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Zusammenfassung

Im klinischen Alltag wird die Leber in verschiedenen Situationen einer Ischdmie und einer
darauffolgenden Reperfusion (IR) ausgesetzt. Sowohl die Ischdmie als auch die
Reperfusion fithren zu einem hepatozelluliren Schaden. Die ischdmische
Prikonditionierung (IPC) ist ein Verfahren, welches einen IR-induzierten Schaden
reduziert. Durch eine kurze, subletale IR wird die Toleranz des Gewebes gegen einen IR-
Schaden gesteigert. Die molekularen Mechanismen, die zu dieser Organprotektion fiihren,
sind nur zum Teil verstanden. Es existieren Hinweise auf eine Beteiligung
posttranslationaler Proteinmodifikationen. Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss
hepatischer IR und IPC auf das hepatische zytosolische Proteom und Phosphoproteom zu
analysieren. Ménnliche Wistar Ratten wurden hierzu operiert und eine partielle, warme
Leberischdmie induziert. Die IPC bestand aus zehn Minuten Ischdmie, gefolgt von zehn
Minuten Reperfusion. Die IR bestand aus 60 min Ischdmie und 60 min Reperfusion. Zu
zwei Untersuchungszeitpunkten, unmittelbar nach Beendigung der IPC und nach
Beendigung der IR bzw. zu den entsprechenden Zeitpunkten bei schein-operierten
Kontrollen wurde Lebergewebe zur Proteinanalytik entnommen. Mittels differentieller
Zentrifugation erfolgte eine subzellulire Fraktionierung. Die zytosolischen Proteine
wurden isoliert und mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die sequentielle Farbung
der 2D-Gele mit der ProQ Diamond Phosphoprotein Gel Stain (ProQ-DPS) und einer
hochsensitiven =~ Coomassie-Firbung  ermoglichte  die  Analyse differentieller
Phosphorylierung bzw. Expression von Proteinen. Differentiell regulierte Proteine wurden
mittels Electrospray ionization (ESI) Massenspektrometrie sowie mittels Orbitrap
Massenspektrometrie, gekoppelt mit einer Ultra high performance liquid chromatography
(UHPLC) identifiziert. IPC fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des IR-Schadens,
bestimmt anhand der Transaminasen im Serum. Insgesamt wurden 21
Phosphoproteinspots und 12 Coomassie-gefarbte Proteinspots differentiell reguliert.
Hierbei hatte der zeitliche Verlauf des operativen Eingriffs den grofSten Einfluss auf die
Phosphorylierung und Expression zytosolischer Proteine. Unter anderem wurden die 5-
Oxoprolinase und die Carbamoylphosphat Synthase 1 vermindert und der eukaryote
Elongationsfaktor 2 (eEF2) und das Hitzeschockprotein 60 vermehrt exprimiert. Der eEF2
und die Pyruvatkinase R/L wurden im zeitlichen Verlauf der Operation vermehrt und die
Nicotinamidadenindinukleotid Kinase 2 und Regucalcin vermindert phosphoryliert.
Unmittelbar nach der IPC lieB} sich eine 4,3-fach vermehrte Expression von Serotransferrin
feststellen. Eine IPC-induzierte differentielle Phosphorylierung lief3 sich nicht detektieren.
15 differentiell regulierte Phosphoproteinspots und sechs differentiell regulierte
Coomassie-gefarbte Proteinspots konnten aufgrund zu geringer Abundanz nicht
massenspektrometrisch identifiziert werden. Es ldsst sich schlussfolgern, dass das
hepatische Proteom und Phosphoproteom in besonderem Mal3e von der Operation selbst
beeinflusst wurde. Die vermehrte Expression von Serotransferrin ldsst sich als IPC-
induzierter antioxidativer Mechanismus der Leber interpretieren. Um die Bedeutung der
identifizierten differentiellen Expression oder posttranslationalen Phosphorylierungen auf
funktioneller Ebene zu erforschen, sind weiterfithrende Studien, z.B. mit entsprechenden
Inhibitoren oder Aktivatoren, notwendig.
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Abstract

In clinical practice the liver is exposed to ischemia and subsequent reperfusion (IR) in
various situations. Both ischemia and reperfusion lead to hepatocellular damage. Ischemic
preconditioning (IPC) is a method, which reduces an IR-induced damage. A short sublethal
IR increases the tolerance of the tissue against IR damage. The molecular mechanisms
leading to this organ defense are only partially understood. There is evidence of the
involvement of posttranslational protein modifications. The aim of this study was to
analyze the influence of hepatic IR and IPC on the hepatic cytosolic proteome and
phosphoproteome. Male Wistar rats underwent surgery and a partial warm hepatic
ischemia was induced. IPC consisted of ten minutes of ischemia, followed by ten minutes
of reperfusion. IR consisted of 60 min of ischemia and 60 min of reperfusion. Immediately
after the IPC stimulus and after IR and at the corresponding time points in sham-operated
controls, liver tissue was removed for protein analysis. By means of differential
centrifugation subcellular fractionation was performed. The cytosolic proteins were
isolated and separated by 2D gel electrophoresis. The sequential staining of the 2D gels
with the ProQ Diamond Phosphoprotein Gel Stain (ProQ-DPS) and a highly sensitive
Coomassie staining enabled the analysis of differential phosphorylation and expression of
proteins. Differentially regulated proteins were identified by means of electrospray
ionization (ESI) mass spectrometry as well as by orbitrap mass spectrometry coupled with
ultra high performance liquid chromatography (UHPLC). IPC resulted in a significant
reduction of IR damage determined by serum transaminases. A total of 21 phosphoprotein
spots and 12 Coomassie-stained protein spots were differentially regulated. The temporal
course of the surgical procedure had the greatest influence on the phosphorylation and
expression of cytosolic proteins. 5-oxoprolinase and carbamoyl phosphate synthase 1 were
reduced and eukaryote elongation factor 2 (eEF2) and heat shock protein 60 were
expressed more intensively. EEF2 and pyruvate kinase R/L showed a higher
phosphorylation status during the course of the operation. Phosphorylation of
nicotinamide-adenine-dinucleotide kinase 2 and regucalcine was decreased. Immediately
after IPC a 4.3-fold increased expression of serotransferrin could be observed. An IPC-
induced differential phosphorylation could not be detected. 15 differentially regulated
phosphoprotein spots and six differentially regulated Coomassie-stained protein spots
could not be identified by mass spectrometry due to insufficient abundance. It can be
concluded that the hepatic proteome and phosphoproteome was particularly influenced by
the operative intervention itself. The increased expression of serotransferrin can be
interpreted as an IPC-induced antioxidant mechanism of the liver. To investigate the
significance of the identified differential expression or post-translational phosphorylation
at a functional level further studies, e.g. with inhibitors or activators, are necessary.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Ischimie und Reperfusion der Leber

1.1.1 Klinischer Hintergrund

Die Leber wird im klinischen Alltag in verschiedensten Situationen einer Ischdmie und einer
darauffolgenden Reperfusion (IR) ausgesetzt. Hierzu zdhlen unter anderem die
Lebertransplantation, die Leber(teil)resektion (Pringle Mandver) und verschiedene Formen
des Schocks. Eine IR fiihrt insbesondere bei der Lebertransplantation zu einem
hepatozelluldren Schaden, der entscheidenden Einfluss auf das Outcome, gemessen an
Organversagen und AbstoBung hat (1,2). Die Pathogenese des IR-induzierten Schadens ist
iiberwiegend verstanden (3—5). Es gibt im klinischen Alltag jedoch noch keine standardméBig
angewandten Verfahren, die einen IR-Schaden der Leber reduzieren oder komplett verhindern

konnen.

Eine Moglichkeit, einen hepatischen IR-Schaden zu reduzieren, bietet die ischdmische
Prakonditionierung (IPC). Hierbei wird durch eine oder mehrere Phasen einer kurzen,
subletalen Ischdmie mit Reperfusion die IR-Toleranz der Leber fiir eine darauffolgende, langer
andauernde Ischdmie erhoht. Die molekularen Mechanismen der hepatischen IPC sind bislang

nicht zufriedenstellend geklart (6-8).

Um die Entstehung einer IPC-induzierten Protektion besser einordnen zu kénnen, werden im
Folgenden zundchst die Pathomechanismen des ischdmieinduzierten und des

reperfusionsinduzierten Schadens beschrieben.

1.1.2 Pathogenese des Ischimie- und Reperfusionsschadens

Der ischdmieinduzierte Schaden entsteht durch einen direkten Sauerstoffmangel, eine
Hypoxie im Gewebe. Diese fiihrt zu einer Stérung des intrazelluldren Energiestoffwechsels
mit einer Depletion von Adenosintriphosphat (ATP). Im Rahmen der anaeroben
Energiegewinnung werden saure Metaboliten, wie z.B. Laktat, angehéuft, die aufgrund der
Ischdmie nicht abtransportiert werden konnen. Es resultiert eine Azidose, die in Kombination
mit einer gestorten, lysosomalen Membranintegritdt zu einer zytoplasmatischen Aktivierung
lysosomaler Enzyme fiihrt (4). Die lysosomalen Enzyme bauen Proteine im Zytoplasma ab.

Der ATP-Mangel hat dariiber hinaus Einfluss auf das Membranpotential, welches durch die
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Na*-K"-ATPase aufgebaut wird und wihrend der Ischdmie nicht aufrechterhalten werden
kann. Die Natriumkonzentration steigt intrazelluldr an, extrazellulires Wasser folgt dem
Natriumeinstrom und es resultiert ein intrazelluldres Odem (4). Neben der Na"-K*-ATPase
fiihrt das Erliegen ATP-abhéngiger Calciumtransportwege (Na'-Ca?'-Austauscher,
Calciumpumpe des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen Retikulums (SERCA)) zu
einem Anstieg der zytoplasmatischen Calciumkonzentration. Calcium aktiviert
Phospholipasen, Proteasen, Transglutaminasen und Endonukleasen, die Membranen,
Zytoskelett und Chromatin abbauen (4). Die erhohten zytoplasmatischen Na*- und Ca®*-
Konzentrationen aktivieren ATP-abhingige Transporter, die den Energiemangel weiter
verstidrken. Eine Reperfusion kann in dieser Situation den Energiestoffwechsel der Zelle
wiederherstellen, setzt jedoch eine Anzahl weiterer zellschddigender Mechanismen in Gang.
Wird nach einer begrenzten Ischdmiezeit das Gewebe reperfundiert, so kommt es, abhédngig
von der Ischdmiedauer und der Ischidmietoleranz des Gewebes, zu einer Erholung des
Energiestoffwechsels und des Zellmetabolismus (9). Die Mechanismen, die zu einem
reperfusionsinduzierten Schaden fiihren, sind vielfdltig und unterscheiden sich im
Lebergewebe unter anderem aufgrund der Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen (Hepatozyten,
Endothelzellen, Kupffer-Zellen, hepatische Sternzellen) von Reperfusionsschdden anderer

Organe (z. B. Myokard).

Die Kaskade des hepatischen, reperfusionsinduzierten Schadens ist schematisch in Abb. 1
dargestellt. In der Leber gehoren die Endothelzellen unter den nicht-parenchymatdsen Zellen
zu den Zelltypen, die eine Hypoxie am wenigsten tolerieren (10,11). Sie reagieren mit der
Expression von Adhésionsmolekiilen (12). Neutrophile Granulozyten adhérieren an
Endothelzellen und migrieren in das Leberparenchym. Diese setzen toxische Substanzen wie
z. B. Elastasen, Serin-Proteasen, Metalloproteinasen und reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

frei (Abb. 1) (5).
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Abb. 1 Kaskade des reperfusionsinduzierten Schadens modifiziert nach (5): Hypoxie und ROS
aktivieren Endothelzellen (Expression von Adhésionsmolekiilen, z. B. Interzelluldres
Ahiésionsmolekiil-1 (ICAM-1)) sowie Kupffer-Zellen und T-Lymphozyten (Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen). Neutrophile Granulozyten werden aktiviert, proliferieren
und transmigrieren in das Lebergewebe. (ROS: Reaktive Sauerstoffspezies, PGs:
Prostaglandine, PAF: Plittchenaktivierender Faktor, IL-1: Interleukin-1, TNEF:
Tumornekrosefaktor, IL-6: Interleukin-6, IFN-y: Interferon-y, GM-CSF: Granulozyten-
Makrophagen- Kolonie stimulierender Faktor)

Neben den Endothelzellen spielen Kupffer-Zellen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
des reperfusionsinduzierten Schadens. Kupffer-Zellen sind die ortsstindigen Makrophagen
der Leber. Sie =zeigen sich relativ ischdmieresistent und werden wihrend der
Reperfusionsphase aktiviert. Infolgedessen setzen sie proinflammatorische Mediatoren (z.B.
Prostaglandine (PGs), plattchenaktivierender Faktor (PAF), Interleukin-1 (IL-1),
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6), Interferon-y (IFN-y), Granulozyten-
Makrophagen- Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF)), sowie reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) frei (11,13). Die ROS haben einen groBBen Anteil an der Entstehung des
Reperfusionsschadens (14). Zu ihnen zdhlen unter anderem das Superoxid-Anion (O>-"), das
Hydroxyl-Radikal (OH-) und Wasserstoffperoxid (H20.). Diese schidigen Enzyme,
Nukleinsduren, Zytoskelett, Zellmembranen und Lipide (15,16).
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Man unterscheidet eine frithe von einer spaten Phase des Reperfusionsschadens. In der frithen
Phase werden ROS im Leberparenchym sowohl intrazelluldr als auch extrazelluldr gebildet.
Mitochondrien sind in diesem Zusammenhang zum einen der Entstehungsort der
intrazelluldren ROS und zum anderen werden sie selbst durch ROS stark geschédigt (17). Sie
setzen dariiber hinaus Apoptose-induzierende Faktoren (AIF) frei (18). In der spédten Phase
stellen Kupffer-Zellen, sowie rekrutierte neutrophile Granulozyten die Hauptquelle der ROS
dar (17).

Eine gestorte Mikrozirkulation fiihrt auf der Ebene von Arteriolen, Kapillaren und Venolen
bis hin zum Stagnieren des Blutflusses (no-reflow phenomenon), zu einer andauernden
Ischdmie des Leberparenchyms (19,20). Hierfir wird eine lokale Imbalance von
Vasokonstriktoren (Endothelin-1) und Vasodilatatoren (Stickstoffmonoxid,
Kohlenstoffmonoxid) verantwortlich gemacht (21,22). Ebenso tragt die lokale Kompression
von Kapillaren durch das intrazellulire Odem von Endothelzellen und der Verschluss von
Gefdllen infolge vermehrter Adhésion von Leukozyten, Thrombozyten und Fibrin, verursacht
durch eine gesteigerte Expression von Adhisionsmolekiilen, zur ischdmischen Schadigung bei

(23).

Der IR-Schaden entsteht durch Energiemangel, Elektrolytverschiebung, Inflammation und
eine gestorte Mikrozirkulation. Die ischdmische Prékonditionierung ist ein Verfahren,

welches die Ischdmietoleranz und die Reperfusionstoleranz des Gewebes erhoht.

1.2 Ischamische Prikonditionierung

Die ischdmische Prékonditionierung (IPC) wurde zuerst durch Murry et al. im Jahr 1986
beschrieben (24). Sie konnten zeigen, dass wiederholte, kurze Ischdmie- und Reperfusions-
Phasen vor den Schédden einer darauffolgenden, lingeren Ischdmie schiitzen konnen. Am
Myokard von Hunden konnte IPC die InfarktgroBe um ca. 75% im Vergleich zu Kontrolltieren
reduzieren. Seit der Erstbeschreibung des Phdnomens der IPC wurde diese auf verschiedenste

Organe iibertragen und eine Vielzahl von molekularen Mechanismen beschrieben (7).

1.2.1 Allgemeine Auswirkungen

Die ischdmische Prékonditionierung wurde unter anderem fiir den Darm, das Gehirn, die
Leber, die Lunge, die Nieren und die Skelettmuskulatur gezeigt (7). Man unterscheidet
Ischdmietoleranz-steigernde von Reperfusionstoleranz-steigernden Effekten. Dariiber hinaus

lasst sich eine frithe, sofort einsetzende, von einer spéter einsetzenden und langer anhaltenden
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Protektion unterscheiden (25). Die friihe Phase des protektiven Effektes setzt unmittelbar
nach dem IPC-Stimulus ein, dauert ca. 2-3 h an und ist ausgeprégter als die spéte Phase,
welche 12-24 h nach der IPC einsetzt und bis zu 96 h anhilt (7,26).

Die Erkenntnisse zu den molekularen Mechanismen der IPC stammen aus Studien an
unterschiedlichsten =~ Spezies, Organen und Geweben mit unterschiedlichen
Prakonditionierungsprotokollen sowie Studiendesigns. Aus diesem Grund muss der jeweilige
Kontext der Ergebnisse beriicksichtigt werden. Im Folgenden sind zunéchst allgemeine, also

nicht nur leberspezifische Effekte der ischdmischen Prakonditionierung dargestellt.

1.2.2 Steigerung der Ischimietoleranz

Grundsatzlich wird die Ischdmietoleranz durch einen reduzierten Zellmetabolismus, also einen
reduzierten Energieverbrauch gesteigert (7) (Abb. 2). Zu den energieaufwindigsten Prozessen
zdhlt die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials. Die IPC vermittelt eine
Ischdmietoleranz durch einen ,membrane arrest”, welcher durch eine verminderte
Leitfahigkeit der Zellmembran gekennzeichnet ist (Abb. 2). Dies reduziert die Aktivitét der
ATP verbrauchenden Na*-K*-ATPase (27) und konnte fiir ischdmisch prikonditionierte
Neuronen in vitro nachgewiesen werden (28). Der Verbrauch energiereicher Phosphate (ATP)
wird durch die IPC insbesondere wéhrend der Initialphase einer Ischdmie reduziert (29). Eine
intrazelluldre Akkumulation von Na'- und H'- Ionen konnte durch ischdmische
Prakonditionierung von Hepatozyten in vitro reduziert werden (30). AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass Laktat im Rahmen einer Skelettmuskelischdmie bei Schweinen und einer
partiellen Leberischdmie bei der Ratte nach IPC weniger akkumulierte als bei Kontrollen
(31,32). Als potentieller Regulator wurde die Adenosin 5’-Monophosphat-aktivierte
Proteinkinase (AMPK) beschrieben, welche die Glykolyse und somit die Laktatproduktion
inhibiert (33). Wéhrend der IPC fillt vermehrt Adenosin 5’-Monophosphat (AMP) an,
welches die AMPK allosterisch aktiviert und somit die Glykolyse hemmt (34) (Abb. 2). Im
Rahmen einer partiellen Leberischdmie konnte gezeigt werden, dass eine Blockierung der
AMPK den protektiven Effekt der IPC aufthebt (35). Dariiber hinaus konnte IPC-induziert eine
erhohte cAMP-Konzentration (cyclisches AMP) in Endothelzellen der Leber nachgewiesen
werden (36). Diese fiihrt durch cAMP-abhédngige Proteinkinasen (z.B. Proteinkinase A) zu
einer Phosphorylierung des Phosphofructokinase-2/fructose-2,6-bisphosphatase
Enzymkomplexes, der wiederum die Glykolyse hemmt (37) (Abb. 2).
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Abb. 2 Auswirkungen der IPC modifiziert nach (38): Potentielle Mechanismen, die am protektiven
Effekt der IPC beteiligt sind. Blau unterlegt sind die Ischidmietoleranz steigernden
Mechanismen. Rot unterlegt sind die Reperfusionstoleranz steigernden Mechanismen. (IPC:
Ischdamische Prikonditionierung, ROS: Reaktive Sauerstoffspezies, GSH: Glutathion, p38
MAPK: p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen, XO: Xanthinoxidase, SOD: Superoxid-
Dismutase, AIF: Apoptose induzierende Faktoren, TNF-o: Tumornekrosefaktor-o, I[CAM-1:
Interzelluldres Ahdsionsmolekiil-1, AMP: Adenosin 5’-Monophosphat, cAMP: Cyclisches
Adenosin5’-Monophosphat, PFKBF: Phosphofructokinase-2/Fructose-2,6-bisphosphatase,
ATP: Adenosintriphosphat, AMPK: Adenosin 5’~-Monophosphat-aktivierte Proteinkinase)

Die Steigerung der Ischdmietoleranz wird unter anderem durch Regulation der Glykolyse und
der Membranleitfahigkeit erreicht. Fiir die Reperfusionstoleranz ist die Beeinflussung des

oxidativen Stresses, der Inflammation und der Mikrozirkulation entscheidend.

