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Zusammenfassung

Die pulmonale Alveolarproteinose (PAP) ist eine sehr seltene Lungenerkrankung mit
Beeintrichtigung des pulmonalen Gasaustauschs, die sich durch dysfunktionale Alveo-
larmakrophagen und intraalveoldire Akkumulation v. a. von Surfactantproteinen (SP)
und humanem Serumalbumin (HSA) darstellt. Im Alveolarraum von PAP-Patienten
befindet sich enzymatisch aktives extrazelluldres Proteasom in einer Konzentration, die
10-fach iiber der von Lungengesunden liegt.

Ziel war es, von einem PAP-Patienten gewonnene broncho-alveoldre Lavagefliis-
sigkeit (PAP-BALF) im Hinblick auf die Proteinzusammensetzung und die Proteaso-
maktivitdt zu charakterisieren. Weitere Ziele waren, die Aktivitdt und Spezifitidt von
20S Proteasom bei der Degradation alveoldrer Proteine in vitro zu untersuchen, um sei-
ne potentielle Rolle bei PAP zu erforschen. Daraus leiteten sich als methodische Ziele
die Entwicklung bzw. Anwendung zweier Testsysteme ab: Erstens die Anwendung ei-
nes Testsystems zur Quantifizierung von Enzymaktivititen und zweitens die Entwick-
lung und Anwendung eines Testsystems zur proteasomalen Proteindegradation in vitro
mit Charakterisierung der Produkte. Dazu erfolgte exemplarisch an einer PAP-BALF
erstens die massenspektrometrische Identifikation der am haufigsten exprimierten Pro-
teine mit Bestimmung des Oxidationsstatus und zweitens die Quantifizierung der drei
klassischen Aktivititen des enthaltenen Proteasoms durch Messung des Substratumsat-
zes fluorogener Peptide. /n vitro wurden Insulin und HSA in nativer und denaturierter
Form mit 20S Proteasom inkubiert und die entstandenen Degradationsprodukte mas-
senspektrometrisch charakterisiert. Auch der Einfluss von Proteinoxidation und Hitze-
schockprotein 90 (Hsp90) auf die proteasomale Degradation wurde studiert.

Insulin und HSA in ihrer nativen Form wurden nicht durch 20S Proteasom ver-
daut. Erst das Aufbrechen von Sekundér- und Tertidrstrukturen machte sie zu Substra-
ten des 20S Proteasoms bei HSA in gesteigertem Mal3, wenn es zusdtzlich oxidiert wur-
de. Das Schnittverhalten des 20S Proteasoms war substratabhéngig und wurde durch
Proteinoxidation bzw. Hsp90 moduliert. In bis zu 50 % der Fille wurden in vitro atypi-
sche Schnittstellen beobachtet, die nicht mit den drei klassischen Proteasomaktivititen
in Einklang stehen. Die exemplarische Untersuchung einer PAP-BALF, bei der 9 pro-
minente Proteine (darunter SP-A, SP-B, HSA) identifiziert wurden, lieferte Hinweise
auf eine in vivo bereits bestehende Teiloxidation der alveoldren Proteine als Indiz fiir
gesteigerten oxidativen Stress bei PAP. Sie zeigte aullerdem trypsin-, chymotrypsin-
und caspaseartige Aktivitit mit einem fiir Immuno 20S Proteasom (i20S) charakteristi-
schen Profil. Verglichen mit Gesunden war die Aktivitdt vermindert, mutmaBlich verur-
sacht durch einen endogenen Proteasominhibitor.

Die Ergebnisse deuten auf eine Coexistenz von enzymatisch aktivem i20S Protea-
som und oxidierten Proteinen im Alveolarraum von PAP-Patienten hin und lassen eine
aktive Rolle des Proteasoms im Krankheitsverlauf der PAP vermuten. Die vorliegende
Arbeit erweitert die Erkenntnisse zur Funktion von 20S Proteasom, sowie speziell zum
extrazelluldren alveoldren Proteasom bei PAP und liefert erste Anhaltspunkte fiir dessen
potentielle Rolle. In weiteren Studien sollten diese Ergebnisse an représentativen Fall-
zahlen verifiziert und die potentiellen Aufgaben des (1)20S Proteasoms bei PAP detail-
lierter untersucht werden.



