilin in diesem Zusammenhang zu untersuchen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Alterationen im Zytoskelett eine
Rolle bei der IPC spielen. Ob sie zum protektiven Effekt der IPC beitragen oder nur
Begleiterscheinungen infolge der Prakonditionierung sind, muss zuklnftig weiter

untersucht werden.

Nach IR zeigte sich an prakonditioniertem Lebergewebe (IPC-IR) ein weiterer
regulierter Proteinspot (DS2) beim Vergleich mit alleiniger Prakonditionierung
(IPC140). Bei IPC-IR war der spot 2,3-fach hochreguliert. Aus DS2 wurden zwei
Proteine identifiziert. Daher Iasst sich nicht eindeutig festlegen, welches der beiden
Proteine hochreguliert war oder ob ggf. beide vermehrt exprimiert werden. Sowohl
die ENTPDS als auch die PDIAG lassen sich in den Kontext der IPC einordnen.
PDIAG ist wie die anderen Mitglieder der Protein Disulfid Isomerase Familie eine
Thiol-Disulfid-Oxidoreduktase im ER und fungiert als Chaperon. Neben den
Hauptfunktionen der  oxidativen Proteinfaltung bzw. Katalyse von
Disulfidbruckenformation und Verhinderung der Aggregation fehlerhaft gefalteter
Proteine (misfolding) wurden viele weitere Funktionen wie Calciumhomoostase,
Transport und Antigenprasentation fur Proteine der PDI Familie beschrieben (120).
Im Zusammenhang mit IPC und IR wurden PDI Enzyme bereits an verschiedenen
Organen beschrieben (109,113,139,141).

Das zweite Protein, das im spot DS2 identifiziert wurde, war ENTPDS5.
Ektonukleotidasen sind Enzyme, die extrazellulare bzw. in Organellen vorhandene
Nukloetide zu den analogen Nukleosiden metabolisieren und auf der Zellmembran
sowie im ER lokalisiert sind. ENTPD5 hydrolysiert Purin-Nukleosiddiphosphate (UDP
und GDP) zu den entsprechenden Monophosphaten und Phosphat. ENTPDS
induziert durch UDP Hydrolyse im ER die N-Glykosilierung von Proteinen und
assistiert bei deren Faltung. ENTPD5-depletierte Mause zeigten eine Akkumulation
von fehlgefalteten Proteinen in Hepatozyten (122). Aullerdem spielt ENTPD5 eine
Rolle in einem ATP-Hydrolyse-Zyklus, der zum erhdhten Verbrauch von ATP im
Zytosol fuhrt und kompensatorisch zu einer Steigerung der aeroben Glykolyse (121).
Im Zusammenhang mit hepatischer IPC wurde ENTPDS jedoch bisher nicht
beschrieben. Wolff et al. zeigten bei der kardialen IPC, dass eine genetische
Inaktivierung von Ekto-5"-Nukleotidase keine Auswirkung auf den protektiven Effekt
von IPC am Herzen hat (142).
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Da sich anhand der vorliegenden Daten nicht eindeutig zuordnen lasst, welches der
beiden Proteine reguliert war, ist jegliche Kontexteinordnung sehr spekulativ.
Zukunftige Studien konnten darauf hinzielen, die Expressionsveranderungen der
beiden Proteine im Rahmen von IPC naher zu charakterisieren.

Eines von funf Proteinen, die im Verlauf der IPC (IPC140/IPC20) reguliert waren, war
Protein SEC 13 homolog (DS3). Der spot DS3 ist einer von vier differentiell
regulierten Proteinspots aus diesem Vergleich, die nach 140 Minuten herabreguliert
waren. SEC 13 ist ein Protein des ER und des NPC. Am NPC, grof3en
Proteinkomplexen, welche die Kernhllle durchziehen und dem Austausch zwischen
Nukleus und Zytosol dienen, ist die genaue Funktion von SEC 13 nicht bekannt. Am
ER ist SEC 13 eines von funf Proteinen, die den COPII konstituieren (123). Es bildet
zusammen mit SEC 31 die aulere Hulle des COPIlI Transportvesikels. COPII
transportiert Proteine oder andere Moleklle vom rauen ER anterograd in andere
Zellkompartimente und in Richtung Golgi-Apparat (143). Die Intensitat des spot DS3
nahm im Verlauf der Prakonditionierung im Zytosol um uber 40% ab. Dies konnte
bedeuten, dass SEC 13 eine Rolle beim Transport von Signalmolekllen spielt, die
nach dem Prakonditionierungsstimulus vermehrt synthetisiert und vom ER
wegtransportiert werden. Weitere Grinde fur die Intensitatsabnahme konnten ein
horizontaler shift aufgrund von posttranslationalen Modifikationen sein oder ein
Wechsel der subzellularen Lokalisation im Rahmen der Transportfunktion. Beim
Vergleich der Kontrollgruppen (SHAM140/SHAM20) war keine signifikante
Verringerung des spots DS3 zu beobachten, sodass die Liegezeit wahrend der
Operation als Grund fur die Abnahme der Intensitat ausgeschlossen werden kann.
Das bedeutet, dass die Veranderungen wahrscheinlich durch die IPC induziert
wurden. Bisher wurde SEC 13 noch nicht im Kontext der IPC in der Literatur