1.2.3 Steigerung der Reperfusionstoleranz

Die Reduktion des oxidativen Stresses ist ein wesentlicher Bestandteil der Steigerung der
Reperfusionstoleranz. Eine Quelle von ROS wihrend der Reperfusion ist die Xanthinoxidase
(X0), ein Enzym des Purinstoffwechsels, welches Xanthin zu Harnsdure abbaut (4). Unter
physiologischen Bedingungen liegt die XO zu ca. 90% als Xanthindehydrogenase (XDH) vor,
welche Xanthin unter Entstehung von Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) zu Harnséaure
abbaut. Wihrend einer Ischimie wird die XDH durch Ca?"-abhiingige Proteasen in die XO
iiberfiihrt (39), welche Xanthin unter Entstehung eines Superoxid-Anions zu Harnsdure

abbaut. Es konnte gezeigt werden, dass die IPC eine Umwandlung der XDH in die XO und
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damit die Entstehung von ROS wihrend der IR reduziert (40). In der Leber sind vor allem

aktivierte Kupffer-Zellen und neutrophile Granulozyten die Quellen des oxidativen Stresses
(41). Durch eine IPC kann sowohl die Aktivierung der Kupffer-Zellen, als auch die Interaktion
zwischen neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen reduziert werden (42). Letzteres ist
bedingt durch eine Verminderung des IR-induzierten Anstiegs der Expressionslevel von
Adhésionsmolekiilen wie z.B. Interzelluldres Ahésionsmolekiil-1 (ICAM-1) und P-selectin
(43,44), die letztlich zu einer Reduktion der kapilldren Obliteration fiihrt. Die Aktivierung der
p38-mitogenaktivierten Proteinkinasen (p38 MAPK) und die Aufrechterhaltung des
intrazelluldren Glutathion-Redoxsystems scheinen in der Leber am IPC-induzierten Schutz
vor reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt zu sein (45). Ob der Adenosinaz-Rezeptor ebenfalls
beteiligt ist, wurde bislang nicht abschlieBend geklart (45,46). Der AIF ist ein Ausloser des
programmierten Zelltods und kommt im intermembrandsen Raum der Mitochondrien vor. Es
wurde im Rahmen einer Myokardischdmie der Ratte gezeigt, dass IPC die IR-induzierte
Freisetzung von AIF vermindert (47). Durch IPC lédsst sich die postischimische
Mikrozirkulation verbessern (48). So ist die Endothelfunktion wihrend einer IR stark
beeintrachtigt (49), Endothelin-1 wird vermehrt freigesetzt und fiihrt zu einer
Vasokonstriktion. NO wirkt vasodilatierend und wird vom Endothel wéhrend einer Ischimie

vermindert freigesetzt. Durch IPC lésst sich dieser Effekt reduzieren (50).

IPC reduziert die Produktion und erhéht die Elimination von ROS. Die Mikrozirkulation wird
verbessert und apoptotische Prozesse werden vermindert. Im Folgenden wird auf die

leberspezifischen Effekte der IPC eingegangen.

1.2.4 IPC-Studien der Leber

Die protektiven Effekte der hepatischen IPC wurden bereits in verschiedenen experimentellen
und klinischen Studien nachgewiesen (6). Die Ergebnisse der hepatischen IPC hédngen von der
Schwere bzw. Dauer der Ischdmie, dem Alter des Organismus bzw. dessen Leber, den
Grunderkrankungen der Leber (Steatosis hepatis, Leberzirrhose, hepatozelluldres Karzinom
etc.) und der Form der Ischdmie (warme vs. kalte Ischdmie) ab (6,51). Als Marker fiir den
hepatozelluldren Schaden werden in den meisten Studien die Transaminasen im Serum,
Aspartat- Aminotransferase (AST) und Alanin-Aminotransferase (ALT) sowie die
Gallenproduktion als Marker fiir die Entgiftungsleistung verwendet. Neben der IPC sind
weitere Moglichkeiten beschrieben, die Leber vor einem IR-Schaden zu schiitzen, wie z.B. die
pharmakologische Priakonditionierung (u.a. mit Allopurinol (52), Methylprednisolon (53,54),
PGE: (55,56) und Vitamin E (57)) oder die ischdmische Fernprikonditionierung (RIPC:
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remote ischemic preconditioning) (6). Bei der RIPC induzieren kurze Episoden einer

Ischidmie in einem entfernten Organ oder Gewebe (z. B. an einer Extremitit) eine Protektion
in einem anderen Organ. Neuere Operationstechniken wie z. B. Intermittent Portal Triad
Clamping scheinen bei kurzen IR-Zeiten (< 40 min) dhnlich effektiv wie eine IPC zu sein (58).
Mit dem Verfahren der Selective hepatic vascular exclusion (SHVE) konnte kein signifikanter
Nutzen der IPC in Bezug auf postoperative Leberfunktion, Morbiditit und Mortalitét
festgestellt werden (59). Bei dieser Operationstechnik werden zusétzlich zum Pringle
Manover einzelne Lebervenen isoliert und okkludiert, um den Blutverlust durch retrograden

Blutfluss tiber die Vena cava inferior zu reduzieren (58).

Eine Hepatoprotektion durch IPC konnte in experimentellen und klinischen Studien auf Ebene
der Enzymfreisetzung und in Bezug auf die postoperative Leberfunktion nachgewiesen
werden. Die molekularen Mechanismen, die zu dieser Hepatoprotektion fiihren, sind bislang
nicht zufriedenstellend gekldrt. Eine mogliche Herangehensweise ist die Analyse des

Leberproteoms.

1.3 Proteomstudien zur IPC und zur Ischimie und Reperfusion der Leber

Das Proteom beschreibt die Gesamtheit aller Proteine, die zu einem bestimmten Zeitpunkt in
einem Organismus, einem bestimmten Gewebe, einer Zelle oder einem Zellkompartiment
vorhanden sind. Das Proteom ist ein hoch dynamisches System, welches einem stindigen
Umsatz durch Neusynthese, Proteinabbau und Proteinmodifikation unterliegt. Es reagiert auf
einen Stimulus, wie z.B. eine IR, und ldsst somit Riickschliisse auf dessen molekulare
Auswirkungen zu. Vergleicht man das Proteom verschiedener Interventionsgruppen, kann
anhand differentiell regulierter Proteine der unmittelbare Einfluss auf Proteinsynthese, -abbau

oder -modifikation ermittelt werden.

Der hepatische IR-Schaden wurde erstmals 2006 mit einem proteomanalytischen Ansatz
untersucht (60). In Biopsien von neun Lebertransplantaten wurden mittels Kombination aus
2D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization -
time of flight - mass spectrometry) 36 signifikant regulierte Proteine identifiziert. Diese
konnten dem Energiemetabolismus, den Redoxsystemen, dem Lipidmetabolismus, dem
Protein- und Aminosduremetabolismus und den Chaperonen zugeordnet werden. In einer
tierexperimentellen Studie zeigte das Proteom von Kupffer-Zellen nach einer IR eine
vermehrte Expression von Proteinen, die an Entziindungsreaktionen beteiligt sind

(Calgranulin B, Complement C3, Myeloperoxidase) sowie von antioxidativen Proteinen
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(Cu/Zn-Superoxiddismutase, Katalase) (61). Andere Proteomstudien zu hepatischer IR

identifizierten neben Proteinen des Aminosdure- und Fettsduremetabolismus sowie
Strukturproteinen eine Herunterregulation von verschiedenen Chaperonen (62). Dies fiihrte
zur Anhdufung von ungefalteten Proteinen, auch bekannt als ,,unfolded protein response oder

wendoplasmic reticulum response’ (63).

Eine der ersten Proteomstudien zu den Auswirkungen von hepatischer IPC wurde 2009
verdffentlicht (64). Hier konnten insgesamt 16 durch IPC regulierte Proteine identifiziert
werden, wovon 11 am Zellmetabolismus beteiligt waren. Man vermutete, dass eine Ischdmie
und Reperfusion den Zellmetabolismus herunter reguliert und insbesondere die IPC-induzierte

Regulation der ATP-Synthase 58 zu einem Erhalt der ATP-Reserven fiihrt.

Bisherige Proteom-Studien konnten eine IR-induzierte Regulation von Proteinen des
Zellmetabolismus, von antioxidativen Proteinen und Proteinen, die an Entziindungsrektionen
beteiligt sind, identifizieren. Die IPC in Kombination mit IR hatte vor allem Einfluss auf den
Zellmetabolismus. Posttranslationale Proteinmodifikationen (PTMs) wurden in diesen

Proteom-Studien nur unzureichend beriicksichtigt (65).

1.4  Einfluss von Ischimie und Reperfusion auf das hepatische Phosphoproteom

In der Literatur sind etwa 300 verschiedene posttranslationale Modifikationen (PTMs) von
Proteinen beschrieben (66). Zu den wichtigsten posttranslationalen Modifikationen zdhlen die
proteolytische Prozessierung, Hydroxylierungen, Carboxylierungen, Phosphorylierungen,
Glykosylierungen, Acetylierungen, Acylierungen, Isoprenylierungen und die Bindung an

Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Anker (67).

Unter den PTMs sind Phosphorylierungen unter anderem malgeblich an zelluldren
Signalkaskaden und der Regulation von Enzymaktivititen beteiligt (67). Durch reversible
Bindung von Phosphatgruppen an Aminosduren mit einer Hydroxylgruppe (Serin, Threonin
und Tyrosin) entstehen Phosphoproteine. Kinasen und Phosphatasen konnen durch diese
Modifikation die Aktivitét einiger Phosphoproteine beeinflussen (68). Dass posttranslationale
Phosphorylierungen auch bei der hepatischen IPC eine Rolle spielen, lassen IPC-Studien an

anderen Organen vermuten (45,46).

Der Einfluss der hepatischen IR auf das Phosphoproteom wurde bislang erst in einer Studie
im Rahmen von Lebertransplantationen untersucht (69). Mittels spezifischen Antikorpern

wurden Phosphotyrosin-Proteine (pY-Proteine) immunprazipitiert und anschlieBend im 1D-
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Gel aufgetrennt. Nach 60-miniitiger Ischdmie konnten sieben pY-Proteine identifiziert

werden. Nach weiteren 60 min Reperfusion wurden 37 pY-Proteine identifiziert. Hierbei
wurde Nck-1 (Nicht-katalytische Region des Tyrosinkinase-Adapterproteins 1) detektiert,
allerdings lediglich nach Beendigung der Ischdmiephase. Die Autoren postulierten, dass Nck-

1 an der IR-induzierten Aktin-Reorganisation beteiligt ist (69).

Die bestehenden Proteomstudien zur hepatischen IPC unterliegen wesentlichen
Einschriankungen. Haufig wurde nur ein (End-)Zeitpunkt untersucht, der zeitliche Verlauf des
hoch dynamischen Leberproteoms blieb unberiicksichtigt (61,64). Aulerdem wurde die IPC
in Kombination mit IR (IPC-IR) angewandt, der alleinige Effekt der IPC blieb ebenfalls
unberiicksichtigt (64).

1.5 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, mit einem globalen Phosphoproteomansatz neue Mechanismen
der hepatischen IPC zu identifizieren und die Pathophysiologie des hepatischen IR-Schadens
besser zu verstehen. Nach subzelluldrer Fraktionierung der Leberproteine wurde das

zytosolische Subproteom untersucht.
Es war Ziel dieser Arbeit, die folgenden Fragen zu beantworten:

e Welchen Einfluss hat die IPC unmittelbar nach Beendigung des IPC-Protokolls und
im zeitlichen Verlauf (140 min nach Beginn des IPC-Protokolls) auf die Expression

und Phosphorylierung zytosolischer Proteine der Leber?

e Welchen Einfluss hat die IPC in Kombination mit IR auf die Expression und

Phosphorylierung zytosolischer Proteine der Leber?

e Welchen Einfluss hat die IR auf die Expression und Phosphorylierung zytosolischer

Proteine der Leber?

e Welchen Einfluss hat die IR in Kombination mit IPC auf die Expression und

Phosphorylierung zytosolischer Proteine der Leber?

e Welchen Einfluss hat die OP-Zeit auf die Expression und Phosphorylierung
zytosolischer Proteine der Leber bei SHAM- und IPC-behandelten Tieren?
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Da die Untersuchung der Phosphoproteomics komplex und bis dato durch Methodik und
eine eingeschrinkte Datenlage begrenzt ist, war die Weiterentwicklung der entsprechenden
Methodik ebenfalls ein Ziel dieser Arbeit.

Um diese Fragen zu beantworten, wurde der folgende methodische Ansatz gewéhlt. An der
Rattenleber wurde eine warme, partielle Ischdmie mit Reperfusion induziert und zwar mit oder
ohne vorgeschaltete IPC. Zu zwei Untersuchungszeitpunkten, unmittelbar nach Beendigung
des IPC-Protokolls und nach Beendigung der Reperfusion bzw. zu den entsprechenden
Zeitpunkten in  schein-operierten Kontrollen, wurde bei den entsprechenden
Untersuchungsgruppen Lebergewebe zur Proteinanalytik entnommen. Mittels differentieller
Zentrifugation wurden die Proteine subzelluldr fraktioniert und die zytosolischen Proteine mit
der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die sequentielle Farbung der Proteine mit der ProQ-
Diamond-Phosphoprotein-Stain (ProQ-DPS) und einer hochsensitiven Coomassie-Farbung
ermoOglichte die Analyse differentieller Modifikation bzw. Expression. Die differentiell
regulierten Proteine wurden mittels Electrospray ionization (ESI) Massenspektrometrie sowie
mittels Orbitrap Massenspektrometrie, gekoppelt mit einer Ultra high performance liquid
chromatography (UHPLC) identifiziert.
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2 Material und Methoden

2.1 Lebergewebe

Das in der Dissertation beschriebene in vivo-Modell der partiellen, warmen Leberischimie mit
Reperfusion bei der Ratte wurde nicht von mir selbst durchgefiihrt, sondern von
wissenschaftlichen Mitarbeitern der Klinik fiir Anédsthesiologie des Universitdtsklinikums

Diisseldorf (Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. med. Sebastian Braun).

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

vorliegenden Dissertationsschrift beschrieben.

Das untersuchte Gewebe stammte aus den Tierversuchsvorhaben mit den Aktenzeichen: 8.87-
50.10.34.09.017 und 87-51.04.2010.A011. In der vorliegenden Untersuchung fiihrte ich die
proteinanalytischen Arbeiten im Rahmen eines Freisemesters (SS 2011) durch. Verwendet
wurden ménnliche Wistar Ratten mit einem Gewicht von 300 g + 20 g. Die Ratten stammten
aus der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben
(Direktor Prof. Dr. M. Sager) des Universititsklinikums Diisseldorf, sodass eine Quarantine

und eine Adaptationszeit entfielen.

2.1.1 Operation der Tiere

Das Tiermodell der warmen partiellen Leberischimie bei Wistar Ratten wurde im
Forschungslabor der Klinik fiir Anisthesiologie (Universititsklinikum Diisseldorf)
durchgefiihrt und bereits in friiheren Studien angewandt (70—72). Die Tiere wurden mit einer
intraperitonealen Injektion von 60 mg Pentobarbital pro kg Korpergewicht (Narcoren®, Merial,
Hallbergmoos, Deutschland) anédsthesiert und mit einer Kaniile intratracheal intubiert. Zur Gabe
von Elektrolytlosungen wurde die Schwanzvene punktiert. Um den arteriellen Blutdruck zu
kontrollieren und kontinuierlich Pentobarbital zu geben, wurde eine Arteria carotis communis
und Vena jugularis interna auf einer Seite durchtrennt und kaniiliert. Es wurden Blutproben zur
Blutgasanalyse und Elektrolytkontrolle entnommen. Die Tiere wurden so beatmet, dass
physiologische CO»-Partialdriicke eingehalten wurden. Die Temperatur wurde rektal gemessen

und wihrend der gesamten Operation mittels Heizplatten konstant gehalten. Die Tiere wurden
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median laparotomiert und ein Portalvenenast, sowie die dazugehdrige Leberarterie mit einer

atraumatischen Klemme komprimiert (partielle Leberischimie von ca. 70%). Nach dem
Prakonditionierungsprotokoll (Abb. 3) wurden die Tiere den jeweiligen Interventionen
unterzogen. Blut und Gewebe wurde zu den, durch rote Pfeile markierten Zeitpunkten,
entnommen. Sowohl Lebergewebe als auch Serum wurden in fliissigem Stickstoft gefroren und
bei -80 °C gelagert. Im Serum wurden die Transaminasen, ALT und AST, durch das
Zentralinstitut fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik des Universitétsklinikums

Diisseldorf (Direktor Univ.-Prof. Dr. med. Fritz Boege) bestimmt.

2.1.2 Versuchsprotokoll

Um die Effekte der Ischdmie und Reperfusion, sowie der ischdmischen Prakonditionierung mit
unbehandelten Kontrollgruppen (SHAM) vergleichen zu koénnen, wurden insgesamt 36 Tiere

in sechs Interventionsgruppen randomisiert (Abb. 3).

SHAM20 l

SHAM140 ‘L
IPC20 = l
IPC140 = l
IR l 60 min Reperfusion i
IPC-IR = 60 min Reperfusion l

Abb. 3 Versuchsprotokoll: Die roten Pfeile markieren die Zeitpunkte der Blut- und Gewebeentnahme.
(SHAM20: scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt t = 20 min, SHAM140: scheinoperierte Tiere
zum Zeitpunkt t = 140 min, IPC20: Tiere mit 10 min Ischdmie und 10 min Reperfusion zum
Zeitpunkt t=20 min, IPC140: Tiere mit 10 min Ischdmie und 10 min Reperfusion zum
Zeitpunkt t = 140 min, IR: Tiere mit 60 min Ischdmie und 60 min Reperfusion zum Zeitpunkt
t=140 min, IPC-IR: Tiere mit IPC gefolgt von IR zum Zeitpunkt t= 140 min),
n = 6 Tiere/Gruppe.

Die SHAM-Tiere erhielten nach Pridparation der Leber keine weitere Intervention. Die IPC
bestand aus zehn Minuten partieller Ischdmie, gefolgt von zehn Minuten Reperfusion. Die IR
bestand aus 60 min Ischimie und 60 min Reperfusion. Die IPC-IR-Gruppe erhielt IPC gefolgt
von IR. Die roten Pfeile in Abb. 3 markieren die Zeitpunkte zu denen Lebergewebe und

Blutproben zur Gewinnung von Serum entnommen wurden.
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2.2 Chemikalien und Geriite

Fiir die Herstellung von Puffern und Losungen wurden Chemikalien hochsten Reinheitsgrades
(p. a.), sowie ultrareines Wasser aus einer Millipore Anlage (Milli-Q, Merck, Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Die Chemikalien wurden von Sigma Aldrich (Steinheim,
Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) und Serva (Heidelberg, Deutschland) bezogen,

falls nicht anders gekennzeichnet.

2.3 Isolierung der Proteine

Um die Leberproteine mittels Gelelektrophorese aufzutrennen, wurde das Gewebe zunichst
mechanisch homogenisiert und mittels Lysepuffer lysiert. In einem zweiten Schritt wurde das

Zelllysat durch differentielle Zentrifugation in subzelluldre Fraktionen aufgetrennt.