Abstract

Pulmonary Alveolar Proteinosis (PAP) is a very rare lung disease with impaired pul-
monal gas exchange. Characteristics are dysfunctional alveolar macrophages and alveo-
lar accumulation of proteins expecially surfactant proteins (SP) and human serum albu-
min (HSA). The alveolar space in PAP-patients contains enzymatically active extracel-
lular proteasomes in a 10-fold higher concentration compared to healthy subjects.

The aim was to investigate the protein content and the enzymatic activity of one
bronchoalveolar lavage sample in PAP (PAP-BALF). Additionally, characteristics of
proteasomal degradation of alveolar proteins in vitro should be examined to investigate
its role in PAP. Two suitable techniques were required: one technique for measuring
enzymatic activity was utilized and one technique for analysing proteasomal degrada-
tion in vitro and the products of this process was developed and established. One PAP-
BALF sample was used exemplarily to identify the most abundant proteins and their
degree of oxidation by mass spectrometry. Fluorimetric substrates were applied to quan-
tify the proteasomal activity of this sample. The proteasomal degradation of native
structured and denatured proteins (Insulin and HSA) was studied and the degradations
products were identified by mass spectrometry. The effects of protein oxidation and
heatshock protein 90 (Hsp 90) on proteasomal degradation were also explored.

The 20S proteasome was unable to degrade insulin and HSA as long as the pro-
teins kept their native structure. Only after breaking their secondary and tertiary struc-
tures they got suitable substrates for the proteasome. Additionally oxidative modifica-
tion of HAS increased the degradation rate. The degradation behaviour of the 20S pro-
teasome depended on the substrate protein. Oxidation of proteins and the presence of
Hsp90 generated different cleavage sites. Fifty percent of the proteasomal cuts took
place on unexpected cleavage sites which are normally not chosen by proteasomes. The
study on an exemplary PAP-BALF sample identified 9 proteins (e.g. SP-A, SP-B, HSA)
that all showed oxidative modifications. These findings lead to the assumption that al-
veolar proteins are generally oxidized in case of PAP and that there is advanced oxida-
tive stress in PAP. The sample also showed trypsin like, chymotrypsin like and caspase
like activity comparable to immuno 20S proteasome (i20S). Activity was lower com-
pared to healthy subjects maybe caused by an endogenous proteasom inhibitor.

These findings suggest a coexistence of enzymatic active 120S proteasome and
oxidative modified proteins in the alveolar space in PAP. Alveolar proteasome in PAP
may play a role in pathogenesis and progression of the disease. The data extends the
knowledge of the function of 20S proteasome and gives first indications of its potential
function in PAP. More research on a representative number of cases is needed to proove
these findings.
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1 Einleitung

Das Proteasom ist ein elementarer Regulator der intrazelluldren Proteinhomdostase eu-
karyoter Lebewesen [1]. Es wurde auch extrazelluldr im Alveolarraum nachgewiesen
[2]. Die pulmonale Alveolarproteinose (PAP) ist eine sehr seltene Lungenerkrankung,
bei der im Alveolarraum stark erhohte Proteinkonzentrationen [3, 4], aber auch stark
erhohte Proteasomkonzentrationen vorliegen [5]. Die potentielle Rolle des 20S Protea-
soms als Abbaueinheit fiir alveoldre Proteine im Rahmen der Krankheit PAP ist unklar.
Die vorliegende Arbeit soll Hinweise auf eine mogliche Rolle des 20S Proteasoms bei
PAP liefern.

1.1 Pulmonale Alveolarproteinose

Die pulmonale Alveolarproteinose (PAP) ist eine sehr seltene Lungenerkrankung, die
1958 von Rosen und Castelman [6] erstbeschrieben wurde. Die PAP geht mit einer Sto-
rung des alveoldren Proteinhaushalts einher, die sich durch Akkumulation von Phospho-
lipiden und Lipoproteinen in den Alveolen darstellt [6, 7] und zur Behinderung des

pulmonalen Gasaustauschs fiihrt.