beschrieben.

Neben Protein SEC 13 homolog und Aktin (DS3 und DS4) waren noch drei weitere
spots beim Vergleich zwischen IPC 20 und IPC 140 differentiell exprimiert.

HSP 60 (DS5) war in zwei von drei Replikatreihen nach 140 Minuten hochreguliert.
DS6 konnte als PDCDGIP identifiziert werden und war 140 Minuten nach der IPC
deutlich herabreguliert. Ein weiterer spot (DS7) war beim Vergleich IPC140/IPC20

signifikant herabreguliert, liel3 sich aber nicht massenspektrometrisch identifizieren.
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PDCDG6IP ist ein ESCRT Komplex assoziiertes Protein. ESCRT Komplexe
assistieren bei der Sortierung ubiquitinierter Proteine in intraluminale Vesikel von
multivesikularen Endosomen, damit diese im Lysosom degradiert werden konnen
(125). AuBerdem spielt der ESCRT Signalweg eine Rolle bei der Zytokinese.
Dartber hinaus wurde eine antiapoptotische Wirkung von PDCDG6IP durch
calciumabhangige Interaktion mit Apoptosis Linked Gen 2 (ALG-2) beschrieben. Eine
Uberexpression von PDCD6IP soll demnach vor Apoptose schiitzen (127). Neuere
Studien beschreiben PDCDG6IP jedoch als unverzichtbaren Mediator bei der Calcium-
induzierten Aktivierung von Caspase 9 und damit als Promoter von Apoptose bei ER-
Stress (144). Diese neueren Erkenntnisse sind kontrar zu der Annahme, dass eine
Uberexpression von PDCD6IP Apoptose inhibiert (127).

Im Kontext der IPC wurde PDCDGIP bisher nicht beschrieben. Da PDCDG6IP im
Verlauf der Prakonditionierung deutlich herabreguliert war, kann spekuliert werden,
dass das Protein posttranslational modifiziert wird und dadurch seinen pl verandert.
Dies konnte im Zuge seiner Funktion im ESCRT-Signalweg geschehen. Dagegen
spricht, dass das Protein in dieser Studie aus keinem anderen regulierten spot
identifiziert wurde. Denn mit verandertem pl musste es theoretisch an anderer Stelle
wieder auftauchen. Eine andere Moglichkeit ware, dass PDCDG6IP stark vermindert
exprimiert wird, damit die durch ER-Stress (19) und durch zytosolischen Calcium-
Anstieg vermittelte Caspase 9-Aktivitat gehemmt wird. Das wurde letztlich das
Gewebe vor Apoptose schiutzen und stellt moglicherweise eine Erklarung fur
niedrigere Apoptoseraten bei IPC Gewebe dar, das IR erfahrt.

Ob PDCDG6IP durch Verringerung von Apoptoseraten oder Degradierung
ubiquitinierter Proteine im Rahmen von IPC eine bedeutende Rolle spielt, konnte
beispielsweise durch knockout des kodierenden Gens weiter untersucht werden.
Zudem kann durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht ausgeschlossen werden, dass
es zu einer Translokation des Proteins in eines der nicht untersuchten

Zellkompartimente kam. Auch diesbezulglich sind weitere Untersuchungen notig.