Tabelle 1 Puffer und Losungen zur Isolierung der Proteine

Puffer Zusammensetzung

Lysepuffer 200 pl Proteaseinhibitoren: 1 mg Aprotinin, 1 mg Leupeptin, 1 mg
Pepstatin ad 10 ml 0,5 M Tris-HCI-Lésung (pH 7,4)
10 ml Phosphataseinhibitoren: 5 mM Trizma Base (pH 7-9), 50 mM
NaF, 2 mM Naz;VOs, 2 mM EGTA
7,7mg DTT

Anodenpuffer Schwach: Methanol (20%, v/v), 25 mM Tris-HCl
Stark: Methanol (20%, v/v) und 0,3 M Tris-HCI

Kathodenpuffer Methanol (20%, v/v) und 40 mM Aminocapronsdure

Blocking 5%ige: 50 g Dried skimmed milk, 1000 ml MilliQ-Wasser, 5 Tabletten
Solution Tris-buffered Saline, 1 ml Tween
1%ige: 10 g Dried skimmed milk, 1000 ml MilliQ-Wasser, 5 Tabletten

Tris-buffered Saline, 1 ml Tween

TBS-T 2000 ml MilliQ-Wasser, 10 Tabletten Tris-buffered-Saline, 2 ml Tween
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Losung 1 Reagenz A: 10 g Na,CO3 ad 500 ml 0,1 M NaOH-Losung
Reagenz B: 2 g KNa-Tartrat ad 100 ml MilliQ-Wasser
Reagenz C: 1 g CuSO4 x 5SH20 ad 100 ml MilliQ-Wasser

Losung 2 500 ul Folin-Reagenz, 500 pl MilliQ-Wasser

DTT: Dithiotreitol, TBS-T: Tris-buffered-Saline mit Tween, EGTA: Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsdure, NaF: Natriumfluorid, Na3;VO,: Natriumorthovanadat

2.3.1 Homogenisierung

Fiir die mechanische Homogenisierung des Lebergewebes wurden gefrorene Leberstiickchen
von ca. 250 mg - 350 mg abgewogen. Diese wurden in fliissigen Stickstoff iiberfithrt und
zwischen zwei in fliissigem Stickstoff gekiihlten Metallblocken (Dick, Deizisau, Deutschland)
mit vier bis sechs Hammerschldgen pulverisiert. Das pulverisierte Gewebe wurde in 3 ml
Lysepuffer (Tabelle 1) gegeben und bei 4 °C mit einem Homogenisator (IKA, Staufen,
Deutschland) in zwei Stufen mit unterschiedlichen Scherkriften fiir jeweils dreimal 15 s
homogenisiert. Nach der Homogenisierung wurden drei technische Replikate erstellt. Hierfiir
wurde das Zelllysat des Lebergewebes von einem Versuchstier zu jeweils 1 ml auf drei
Reagenzgefifle (Eppendorf, Deutschland, LoBind® tube) verteilt. Nach der Homogenisierung
wurde jedes technische Replikat separat weiterbehandelt. Die Zelllysate wurden in fliissigem

Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.

2.3.2 Subzellulire Fraktionierung

Um einzelne Zellkompartimente getrennt analysieren zu kénnen, wurde mittels differentieller
Zentrifugation eine subzelluldre Fraktionierung vorgenommen. Dadurch reduziert sich die
Menge unterschiedlicher Proteine in einer Probe und gleichzeitig erhdht sich die Sensitivitit
fiir kleine Verdnderungen des Subproteoms. Folgende Fraktionen wurden aufgetrennt:
1) Zytosolische Fraktion (Cyt) 2) Mitochondriale Fraktion (Mi) 3) Nukleédre Fraktion (Nu)
4) Membranen-fraktion (Mem). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss auf das
Phosphoproteom an der zytosolischen Fraktion analysiert. Der Einfluss auf die
Proteinexpression der mitochondrialen Fraktion wurde gesondert durch T. Strahl (BMFZ,
Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf) untersucht. Die Expression von zytosolischen
Proteinen wurde dariiber hinaus an zwei sich iiberlappenden pH-Bereichen durch S. Weidhaas
(BMFZ, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) untersucht. Die nukledre und

Membranenfraktion wurden bislang nicht untersucht.
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Die Zentrifugationsschritte mit maximal 16000 g wurden einer Mikro 220R Zentrifuge

(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland), sowie LoBind Reagenzgefifle (Eppendorf,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Zentrifugationsschritte mit 144000 g wurden mit einer
Optima™ Ultrazentrifuge (TLA-100.3 fixed Angle Rotor, Beckmann Culter GmbH, Krefeld,
Deutschland), sowie Ultrazentrifugen Reagenzgefdlen (Beckmann, Deutschland)
durchgefiihrt. Das Leberhomogenat wurde langsam, iiber 60 min aufgetaut und bei 4 °C nach

dem Fraktionierungsprotokoll in Abb. 4 zentrifugiert.

Leberhomogenat
600 g, 4 °C, 15 min

Nu-US
15000 g, 4 °C,
20 min

Resuspendieren in
500 ul Lysepuffer
Nukleare Fraktion

Resuspendieren in 500 ul
Lysepuffer + Sucrose + NaCl =z

Inkub. 4 °C, 15 - 30 min ' )

1000 g, 4 °C, 10 min \'/ Mi-US 144000 g,
4 °C, 60 min
Resuspendieren in %
200 ul Lysepuffer 3 Resuspendieren in
Mltochor]drlale Resuspendieren \U/ 200 ul Lysepuffer
Fraktion (vortexen und 5 min 144000 g, 4 °C
US-Bad) in 500 pl l/ 60 min
Lysepuffer
15000 g, 4 °C, 20 min %
3 Resuspendieren in
100 ul Lysepuffer
Zytosolische Membranen-
Fraktion fraktion

Abb. 4 Fraktionierungsprotokoll: Die subzelluldren Fraktionen wurden durch differentielle
Zentrifugation gewonnen. Nukledre Fraktion (Nu), mitochondriale Fraktion (Mi), zytosolische
Fraktion (Cyt), Membranenfraktion (Mem). (US: Uberstand, US-Bad: Ultraschallbad)

Nach Abpipettieren der Uberstinde (US) und Zugabe entsprechender Lysepuffer wurden die
Pellets durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die Fraktionen wurden

bei -80 °C eingefroren und gelagert.

2.3.3 Western blot Analyse

Um die Anreicherung der subzelluldren Fraktionen zu liberpriifen, wurden Western blots gegen
fraktionsspezifische Proteine durchgefiihrt (Tabelle 2). Dieser Nachweis wurde exemplarisch,

an einer Probe erbracht und nicht nach jeder weiteren Fraktionierung wiederholt. Drei von vier
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Western blots wurden von T. Strahl (BMFZ, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf)

durchgefiihrt und sind an dieser Stelle der Vollstdndigkeit halber erwéhnt.

Tabelle 2 Antikorper gegen fraktionsspezifische Proteine

Fraktion Protein Antikorper Hersteller

Cyt GAPDH Anti-GAPDH (Maus), 1:60000 verdiinnt mit ~ Abcam,
Blocking Solution (1%) #ab8245

Nu Lamin B Anti-Lamin B (Ziege), 1:10000 verdiinnt mit ~ Santa Cruz,
Blocking Solution (1%) #sc-6217

Mem Na*/K*- Anti-Na"/K*-ATPase (Maus), 1:5000 Abcam, #7671

ATPase verdiinnt mit Blocking Solution (1%)

Mi Prohibitin Anti-Prohibitin (Kaninchen), 1:10000 Abcam,

verdiinnt mit Blocking Solution (1%) #ab2996

Cyt: Zytosol, Nu: Nukleus, Mem: Membran, Mi: Mitochondrium, GAPDH: Glycerinaldehyd-3-
phosphat Dehydrogenase

Die Proteine jeder Fraktion wurden mittels 1D-Gelelektrophorese aufgetrennt (sieche
2.5 Eindimensionale Gelelektrophorese (1D-Gelelektrophorese)). Hierfiir wurden 10 pg
Protein jeder Fraktion, sowie 10 pg Protein des Gesamtzelllysates und 2 pl eines
Molekulargewichtsmarkers (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad,
Miinchen, Deutschland) aufgetrennt. Fiir den Blot wurden pro Gel jeweils 16 Filterpapiere
(7,5 cm x 8,5 cm) sowie eine Polyvinylidenfluorid-Membran (8 cm x 9 cm) (PVDF-Membran)
zurechtgeschnitten. Die PVDF-Membran wurde fiir 30 s in Methanol und danach in schwachem
Anodenpuffer (Tabelle 1) getrankt. Die Blot-Kammer, Multiphor I (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden) wurde wie folgt zusammengesetzt: 1) Kathode, 2) Acht Filterpapiere in
Kathodenpuffer getrankt, 3) Gel, 4) PVDF-Membran in schwachem Anodenpuffer getriankt,
5) Vier Filterpapiere in schwachem Anodenpuffer getrankt, 6) Vier Filterpapiere in starkem
Anodenpuffer getrdnkt und 7) Anode.

Es wurde fiir 2h mit einem konstanten Strom von 204 mA (Stromdichte: 0,8 mA/cm?)
geblottet. Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran mit einer Pinzette aus der Blot-
Kammer genommen, in eine Farbeschale gelegt und fiir 2 h mit 25 ml 5%iger Blocking Solution
bei RT auf einem Kippschiittler inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blocken. Der
Antikorper wurde mit 1%iger Blocking Solution nach den Angaben des Herstellers (Tabelle 2)
verdiinnt und die PVDF-Membran tiber Nacht bei 4 °C auf einem Kippschiittler in 5 ml
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Antikorperlosung inkubiert. Danach wurde die PVDF-Membran dreimal 10 min in 100 ml
TBS-T auf einem Kippschiittler bei RT gewaschen, um sie dann mit einem zweiten, Peroxidase-

gebundenen Antikorper (Tabelle 3) zu inkubieren.

Tabelle 3 Peroxidasegekoppelte Antikorper

Antikorper Hersteller

Anti-Mouse-1gG, 1:10000 verdiinnt mit Blocking Solution Jackson/Dianova #115-035-
(1%) 1003

Anti-Goat-1gG, 1:10000 verdiinnt mit Blocking Solution  Jackson/Dianova #705-035-
(1%) 003

Anti-Rabbit-1gG, 1:10000 verdiinnt mit Blocking Solution Jackson/Dianova #711-035-
(1%) 152

Nach zweistlindiger Inkubation mit dem zweiten Antikorper wurde die PVDF-Membran
dreimal fiir 10 min auf einem Kippschiittler bei RT in 100 ml TBS-T gewaschen. Um die
Peroxidasereaktion zu starten, wurde die Membran mit 2 ml Enhanced Chemoluminescence
Reagent (ECL-Reagenz: 1 ml Reagenz A mit 1 ml Reagenz B) fiir 2 min inkubiert. Mit einer
Kamera (CoolSNAP HQ?, Photometrics, Tucson, Arizona, USA) und der Gel Pro Analyzer
Software (MediaCybernetics Inc., Bethesda, Maryland, USA) wurde die Chemolumineszenz
detektiert. Zur Uberpriifung des Proteintransfers auf die PVDF-Membran, wurde diese

anschlieend mit Ponceau-S gefarbt.

2.3.4 Proteinbestimmung

Um bei der eindimensionalen und zweidimensionalen Gelelektrophorese von den einzelnen
Proben jeweils die gleiche Menge Protein auftragen zu konnen, war es notwendig, die
Proteinkonzentrationen der subzelluldren Fraktionen zu bestimmen. Hierzu wurde das
Verfahren nach Lowry angewandt (73). Bei bekannter Proteinkonzentration konnte die

gewiinschte Proteinmenge durch eine Proteinfallung mit TCA und Aceton gewonnen werden.

Fiir die Proteinbestimmung wurden Reagenz A, Reagenz B und Reagenz C angesetzt und im
Kiihlschrank gelagert (Tabelle 1). Vor jeder Messung wurden daraus die Losung 1 und die
Losung 2 hergestellt. Losung 1 wurde aus den Reagenzien A, B, C im Verhéltnis 100:1:1
gemischt. Es wurden 500 pl Losung 1 pro Probe benoétigt. Es wurden 50 pl Losung 2 pro Probe
bendtigt (Tabelle 1).
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Als Eichstandard wurden 20 mg Rinder Serumalbumin (BSA) in 100 ml MilliQ-Wasser
geldst (¢ =200 pg/ml), zu 2 ml aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Vor jeder Messung wurde
eine Standardeichreihe aus BSA und MilliQ-Wasser von jeweils 500 pl angelegt (¢ = 0 pg/ml,
c2=12,5 pg/ml, c3 =25 pg/ml, ¢4 =50 pg/ml, cs =100 pg/ml, c6 = 150 pg/ml,
c7 =200 pg/ml). Jede zu messende Probe wurde zundchst 1:100 mit MilliQ-Wasser verdiinnt.
500 ul Losung 1 wurden mit 100 pl verdiinnter Probe bzw. Eichstandard gemischt und fiir
10 min bei RT inkubiert. Danach wurden 50 pl Losung 2 dazugegeben, gemischt und
mindestens 0,5 h bei RT inkubiert. Zuletzt wurde aus jeder Probe bzw. jedem Eichstandard
zweimal 200 pl in eine 96-Well Platte pipettiert und die Extinktion bei 750 nm an einem
Synergy 2 Plate reader (BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) gemessen.

2.3.5 TCA/Aceton- Proteinfallung

Um die Proteine von anderen Zellbestandteilen, wie z.B. DNS, RNS, Lipiden und Salzen zu
trennen, wurde eine Proteinfdllung durchgefiihrt. Es wurden jeweils 150 pg Protein, geldst in
100 pl Lysepuffer, gefillt. Zu jeder Probe wurden 800 pl Aceton (80%, -20 °C) gegeben,
gemischt und zusétzlich 100 pl Trichloressigsdure (TCA, 100%, RT) (Mischungsverhiltnis von
Probe/TCA/Aceton von 1+1+8). Der Ansatz wurde gemischt und tliber Nacht bei -20 °C
inkubiert. Die gefillten Proteine wurden in der vorgekiihlten (4 °C) Mikro 220R Zentrifuge
(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland) bei 16000 g fiir 30 min pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Proteinpellet wurde zweimal mit Aceton (80%, -20 °C) bei 16000 g,
4 °C fiir 30 min gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand

abgenommen und das Pellet fiir ca. 15 min - 30 min bei RT an der Luft getrocknet.

2.4  Zweidimensionale Gelelektrophorese (2D-Gelelektrophorese)

Bei der 2D-Gelelektrophorese werden die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt
(horizontal) und nach ihrem Molekulargewicht (vertikal) aufgetrennt. Fiir die Elektrophorese
wurden Elektrophoresekammern von Bio-Rad (Miinchen, Deutschland) verwendet. Es wurden
Polyacrylamid-Minigele (PAA) von 83 mm x 65 mm x 1 mm GréBe verwendet und 150 pg

Protein pro Gel aufgetrennt.
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Tabelle 4 Puffer und Losungen fiir die 2D-Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

IEF-Puffer 7 M Urea, 2 M Thiourea, 2% (w/v) CHAPS, Spatelspitze
Bromphenol blau, 40 mM DTT, 2% (v/v) Ampholyte (IPG-
Buffer 3-10, Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland)

Equilibrierungspuffer 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 2% (w/v) SDS, 6 M Urea, 60 ml
Glycerol, eine Spatelspitze Bromphenolblau ad 200 ml MilliQ-

Wasser

Agaroselosung 1,5 g Agarose, eine Spatelspitze Bromphenolblau ad 300 ml
MilliQ-Wasser

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris-HCl, 192 mM Glycin, 1% (w/v) SDS ad 1000 ml
MilliQ-Wasser

Fixiererlosung 5% (v/v) Essigsdure, 30% (v/v) Methanol

IEF-Puffer: Isoelektrische Fokussierung-Puffer, SDS: Natriumdodecylsulfat, /PG: Immobilised pH
gradient, DTT: Dithiothreitol

2.4.1 Resuspendierung der Proteinpellets
Die Proteinpellets wurden in 125 pl IEF-Puffer (Isoelektrische Fokussierung-Puffer, Tabelle 4)

resuspendiert. Das DTT und die Ampholyte wurden erst unmittelbar vor der Resuspendierung
dazu gegeben. Das Gemisch wurde kurz gevortext, 5 min bei RT in ein Ultraschallbad (Sonorex
Super RK100SH, Bandelin electronic, Berlin, Deutschland) gestellt und anschlie3end fiir ca. 1-
2 h auf einem Schiittler (VV3, VWR, Darmstadt, Deutschland) bei RT resuspendiert.

2.4.2 Isoelektrische Fokussierung

Um die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt aufzutrennen, wurden 7 cm lange PAA-
DryStrips mit einem immobilisierten, nicht linearen pH-Gradienten (immobilised pH gradient-
IPG) von pH 3-10 (Immobiline™ DryStrip pH 3-10, 7 cm, GE Healthcare Bio-Science AB,
Uppsala, Schweden) verwendet. Diese wurden zunidchst in einem Rehydration Tray (Serva
Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) iiber Nacht mit dem IEF-Puffer-Proteingemisch
rehydriert. Dazu wurde die Probe in das Rehydration Tray pipettiert, die Folie von dem IPG-

Strip entfernt und dieser mit der Gelseite nach unten auf die Probe gelegt. Luftblasen unter dem
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Streifen wurden durch vorsichtiges Anheben und Senken des Streifens vermieden. Damit die
Probe nicht verdunstete, wurden 1,5 ml Cover Fluid (PlusOne Dry Strip Cover Fluid, GE
Healthcare Bio-Science AB, Uppsala, Schweden) iiber den Streifen pipettiert. Nach der
Rehydrierung wurden die Streifen mit der Gelseite nach oben in das 7ray des OFFGEL
Fractionators (Agilent 3100 OFFGEL Fractionator, Agilent Technologies, Boblingen,
Deutschland) gelegt und mit 2 ml Cover Fluid bedeckt. Danach wurden Paperwicks (Electrode
Wicks, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) mit destilliertem Wasser (nicht deionisiert) befeuchtet
und auf die Enden der IPG-Strips gelegt. Eine Hélfte eines Paperwicks hatte Kontakt mit der
Gelmatrix und auf die andere Hélfte wurde die Elektrode des OFFGEL Fractionators platziert.
Die Fokussierung lief in vier Schritten ab. Zuerst wurde eine Spannung von 300 V iiber 3 h
gehalten, im zweiten Schritt wurde die Spannung linear tiber '2 h auf 1000 V erhdht, im dritten
Schritt wurde die Spannung innerhalb von 1,5 h auf 5000 V erhoht und schlielich auf 5000 V
fiir 1-3 h gehalten bis entweder 10 kVh oder eine Gesamtdauer von 8 h erreicht wurden. Die
Stromstérke eines IPG-Strips war zu jedem Schritt auf maximal 50 pA und die Leistung auf
maximal 250 mW begrenzt. Nach Erreichen von 10 kVh oder 8 h wurde eine ,,Hold-Spannung*
von 500 V eingestellt. Nach der Fokussierung wurden die IPG-Strips mit einer Pinzette aus dem
Tray genommen, die iiberschiissige Cover Fluid auf ein Filterpapier abgetropft und der IPG-
Strip bei -20 °C gelagert.

2.4.3 Polyacrylamid-Gele (PAA)

Fiir die Auftrennung der Proteine nach dem Molekulargewicht wurden Natriumdodecylsulfat
(SDS) Polyacrylamid Gele mit einem PAA-Anteil von 11% verwendet. Diese wurden in
vertikalen GieB3stinden (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) zwischen zwei Glasscheiben mit
1 mm dicken Spacern gegossen. Zur Herstellung von 4 PAA-Trenngelen wurden 10,95 ml
30%iges Polyacrylamid, 11,25 ml MilliQ-Wasser, 7,5 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 300 ul SDS
(10%, w/v) gemischt. AnschlieBend wurden 30 pl Temed und 150 pl Ammoniumpersulfat
(APS, 10%, w/v) hinzugegeben. Temed und APS dienten als Katalysator bzw.
Polymerisationsinitiator. Zum Auflegen des IPG-Strips wurden 4 - 6 mm zur Oberkante der
Deckplatte freigelassen. Um die obere Gelkante glatt zu ziehen, wurden 100 pl Isopropanol auf
das fliissige PAA pipettiert. Nach 15 min - 20 min waren die Gele soweit polymerisiert, dass
sie in feuchten Zellstoft verpackt und tiber Nacht im Kiihlschrank gelagert werden konnten

(Nachpolymerisation).
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2.4.4 Auftrennung nach Molekulargewicht

Fiir die zweite Dimension wurden die IPG-Strips zundchst equilibriert. Hierbei werden Proteine
denaturiert, Disulfidbriicken mit Dithiothreitol (DTT) aufgebrochen und mit Iodacetamid
(IAA) alkyliert, sowie Eigenladungen der Proteine mit SDS iberdeckt. Der
Equilibrierungspuffer (Tabelle 4) wurde unter stindigem Riihren in einem beheizten
Reaktionsgefdl (90 °C) hergestellt und zu 20 ml aliquotiert. DTT und IAA wurden erst kurz
vor der Equilibrierung dazu gegeben. Im ersten Schritt wurden die I[PG-Strips fiir 15 min in
2,5 ml Equilibrierungspuffer mit 1% (w/v) DTT auf einem Kippschiittler geschwenkt
(Duomax 1030, Heidolph Instruments, Kelheim, Deutschland). Im zweiten Schritt wurden die

Strips fiir weitere 15 min in 2,5 ml Equilibrierungspuffer mit 2,5% (w/v) IAA geschwenkt.