1.1.1 Epidemiologie, Pathogenese und Klassifikation

Die PAP tritt mit einer Pravalenz von nur etwa 1:1.000.000 [8, 9] auf. Am haufigsten
sind Erwachsene im 3.-5. Lebensjahrzehnt betroffen [10] mit einer Haufung bei Mén-
nern und bei Rauchern [11]. Folgende drei Formen der PAP werden aufgrund ihrer pa-

thogenetischen Entstehungsmechanismen unterschieden [12]:

Primére PAP: Bei der primiren Form ist die Surfactant-Clearance, die physiologisch
durch Alveolarmakrophagen realisiert wird, gestort. Dies liegt an einer verminderten
Stimulation der Makrophagenaktivitit aufgrund einer Defizienz von Makrophagen-
wachstumsfaktor (Granulocyte macrophage-colony stimulating factor, GM-CSF). Bei
der seltenen hereditdren Variante der primiren PAP liegt die Ursache in Mutationen der
GM-CSF-Rezeptoren. Die weitaus hdufigere autoimmune Form der primdren PAP ist
durch GM-CSF-neutralisierende Antikorper verursacht. Die autoimmune Form hat eine

insgesamt sehr gute Prognose mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 92 % [10].
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Sekundire PAP: Die sekundire Form der PAP tritt nach Exposition inhalativer Noxen
(z. B. Metalldimpfe), bei hdmatologischen Neoplasien (z. B. chronisch myeloische
Leukidmie) und bei Immundefiziten auf [13—16]. In der Folge kommt es zu einem relati-
ven Mangel und zur Dysfunktion der Alveolarmakrophagen. In jiingster Zeit wird dar-
iiber hinaus diskutiert, dass inhalative Noxen auch indirekt, ndmlich tliber die Auslésung
autoimmuner Prozesse, eine sekundire PAP verursachen konnen [17]. Im Fall bestimm-
ter inhalativer Noxen wird der pulmonale Eisenstoffwechsel negativ beeinflusst, wo-
durch die Konzentration von Antioxidanzien reduziert wird [18]. Dadurch entsteht in

den Alveolen ein sog. ,,metall-katalysierter* oxidativer Stress.

PAP-dhnliche Syndrome: Hierunter fallen seltene Syndrome, die mit einem gestorten
Surfactant-Metabolismus einhergehen. Hierbei sind entweder die Produktion oder der
Transport gestort [12].

Allen Formen gemeinsam ist eine Storung der Surfactanthomdoostase sowie gleichzeitig
oder konsekutiv auch eine gestdrte Homoostase im Stoffwechsel anderer alveolérer Pro-

teine.

1.1.2 Klinik, Diagnostik und Therapie der PAP

Klinik: Die klinische Symptomatik ist unspezifisch. Die Patienten leiden unter Fatigue,
Belastungsdyspnoe und wenig-produktivem Husten. Bei der Lungenauskultation kann

Knisterrasseln wahrgenommen werden [19].

Diagnostik: Die Diagnostik umfasst [20, 21]: 1. Bildgebung: (Rontgen bzw. geeigneter
Computertomographie des Thorax), 2. die bronchoalveoldre Lavage (BAL) sowie als
ergidnzende Diagnostik 3. die Lungenfunktionsdiagnostik und 4. der laborchemische
Nachweis von GM-CSF-Autoantikérpern im Blut im Falle der autoimmunen Form [22].
Die Kombination aus klinisch-radiologischer Diagnostik zusammen mit einer Lungen-
lavage ist wegweisend und macht eine chirurgische Lungenbiopsie 1. d. R. liberfliissig
[23, 24]. In der BAL wird eine milchig-triibe Fliissigkeit gewonnen, die protein- und
phospholipidreiches, Periodic-acid-Schiff-reaction-positives Material enthdlt [20], so-
wie aus schaumigen Makrophagen und reichlich Zelldetritus besteht. Haufig zeigt sich
auBerdem eine erhohte Lymphozytenzahl in der BAL [25].

Therapie: Die BAL ist nicht nur das wichtigste diagnostische Werkzeug, sondern auch
das entscheidende therapeutische Verfahren, denn eine kausale Therapie existiert derzeit

noch nicht. Die Standardtherapie ist die Durchfiihrung einer BAL (auch Ganzlungenla-



1 Einleitung 3

vage, whole lung lavage, WLL) unter Vollnarkose in regelmafligen Abstinden. Um die
Alveolen suffizient zu reinigen, sind bis zu 30 Liter Lavagefliissigkeit notwendig [26].
Weitere Therapieansdtze im Rahmen von Studien sind: 1. Die Substitution von GM-
CSF [27-30], 2. immunmodulatorische Therapie mit Antikdrpern (Rituximab zur B-
Lymphozytendepletion) [31] und 3. die Transplantation von Makrophagen [32].