HSP 60 hat, wie andere Proteine der Chaperonin Familie, unter anderem die
Funktion, unter Stressbedingungen die Integritdt von Peptiden und Proteinen zu
wahren, indem es bei der korrekten Faltung assistiert und praventiv misfolding
verhindert. HSP 60 wird beispielsweise bei Hyperglykdmie sowie oxidativem Stress

hochreguliert (124). Es wurde zunachst als rein mitochondriales Protein betrachtet.
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Spater belegten Studien belegen, dass HSP 60 sowohl in Mitochondrien als auch im
Zytosol vorkommt und unter Stressbedingungen zwischen den Kompartimenten
verschoben werden kann (130). Im Mitochondrion spielt HSP 60 neben seiner
Chaperonfunktion auch beim Transport von Proteinen und Peptiden entlang der
mitochondrialen Membran eine Rolle. Im Zytoplasma wird HSP 60 als wichtiger
Regulator von Apoptose betrachtet und kann durch Interaktion mit verschiedenen
Mediatoren apoptotischer Signalwege praventiv wirken (130).

Penna et al. interpretierten hohere mitochondriale HSP 60-Level bei ischamisch
postkonditionierten Rattenherzen im Vergleich mit der IR-Gruppe als Zeichen fur
einen mitochondrial-protektiven Effekt der Postkonditionierung (145,146). Im
Umkehrschluss werteten sie erhdhte HSP 60 Level im Zytosol bei der IR-Gruppe als
Marker fur mitochondrialen Stress. Andere Studien berichten hingegen eine
Verschiebung von HSP 60 aus dem Zytosol ins Mitochondrion unter
Stressbedingungen (130). In dieser Studie ergaben sich Hinweise auf eine HSP 60
Hochregulierung im Verlauf der Prakonditionierung (IPC140/IPC20). Noch starker
und in allen technischen Replikatreihen signifikant hochreguliert (in Ubereinstimmung
mit Ubersichtsgelen des pH-Bereichs 3-10 aus dem Dissertationsprojekt von F.
Stelzner) war HSP 60 jedoch in der scheinoperierten Kontrollgruppe
(SHAM140/SHAMZ20), was darauf hinweist, dass allein die Belastung des invasiven
Eingriffs eine Hochregulierung im Zytosol bewirkt. Umso erstaunlicher ist, dass IR
keine signifikante Regulierung von HSP 60 bewirkte. Es kann spekuliert werden,
dass der operative Eingriff, dem auch die IR-Tiere ausgesetzt waren, eine
Hochregulierung verursachte. IR konnte gleichzeitg einen shift von HSP 60 ins
Mitochondrion bewirken, so dass im Zytosol letztlich keine Veranderung detektiert
wird. Allerdings zeigte sich im Dissertationsprojekt von Dipl. Biol. T. Strahl HSP 60 in
der mitochondrialen Fraktion nicht reguliert.

Tiriveedhi et al. untersuchten die starkere Belastung von steatotischen Lebern durch
IR im Vergleich zu integren Organen mit einem 2-DE proteomanalytischen Ansatz
(139). Sie beobachteten unter anderem weit niedrigere Expressionslevel von HSP 60
und anderen Chaperonen im Leberproteom von steatotischen Organen. Das weist
auf eine wichtige Rolle von HSP 60 bei der Reaktion auf ER-Stress sowie auf den
vermehrten Anfall von fehlgefalteten Proteinen und der Verhinderung der UPR hin.
Im Umkehrschluss lasst sich sagen, dass die Organe ohne Integritatsdefizit mit

héheren HSP 60 Konzentrationen besser vor IR geschitzt waren.



68

Unsere und eine Reihe weiterer Studien (124,130,141,145) zeigen eine grolde
Bedeutung von HSP 60 bei der Reaktion auf Stress und Noxen. Ob sich die
Chaperonaktivitat durch IPC oder andere Verfahren tatsachlich induzieren und
protektiv nutzen lasst, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden und

erfordert weitere Studien.

Der einzige Proteinspot (DS8), der unmittelbar nach Abschluss der IPC im Vergleich
zur Kontrollgruppe hochreguliert war (IPC20/SHAMZ20) konnte als SarDH identifiziert
werden. Dieses um das 2,4-fache verstarkt exprimierte Enzym der mitochondrialen
Matrix katalysiert die chemische Reaktion bei welcher Sarkosin (N-Methylglycin) zu
Glycin demethyliert wird.