Nach der Equilibrierung wurden die PAA-Gele in die Gelkammern eingesetzt und die
Molekulargewichtsmarker ~ vorbereitet. =~ Es  wurden  auf jedem  Gel zwei
Molekulargewichtsmarker verwendet. Precision Plus Protein all blue (Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland), der besonders im Molekulargewichtsbereich von 250 kDa bis 75 kDa gut
differenzierte und Peppermint Stick™ Phosphoprotein molecular weight standards (Invitrogen,
Eugene, Oregon, USA), der zwei phosphorylierte Proteine (Ovalbumin und B-Casein) als
Positivkontrolle fiir die Phosphatfiarbung enthielt.

Der IPG-Strip und die Marker wurden zwischen den Glasplatten, iiber dem PAA-Gel in zuvor
erhitzter (5 min, 95 °C) Agaroseldsung eingebettet. Die Agaroselosung wurde unter stindigem
Rithren, in einem auf 100 °C erhitzten Reaktionsgefdll hergestellt (Tabelle 4), zu 2 ml
aliquotiert und bei 4 °C gelagert. Die Reihenfolge von Molekulargewichtsmarkern und IPG-
Strip war: Precision plus, +IPG-Strip-, Peppermint Stick™. Die Gelkammern wurden
anschliefend mit SDS-Laufpuffer befiillt (Tabelle 4). Um die Proteine bei moglichst hoher
Spannung, ohne Uberwirmung der Gele, laufen zu lassen, wurden die Gelkammern mit Eis
gekiihlt. Die Proteine wurden mit einer Spannung von 50 V iiber 30 min einlaufen gelassen.
Anschlieend wurde eine Spannung von 150 V solange gehalten, bis die Bromphenolblau-
Lauffront das Gel gerade verlassen hatte (nach ca. 70 min). Die Gele wurden mit 100 ml
Fixiererlosung (Tabelle 4) fiir 30 min auf einem Kippschiittler fixiert und anschliefend in

100 ml Fixiererlosung gelagert.

2.5 Eindimensionale Gelelektrophorese (1D-Gelelektrophorese)

Fiir verschiedene Versuchsreihen wurde neben der 2D-Gelelektrophorese auch die 1D-

Gelelektrophorese benétigt. Hierbei werden die Proteine nach dem Molekulargewicht
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aufgetrennt. Fiir die 1D-Gelelektrophorese wurde ebenfalls ein 11%iges Trenngel verwendet.

Ein 5,1%iges Sammelgel (Tabelle 5) wurde tiber das Trenngel geschichtet und ein Kamm in
das noch fliissige Sammelgel gesteckt. Die Proben wurden im Verhiltnis 1:5 mit Ladepuffer
(Tabelle 5) gemischt und vor Befiillen der Geltaschen fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Die Proben
wurden mit einer Spannung von 50 V fiir 30 min einlaufen gelassen und danach auf einer
Spannung von 120 V gehalten bis die Bromphenolblau-Lauffront das Gel verlassen hatte.

Danach wurden die Gele fixiert.

Tabelle 5 Puffer und Losungen fiir die 1D-Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

Sammelgel 2,55 ml PAA (30%), 10,5 ml MilliQ-Wasser, 1,5 ml 1,25 M Tris-HCl
(pH 6,8), 150 ul SDS (10% w/v), 30 ul Temed, 150 ul APS (10%, w/v)

Ladepuffer 3,9 ml MilliQ-Wasser, 1 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,8 ml Glycerol,
1,6 ml SDS (10% w/v), 0,4 ml 2-Mercaptoethanol, 0,4 ml Bromphenolblau
(1%, w/v)

PAA: Polyacrylamid, SDS: Natriumdodecylsulfat, Temed: Tetramethylethylendiamin, APS:
Ammoniumpersulfat

2.6  Proteinfirbung

Um zum einen das Phosphoproteom und zum anderen das gesamte Proteom analysieren zu
konnen, wurden die Gele sequenziell mit zwei Farbstoffen gefarbt. Zuerst wurden die Gele mit
ProQ® Diamond Phosphoprotein Gel Stain (ProQ-DPS) (Molecular Probes™, Invitrogen,
Darmstadt, Deutschland) gefarbt. Dies ist ein Fluoreszenzfarbstoff (Ex/Em bei
~555 nm/~580 nm), welcher unabhingig von der phosphorylierten Aminosdure bzw.
Aminosduresequenz, spezifisch an Phosphatgruppen bindet. Um alle Proteine zu farben wurde

eine kolloidale Coomassie Farbung verwendet (74,75).

Tabelle 6 Puffer und Losungen fiir die Proteinfirbung

Puffer Zusammensetzung

Destain 400 ml Acetonitril, 100 ml 1 M Natriumacetat (pH 4) ad 1500 ml
Solution ProQ  MilliQ-Wasser
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AP-Puffer 121,11 mg Tris-Base, 4,07 mg MgClz ad 20 ml MilliQ-Wasser, mit HCI]
auf pH 9,8 titriert

Coomassie 100 g Aluminiumsulfat-18-Hydrat, 240 ml Ethanol (80%, v/v), 0,4 g
Farbung Coomassie Brilliant Blue-G250, 47 ml Ortho-Phosphorséure (85%, v/v),
1700 ml MilliQ-Wasser

Entfirber 240 ml Ethanol (80%, v/v), 47 ml Ortho-Phosphorsédure (85%, v/v) ad
2000 ml MilliQ-Wasser

AP: Alkalische Phosphatase

2.6.1 ProQ Diamond Phosphoprotein Gel Stain (ProQ-DPS)

Nach Fixierung der Gele wurden diese zunéchst dreimal 10 min mit 100 ml MilliQ-Wasser auf
dem Kippschiittler gewaschen. Die Férbeschritte fanden in einem Dunkelraum statt. Geférbt
wurde fiir 1,5 h mit 40 ml einer 1:1 verdiinnten ProQ-DPS-Ldsung (20 ml MilliQ-Wasser,
20 ml ProQ-DPS). Danach wurde dreimal 30 min mit 100 ml Destain Solution ProQ
(Tabelle 6) entfarbt. Nach den Entférbeschritten wurden die Gele zweimal 5 min in 100 ml
MilliQ-Wasser gewaschen und anschlieBend am Laserscanner Typhoon 8600 (GE Healthcare
Life Science, Miinchen, Deutschland) (Institut fiir Pharmakologie und Klinische
Pharmakologie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) und Typhoon 9400 (GE Healthcare
Life Science, Miinchen, Deutschland) (Deutsches Diabetes Zentrums, Auf'm Hennekamp 65,
40225 Diisseldorf) gescannt. An beiden Scannern wurden gleiche Scanparameter (Acquisition
Mode: Fluorescence, Laser: Green 532 nm, Filter: Gen Purp 560LP, Photo multiplier tube:
500 V, Auflésung: 100 micron, Focal Plane: Platen/+ 3 mm) verwendet. Auf dem
Typhoon 9400 wurden die Gele auf einer 3 mm dicken, nicht fluoreszierenden Glasscheibe

gescannt, was in den Scanparametern berticksichtigt wurde.

2.6.2 ProQ-DPS Chargentest

Um die ProQ-DPS in Bezug auf Farbeintensitdt und Spezifitdt zu lberpriifen, wurde ein
Chargentest etabliert. Bei diesem wurde eine festgelegte Menge phosphorylierter Proteine
mittels 1D-Gelelektrophorese aufgetrennt, mit ProQ-DPS gefarbt und die Intensitit quantitativ
ausgewertet. Zudem wurden die Proteine in verschiedenen Konzentrationen aufgetrennt, um
eine Linearitdt zwischen Phosphoproteinmenge und Intensitédt der Farbung sicher zu stellen. Es

wurden jeweils 10 mg BSA (keine Phosphatgruppen), a-Casein (9 Phosphatgruppen), B-Casein
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(5 Phosphatgruppen) und Ovalbumin (2 Phosphatgruppen) in 10 ml MilliQ-Wasser geldst

und zu 500 pl aliquotiert. Fiir jeden Chargentest wurde ein Aliquot im Verhéltnis 1:10 mit
MilliQ-Wasser  verdiinnt. Daraus ergab sich eine Ausgangskonzentration von
¢ = 100 pg Protein/ml. AnschlieBend wurde hieraus eine Verdiinnungsreihe von 1:1 bis 1:1024
erstellt. Hiervon wurden jeweils 16 pul in einem 1D-Gel aufgetrennt. Neben der
Verdiinnungsreihe wurden 2 ul Peppermint Stick™ Molekulargewichtsmarker aufgetrennt

(Reihenfolge: Peppermint Stick™

, Verdiinnung 1:1 bis 1:1024). Um Proteinbanden quantitativ
vergleichen zu konnen, wurde die ImageQuant Software (Version 5.2, Molecular Dynamics
1999) verwendet. Es wurde jeweils ein Rechteck um die zu quantifizierende Bande gelegt und
ein sog. Volume report dieses Rechteckes erstellt. Das errechnete Volumen (Graustufe x
Flache) entsprach der jeweiligen Intensitdt der Bande. Der Volume report wurde in eine Excel-

Tabelle exportiert und graphisch dargestellt (Abb. 8).

2.6.3 Alkalische Dephosphorylierung

Um die Spezifitit der ProQ-DPS beurteilen zu kénnen, wurden die phosphorylierten Proteine
des Chargentest-Standards mit Alkalischer Phosphatase (AP) dephosphoryliert (Intestinal-type
alkaline phosphatase, Bovine, Sigma Aldrich). Die verwendete AP hatte laut Hersteller eine
Aktivitdt von 2 Units/ul und wurde bei -80 °C gelagert. Das Proteingemisch wurde in AP-
Puffer (Tabelle 6) gelost und danach mit der AP bei 37 °C inkubiert. Verwendet wurden 5-
15 Units AP in einem Ansatz von 1 ml AP-Puffer mit 100 ug Proteingemisch fiir jeweils O h,
0,5h, 1 hund 2 h. Um die AP nach der Inkubationszeit zu inaktivieren, wurde der Ansatz fiir

5 min bei 95 °C denaturiert und bis zum Befiillen der Gelkammern auf Eis gelagert.

2.6.4 Kolloidale Coomassie Fiarbung

Nach Farbung mit der ProQ-DPS folgte eine Farbung aller Proteine mit einer kolloidalen
Coomassie Farbung (74,75). Die Gele wurden {iber Nacht in 100 ml Coomassie Farbung geférbt
(Tabelle 6). Nach der Farbung wurden die Gele fiir 3 -4 h in 100 ml Entfarber (Tabelle 6)
entfarbt. Mit einem Flachbett Scanner (Image Scanner, Amersham pharmacia, Biotech) und der
LabScan Software (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland) wurden die Gele eingescannt. Die
Gelbilder wurden in Graustufen mit einer Auflosung von 1134 x 942 Pixeln im TIF-Format
(Tagged Image File Format) gespeichert. Um die Gele nach dem Scan lagerungsfdhig zu
machen, wurden sie fiir 30 s in Essigsdure (10%, v/v) getrankt, mit einem Folienschweil3gerit
(Folio, Severin Elektrogerite GmbH, Sundern, Deutschland) eingeschweifit und bei 4 °C
gelagert.
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2.7  Vergleichende Analyse der 2D-Gele

Um differentiell modifizierte und differentiell exprimierte Proteinspots zu detektieren wurde
die Delta 2D Software (Version 4.3) von Decodon (Decodon GmbH, Greifswald, Deutschland)
verwendet. Hierzu wurden mit der Software jeweils drei 2D-Projekte mit den Coomassie-
gefarbten Bildern (differentielle Expression, technische Replikate: Replikat A, Replikat B,
Replikat C) und drei 2D-Projekte mit ProQ-DPS-gefiarbten Bildern (differentielle
Modifikation, technische Replikate: Replikat A, Replikat B, Replikat C) angelegt. Der Grund
fiir die Aufteilung in insgesamt sechs Einzelprojekte lag in der Auslastung des Arbeitsspeichers
und der Rechenleistung des Computers (Windows XP, 32-bit System). Innerhalb eines
Projektes wurden folgende sechs Gruppen mit jeweils sechs biologischen Replikaten angelegt:
1) SHAM20 2) SHAM140 3) IPC20 4) IPC140 5) IR 6) IPC-IR.

Innerhalb einer Gruppe wurden alle Gelbilder auf ein reprédsentatives Gelbild der Gruppe
,gewarped* (Abb. 5). Das bedeutet, dass manuell Vektoren zwischen korrespondierenden
Proteinspots gelegt wurden (ca. 60-100 Vektoren pro Bild), mit Hilfe derer die Software eine
Uberlagerung der Bilder erzeugte (,,warping*). Um Vergleiche zwischen den verschiedenen
Gruppen anzustellen, wurden sechs repridsentative Gruppenbilder iibereinander gelagert. Es
wurde ein sogenanntes ,,Fusion-Image* erstellt (Abb. 5). Fiir das Fusionsbild wurden die
reprasentativen Gruppenbilder zu einem Fusionsbild vereint, auf dem alle Proteinspots der
verschiedenen Gruppen vertreten waren. Das Fusionsbild wurde gegen die représentativen

Gruppenbilder gewarped (Abb. 5).
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1 SHAM20

e - |,Fusion Image“

1IPC-IIR

Abb. 5 Struktur des 2D-Projektes (Delta 2D): Die Bilder einer Gruppe wurden gegen ein
reprasentatives Bild der Gruppe gewarped. Dieses wurde wiederum gegen das Fusionsbild
(aller sechs reprasentativen Bilder) gewarped. Die schwarzen Verbindungslinien zeigen an,
welche Gelbilder gegeneinander gewarped wurden.

Auf dem Fusionsbild wurde eine Spot-detection durchgefiihrt. Die Software erkennt und
markiert automatisch alle Proteinspots auf dem Fusionsbild. Manuell wurden falsch erkannte
Spot-Umrisse entfernt oder nachbearbeitet (in der GroBe und Form angepasst). Jedem
Proteinspot wurde eine Spot-ID zugeordnet und die Spot-Umrisse des Fusionsbildes auf alle
anderen Gruppenbilder iibertragen (Spot-Transfer). Mittels zweiseitigem t-Test wurden in
jedem Projekt die in Tabelle 7 aufgefiihrten Vergleiche durchgefiihrt. Hierfiir berechnete die
Software normalisierte Spot-Volumen (%Vol). Die Intensitdt und die Fliche eines Spots
bildeten ein Spotvolumen, welches anteilig an allen Spotvolumina eines Gelbildes berechnet
wurde. Auf diese Weise hatten Unterschiede der aufgetragenen Proteinmenge fiir die
statistische Auswertung keinen Einfluss. Ein p-Wert von <0,03 wurde als signifikant

betrachtet.
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Tabelle 7 Einzelvergleiche

28

Gruppe 1

VS.

Gruppe 2

Aspekt des Vergleichs

1)

2)

3)

4)

)

6)

7

IPC20

IPC140

IR

IPC-IR

[PC-IR

SHAM140

IPC140

VS.

VS.

VS.

VS.

VS.

VS.

VS.

SHAM20

SHAM140

SHAM140

IR

IPC140

SHAM20

IPC20

Einfluss der reinen IPC auf die zytosolische
Proteinexpression und Phosphorylierung zytosolischer
Proteine nach 20 min

Einfluss der reinen IPC auf die zytosolische
Proteinexpression und Phosphorylierung zytosolischer
Proteine nach 140 min

Einfluss der IR auf die zytosolische Proteinexpression
und Phosphorylierung zytosolischer Proteine

Einfluss der IPC in Kombination mit IR auf die
zytosolische Proteinexpression und Phosphorylierung
zytosolischer Proteine

Einfluss der IR in Kombination mit IPC auf die
zytosolische Proteinexpression und Phosphorylierung
zytosolischer Proteine

Einfluss der OP-Zeit auf die zytosolische
Proteinexpression und Phosphorylierung zytosolischer
Proteine bei SHAM-Tieren

Einfluss der OP-Zeit auf die zytosolische
Proteinexpression und Phosphorylierung zytosolischer
Proteine bei IPC-Tieren

Sieben Vergleiche unterschiedlicher Gruppen. (SHAM20: Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt
t =20 min, SHAM140: Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt t = 140 min, IPC20: Tiere mit [PC
zum Zeitpunkt t =20 min, [PC140: Tiere mit [IPC zum Zeitpunkt t = 140 min, IR: Tiere mit IR
zum Zeitpunkt t = 140 min, IPC-IR: Tiere mit [PC gefolgt von IR zum Zeitpunkt t = 140 min)

Der Einfluss der reinen IPC auf die Phosphorylierung und Expression von zytosolischen

Proteinen wurde unmittelbar nach 20 min und nach 140 min durch den Vergleich der IPC20-

bzw. IPC140-Gruppe mit der SHAM20- bzw. SHAM140-Gruppe beurteilt (Vergleich 1 und 2).

Der Einfluss der reinen IR und der IR in Kombination mit IPC auf die Phosphorylierung und

Expression von zytosolischen Proteinen wurde durch den Vergleich der IR- mit der SHAM140-

Gruppe und der [PC-IR- mit der IPC140-Gruppe beurteilt (Vergleich 3 und 5). Der Einfluss der

IPC in Kombination mit der IR wurde durch den Vergleich der IPC-IR- mit der IR-Gruppe

beurteilt (Vergleich 4) und der Einfluss der reinen Liegezeit bzw. Operationszeit wurde durch
den Vergleich der SHAM140- mit der SHAM20-Gruppe und der IPC140- mit der IPC20-

Gruppe beurteilt (Vergleich 6 und 7).
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Um die Einzelvergleiche visuell zu evaluieren, wurden Bildausschnitte einzelner Proteinspots

in Spot-Alben exportiert und im Webbrowser betrachtet. Die Auswertung wurde fiir die ProQ-
DPS-geférbten und die Coomassie-gefirbten Gelbilder in gleicher Weise vorgenommen. Die
Schnittmenge der Projekte (technisches Replikat A, Replikat B und Replikat C) wurde manuell
bestimmt. Nur die Proteinspots, die in allen drei technischen Replikaten gleichsinnig hoch- oder
herunterreguliert wurden, wurden aus einem reprisentativen Gel ausgeschnitten und mittels
Massenspektrometrie (MS) identifiziert. Um die ProQ-DPS-gefirbten Proteinspots
(Fluoreszenzfarbung) auf dem Coomassie-gefdrbten Gel zu identifizieren, wurde in einem
gesonderten 2D-Projekt ein ProQ-DPS-gefirbtes gegen ein Coomassie-gefarbtes Gelbild

gewarped und auf der Uberlagerung die entsprechenden Coomassie-Proteinspots markiert.

2.8 Statistik

Die statistische Auswertung der 2D-Gele erfolgte mittels zweiseitigem t-Test und der Delta 2D
Software (Version 4.3) von Decodon (Decodon GmbH, Greifswald, Deutschland). Als
Signifikanzniveau wurde ein p < 0,03 gewahlt (n = 6/Gruppe, 3 technische Replikate). Fiir die
statistische Auswertung der Transaminasen wurde ebenfalls ein zweiseitiger t-Test, jedoch mit
einem Signifikanzniveau von p < 0,05 (n = 6) sowie die Microsoft Excel-Software verwendet

(Microsoft® Excel® fiir Mac 2008, Version 12.0, Redmond, USA).