1.1.3 Bronchoalveoldre Lavage bei PAP

Die bei der BAL gewonnene Fliissigkeit wird bronchoalveoldre Lavagefliissigkeit ge-
nannt (BALF). Wie bei Gesunden besteht sie auch bei PAP aus zelluldren und 16slichen
Bestandteilen [6]. Ende der 1970er Jahre wurde erstmals die zweidimensionale Gele-
lektrophorese (2D-GE) eingesetzt, um das Proteom von BALF-Proben sichtbar zu ma-
chen [33, 34]. Es zeigte sich in der BALF von PAP-Patienten ein verdndertes Protein-
profil im Vergleich zur BALF von Gesunden [33]. Onodera et al. zeigten 1983, dass in
BALF-Proben von PAP-Patienten eine erheblich hohere Konzentration an Protein ent-
halten ist als in denen von Gesunden [3]. In der Literatur sind Gesamtproteinkonzentra-
tionen von PAP-BALF von 0,8 bis 5,2 mg/ml genannt [3, 4, 35, 36]. Diese liegen um
mehr als das zehnfache {iber denen von lungengesunden Kontrollen, die lediglich 0,06
bis 0,17 mg/ml betragen [4, 35-39]. Am loslichen Anteil der BALF von Gesunden und
von PAP-Patienten wurden in den Folgejahren zahlreiche Proteom-Studien durchge-
fiihrt und zahlreiche Proteine identifiziert [3, 33, 40-49]. Bei PAP und bei Gesunden
stellen Plasmaproteine, die vermutlich per Diffusion tiber die Blut-Luft-Schranke in die
Alveole gelangen, den Hauptanteil dar [44]. Daneben werden auch lungenspezifische
Proteine detektiert, bei denen von einer lokalen Synthese in der Lunge ausgegangen
wird, so z. B. die vermehrt exprimierten Surfactantproteine. Honda et al. beschrieben
1993 fiir PAP-BALF eine etwa zehnfach erhdhte Konzentration von Surfactantprotein
A im Vergleich zu Gesunden [36]. Fiir viele der identifizierten Proteine wurden
posttranslationale Modifikationen identifiziert. Es treten Glykosylierungen, Acetylie-
rungen, Sulfatierungen, Hydroxylierungen und Palmitoylierungen auf. [45-48, 50]. Sta-
rosta konnte 2004 zeigen, dass viele der identifizierten Proteine bei PAP in oxidiertem
Zustand vorliegen [49], was ein Hinweis darauf ist, dass in der Lunge von PAP-

Patienten verstiarkter oxidativer Stress herrscht.

1.1.4 Alveolares Proteasom bei PAP

In der BALF von Gesunden wie auch von PAP-Patienten befindet sich Proteasom. Bei

Gesunden liegt dessen mittlere Konzentration im Bereich von etwa 60 ng/ml BALF [5,
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51, 52]. Bei PAP-BALF werden mittlere Konzentrationen von 1800 ng/ml (Messwert
mitgeteilt von PD Dr. Stephan Sixt), bzw. 566 ng/ml [5] gemessen. Proteasom ist somit
bei PAP um Faktor 10 bis 30 stirker exprimiert. Bonella et al. konnten 2015 zeigen,
dass das Proteasom in der BALF von PAP-Patienten enzymatisch aktiv ist und kurze
Peptide verdaut [5]. Ob es auch in der Lage ist, komplexe und u. U. auch oxidierte Pro-
teine zu degradieren und dadurch moglicherweise eine Rolle bei der Pathogenese der
PAP spielt, ist unklar. Proteasom tritt in verschiedenen Subtypen mit unterschiedlicher
Struktur und Funktion auf. Im folgenden Abschnitt wird ein Uberblick iiber die ver-

schiedenen Proteasomtypen gegeben.

1.2 Das Proteasom

Proteasomen sind oligomere Multienzymkomplexe, die eine eigene Klasse von Protea-

sen darstellen. Sie treten extrazelluldr und intrazellulér (z. B. im Alveolarraum) auf.