Im Zusammenhang mit der IPC wurde dieses Enzym bisher nicht beschrieben. Es ist
jedoch beschrieben, dass SarDH bei chronischer Aktivierung von PPAR-a in
Mauselebern herabreguliert wird (147). Dies geschieht im Zuge einer generellen
Hochregulierung von Enzymen des Fettsaurestoffwechsels und einer
Herabregulierung von Enzymen aus dem Protein- und Kohlehydratmetabolismus bei
Aktivierung von PPAR-a. Bei IR-Schaden wiederum ist eine verstarkte Aktivierung
dieses Rezeptors ebenso bekannt (148) wie bei der IPC von verschiedenen
Geweben (149). Es wird vermutet, dass PPAR-a den Energiemetabolismus unter
ischamischen Bedingungen effizienter macht und somit protektiv wirkt. Ob PPAR-a
Aktivierung jedoch tatsachlich gewebsschitzend wirkt, bleibt strittig (149). Wenn man
davon ausgeht, dass IPC tatsachlich eine vermehrte Aktivierung von PPAR-a
bewirkt, ware die in dieser Studie beobachtete Hochregulierung kontrar zu den
Erkenntnissen von Chu et al. (147), die eine Herabregulierung von SardDH bei
Stimulation dieses Rezeptors beschreiben. Jedoch waren die Versuchstiere in jener
Studie einer Daueraktivierung von PPAR-a ausgesetzt. Somit stellt sich die Frage
der Vergleichbarkeit, da in dieser Arbeit davon auszugehen ist, dass der Stimulus nur
kurzfristig, wahrend der Ischamie erfolgte. Ob SarDH zwecks einer gunstigeren
Energieverwertung bei IPC reguliert wird, ist spekulativ.

Die verstarkte Expression von SarDH und die dadurch zu erwartende gesteigerte
Degradierung von Sarkosin zu Glycin kdnnte auch als Vorbereitung der Zelle auf
oxidativen Stress interpretiert werden. Glycin ist eine von drei Aminosauren aus

denen das antioxidative Glutathion synthetisiert wird.
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Darlber hinaus reagieren Hepatozyten sowie Kupffer- und Endothelzellen mit
Anschwellen (cell swelling) auf IR-Schaden (9). Dem osmotisch wirksamen Betain
(N,N,N-Trimethylglycin) wird eine Schlusselrolle bei der Regulierung des
hepatozellularen Hydratationsstatus zugeschrieben. Hoffmann und Mitarbeiter (10)
zeigten, dass die Genexpression von in den Betainmetabolismus involvierten
Enzymen (Betain-Homozystein-Methyltransferase, Dimethylgycindehydrogenase,
SarDH) signifikant mit dem Hydratationszustand der Zelle korreliert. Die Expression
dieser Enzyme war bei Zellschrumpfung herabreguliert, wahrend sie durch
Volumenzunahme der Zelle stark induziert wurde. Infolgedessen wird osmotisch
wirksames Betain im Zytosol vermutlich schneller degradiert und dem Anschwellen
der Zelle dadurch entgegengewirkt. Es ware vorstellbar, dass hepatische IPC eine
Hochregulierung von SarDH bewirkt, um einem exzessiven Anschwellen der Zelle
infolge eines drohenden |IR-Schadens praventiv durch Betaindegradierung
entgegenzuwirken. Diese Regulierung erfolgte zudem sehr schnell. Dass SarDH
beim Vergleich zwischen SHAM20 und IPC20 Uber 2,4-fach hochreguliert wurde
impliziert, dass die Expressionsalteration in einem kurzen Zeitfenster stattfand oder
dass es sich um eine interaktions-, translokations- oder modifikationsbedingte
Hochregulierung handelt.

Die funktionelle Bedeutung fur den Energiemetabolismus von SarDH im Rahmen von
IPC konnte zukunftig unter pharmakologischer Blockade oder Aktivierung von PPAR-
a weiter ergrindet werden. Bezlglich der Hypothese, dass SarDH bei IPC verstarkt
exprimiert wird, um einem Anschwellen der Zelle durch Betaindegradierung entgegen
zu wirken, ware es sinnvoll, Betain-Konzentrationen der hepatischen Zellen bei IPC
und IR gezielt zu untersuchen. Zudem sind in diesem Zusammenhang auch die
anderen Enzyme des Betainmetabolismus (Betain-Homozystein-Methyltransferase
und Dimethylgycindehydrogenase) von Interesse. Es lieRe sich beispielsweise
untersuchen, ob eine pharmakologische Blockade eines dieser Enzyme IR-Schaden