2.9  Identifikation der Proteine mittels Massenspektrometrie

2.9.1 Tryptischer in-Gel Verdau

Die Proteinspots wurden mit einem Skalpell auf einem Leuchttisch ausgeschnitten und in
I mmx 1 mm groBe Gelstiickchen zerkleinert. Bei sehr kleinen Proteinspots wurden
entsprechende Proteinspots aus verschiedenen Gelen gepooled, um geniigend Protein fiir eine
Identifikation zu erhalten. Die gefarbten Gelstiickchen wurden in 0,5 ml LoBind
Reagenzgefile (Eppendorf LoBind® tube) iiberfithrt und mehrmals mit 100 ul Destain
Solution = Coomassie entfarbt. 50 ul  Acetonitril (ACN, 100%) und 50 pl
Ammoniumhydrogencarbonat (25 mM) wurden zu den Gelstlickchen gegeben und fiir 10 min
gemischt. Der Uberstand wurde mit einer Geloader Spitze (GELoader Tip®, Eppendorf,
Deutschland) auf normaler Pipettenspitze abgenommen und in einem separaten Reagenzgefal3
gesammelt. Es wurden nochmals 50 pl ACN (100%) und 50 pul Ammoniumhydrogencarbonat
(25 mM) dazu gegeben und fiir weitere 30 min gevortext. Dieser Waschschritt wurde weitere

zweimal wiederholt und der Uberstand jeweils in dem separaten Reagenzgefil gesammelt.
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Danach wurde mit ACN fiir 30 min gevortext und der Uberstand gesammelt. Nach den

Waschschritten wurden die Gelstiickchen mit einer Vakuumzentrifuge (Concentrator plus,
Eppendorf) getrocknet. Die getrockneten Gelstiickchen wurden mit Trypsinlosung (200 ul
25 mM Ammoniumhydrogencarbonat (pH 8) mit 20 pg Trypsin (modifiziertes Trypsin:
Proteomics Grade, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) bedeckt und fiir 30 min bei 4 °C
rehydriert. Nach der Rehydratation wurde die tiberschiissige Trypsinlosung abgenommen, die
Gelstlickchen mit ca. 100 pl - 200 pul 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat iiberschichtet und
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach dem tryptischen Verdau wurden die Peptide aus den
Gelstiickchen eluiert. Hierfiir wurden die Gelstiickchen abzentrifugiert und der Uberstand in
einem Reagenzgefd3 (Eppendorf LoBind® tube) gesammelt. Es wurde das doppelte Volumen
MilliQ-Wasser (im Vergleich zu dem Trypsinlosung/Puffer-Gemisch) hinzugefiigt, fiir 5 min
gemischt und fiir weitere 5 min in einem Ultraschallbad (Sonorex Super RK100SH, Bandelin
electronic, Berlin, Deutschland) inkubiert. Die Gelstiickchen wurden abzentrifugiert und der
Uberstand in einem Reagenzgefil gesammelt. Es wurde dreimal mit Elutionspuffer (50 ml
ACN, 5 ml Ameisensdure, 45 ml MilliQ-Wasser) fiir 30 min geschiittelt, abzentrifugiert und
der Uberstand in einem Reagenzgefil gesammelt. Nach den Elutionsschritten wurden die
Gelstlicke mit ACN (100%) dehydriert, fiir 30 min geschiittelt, abzentrifugiert und der
Uberstand in dem ReagenzgefiB gesammelt. Die eluierten Peptide wurden in der Vakuum-

Zentrifuge getrocknet und bei -20 °C gelagert.

2.9.2 Massenspektrometrie

Die verdauten Proteine wurden durch T. Strahl (BMFZ, Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf) und Dr. S. Metzger (BMFZ, Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) mittels ESI-
MS (Q-STAR XL, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) sowie mittels Orbitrap Elite
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gekoppelt mit einem nanoUHPLC
System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) identifiziert. Da die
Massenspektrometrie nicht von mir selbst angewandt wurde, sollen im Folgenden die
grundsitzlichen Prinzipien der Massenspektrometrie nur der Vollstdndigkeit halber dargestellt

werden.

Mit Hilfe eines Massenspektrometers (MS) kann die Masse eines Molekiils mit hoher
Genauigkeit bestimmt werden. Ein Massenspektrometer setzt sich aus einer lonenquelle, einem
Massenanalysator und einem Detektor zusammen. Die Ionenquelle dient dazu, den Analyten,
also das Molekiil, dessen Masse bestimmt werden soll, zu ionisieren und in ein Hochvakuum

einzuschleusen. Im Massenanalysator werden die Ionen nach dem Verhéltnis ihrer Masse zur
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Ladung (m/z) aufgetrennt, durch den Detektor registriert und visuell in einem
Massenspektrum dargestellt. Es gibt unterschiedliche Verfahren, um aus den gemessenen

Protein- bzw. Peptidmassen Riickschliisse auf das ,,Ausgangs-Protein* zu ziehen.

Eine Methode ist der Peptidemassfingerprint. Dabei wird die gemessene Peptidmasse mit einer
Datenbank (z.B. Mascot) fiir bekannte Proteine oder mit einer Genomdatenbank abgeglichen.
In der Datenbank lassen die sich Proteine virtuell (in silico) mittels Trypsin in Peptide schneiden
und deren Massen berechnen. Gemessene Peptidmassen lassen sich mit den in silico
berechneten Peptidmassen vergleichen und somit einem Protein zuordnen. Je mehr
Peptidmassen bestimmt werden und mit den in silico berechneten Peptidmassen

iibereinstimmen, desto groBer ist die Sicherheit, dass das richtige Protein identifiziert wurde.

Voraussetzung, um mit dieser Methode ein Protein identifizieren zu konnen ist, dass es in einer
Datenbank zu finden ist und dass kein komplexes Proteingemisch (= mehrere unterschiedliche
Proteine) analysiert werden. Ist ein Protein bis dato in keiner Datenbank bekannt so kann mittels
Massenspektrometrie auch eine De-Novo-Peptidsequenzierung vorgenommen werden. Hierbei
werden isolierte Peptide in einem Tandem-Massenspektrometer (MS/MS) z.B. durch Kollision
mit einem Gas (Stickstoff) fragmentiert. Zur Nutze macht man sich, dass die Peptide vor allem
an den Peptidbindungen ,,brechen®. Mit Hilfe der bekannten Aminosiure-Massen, lassen sich

Riickschliisse auf die Aminosduresequenz ziehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Reduktion der Transaminasen im Serum durch IPC

Die Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-Aminotransferase (AST) wurden als Marker
fiir einen akuten, hepatozelluldren Schaden verwendet (Abb. 6). Eine Ischimie und Reperfusion
(IR) fiihrte zu einem signifikanten Anstieg dieser Enzyme verglichen mit SHAM-Tieren (n = 6,
p <0,05). Die Kombination von IPC und IR reduzierte die Transaminasen signifikant (n = 6,
p <0,05) verglichen mit der IR-Gruppe. Die alleinige IPC hatte keinen Einfluss im Vergleich
zu scheinoperierten Kontrollen (SHAM). Die Liegezeit (SHAM140 vs. SHAM20 und IPC140

vs. IPC20) beeinflusste die Transaminasen ebenfalls nicht signifikant.
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Einfluss der Interventionen auf den hepatozelluliren Schaden, gemessen an den
Leberenzymen (A) Alaninaminotransferase (ALT) und (B) Aspartataminotransferase
(AST). SHAMZ20: Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt t=20min, SHAMI140:
Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt t = 140 min, [PC20: Ischdmische Priakonditionierung mit
10 min Ischimie und 10 min Reperfusion zum Zeitpunkt t =20 min, IPC140: Ischdmische
Prakonditionierung mit 10 min Ischdmie und 10 min Reperfusion zum Zeitpunkt t = 140 min,
IR: 60 min Ischdmie gefolgt von 60 min Reperfusion zum Zeitpunkt t = 140 min, [PC-IR: IPC
gefolgt von IR zum Zeitpunkt t= 140 min. Die Angaben sind der Minimalwert, die 25.
Perzentile, der Median, die 75. Perzentile und der Maximalwert, n =06, *[Ip <0,05 vs.
SHAM140, # p < 0,05 vs. IR.

Isolierung der Leberproteine und Optimierung der 2D-Gelelektrophorese

Das gewonnene Lebergewebe wurde homogenisiert, lysiert und mittels differentieller

Zentrifugation in subzelluldre Fraktionen getrennt. Die Reinheit der Fraktionen wurde

exemplarisch mittels Western blot gepriift. Da die Western blots zum Grofteil von Dipl.-Biol.

T. Strahl durchgefiihrt wurden, sind sie der Vollstindigkeit halber im Anhang dargestellt
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(Kapitel 6, Abb. 18). Die weitere Auftrennung der zytosolischen Proteine erfolgte mittels

hochauflosender 2D-Gelelektrophorese. Die Methode war in unserer Arbeitsgruppe etabliert,
wurde jedoch in Bezug auf das Lebergewebe angepasst und optimiert. Details zur Optimierung
der 2D-Gelelektrophorese finden sich ebenfalls im Anhang (6.2 Optimierung der 2D-
Gelelektrophorese). Ein exemplarisches 2D-Gelbild nach Optimierung der Gelelektrophorese
zeigt Abb. 7. Es wurden 150 pg der zytosolischen Fraktion in der ersten Dimension nach dem

pH (pH 3-10) und vertikal nach dem Molekulargewicht in einem 11%igen PAA-Gel

aufgetrennt.
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Abb. 7 Gelbild nach Optimierung der 2D-Gelelektrophorese. 150 pug Protein der zytosolischen
Fraktion wurden in der ersten Dimension nach dem pH (pH 3-10) und vertikal nach dem
Molekulargewicht in einem 11%igen PAA-Gel aufgetrennt.
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3.3  Etablierung der Phosphatfirbung

Wihrend es sich bei der Coomassie-Fiarbung um eine weit verbreitete und in unserem Labor
etablierte Firbung handelte, musste die ProQ-DPS in Bezug auf Sensitivitit und
Phosphatspezifitt liberpriift werden. Abb. 8 zeigt in A) Ausschnitte von drei 1D-Gelen auf
denen Ovalbumin in einer Verdiinnungsreihe von 800 ng bis 0,78 ng aufgetragen und mit drei

Verdiinnungen der ProQ-DPS geférbt wurde.
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Abb. 8 Proteinmenge vs. relative Féirbeintensitiit der ProQ-DPS. (A) Ovalbumin-Banden, gefarbt
mit unterschiedlichen Verdiinnungen der ProQ-DPS (B) Proteinmenge der Ovalbumin-Bande
gegen die relative Intensitdt der Farbung.

In Abb. 8 B) wurde die Proteinmenge gegen die relative Farbeintensitdt aufgetragen. Die
Férbeintensitdt der unverdiinnten ProQ-DPS unterschied sich bis zu einer Proteinmenge von

200 ng kaum von der 1:2 verdiinnten ProQ-DPS. Sowohl bei der unverdiinnten als auch bei der
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1:2 verdiinnten ProQ-DPS bestand eine Linearitit zwischen der Intensitit und der

Proteinmenge. Die Intensitét der 1:4 verdiinnten ProQ-DPS war wesentlich schwicher als die
der unverdiinnten ProQ-DPS. Angaben iiber die Sensitivitit der ProQ-DPS waren im Gegensatz
zu Firbungen, die alle Proteine anférben (z.B. Coomassie), nicht allgemein zu treffen. Bei der
ProQ-DPS hingt die Intensitdt von der Proteinmenge und der Anzahl der phosphorylierten
Aminosduren (Phosphosites) des Proteins ab. So kann ein Protein, welches neunfach
phosphoryliert ist (z.B. o-Casein) genau so intensiv erscheinen, wie ein einfach
phosphoryliertes Protein, welches in neunfacher Konzentration vorliegt. Fiir das
Phosphoprotein Ovalbumin (zwei Phosphosites) lag die Nachweisgrenze bei ca.

6 ng Ovalbumin/Bande.

Um die Spezifitit der ProQ-DPS zu iiberpriifen, wurden Phosphoproteine mittels alkalischer
Phosphatase (AP) dephosphoryliert. Es wurden 1D-Gelelektrophoresen analog zur
Uberpriifung der Sensitivitit angefertigt und die Phosphoproteine mittels AP dephosphoryliert.
In Abb. 9 ist das Ergebnis der Dephosphorylierung zu sehen. Das 1D-Gel wurde zuerst mit
ProQ-DPS (A) und im Anschluss mit Coomassie (B) gefarbt. Aufgetrennt wurden die Proteine
Albumin, Ovalbumin, B-Casein und a-Casein mit jeweils 400 ng Protein / Bande. AuBBerdem
wurde die AP mit aufgetragen. Albumin (keine Phosphosites) diente als Negativkontrolle.
Ovalbumin enthielt zwei Phosphosites, p-Casein enthielt fiinf und a-Casein neun Phosphosites.
In den vier /anes ist der zeitliche Verlauf der Dephosphorylierung dargestellt. In der ersten lane
nach 2 h Inkubation mit AP, in der zweiten /ane nach 1 h Inkubation mit AP, in der dritten lane

direkt nach der Zugabe der AP und in der vierten /ane ohne die Zugabe von AP.
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Abb. 9 Alkalische Dephosphorylierung. 1D-Gel, (A) ProQ-DPS- und (B) Coomassie-gefarbt
(identisches Gel). Aufgetrennt wurden Alkalische Phosphatase (AP), Albumin, Ovalbumin, [3-
Casein und a-Casein (~400ng / Bande). Die erste lane wurde nach 2 h Inkubation mit AP, die
zweite lane nach 1 h Inkubation mit AP, die dritte lane direkt nach der Zugabe der AP und die
vierte lane ohne die Zugabe von AP aufgetragen.
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Nach 1 h Inkubation mit AP waren die a- und B-Casein Banden auf dem ProQ-DPS-geférbten

Gelbild kaum noch sichtbar (Abb. 9, (A)). Die Intensitdt der Ovalbumin-Bande hatte hingegen
auch nach 2 h Inkubation nur geringfiigig abgenommen. Da Ovalbumin an Serin 69 und Serin
345 phosphoryliert ist und eine Disulfidbriicke zwischen Aminosdure 74 und 121 besteht,
entsprach dies am ehesten einer unvollstindigen Dephosphorylierung durch die AP. Das

Coomassie-gefarbte Gelbild zeigte, dass auf allen vier Lanes die gleiche Proteinmenge
(~400 ng Protein / Bande) aufgetragen wurde (Abb. 9, (B)).

Ein weiterer, sichtbarer Effekt der Dephosphorylierung war der Massenshift der a- und (-
Casein-Banden. B-Casein hat ein Molekulargewicht von 25,107 kDa und besitzt fiinf
Phosphatgruppen. o-Casein hat ein Molekulargewicht von 24,529 kDa und besitzt neun
Phosphatgruppen. Die Dephosphorylierung jeder Phosphatgruppe reduzierte das
Molekulargewicht um ca. 80 Da. Im phosphorylierten Zustand betrug die Massendifferenz
zwischen a- und B-Casein 578 Da. Im komplett dephosphorylierten Zustand lag sie bei 898 Da.
Sichtbar war dies durch ein Auseinanderweichen der a- und B-Casein-Banden (Abb. 9, (B)).
Der Ubergangszustand, in dem a- und p-Casein nur teilweise dephosphoryliert waren, war zum

Zeitpunkt 0 h zu sehen.

Fiir die Proteine a- und B-Casein konnte eine eindeutige Phosphatspezifitit der ProQ-DPS
nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze fiir das zweifach phosphorylierte Ovalbuminn lag
bei 6 ng Protein / Bande. Der Vergleich unterschiedlicher Verdiinnungen der ProQ-DPS mit
Wasser zeigte, dass die Farbelosung 1:2 verdiinnt verwendet werden konnte, was erhebliche

Materialkosten einsparte.

3.4  Einfluss von IPC und IR auf das zytosolische Subproteom der Leber

Um die Expression und die posttranslationalen Phosphorylierungen zytosolischer Proteine der
verschiedenen Interventionsgruppen vergleichen zu konnen, wurden die Intensititen der
Proteinspots quantitativ erfasst und statistisch ausgewertet. Insgesamt gab es sieben Vergleiche
unterschiedlicher Gruppen, die jeweils andere Aspekte der IPC bzw. IR herausstellten
(Tabelle 7).

3.4.1 Einfluss von IPC und IR auf das zytosolische Phosphoproteom

Die differentielle Phosphorylierung von Proteinen wurde anhand der ProQ-DPS-gefarbten
Gelbilder ausgewertet. Insgesamt wurden 349 Proteinspots in den A-Replikaten, 396
Proteinspots in den B-Replikaten und 374 Proteinspots in den C-Replikaten detektiert. Hiervon
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waren 21 Proteinspots in einem oder mehreren Vergleichen (Tabelle 8) differentiell hoch-
oder herunterreguliert. In Abb. 10, Abb. 11 und Abb.12 sind alle differentiellen
Phosphoproteinspots auf einem ProQ-DPS-gefirbten Gelbild, auf einer Uberlagerung des
ProQ-DPS- und Coomassie-gefarbten Gelbildes bzw. einem Coomassie-gefarbten Gelbild
markiert und mit Spot-Nummern (#01P bis #21P) beschriftet.

kl\[f;W pH 3 pH 10
[15‘5‘; #O2P_ 703P
100 #01POOO©O§O4P
o « » #HOS5P #O6P
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37 @ #16P 00#17p —— .'-l-.-..
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@ #20P

(OH#21P
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20

Abb. 10 Differentielle, ProQ-DPS-gefirbte Proteinspots auf einem repriasentativen Gelbild.

Um die differentiell regulierten Proteinspots der Fluoreszenzfirbung (ProQ-DPS) den
Coomassie-gefarbten Proteinspots zuordnen zu kénnen, wurde ein ProQ-DPS-geférbtes auf ein
Coomassie-gefarbtes Gelbild gewarped, d.h. mittels Vektoren iibereinander gelagert. Die
Uberlagerung der beiden Gelbilder ist in Abb. 11 in Falschfarben dargestellt. Die ProQ-DPS-
Féarbung ist orange und die Coomassie-Farbung blau dargestellt. Die blauen Punkte entsprechen

den Anfangs-/Endpunkten der Vektoren.
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Abb. 11Falschfarbendarstellung eines 2D-Gels, welches mit ProQ-DPS und anschliefend mit
Coomassie gefirbt wurde. Orange ist das ProQ-DPS- und blau ist das Coomassie-geféarbte
Gelbild dargestellt. Die beiden Gelbilder wurden mit der Delta-2D-Software gewarped (die
blauen Punkte entsprechen den Anfangs-/Endpunkten der Vektoren) und die Markierungen der
differentiellen ProQ-DPS-gefarbten Proteinspots iibertragen.

In Abb. 12 sind die Markierungen der differentiellen Phosphoproteinspots auf das Coomassie-
gefarbte Gelbild iibertragen. Ein Grofteil der differentiell regulierten Phosphoproteinspots
entsprach Coomassie-gefarbten Proteinspots mit sehr geringer Abundanz. Ein Teil der
Proteinspots war dadurch einer Identifikation mittels Massenspektrometrie schwer oder gar

nicht zuganglich.
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Abb. 12 Differentielle, ProQ-DPS-gefirbte Proteinspots auf einem reprisentativen, Coomassie-
gefirbten Gelbild.