1.2.1 Intrazellulares Proteasom

Erstmals wurde das Proteasom 1968 von Harris als Anhaftung an der Zellinnen-
membran des humanen Erythrozyten entdeckt und ,,Cylindrin‘ genannt [53, 54]. Spéter
konnte gezeigt werden, dass Proteasom im Organismus aller eukaryoter Lebewesen
vorkommt. Ein strukturell sehr dhnlicher Komplex wurde auch in einigen Prokaryonten
beschrieben, was dafiir spricht, dass es sich um eine phylogenetisch hochkonservierte
Struktur handelt [55, 56]. Eine herausragende Rolle spielt das Proteasom-System beim
intrazelluldren Proteinabbau. Es baut etwa 80 % der intrazelluldren Proteine ab [57, 58].
Zielstrukturen flir den proteasomalen Abbau sind intakte und beschédigte intrazelluldre
Proteine. Intakte Proteine werden vom Proteasom abgebaut, falls sie nicht ldnger bend-
tigt werden [59]. Beschéddigte und dadurch funktionslos gewordene Proteine sind eben-
falls Substrate fiir das Proteasom [60]. Zu Beschiddigungen von Proteinen kommt es
typischerweise durch Fehlfaltungen bei der Proteinbiosynthese oder beispielsweise
durch oxidativen Stress [58]. Das Proteasom liegt in etwa 30.000 Kopien pro Zelle vor
und macht bis zu 1 % der intrazelluldren Gesamtproteinmenge aus [61-63]. Es besteht
aus einem zylindrischen Hohlkorper, in den Proteine eingeschleust, enzymatisch degra-

diert und in Form kleinerer Peptide ausgeschleust werden.
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1.2.2 Extrazellulares Proteasom

Fiir viele Jahre galt die Annahme, dass Proteasom nur intrazellulédr auftritt. Dass es auch
extrazellular vorkommt, wurde erstmals 1993 von Wada et al. [64] gezeigt, die Protea-
som im Blutplasma nachweisen konnten. Spiter wurde es auch in anderen Kdorperfliis-
sigkeiten nachgewiesen, z. B. im Nebenhodensekret [65] und im Liquor cerebrospinalis
[66]. Im Jahr 2007 konnten Sixt et al. 20S Proteasom erstmals im Alveolarraum der
Lunge nachweisen [2]. Durch Studien an BALF konnte gezeigt werden, dass 20S Pro-
teasom dort physiologisch auftritt und enzymatisch aktiv ist. [2, 39, 51, 52, 67]. Bei
gesunden Individuen handelt es sich um 20S Proteasom [51]. Im Rahmen der Lungen-
erkrankung ARDS wurde eine Coexistenz von 20S Proteasom und Immunoproteasom
beschrieben [51]. Im Jahr 2015 konnten Bonella et al. extrazelluldres alveolédres Protea-
som auch im Rahmen der Lungenerkrankung PAP nachweisen und quantifizieren, je-
doch ohne eine Differenzierung von Proteasomsubtypen vorzunehmen [5]. Bei PAP und
anderen Lungenerkrankungen ist das alveoldre Proteasom im Gegensatz zu Lungenge-
sunden etwa um Faktor zehn erhdht exprimiert [5, 51, 52, 68]. Neben der Frage seiner
Herkunft ist insbesondere die Frage nach seiner Funktion im Rahmen der pulmonalen

Alveolarproteinose Gegenstand der aktuellen Forschung.

1.2.3 Das 20S Proteasom

Extrazelluldr wie intrazelluldr lassen sich unterschiedliche Proteasomtypen unterschei-
den. Fiir alle Subtypen gilt: Im Zentrum befindet sich stets das so genannte ,, Core-
Partikel “, das die eigentliche katalytische Einheit darstellt und auch als eigenstindige
Funktionseinheit auftritt. (s. Abb. 1).