verstarken bzw. den protektiven Effekt von IPC mindern wurde.
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4.3 Konklusion und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen in Ubereinstimmung mit vielen anderen
Studien, dass IPC die Leber vor IR-Schaden schitzt. Es fanden sich acht
Proteinspots unterschiedlicher Kategorien, die im Rahmen von IPC und IR
Alterationen erfahren. Es zeigten sich Veranderungen im Zytoskelett (Aktin und a-
Tubulin), bei Proteinen mit Chaperon Funktion (HSP 60, PDIAG), bei Proteinen aus
dem Zelltransport (Protein SEC 13 homolog, PDCDG6IP) sowie bei Enzymen aus dem
Aminosauren- (SarDH) und Energiemetabolismus (ENTPD5). Manche dieser
Proteine wurden bereits im Kontext der Prakonditionierung beschrieben (Zytoskelett,
Chaperone), wahrend andere erstmals in diesem Zusammenhang detektiert wurden
(SarDH, PDCDG6IP, SEC 13). Die Veranderungen in der Expression ereigneten sich
groflitenteils im Verlauf der Prakonditionierung (Aktin, HSP 60, PDCDG6IP, Protein
SEC 13) beim Vergleich von Organen, die unmittelbar nach Beendigung des
Prakonditionierungsprotokolls entnommen wurden, mit |IPC-Organen nach 140
Minuten. Es gab aber auch Veranderungen, die schneller induziert wurden (SarDH)
beim Vergleich der Kontrollgruppe nach 20 Minuten mit IPC-Gewebe unmittelbar
nach Abschluss der Prakonditionierung. Das verdeutlicht, dass manche
Proteinregulierungen bei der IPC im Minutenbereich stattfinden, wahrend andere
langere Zeit brauchen, bis die Proteomalterationen messbar werden. Zukunftige
Studien  kénnten  eine  langere  Periode  zwischen  Abschluss des
Behandlungsprotokolls und Organentnahme implementieren, um
Proteomveranderungen zu detektieren, die ggf. eine langere Zeit bendtigen, bis sie

messbar werden.

Mit dem 2-DE/MS Ansatz lassen sich Proteomveranderungen bei der IPC detektieren
und involvierte Proteine identifizieren. Damit wird die Grundlage fur ndétige
Anschlussstudien geschaffen. Die Aussage, die der 2-DE Ansatz erlaubt, ist
deskriptiv. Eindeutige Schlisse Uber die Grinde fiur die durch IPC veranderten
Proteinexpressionen sind nicht moglich. Als mogliche Ursachen kommen
Degradierung, gesteigerte Synthese, Modifikation oder Translokation von Proteinen
in Frage. Ebenso lasst sich nicht genau feststellen, im Rahmen welches Signalweges
das Protein reguliert wurde. Es bleibt zu klaren, ob den in dieser Studie detektierten
Proteinen eine Schllsselrolle zukommt oder ob sie eher eine Randerscheinung der

IPC Mechanismen sind.
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Diesen Fragestellungen sollte in Folgestudien nachgegangen werden. Diese kdnnten
Versuchsreihen mit pharmakologischer Blockade/Aktivierung der hier identifizierten
Proteine beinhalten, um deren Bedeutung fur den Gesamtmechanismus der IPC zu
eruieren.

Sollte eines der Proteine eine Schllsselrolle bei protektiven Signalwegen einnehmen
ware ferner zu klaren, ob der Effekt pharmakologisch nutzbar gemacht werden kann.
Letztlich bleiben die Fragen nach der klinischen Anwendbarkeit, der Praktikabilitat
und pharmakologischen Beeinflussbarkeit der entdeckten potentiellen Mediatoren

der Prakonditionierung zu klaren.
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6 Anhang

Im Folgenden sind alle differentiellen spots (DS1-8) mit Angabe der Intensitat in
%Volumen (%Vol) aus jedem technischen (A, B, C) und biologischen (n=6) Replikat
dargestellt. Die Lokalisation der spots im Gel ist exemplarisch in einem Gel-Scan
abgebildet (rote Markierung). Zusatzlich sind je technischer Replikatreihe und
angestelltem Vergleich tabellarisch Mittelwert (%Vol), Median (%Vol), relative
Standardabweichung (RSD), Minimum (%Vol), Maximum (%Vol), p-Wert (durch t-

Test ermittelt) sowie die Ratio beim Vergleich dargestellt.
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