Die Tabelle 8 gibt Auskunft {iber die differentiell regulierten Phosphoproteinspots und den
Mittelwert der Ratios der drei technischen Replikate. Im Folgenden wird einfachheitshalber
von Ratio gesprochen, wenn der Mittelwert der Ratios der drei technischen Replikate gemeint
ist. In den Vergleichen IPC20 vs. SHAM20, IPC140 vs. SHAM140 und IPC-IR vs. IPC140
wurden keine differentiell regulierten Proteinspots detektiert. Die meisten differentiell
regulierten Phosphoproteinspots wurden unter dem Aspekt der Liegezeit/Operationszeit, also
in den Vergleichen SHAM140 vs. SHAM20 und IPC140 vs. IPC20 detektiert. Die relative
Standardabweichung (RSD) lag bei den ProQ-DPS-geférbten Proteinspots durchschnittlich bei
30% - 40%.
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Tabelle 8 Vergleiche differentiell regulierter Phosphoproteinspots

Vergleich Spot-# Ratio
IR vs. SHAM140 #21P 12,708
IPC-IR vs. IPC140 #03P 10,427
#09P 40,413
#10P 11,583
#11P 12,336
#12P 12,087
#17P 12,421
#18P T 1,838
#21P 16,272
SHAM140 vs. SHAM20 #05P 13,912
#06P 15,358
#07P 13,443
#08P 13,210
#20P 10,354
IPC140 vs. IPC20 #01P 122816
#02P 13,422
#04P 13,130
#05P T 8,902
#O6P 15,040
#O9P 12,223
#13P 10,614
#14P 10,512
#15P 10,486
#16P 10,501
#19P 10,110
#20P 10,267
#21P 40,434

Die Ratio entspricht dem Mittelwert der Ratios der drei technischen Replikate A, B und C. (SHAM?20:
Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt t =20 min, SHAM140: Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt
t = 140 min, IPC20: Tiere mit IPC zum Zeitpunkt t =20 min, [PC140: Tiere mit [PC zum Zeitpunkt
t = 140 min, IR: Tiere mit IR zum Zeitpunkt t = 140 min, [PC-IR: Tiere mit IPC gefolgt von IR zum
Zeitpunkt t = 140 min)

In Abb. 13 sind die Expressionsprofile und Spotalben der differentiell regulierten, ProQ-DPS-
gefarbten Proteinspots dargestellt. In den Expressionsprofilen wurde das Spotvolumen fiir alle
Interventionsgruppen dargestellt. Das Expressionsprofil und das Spotalbum zeigen
exemplarisch nur ein reprédsentatives technisches Replikat. Hinter der Spotnummer wurde das
technische Replikat in Klammern (A, B, C) angegeben. Bei Proteinspots, die gleichzeitig in
mehreren Vergleichen differentiell reguliert waren, konnte es deshalb vorkommen, dass die
Expressionsprofile unterschiedlicher technischer Replikate abgebildet wurden (Spot #05P). In

den Spotalben wurde der jeweilige Proteinspot in einem vergroBerten Bildausschnitt aller
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biologischen Replikate herausgestellt. Hier konnten unterschiedliche Kontrasteinstellungen
visuell wie eine drastische Proteinregulation wirken, die sich in den Expressionsprofilen nicht
widerspiegelten. Details zur Berechnung der normalisierten Spotvolumina finden sich unter 2.7.
Die verschiedenen Gruppen sind farblich gekennzeichnet. Rot ist die SHAM20-Gruppe, griin
ist die SHAM140-Gruppe, gelb ist die IPC20-Gruppe, blau ist die [PC140-Gruppe, violett ist
die IR-Gruppe und tiirkis ist die IPC-IR-Gruppe dargestellt. Von den 21 differentiell
regulierten, ProQ-DPS-gefarbten Proteinspots war ein Proteinspot auch auf den Coomassie
gefarbten Gelbildern differentiell reguliert. Der Spot #04P entsprach dem Spot #04C auf den
Coomassie-gefarbten Gelbildern. Er war in beiden Fillen im Vergleich IPC140 vs. IPC20
hochreguliert (ProQ-DPS T 3,13, Coomassie T 2,11).
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Abb. 13 Expressionsprofile und Spotalben der differentiell regulierten Phosphoproteinspots. Die
SHAM20-Gruppe ist rot, die SHAM140-Gruppe ist griin, die IPC20-Gruppe ist gelb, die
IPC140-Gruppe ist blau, die IR-Gruppe ist violett und die IPC-IR-Gruppe ist tiirkis markiert.
In den Expressionsprofilen ist das normalisierte Spotvolumen (%Vol) fiir alle Gruppen
dargestellt (schwarze Balken entsprechen Mittelwert + Standardabweichung). In den
Spotalben ist der jeweilige Proteinspot in einem vergroBerten Bildausschnitt aller biologischen
Replikate dargestellt. Hinter der Spot # ist in Klammern das jeweilige technische Replikat
angegeben.

3.4.2 Einfluss von IPC und IR auf das zytosolische Proteom

Die differentielle Expression wurde anhand der Coomassie-gefarbten Gelbilder ausgewertet.
Insgesamt wurden 463 Proteinspots in den A-Replikaten, 469 Proteinspots in den B-Replikaten
und 481 Proteinspots in den C-Replikaten detektiert. Hiervon waren 12 Proteinspots in einem
oder mehreren Vergleichen differentiell hoch- oder herunterreguliert. In Abb. 14 sind alle
differentiell regulierten, Coomassie-gefarbten Proteinspots auf einem repréasentativen Gelbild

markiert und mit Spot-Nummern (#01C bis #12C) beschriftet.
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Abb. 14 Differentiell regulierte, Coomassie-gefirbte Proteinspots auf einem repriisentativen
Gelbild.

Tabelle 9 gibt eine Ubersicht iiber die Vergleiche, in denen differentiell regulierte Proteinspots
detektiert wurden. Im Vergleich von IPC140 vs. SHAM140 und IPC-IR vs. IR wurden keine
differentiell regulierten Proteinspots detektiert. Auch die Auswertung der Coomassie-gefarbten
Gelbilder ergab die meisten differentiell regulierten Proteinspots unter dem Aspekt der
Liegezeit/Operationszeit, also in den Vergleichen SHAM140 vs. SHAM20 und IPC140 vs.
[PC20. Die RSD lag durchschnittlich im Bereich von 20% - 30%.
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Tabelle 9 Vergleiche differentiell regulierter, Coomassie-gefirbter Proteinspots

Vergleich Spot-# Ratio
IPC20 vs. SHAM20 #06C T 4,245
IR vs. SHAM140 #05C T 4,951
#06C T 4,450
IPC-IR vs. IPC140 #04C 10,623
SHAM140 vs. SHAM20 #02C 10,400
#03C 10,453
#08C T 1,430
#09C 11,577
#12C 0,484
IPC140 vs. IPC20 #01C 10,217
#02C 10,287
#04C 12,108
#07C T 1,351
#09C T 1,566
#10C 11,543
#11C 10,342

Die Ratio entspricht dem Mittelwert der Ratios der technischen Replikate A, B und C (SHAM20:
Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt t =20 min, SHAM140: Scheinoperierte Tiere zum Zeitpunkt
t = 140 min, [PC20: Tiere mit [PC zum Zeitpunkt t =20 min, [PC140: Tiere mit [PC zum Zeitpunkt
t = 140 min, IR: Tiere mit [R zum Zeitpunkt t = 140 min, [PC-IR: Tiere mit [PC gefolgt von IR zum
Zeitpunkt t = 140 min).

Im Folgenden wurden in Abb. 15 die Spotalben der differentiell regulierten, Coomassie-
gefdarbten Proteinspots dargestellt. Die verschiedenen Gruppen wurden farblich
gekennzeichnet. Rot ist die SHAM20-Gruppe, griin ist die SHAM140-Gruppe, gelb ist die
IPC20-Gruppe, blau ist die IPC140-Gruppe, violett ist die IR-Gruppe und tiirkis ist die IPC-IR-
Gruppe dargestellt. Es wurde jeweils ein reprédsentatives, technisches Replikat dargestellt,

dieses wurde in Klammern hinter den Spotnummern angegeben.
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Abb. 15 Expressionsprofile und Spotalben der differentiell regulierten Proteinspots auf den

3.5

Coomassie-gefirbten Gelen. Die SHAM20-Gruppe ist rot, die SHAM140-Gruppe ist griin,
die IPC20-Gruppe ist gelb, die IPC140-Gruppe ist blau, die IR-Gruppe ist violett und die IPC-
IR-Gruppe ist tiirkis markiert. In den Expressionsprofilen ist das normalisierte Spotvolumen
(%Vol) fiir alle Gruppen dargestellt (schwarze Balken entsprechen
Mittelwert + Standardabweichung). In den Spotalben ist der jeweilige Proteinspot in einem
vergroferten Bildausschnitt aller biologischen Replikate dargestellt. Hinter der Spot # ist in
Klammern das jeweilige technische Replikat angegeben.

Identifizierte Proteine

Da die Proteinspots von geringer Abundanz waren, wurden zur Identifikation entsprechende

Proteinspots mehrerer Gele gepooled. Von 21 differentiell regulierten, ProQ-DPS-geférbten

Proteinspots und von 12 differentiell regulierten, Coomassie-gefarbten Proteinspots konnten

jeweils sechs Proteine identifiziert werden. Tabelle 10 listet die identifizierten Proteine nach

Spotnummer sortiert auf (C: Coomassie, P: ProQ-DPS).
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Tabelle 10 Ubersicht der identifizierten, differentiell regulierten Proteine

Spot Protein Acc. No. pI/MW [kDa] Vergleich Ratio
#01C CPS1 P07756  6,00/164,58 IPC140 vs. IPC20 40,22
#02C CPS1 P07756  6,00/164,58 SHAM140 vs. SHAM 20 10,40

IPC140 vs. IPC20 10,29

#03C 5-Oxoprolinase  P97608 5,89/137,72 SHAM140 vs. SHAM20 { 0,45

#03P eEF 2 P05197  6,41/95,28 IPC-IR vs. IPC140 40,43
#04C €eEF 2 P05197  6,41/95,28 IPC-IR vs. IPC140 10,62

IPC140 vs. IPC20 T2,11
#04P IPC140 vs. IPC20 13,13
#06C Serotransferrin =~ P12346 6,99/76,395 IPC20 vs. SHAM20 1425

IR vs. SHAM140 T 4,45
#08C HSP60 P63039  5,91/60,91 SHAM140 vs. SHAM20 11,43
#09P PKRL P12928 6,45/62,2 IPC-IR vs. IPC140 40,41

IPC140 vs. IPC20 1222
#11P PAH P04176  5,77/51,82 IPC-IR vs. IPC140 12,34
#13P NAD Kinase2 QIHCL7 5,88/48,11 IPC140 vs. IPC20 40,61
#16P Regucalcin Q03336  5,27/33,39 IPC140 vs. IPC20 40,50

Ubersicht der identifizierten, differentiell regulierten (p < 0,03) Proteine mit Accession Number
(Acc. No.), pl-Wert, Molekulargewicht (MW), Vergleich und Ratio. Die pl-Werte und das
Molekulargewicht sind theoretische Werte, die auf der Webseite http://www.uniprot.org angegeben
wurden. Die CPS1 und der eEF 2 wurden zweimal in zwei separaten Proteinspots gefunden und sind
daher doppelt aufgefiihrt. Die Ratio entspricht dem arithmetischen Mittel der Ratios der technischen
Replikate (A, B, C). P: ProQ-DPS gefiarbt, C: Coomassie gefiarbt, CPS1: Carbamoylphosphat-
Synthase 1, eEF2: Elongationsfaktor 2, HSP60: 60 kDa Hitzeschockprotein, PKRL: Pyruvatkinase
Isoenzyme R/L, PAH: Phenylalaninhydroxylase, NAD Kinase 2: Nicotinamidadenin-dinukleotid
Kinase 2, Acc. No.: Accession Number. Spots die in den Coomassie bzw. ProQ-DPS gefarbten Gelen
als differentiell reguliert detektiert wurden, sind mit einem ,,C* bzw. ,,P* gekennzeichnet.

Der Elongationsfaktor 2 war sowohl auf den Coomassie- als auch auf den ProQ-DPS-gefarbten
Gelbildern differentiell reguliert. In beiden Féllen war er Teil einer Spotkette. Spotketten
entstehen durch PTMs, welche Einfluss auf das Molekulargewicht und den isoelektrischen
Punkt der Proteine haben und somit die Auftrennung im 2D-Gel beeinflussen. Um besser
einschitzen zu kénnen, ob es sich um eine differentielle Expression oder eine differentielle

Phosphorylierung handelte, wurden zwei weitere Proteinspots der Spotkette identifiziert
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(eEF2.1 und eEF2.2). In beiden Féllen lieB sich der eEF2 massenspektrometrisch bestétigen
(Abb. 16). Auf dem Coomassie-gefarbten Gelbild (A) war die gesamte eEF2-Spotkette zu
sehen. Auf dem ProQ-DPS-gefirbten Gelbild (B) waren lediglich die phosphorylierten
Isoformen des eEF2 zu sehen (eEF2- und eEF2.3-Proteinspot).

A)
eEF2.3 eEF2 eEF2.1
eEF2.2
Coomassie
B)
eEF2.3 eEF2 eEF2.1
eEF2.2
ProQ-DPS

Abb. 161dentifizierte Isoformen des Elongationsfaktor 2 (eEF2). (A) zeigt die Coomassie-gefarbte
Spotkette des eEF2. (B) =zeigt die ProQ-DPS-gefirbte Spotkette des eEF2. Mittels
Massenspektrometrie wurden alle vier markierten Isoformen (eEF2, eEF2.1, eEF2.2, eEF2.3)
als Elongationsfaktor 2 identifiziert. Das ProQ-DPS-gefiarbte Gelbild zeigt, dass nur die
Proteinspots eEF2 und eEF2.3 phosphoryliert sind.

Um die Regulation des eEF2 besser einschidtzen zu konnen, sind in Tabelle 11 die
Spotvolumina, Ratios und p-Werte der identifizierten Isoformen fiir den Vergleich IPC140 vs.
IPC20 aufgefiihrt. Lediglich der eEF2-Proteinspot war in der Coomassie-Farbung und der
ProQ-DPS differentiell (p <0,03) hochreguliert. Der eEF2.3-Proteinspot lag fiir beide
Farbungen im A-Replikat mit p = 0,291 (Coomassie) bzw. p = 0,067 (ProQ-DPS) unter dem
Signifikanzniveau. Auf die Interpretation wird in der Diskussion unter 4.3 genauer

eingegangen.
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Tabelle 11 Spotvolumina der verschiedenen Isoformen des eEF2 im Vergleich IPC140

vs. IPC20
Spot  IPC20 [%Vol] IPC140[%Vol] Ratio p(A) p(B) p(C)
Coomassie |eEF2 0,087 0,179 2,108 0,018 <0,001 0,001
eEF2.1 0,091 0,109 1,226 0,739 0,09 0,13
eEF2.2 0,18 0,163 0,933 0,062 0221 0,284
eEF2.3 0,099 0,149 1,514 0291 0,012 0,02
ProQ-DPS |eEF2 0,292 0,898 3,041 0,003 <0,001 0,013
eEF2.3 0,123 0,308 2,567 0,067 0,002 0,028

Dargestellt sind die Spotvolumina der verschiedenen Isoformen des eEF2 fiir den Vergleich IPC140 vs.
IPC20. Differentiell reguliert (p <0,03) war der eEF2-Spot auf den Coomassie- und ProQ-DPS-
gefdrbten Gelbildern. Fiir die Spotvolumina der IPC20- und IPC140-Gruppe sowie die Ratio wurde das
arithmetische Mittel der Spotvolumina und Ratios der drei technischen Replikate (A, B, C) gebildet.
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4 Diskussion

Es war das Ziel der Arbeit, den Einfluss einer Ischimie und Reperfusion sowie einer
ischdmischen Prikonditionierung auf das zytosolische Subproteom der Leber zu untersuchen.
Hierzu wurde die 2D-Gelelektrophorese mit der Massenspektrometrie kombiniert. Die Proteine
wurden mit einer spezifischen Phosphatfiarbung und einer Fiarbung, die die gesamten Proteine

anférbt, markiert und anschlieBend identifiziert. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind:

e FEine IPC induzierte bereits nach 20 min eine vermehrte Expression von Serotransferrin
(IPC20 vs. SHAM20, Ratio 4,25). Eine IPC-induzierte differentielle Phosphorylierung

konnte nicht detektiert werden.

e Die Operationszeit hatte wesentlichen Einfluss auf die Expression und Phosphorylierung
zytosolischer Leberproteine (SHAM140 vs. SHAM20 und IPC140 vs. IPC20). Unter
anderem wurden die 5-Oxoprolinase und die CPS1 vermindert und der eEF2 und das HSP60
vermehrt exprimiert. Der eEF2 und die PKRL wurden vermehrt phosphoryliert und die
NAD Kinase 2 und Regucalcin dephosphoryliert. Sechzehn weitere Proteine wurden
reguliert, jedoch nicht identifiziert (#01P, #02P, #05P, #06P, #07P, #08P, #14P, #15P,
#19P, #20P, #21P, #07C, #09C, #10C, #11C, #12C).

e Durch eine IR der Leber wurde Serotransferrin vermehrt exprimiert (IR vs. SHAM140,
Ratio 4,45). Ein weiterer Coomassie-gefarbter und ein ProQ-DPS-gefarbter Proteinspot
wurden durch die IR reguliert, konnten jedoch nicht identifiziert werden (Spot #05C und
#21P).

e Fine IR in Kombination mit IPC (IPC-IR vs. IPC140) fiihrte zu einer verminderten
Expression und Phosphorylierung des eEF2 (Ratio 0,62 bzw. 0,43), zu einer vermehrten
Phosphorylierung der Phenylalaninhydroxylase (Ratio 2,34) und zu einer verminderten
Phosphorylierung der PKRL (Ratio 0,41). Fiinf weitere differentiell regulierte
Phosphoproteinspots konnten detektiert, jedoch nicht identifiziert werden (#10P, #12P,
#17P, #18P, #21P).

e [PC in Kombination mit IR fiihrte zu keiner signifikanten Regulation des zytosolischen

Subproteoms (IPC-IR vs. IR).
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4.1 Reduktion des Ischimie- und Reperfusionsschadens der Leber durch IPC

Mehrere Autoren beschrieben bereits, dass eine ischdmische Pridkonditionierung einen
hepatischen IR-Schaden reduziert (70,76—80). Als Marker fiir einen akuten hepatozelluldren
Schaden wurden in den meisten Studien die Transaminasen AST und ALT verwendet. Eine
Reduktion von Apoptose und Nekrose der Leber konnte ebenfalls gezeigt werden (77). Fiir die
vorliegende Studie diente die Bestimmung der Transaminasen als formaler Nachweis, dass die

ischdmische Prikonditionierung zu einer Hepatoprotektion gefiihrt hatte.

Der bereits beschriebene protektive Effekt der hepatischen IPC konnte damit bestétigt werden.
Um die Pathophysiologie dieses Phdnomens besser zu verstehen, wurde das zytosolische

Subproteom von scheinoperierten Tieren mit dem von IPC-behandelten Tieren verglichen.

4.2  Einfluss der reinen IPC auf die Expression und Phosphorylierung zytosolischer

Proteine

Der Vergleich von SHAM- und IPC-Tieren zeigte nach 20 min eine 4,3-fache Hochregulation
von Serotransferrin. 140 min nach Beginn der IPC gab es keinen signifikanten Unterschied
zwischen den IPC- und SHAM-Tieren (IPC140 vs. SHAMI140). Regulationen des
zytosolischen Phosphoproteoms waren nicht zu detektieren. Serotransferrin ist ein
Glykoprotein des Eisenstoffwechsels, welches hauptsdchlich in der Leber synthetisiert wird. Es
ist in der Lage zwei Eisenionen zu binden (67) und transportiert Eisen im Serum. Da freies
Eisen eine beschleunigte Lipidperoxidation und die Bildung des Hydroxyl-Radikals vermittelt
(81), verstarkt es den ROS-induzierten IR-Schaden. Eine vermehrte Expression des
eisenbindenden Serotransferrins lief3 sich als IPC-induzierter, antioxidativer Mechanismus der
Leber interpretieren und wire der spaten Phase der IPC zuzuordnen. Eine IR fiihrte ebenfalls
zu einer Hochregulation von Serotransferrin (IR vs. SHAM140, Ratio 4,5). Eine Ischdmie-
/Hypoxie-induzierte Expression von Serotransferrin wurde bereits fiir Zellen des Innenohrs (das
Corti-Organ) auf mRNA-Ebene beschrieben (82). Fiir die Leber wurde bislang kein
Zusammenhang zwischen IPC / IR und der Expression von Serotransferrin beschrieben. Die
Analyse von zwei, sich iiberlappenden pH-Bereichen der zytosolischen Fraktion (durch
S. Weidhaas), hatte ebenfalls keine signifikante Regulation detektieren konnen. Es wiren somit
Bestdtigungstests z.B. mittels Western blot notwendig, um das Ergebnis zu verifizieren. Die
vermehrte Expression von Serotransferrin konnte einen antioxidativen Mechanismus der
hepatischen IPC darstellen. Ob Serotransferrin in dieser Untersuchung einen Anteil an der IPC-

induzierten Hepatoprotektion hat, ist noch zu klaren.
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4.3  Einfluss des zeitlichen Verlaufs der Operation auf die Expression und

Phosphorylierung zytosolischer Proteine

Die meisten Veridnderungen des Proteoms und des Phosphoproteoms wurden im zeitlichen
Verlauf der Operation, also zwischen SHAMI140 vs. SHAM20 und IPC140 vs. IPC20
detektiert. Auf den ProQ-DPS-gefarbten Gelen wurden insgesamt 18 und auf den Coomassie-
gefarbten Gelen 12 Proteinspots differentiell reguliert. Hiervon konnten die CPS1, die 5-
Oxoprolinase, das 60 kDa Hitzeschockprotein, der eukaryote Elongationsfaktor 2, die
Pyruvatkinase Isoenzyme R/L, die NAD-Kinase und Regucalcin massenspektrometrisch
identifiziert werden. Diese Proteine werden im Folgenden genauer charakterisiert und

funktionell eingeordnet.

Die CPS1 wurde in zwei benachbarten Proteinspots identifiziert und im Vergleich IPC140 vs.
IPC20 herunterreguliert (Spot#01C, Ratio 0,22 und Spot#02C, Ratio 0,29). Im Vergleich
SHAM140 vs. SHAM20 wurde nur einer der beiden Spots herunterreguliert (Spot#02C, Ratio
0,4). Die CPS1 katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Harnstoffzyklus,
wird nukledr kodiert und posttranslational in das Mitochondrium importiert (83). Xu et al.
detektierten eine reduzierte Expression der CPS1 im Vergleich IR vs. SHAM (Ratio 0,55/0,51)
(64). Genaue Angaben zu den Zeitpunkten der Blut- und Gewebeentnahme der SHAM-Tiere
wurden bei Xu ef al. jedoch nicht gemacht, sodass offenbleibt, ob die CPS auch hier durch den
zeitlichen Verlauf der OP reguliert wurde. Betrachtet man die Expressionsprofile der CPS1,
zeigten sich nach 140 min in allen Gruppen (SHAM140, IPC140, IR, IPC-IR) eine deutlich
verminderte, jedoch nicht in allen Vergleichen signifikant verminderte Expression. Die
Inhibition des Harnstoffzyklus konnte als Ausdruck eines reduzierten Metabolismus der Leber

interpretiert werden.

Die 5-Oxoprolinase wurde im Vergleich SHAM140 vs. SHAM20 auf das 0,45-fache
herunterreguliert (#03C). Sie ist eine Hydrolase, welche die Reaktion von ATP + H,O + 5-Oxo-
L-Prolin > ADP + Phosphat + Glutamat katalysiert (84). Sie ist unter anderem am gamma-
Glutamylzyklus beteiligt, also an der Bereitstellung von Glutathion (85). In der Leber dient
Glutathion als Antioxidans zum Schutz vor ROS und zur Konjugation von schéddlichen Stoffen
wihrend der Phase-II-Reaktion der Biotransformation (67). Weniger 5-Oxoprolinase konnte
somit zu einer reduzierten Bereitstellung von Glutathion und somit zu mehr oxidativem Stress
fiihren. Im zeitlichen Verlauf der Operation der IPC-Tiere (IPC140 vs. IPC20) war die 5-

Oxoprolinase nicht signifikant reguliert, sodass der zeitliche Verlauf der OP alleine scheinbar
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nicht zu einer Regulation des Enzyms fiihrte. Sie wurde im Zusammenhang mit der

hepatischen IPC oder IR bislang noch nicht beschrieben.

Das 60 kDa Hitzeschockprotein (HSP60) wurde im Vergleich SHAM140 vs. SHAM?20 mit der
Ratio 1,43 hochreguliert (#08C). Da HSP60 in einer Spotkette vorliegt, ist anhand der 2D-
Gelbilder nicht zu sagen, ob es sich um eine differentielle Expression oder Modifikation
handelt. HSP60 ist ein Protein der Chaperonfamilie, welches hauptsidchlich im Mitochondrium
(80-85%) und Zytosol lokalisiert ist (86,87). Es setzt sich aus sieben Untereinheiten zu einer
fassdhnlichen Struktur zusammen und ist an der Faltung von neu synthetisierten Proteinen
beteiligt. Hitzeschockproteine werden im Rahmen einer Stressreaktion (z.B. Hitze, Ischidmie)
vermehrt exprimiert (88). An Kardiomyozyten konnte eine ischdmieinduzierte Expression von
HSP60 nachgewiesen werden (89,90). Im Rahmen dieser Arbeit war HSP60 im zeitlichen
Verlauf der Operation nur bei den SHAM-Tieren hochreguliert. Wider Erwarten, wurde HSP60
durch den Stimulus einer Ischidmie nicht hochreguliert. Die vermehrte Expression von HSP60
konnte durch S. Weidhaas bestitigt werden. Dieser hatte sowohl bei den SHAM- als auch bei
den IPC-Tieren eine Hochregulation detektiert. Obwohl HSP60 zum groferen Anteil im
Mitochondrium lokalisiert ist (86,87), konnte bei der Analyse der mitochondrialen Fraktion

keine differentielle Regulation detektiert werden (T. Strahl).

Der eukaryote Elongationsfaktor 2 (eEF2) wurde auf den Coomassie gefdrbten Gelbildern im
Vergleich IPC140 vs. IPC20 mit der Ratio 2,11 hochreguliert (#04C). Auf den ProQ-DPS-
gefarbten Gelbildern wurde der gleiche Proteinspot (#04P) im Vergleich IPC140 vs. IPC20 mit
der Ratio 3,13 hochreguliert. Der Elongationsfaktor 2 ist ein GTP-bindendes Protein der
Translation, welches in die Translokation am Ribosom vermittelt. Er wird durch spezifische
eEF2-Kinasen (eEF2K) phosphoryliert und dadurch deaktiviert (91,92). Die Hochregulation
des phosphorylierten Proteinspots ldsst sich somit als vermehrte Deaktivierung und Reduktion
der Proteinsynthese interpretieren. Der eEF2 selbst und die Regulation der Translation wurde
in Studien zur zerebralen IPC und IR untersucht (93-95). In Bezug auf die hepatische Ischimie

und Reperfusion wurde der eEF2 bislang nicht beschrieben.

Die Phosphorylierung des eEF2 fiihrte zu einem pH-shift in den sauren Bereich und erhohte das
Molekulargewicht um 80 Da. Insbesondere der pH-shift  beeinflusste  das
Auftrennungsverhalten der neu entstandenen Isoform wihrend der 2D-Gelelektrophorese.
Diese stellte sich als separater Proteinspot im PAA-Gel dar. Eine Modifikation fiihrte somit zu
einer Regulation des ProQ-DPS als auch des Coomassie gefarbten Proteinspots. Da der eEF2-

Proteinspot Teil einer Spotkette war, identifizierten wir neben dem differentiell regulierten
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eEF2-Proteinspot weitere Proteinspots der Spotkette mittels MS (Abb. 16). Alle vier

Proteinspots erwiesen sich als Elongationsfaktor 2.

Threonin 57 und Threonin 59 sind als Phosphosites des eEF2 (Ratte) vorbeschrieben (96). Ob
diese auch den Phosphosites des eEF2- und eEF2.3-Proteinspots entsprachen, konnte
massenspektrometrisch nicht geklart werden. Hierfiir wére eine weitere Aufbereitung, z.B.
durch Anreicherung von Phosphopeptiden notwendig gewesen. Die phosphorylierten
Isoformen (eEF2, eEF2.3) hatten in der IPC140-Gruppe im Vergleich zur IPC20-Gruppe
zugenommen (Tabelle 11). Die nicht-phosphorylierten Proteinspots (eEF2.1 und eEF2.2) lagen
mit ithrer Ratio nahe eins und waren auBlerhalb des Signifikanzniveaus. Ob es sich um eine
differentielle Phosphorylierung oder um eine differentielle Expression der phosphorylierten
Isoform handelte, war anhand der Spotvolumina und Ratios nicht eindeutig zu differenzieren
(Tabelle 11). Abb. 16 verdeutlicht, dass neben den vier identifizierten Isoformen des eEF2 der
Spotkette noch weitere [soformen angehorten. Vermutlich handelte es sich hierbei um weitere
Isoformen des eEF2, die jedoch aufgrund ihrer geringen Abundanz nicht identifiziert wurden

und auch in der Auswertung mittels Delta 2D nicht differentiell reguliert waren.

Der eEF2 wird durch die eEF2 Kinase reguliert, die ihrerseits durch Phosphorylierungen
mehrerer Phosphosites in ihrer Aktivitdit reguliert wird (97). Abb. 17 zeigt acht
Signaltransduktionskaskaden, die in die Regulation der eEF2 Kinase eingreifen. Die Aktivitit
der eEF2 Kinase wird unter anderem durch die Phosphorylierung von fiinf Serinen reguliert

(97).

Anis|, TNF-a Anist IGF-1 PMA Anist Anis |, TNF-a
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SB 203580 —| SAPK2/p38 ? mTOR ERK ? SAPK2/p38 — SB 203580 cAMP
? SAPK4 S6K1 RSK 7 MAPKAP-K2, K3, K5 ? PKA

NS LS L Vo

|chprvrtISgsrppIIrpISensgdenmsdvtfdslpsSps//praSavI
I I I
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Abb. 17Regulation der eEF2 Kinase durch Phosphorylierung von fiinf Phosphosites (97). (Anis:
Anisomycin, mTOR: Ziel des Rapamycins im Séugetier, ERK: Extrazellulir-Signal regulierte
Kinase, cAMP: Cyclisches Adenosinmonophosphate, PKA: Proteinkinase A, PMA: Phorbol-
12-myristat-13-acetat, IGF-1: Insulindhnlicher Wachstumsfaktor-1, TNF-a: Tumor necrosis
factor-a, SAPK2: Stress-aktivierte Proteinkinase 2, MAPKAP2: Mitogenaktivierte
Proteinkinase- aktivierte Proteinkinase 2, SB203580: Selektiver Inhibitor des p38-MAPK
Signalwegs)
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Einige der involvierten Proteinkinasen wurden bereits von anderen Autoren im
Zusammenhang mit der IPC beschrieben. Hierzu zéhlen die cAMP-abhingigen Proteinkinasen
und die p38-MAPK (25,36,46). Bereits eine zehnminiitige Ischdmie fiihrte zu einer
signifikanten Aktivierung der Adenosinmonophosphat-abhingigen Proteinkinasen (AMPK)
und Reduktion der hepatischen Proteinsynthese (98).

Die Pyruvatkinase Isoenzym R/L (PKRL) wurde auf den ProQ-DPS geférbten Gelbildern im
Vergleich IPC140 vs. IPC20 mit einer Ratio von 2,2 hochreguliert (#09P). Sie katalysiert einen
der drei geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Glykolyse. ATP, Alanin und
Phosphorylierungen an drei Phosphosites hemmen die PKRL. Fructose-1,6-bisphosphat
aktiviert die PKRL. Eine Phosphorylierung wird unter anderem durch die cAMP-abhingige
Proteinkinase A (PKA) vermittelt (99) und fiihrt zu einer geringeren Affinitét zu Fructose-1,6-
bisphosphat. Eine vermehrte Phosphorylierung entspriche somit einer Hemmung der
Glykolyse im zeitlichen Verlauf der IPC-Tiere. Bei den SHAM-Tieren liel sich keine
differentielle Regulation der PKRL im zeitlichen Verlauf detektieren. Durch andere Autoren
wurde die PKRL bislang nicht im Zusammenhang mit der hepatischen IPC beschrieben. Bei
Betrachtung der Expressionsprofile (Abb. 13) fiel auf, dass die PKRL vor allem unmittelbar
nach einer Ischdmie und Reperfusion (IPC20, IR, IPC-IR) weniger phosphoryliert und somit in
ihrer Aktivitit gesteigert war. Nach ldngerer Perfusion (SHAM20, SHAM140, IPC140) war die
PKRL im Durchschnitt vermehrt phosphoryliert und somit deaktiviert. Eine reversible
Phosphorylierung scheint also an der ischdmieinduzierten Regulation der Glykolyse beteiligt
zu sein. Eine vom Sauerstoffpartialdruck abhdngige Expression der PKRL wurde auf mRNA-

und Protein-Level bereits nachgewiesen (100).

Die NAD Kinase 2 wurde auf den ProQ-DPS gefarbten Gelbildern im Vergleich IPC140 vs.
IPC20 mit einer Ratio von 0,61 herunterreguliert (#13P). Eine differentielle Regulation erfolgte
im zeitlichen Verlauf der SHAM-Tiere (SHAM140 vs. SHAM 20) nicht. Die NAD Kinase 2
ist ein nukledr kodiertes, mitochondriales Enzym, welches Nicotinamidadenindinukleotid
(NAD+) durch Phosphorylierung in Nicotinamidadenindinukleotid-Phosphat (NADP+)
iiberfiihrt. Dass die NAD Kinase 2 im zytosolischen Kompartiment identifiziert wurde, ist
einerseits durch den zytosolischen Syntheseort und andererseits durch eine nicht reine,
subzelluldre Fraktionierung begriindet. Fiir die NAD Kinase 2 der Ratte sind mehrere
Phosphosites vorhergesagt und zum Teil nachgewiesen (101,102). Welche Funktionen diesen
Phosphosites zukommen und welche Bedeutung eine verminderte Phosphorylierung im

zeitlichen Verlauf der IPC-Tiere haben konnte, ist bis dato nicht bekannt. Die NAD Kinase 2
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ist an zahlreichen Redoxreaktionen in den Mitochondrien beteiligt (67), sodass dessen

Regulation im Rahmen des ROS-vermittelten oxidativen Stresses zu vermuten wire (103,104).

Regucalcin (RGN) wurde auf den ProQ-DPS gefarbten Gelbildern im Vergleich IPC140 vs.
IPC20 mit der Ratio 0,5 herunterreguliert (#16P). Es handelt sich um ein Calcium-bindendes
Protein welches in der Leber an der Regulation der Calciumhomeostase beteiligt ist (105).
Phosphosites sind fiir Serin 46 (101) und Serin 268 (101,106) beschrieben. Die Funktionen
dieser Phosphorylierungen sind bis dato nicht bekannt und konnten auch im Rahmen dieser
Studie nicht geklart werden. Welche biologische Bedeutung eine verminderte
Phosphorylierung von RGN im zeitlichen Verlauf der IPC-Tiere zukommt, bleibt somit unklar.
Im Zusammenhang mit der hepatischen IPC wurde RGN bislang nicht beschrieben. Da die
intrazelluldre Ca?"-Konzentration eine Rolle an der Entstehung des ischimieinduzierten

Schadens spielt (4), wire eine Regulation durch die IPC / Operationszeit denkbar.

Die meisten Regulationen konnten zeitlichen Verlauf der Operation, also zwischen der
SHAM140 vs. SHAM20- und der IPC140 vs. IPC20-Gruppe detektiert werden. Die
verminderte Expression der CPS1 und 5-Oxoprolinase sowie die vermehrte Phosphorylierung
des eEF2 und der PKRL lassen auf eine Hemmung des hepatischen Stoffwechsels schlieBen.
Die vermehrte Expression von HSP60 und die verminderte Phosphorylierung der NAD-Kinase
und RGN lassen sich einer hepatischen Stressreaktion, z.B. durch ROS, zuordnen. Als Trigger
dieser Regulationen wéren sowohl die Operation selbst, die Narkose mittels Barbiturat

(Pentobarbital) (107,108) als auch die Nahrungskarenz der Tiere (109) denkbar.

4.4  Einfluss einer Ischimie und Reperfusion mit und ohne IPC auf die Expression

und Phosphorylierung zytosolischer Proteine

Der Einfluss einer Ischdmie und Reperfusion wurde im Vergleich der IR- mit den SHAM-
Tieren, sowie in Kombination mit einer IPC (IPC-IR vs. IPC140) analysiert. Wie bereits unter
4.2 erwidhnt, induzierte eine IR eine 4,5-fachen Hochregulation von Serotransferrin (IR vs.
SHAM140). Eine 60-miniitige Ischdmie und Reperfusion fiihrte somit zu einer vergleichbaren
Hochregulation wie die 10-miniitige Ischdmie und Reperfusion (Ratio 4,25 bzw. 4,45). Zu
klaren wére, ob die friithe Induktion des antioxidativen Serotransferrins vor einer lingeren IR
zu einer zusitzlichen Hepatoprotektion beitrdgt oder ob dieser Effekt auch durch die 60-

miniitige IR selbst zu tragen kommt.
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Ein weiterer Coomassie-gefarbter (#05C, Ratio 5,0) und ein ProQ-DPS-gefarbter Proteinspot
(#21P, Ratio 2,7) wurden durch die IR hochreguliert. Eine Identifikation mittels

Massenspektrometrie war jedoch aufgrund zu geringer Abundanz nicht moglich.

Der Einfluss der IR in Kombination mit [PC fiihrte auf den Coomassie-gefarbten Gelen zu einer
Herunterregulation des eEF2 (#04C, Ratio 0,62). Die Analyse der ProQ-DPS-gefirbten Gele
ergab insgesamt acht differentiell regulierte Proteinspots von denen drei identifiziert wurden.
Der benachbarte Spot #03P, welcher einer phosphorylierten Isoform des eEF2 entsprach, war
mit der Ratio 0,43 herunterreguliert. Es war nicht eindeutig zu unterscheiden, ob es sich um
eine differentielle Dephosphorylierung und somit um eine Aktivierung des eEF2 oder um eine

verminderte Expression handelte.

Die PKRL (#09P) wurde auf den ProQ-DPS-gefirbten Bildern im Vergleich IPC-IR vs. [PC140
herunterreguliert (Ratio 0,4). Eine reduzierte Phosphorylierung entspriche einer gesteigerten
Aktivitit des Enzyms und wire durch einen gesteigerten anaeroben Energiebedarf wéhrend der
IR zu erkldren. Durch die alleinige IR (IR vs. SHAM) wurde die PKRL nicht signifikant

reguliert, sodass die vorherige IPC ebenfalls Einfluss zu haben scheint.

Die Phenylalaninhydroxylase (PAH) wurde auf den ProQ-DPS-gefdrbten Gelbildern im
Vergleich IPC-IR vs. IPC140 hochreguliert (#11P, Ratio 2,3). Die PAH ist ein zytosolisches
Enzym, welches die Hydroxylierung von L-Phenylalanin zu Tyrosin katalysiert. Die PAH wird
allosterisch durch Phenylalanin und Phosphorylierung an Serin 16 (cAMP-abhéngige
Proteinkinase) aktiviert (110,111). Warum eine IR zu einer Aktivierung der PAH fiihrt ist

unklar und wurde im Zusammenhang mit der hepatischen IPC und IR bislang nicht beschrieben.

Die Ischdmie und Reperfusion hatte zu einer Regulation von insgesamt drei Proteinen gefiihrt.
In Kombination mit IPC wurden neun Proteine differentiell reguliert. Die meisten Regulationen
wurden mit der ProQ-DPS detektiert und betrafen somit zytosolische Phosphoproteine. Der
Einfluss einer hepatischen IR auf posttranslationale Proteinmodifikationen wurde bislang nicht

untersucht.

4.5 Kritik an der Methodik

4.5.1 Grenzen der 2D-Gelelektrophorese und der Proteinfirbungen

Das zytosolische Proteom der verschiedenen Interventionsgruppen wurde mittels 2D-

Gelelektrophorese aufgetrennt und mit der ProQ-DPS und der Coomassie-Farbung sequentiell
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gefarbt. Auf den Coomassie gefdrbten Gelbildern konnten zwischen 463 und 483

Proteinspots detektiert werden. Ein hiufig genannter Kritikpunkt der 2D-Gelelektrophorese ist
die eingeschrinkte Mdglichkeit, Proteine geringer Abundanz darzustellen (112,113). Trotz
hochauflésender Auftrennung der Probe, wurden Proteine, die unterhalb der Sensitivitdt der
Firbung lagen, nicht detektiert. Ahnliche Studien konnten an einem Gesamtzelllysat der Leber
bis zu 1200 Proteinspots detektieren (64,65). Grund hierfiir waren deutlich groBere PAA-Gele
und zum Teil auch die Verwendung anderer Firbungen (z.B. Fluoreszenzfarbungen).
Entscheidend fiir diese Studie war, dass beide Farbungen mit der Massenspektrometrie
kompatibel waren und dass relativ viele Interventionsgruppen sowie biologische und technische
Replikate verwendet wurden. Ein leichtes Handling und kurze Elektrophoresezeiten waren
entscheidend. Die kolloidale Coomassie-Farbung war schnell anwendbar, kostengiinstig und
hatte eine Sensitivitdt von ca. 5 ng Protein pro Bande (1D-Gel) (75). Die Sensitivitét der ProQ-
DPS war von der Anzahl der phosphorylierten Phosphosites abhingig. Fiir Ovalbumin, einem
zweifach phosphorylierten Protein, lag die Nachweisgrenze bei ca. 6 ng Protein pro Bande (1D-
Gel). Je mehr Gesamtprotein aufgetrennt wurde, desto mehr Proteine geringer Abundanz
konnten dargestellt werden. Auf der anderen Seite war die Kapazitit der 2D-Gelelektrophorese
begrenzt und eine groBere Proteinmenge fiihrte zu einer schlechteren Abgrenzbarkeit der
Proteinspots auf dem 2D-Gelbild. Es musste ein Kompromiss aus aufgetragener Proteinmenge
und Trennschérfe der Proteinspots gefunden werden. Fiir die verwendeten PAA-Gele lag die
optimale Proteinmenge bei 150 ug (Abb. 19). Um die Komplexitit der Probe vor der

Auftrennung zu reduzieren, war eine Prafraktionierung notwendig.

Zu den Verfahren der Prifraktionierung konnten die subzellulire Fraktionierung mittels
differentieller Zentrifugation sowie die Wahl mehrerer, sich {iberlappender pH-Bereiche
(untersucht durch S. Weidhaas und T. Strahl) gezihlt werden. Durch sehr enge pH-Bereiche
von einer Einheit pro 17 cm-IPG-Streifen konnten Hoving et. a/ Proteine mit einer Haufigkeit
von ca. 300 Kopien pro Zelle detektieren (112). Eine komplexe, zytosolische Probe in dhnlicher
Weise zu fraktionieren, wire in einem primdr globalen Ansatz nicht durchfiihrbar gewesen.
Chromatographische Anreicherungsverfahren zur Prifraktionierung, erschienen aufgrund des

Proteinverlustes fiir eine quantitative, vergleichende Studie nicht geeignet (114).

Durch differentielle Zentrifugation konnte die Anzahl unterschiedlicher Proteine auf die einer
subzelluldren Fraktion reduziert werden (115). Dass es durch die Zentrifugationsschritte zu
keiner reinen Trennung der subzelluldren Kompartimente kam, zeigten zum einen die Western

blots gegen Fraktionen-spezifische Proteine (6 Anhang) und zum anderen die identifizierten
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Proteine selbst. Die mitochondriale Carbamoylphosphat-Synthase, die mitochondriale NAD

Kinase 2 und das mitochondriale 60 kDa Hitzeschockprotein waren Proteine, die in der
zytosolischen Fraktion identifiziert wurden, jedoch fiir das mitochondriale Kompartiment
vorbeschrieben sind. Die NAD-Kinase 2 und die CPS sind nukledr kodiert, werden somit im
Zytosol synthetisiert und erst nach der Translation in die Mitochondrien importiert. Sie

kommen somit auch im zytosolischen Kompartiment vor.

Durch Protein-Prifraktionierung wurde, auf Kosten der Betrachtung eines kleineren
Subproteoms, die Komplexitit der Proteinprobe reduziert. Dies konnte der Grund dafiir
gewesen sein, dass z.B. im Vergleich der IPC-IR vs. IR-Gruppe weniger differentiell regulierte
Proteine detektiert wurden, als in anderen hepatischen IPC-Studien (64). Andererseits hatte die
Auswertung der ProQ-DPS-geférbten Gelbilder viele differentiell regulierte Proteinspots von
so geringer Abundanz detektiert, dass die Identifikation mittels MS nicht mdglich war. Ein

Losungsansatz sind priparative Gele (Auftragen von groen Proteinmengen) (116).

4.5.2 Grenzen der Phosphoproteomics

Das zytosolische Phosphoproteom der Leber wurde unter dem Aspekt einer IR und einer [IPC
quantitativ erfasst und differentiell phosphorylierte Proteine mittels MS identifiziert.
Insbesondere die Phosphatfarbung sowie die Phosphoproteomics unterliegen einigen

Limitierungen.

Die reversible Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen ist ein hoch
dynamisches System (117-119). Es mussten unmittelbar nach Entnahme des Lebergewebes
Phosphataseinhibitoren eingesetzt werden, um eine ,Momentaufnahme* des jeweiligen
Interventionszeitpunktes festzuhalten. Da jedoch manche Phosphorylierungen chemisch labil
sind (120), wurde ein Teil Proteinmodifikationen vermutlich auch mit Phosphataseinhibitoren

nicht erfasst.

Der Phosphorylierungsgrad eines Proteins variiert ebenfalls stark. So gibt es Phosphoproteine
wie z.B. a-Casein, die nahezu vollstdndig phosphoryliert sind und andere Proteine, wie z.B. der
eEF2, die nur zu einem gewissen Anteil ein- oder mehrfach phosphoryliert sind (121,122). Je
nach Anzahl der Phosphosites fiihrt die Phosphorylierung zu einer heterogenen Gruppe von
Phosphoproteinen unterschiedlicher chemischer und biologischer Eigenschaften. Anzunehmen
war des Weiteren, dass Phosphoproteine der Signaltransduktion in geringer Konzentration

vorlagen und dass die Anderung des Phosphorylierungsgrades durch einen bestimmten
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Stimulus ebenfalls gering ausfiel (117,122). Diese Anderung mit der Phosphatfirbung zu

detektieren und zu quantifizieren scheint in vielen Féllen nicht moglich zu sein.

Um Phosphoproteine detektieren zu konnen, gibt es verschiedene Methoden. Die
wahrscheinlich élteste ist die Markierung von Phosphoproteinen mittels Radioisotopen des
Phosphors (32P, 33P) (133). Vorteil ist die hohe Sensitivitdt dieser Methode. Nachteil ist, dass
sie im in vivo Tiermodell nicht anwendbar ist. Eine weitere sehr sensitive Methode ist die
Detektion von Phosphoproteinen mittels Western blot und phosphatspezifischer Antikorper.
Einschrinkend sind im Wesentlichen die Antikorper selbst. Wahrend es sehr spezifische Anti-
Phosphotyrosinantikdrper gibt, gibt es nur Sequenz-spezifische Antikorper gegen Phosphoserin
und Phosphothreonin (123). Problematisch ist dies vor allem, wenn man bedenkt, dass das
Phosphorylierungsverhéltnis der Aminosduren genau umgekehrt eingeschdtzt wird (Serin:
Threonin: Tyrosin = 1800: 200: 1) (134—-136). Eine weitere, sehr einfach anwendbare Methode
ist die direkte Farbung von Phosphoproteinen mit einer geeigneten Farbung. Die ProQ-DPS ist
die derzeit am meisten verbreitete Phosphatfarbung, welche Phosphatgruppen unabhéngig von
der phosphorylierten Aminosdure detektiert. Kritikpunkte sind vor allem die eingeschriankte
Sensitivitit und zum Teil auch Spezifitit fiir Phosphoproteine. Die alkalische
Dephosphorylierung von Phosphoproteinen (Abb. 9) hat gezeigt, dass es zu einem
unspezifischen Anfarben/Hintergrundfdarben des nicht phosphorylierten BSA kam. Des
Weiteren war Ovalbumin (zwei Phosphosites an Serin 69 und Serin 345) nach
Dephosphorylierung nicht vollstindig entfiarbt. Dies entsprach am ehesten einer
unvollstindigen = Dephosphorylierung durch die AP. Eine Wiederholung der
Dephosphorylierung mit vorheriger vollstindiger Denaturierung des Ovalbumins hétte unter
Umstidnden kldren konnen, ob es sich um eine Unspezifitit der ProQ-DPS oder eine
unvollstindige Dephosphorylierung gehandelt hat. Ein groBer Vorteil der ProQ-DPS liegt in
der Reversibilitit der Farbung. Hierdurch ist sie mit der Massenspektrometrie kompatibel und
ermdglicht das mehrfache Fiarben ein und desselben Gels (137). Auf diese Weise konnen in
einem 2D-Projekt sowohl Phosphoproteine als auch das gesamte (Sub-) Proteom quantitativ
erfasst werden. Andere Autoren haben die ProQ-DPS unter anderem mit DIGE (138), Sypro
Ruby (139), ProQ Emerald Glykoprotein Stain oder einer Silberfarbung kombiniert (140). Eine
Moglichkeit der eingeschrankten Sensitivitit der ProQ-DPS zu begegnen ist eine Anreicherung
von Phosphoproteinen vor der Auftrennung im 2D-Gel. Eine Immunprézipitation, eine
immobilized metal affinity chromatography (IMAC) oder TiO2-Anreicherung eignen sich
jedoch nur fiir die Anreicherung von Phosphopeptiden, nicht zur Préfraktionierung einer
komplexen Proteinprobe (123,124,141,142).
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Die hochdynamische De-/Phosphorylierung von Phosphoproteinen, der geringe

Phosphorylierungsgrad und die limitierte Methodik, posttranslationale Phosphorylierungen zu
detektieren, erschweren eine quantitativ, vergleichende Phosphoproteomstudie. Mit der ProQ-
DPS war es dennoch moglich >20 differentiell regulierte Phosphoproteinspots zu detektieren.
Die Identifikation der differentiell regulierten Phosphoproteine ergab vor allem
Effektorproteine wie den eEF2, die PKRL und die PAH. Proteine der Signaltransduktion
konnten mit dieser Methodik nicht identifiziert werden. Auf der anderen Seite wurden
Proteinspots detektiert, die von zu geringer Abundanz waren, um sie mittels MS zu
identifizieren. Auch hier sind priparative Gele ein Losungsansatz. Um spezifischere
Fragestellungen (zum Beispiel die Lokalisation der Phosphosite, der Phosphorylierungsgrad,
usw.) zu kldren, sind eine Anreicherung von Phosphoproteinen/-Peptiden (z.B. durch
Immunprézipitation, IMAC oder TiOz-Anreicherung (66,123,124)) in Kombination mit der

Massenspektrometrie notwendig (121).
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4.6  Schlussfolgerung und Ausblick

Gemessen an der Anzahl der differentiell regulierten, zytosolischen Proteine hatte der zeitliche
Verlauf der Operation den gréfiten Einfluss die Phosphorylierung und Expression von
Proteinen. Es zeigten sich Hinweise auf einen reduzierten Metabolismus der Leber durch die
Hemmung der Proteinbiosynthese (eEF2), des Harnstoffzyklus (CPS1) und des gamma-
Glutamylzyklus (5-Oxoprolinase).

Die vermehrte Expression von Serotransferrin ldsst sich als IPC-induzierter, antioxidativer
Mechanismus der Leber interpretieren. Da die Ischdmie und Reperfusion ebenfalls zu einer
vermehrten Expression von Serotransferrin fiihrte, ist nicht sicher zu sagen, ob es sich hierbei
um einen [PC-spezifischen Mechanismus handelt. Die IPC in Kombination mit IR hatte keinen

signifikanten Einfluss auf die Regulation von Serotransferrin.

Ein direkter Einfluss der IPC auf posttranslationale Phosphorylierungen konnte mit der
verwendeten Methodik nicht detektiert werden. Limitierend waren die Moglichkeiten gering
abundante, regulatorische Proteine zu detektieren bzw. massenspektrometrisch zu
identifizieren. Anhand der Phosphoproteine eEF2, PKRL und PAH waren Riickschliisse auf die
Beteiligung der cAMP-abhingigen Proteinkinase (PKA) moglich. Fiir die NAD-Kinase und
Regucalcin waren bislang keine spezifischen Kinasen und auch keine Funktion einer

Phosphorylierung beschrieben.

Eine Problematik der Proteinidentifikation mittels MS war eine zu geringe Proteinmenge der
gering-abundanten Proteinspots. Fiir weiterfiihrende Untersuchungsansitze besteht die
Moglichkeit priparative Gele einzusetzen, wodurch die Abundanz gesteigert wird. Die
Anreicherung von Phosphoproteinen bzw. Phosphopeptiden ermdglicht die Identifikation von
Phosphosites und Phosphorylierungsgrad. Um die Bedeutung der posttranslationalen
Phosphorylierungen auf funktioneller Ebene zu untersuchen, sind Studien mit entsprechenden

Inhibitoren und Versuche an transgenen Tieren notwendig.
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6 Anhang

6.1 Optimierung der Proteinisolierung

Das Protokoll zur Homogenisation und differentiellen Zentrifugation wurde bereits in friiheren
Proteomstudien verwandt und fiir die Fraktionierung der Rattenleber angepasst und optimiert.
So wurden, um eine quantitative Analyse des Phosphoproteoms zu ermdglichen, neben
Proteaseinhibitoren auch Phosphataseinhibitoren (NaF, NazVOs, EGTA) verwendet. Durch
Zentrifugationsschritte wurden Zellbestandteile mit groem Sedimentationskoeffizienten
pelletiert, sodass geloste Proteine, welche im Wesentlichen der zytosolischen Fraktion
entsprechen, mit dem verblicbenen Uberstand abpipettiert werden konnten. Um keinen
systematischen Fehler zu begehen, wurden alle Proben absolut identisch behandelt. Anhand
von Western blots konnte die Reinheit der zytosolischen Fraktion iiberpriift werden. Insgesamt
wurden vier Western blots, jeweils gegen ein spezifisches Protein jeder Fraktion, durchgefiihrt.
Drei der vier Western blots wurden von Dipl.-Biol. T. Strahl durchgefiihrt. Fiir die nukleére
Fraktion wurde ein Anti-Lamin B-Antikorper, fiir die mitochondriale Fraktion ein Anti-
Prohibitin-Antikérper, fiir die zytosolische Fraktion ein Anti-Glycerinaldehyd-3-
phosphat Dehydrogenase-Antikorper (Anti-GAPDH) und fiir die Membranenfraktion ein Anti-
Na/K-ATPase-Antikorper gewihlt. Die Ergebnisse der Blots sind in Abb. 18 dargestellt.

Nu Mi  Cyt Mem

Anti-Lamin B ——

Anti-Prohibitin -

Anti-GAPDH Pr—
Anti-Na/K-ATPase . -_—

Abb. 18 Western blots gegen fraktionenspezifische Proteine. Lamin B ist spezifisch fiir den
Zellkern, Prohibitin fiir Mitochondrien, Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
(GAPDRH) fiir das Zytosol und die Na/K-ATPase fiir die Membranenfraktion. (Nu: Nukleére
Fraktion, Mi: Mitochondriale Fraktion, Cyt: Zytosolische Fraktion, Mem:
Membranenfraktion).
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Die zytosolische GAPDH hat am stérksten in der zytosolischen Fraktion und nur gering in

der Membranenfraktion reagiert (Abb. 18). In der nukledren und mitochondrialen Fraktion hat
der Anti-GAPDH-AK keine Reaktion gezeigt. Kein Antikorper der anderen Fraktionen hat mit
der zytosolischen Fraktion reagiert. Fiir die zytosolische Fraktion konnte somit ein relativ guter
Reinheitsgrad nachgewiesen werden. Die Western blots der nukledren, der mitochondrialen und
der Membranenfraktion waren im Vergleich zur zytosolischen Fraktion nicht eindeutig. Hier
reagierten Antikorper nicht nur in der fiir sie spezifischen, sondern auch mit anderen Fraktionen

(Anti-Prohibitin, Anti-Na/K-ATPase).

6.2  Optimierung der 2D-Gelelektrophorese

6.2.1 Optimierung der ersten Dimension

In der ersten Dimension werden die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pI) aufgetrennt.
Dies geschieht auf einem diinnen Gelstreifen mit einem immobilisierten pH-Gradienten (IPG-
Streifen). Die verwendeten 7 cm - Immobiline™ DryStrips von GE Healthcare Bio-Science
zeigen eine gute, reproduzierbare Auflosung iiber einen groflen pH-Bereich (pH 3-10)
(Abb. 19) und decken die pI-Werte der allermeisten zytosolischen Proteine ab (125). Die
Proteinmenge hat entscheidenden Einfluss auf die Abgrenzbarkeit und Schirfe von
Proteinspots. Wird zu viel Protein aufgetragen, so kommt es zu Uberlagerungen von
Proteinspots und sowohl Spotschirfe, als auch Spotabgrenzbarkeit nehmen ab. Wird zu wenig
Protein aufgetragen, reicht eventuell die Sensitivitdit der Farbung nicht aus, Proteine sehr

geringer Abundanz zu erfassen.
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Abb. 19Einfluss der Proteinmenge auf das Auflésevermogen der ersten Dimension.
Coomassie-gefarbte 2D-Gelbilder mit 300 pg, 250 pg, 200 pg und 150 pg Protein. Bei
150 pg Protein besteht die beste Abgrenzbarkeit und Schirfe der Proteinspots.

Es wurden unterschiedlichen Proteinmengen getestet, um die ideale Proteinmenge fiir den
7 cm-IPG Streifen zu ermittelt. Auf Abb. 19 sind die 2D-Gelbilder fiir 300 pg, 250 pg, 200 pg
und 150 pg Protein dargestellt. Besonders anschaulich ist der Vergleich von 300 pg gegeniiber
150 pg. Im basischen und im sauren pH-Bereich ist die Spotabgrenzung auf dem 300 pg-
Gelbild wesentlich schlechter als auf dem 150 pg-Gelbild. Die beste Abgrenzbarkeit und

Schirfe der Proteinspots wurde mit einer Proteinmenge von 150 pg erreicht.

6.2.2 Optimierung der zweiten Dimension

In der zweiten Dimension werden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Entscheidende Variablen fiir die Qualitdt der vertikalen
Spotauftrennung sind die Laufstrecke, die Spannung wéhrend des Gellaufes und der PAA-

Anteil des Gels. Die Laufstrecke ist durch die GréBe der PAA-Gele (Laufstrecke ~ 65 mm)
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limitiert. Die Gelelektrophorese wird gestoppt, sobald die Lauffront (diinner

Bromphenolblau-Streifen) das PAA-Gel verlassen hat. In Abb. 20 ist exemplarisch dargestellt,
dass bei ldngerer Laufzeit die Spotauftrennung insbesondere im  groBlen
Molekulargewichtsbereich zunimmt, jedoch Proteine <20 kDa das Gel verlassen (rot
markierter Gelbereich). Mit lédngerer Elektrophorese-Zeit nimmt auBlerdem die Diffusion
insbesondere kleiner Proteine zu. Dies reduziert die Spot-Schérfe. Abb. 20 zeigt nach 70 min
das Ergebnis der optimierten zweiten Dimension, ohne Verlust der kleinen Proteine und mit

maximaler Spot-Schérfe.

120 min Laufzeit 70 min Laufzeit
MW pbH 3 pH10 MW pH3 pH 10
[kDa [kDa]
1 — 150 E—
100 TR L
150 - 75 o E Vi e e
100 50 R "-..';.&'i
75 " ' 37 o i ° v‘- -
50 44 R 25
37 v ¢ . i;...b’ 1 20
. AN B 15
25 .
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Abb. 20 Einfluss der Laufstrecke auf die Auflésung der zweiten Dimension. Rot markiert ist der
Molekulargewichtsbereich, der sich bei dem linken Gelbild einer Auswertung entzieht.

Durch eine hohere Spannung ldsst sich die Laufzeit der Gelelektrophorese weiter verkiirzen.
Dies fiihrt jedoch zu einer stirkeren Erwdrmung des PAA-Gels und lésst dieses erweichen.
Durch eine Kiihlung der Gelkammern mit Eis, konnte die Spannung um 30 V auf 150 V erhoht
werden und die Laufzeit von ca. 90 min auf 70 min reduziert werden. Der PAA-Anteil hat
Einfluss auf die Laufzeit und die Festigkeit des Gels. Getestet wurden 10%ige, 11%ige und
12%ige PAA-Gele. Verwendet wurden 11%ige PAA-Gele, welche ein Kompromiss aus
Festigkeit und relativ kurzer Laufzeit sind (Gelbilder nicht dargestellt). Die Spotauftrennung
der zweiten Dimension ist im Wesentlichen durch die Grofe des PAA-Gels begrenzt. Der
entscheidende Vorteil eines kleinen PAA-Gels liegt in der kurzen Laufzeit, den geringen

Materialkosten, der leichten, technischen Handhabung und einer guten Spotauftrennung.



6 Anhang 87

Optimale Ergebnisse lieferten 11%ige PAA-Gele (Laufstrecke 65 mm), eine Spannung von
150V (70-miniitiger Gellauf), sowie gekiihlte Laufkammern (Abb. 7).
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