a) perspektivische Ansicht b) abgerollter Proteasomzylinder

Abb. 1: Ultrastruktur des 20S Proteasoms

a) dreidimensionales Modell des 20S Proteasomzylinders (Core-Partikel), gebildet aus 2x7 o-Unter-
einheiten und 2x7 B-Untereinheiten; b) planares Modell des abgerollten Proteasomzylinders: blau umran-
det sind die drei proteolytisch aktiven Untereinheiten f1, f2, und BS. Abb. entnommen aus Jung et al. [1].
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An dessen Enden konnen ein bis zwei regulatorische Einheiten angelagert werden, die
die Funktionalitdt stark beeinflussen. Das Core-Partikel hat die Form eines beidseits
offenen Hohlzylinders mit den AuBenabmessungen 160 x 100 A und einem Innen-
durchmesser von 23 A [69]. Es setzt sich aus 28 Untereinheiten (UE) zusammen, die
jeweils Molekulargewichte von 20 bis 30 kDa besitzen [56, 70], was ein Gesamtmole-
kulargewicht von etwa 700 kDa ergibt. Beim Zentrifugieren des Core-Partikels ergibt
sich ein Sedimentationskoeffizient von 20 Svedberg (20S). Tritt das Core-Partikel als
eigenstdndige Funktionseinheit auf, wird es deshalb auch ,,20S Proteasom® genannt. Die
28 UE des Core-Partikels bestehen aus zweimal sieben a-UE und zweimal sieben S-UE,
die ringformig angeordnet sind. Die S-UE bilden eine Hauptkammer, in der der enzy-
matische Verdau stattfindet [56]. Die a-UE bilden zwei Vorkammern.

Enzymatische Aktivititen als Funktion der f-Untereinheiten: Von den insgesamt 14
strukturell unterschiedlichen UE sind drei UE (), >, fs) enzymatisch aktiv [71-73].
Untersuchungen mit kurzen fluorogenen Peptidsubstraten ergaben, dass die Untereinheit
f1 Peptidbindungen C-terminal von sauren Aminoséduren spaltet. Diese Enzymaktivitét
wird als ,caspaseartig oder als PGPH-Aktivitit (PGPH= post-glutamyl-peptide-
hydrolytic activity) bezeichnet [74]. Die Untereinheit £, spaltet Peptide C-terminal von
basischen Aminoséuren und wird ,.trypsinartig” genannt. Die dritte enzymatische Akti-
vitdt geht von der S5 Untereinheit aus und schneidet C-terminal von hydrophoben Ami-
nosduren und wird als ,,chymotrypsinartige* Aktivitit bezeichnet. Diese drei Aktivititen
werden als ,klassische Aktivititen bezeichnet [75]. Beim Verdau groBerer Proteine
entstehen Peptide mit einer Lénge von 2 bis 35 Aminosduren [76]. Bei genauerer Be-
trachtung zeigt sich dabei eine dreigipflige Verteilung mit Maxima im Bereich von 2 bis
3, 8 bis 10 und 20 bis 30 Aminosduren [77] (vgl. Abb. 2):

Haufigkeit

A 8-10 20-30

»

T —» Peptidlange
0 25 50 [Aminosauren]

Abb. 2: Haufigkeitsverteilung der Peptidliinge proteasomaler Verdauprodukte
Beim Verdau von Proteinen durch das Proteasom zeigt die Haufigkeitsverteilung der entstehenden Pepti-
de drei Maxima. Abbildung modifiziert in Anlehnung an Kéhler et al. [77].
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Selektive Substrateinschleusung als Funktion der a-Untereinheiten: Die Hauptauf-
gaben der a-UE sind die Erkennung von Substraten und deren selektive Einschleusung
ins Proteasom [78]. Dadurch werden zum einen Proteine vor spontaner Degradation
bewahrt, die nicht zum Abbau bestimmt sind, und zum anderen kann die Einstromrate
von Substraten reguliert werden [58]. Dieser streng regulierte Mechanismus des kon-
trollierten Offnens und SchlieBens des Proteasomzylinders wird als ,,Gating® bezeich-
net. Kristallographische Analysen zeigen, dass der Gating-Mechanismus durch Kon-
formationsdnderungen der a-UE realisiert wird [78]. Im inaktiven, geschlossenen Zu-
stand (Normalzustand) betriigt der Durchmesser an der Eintrittsstelle nur 9 A [69]. Zum
Offnen des Gates sind geeignete Aktivatoren notwendig, z. B. die Anwesenheit be-
stimmter lonen [1], hydrophobe Strukturen fehlgefalteter oder (oxidativ) beschéidigter
Substrate [79] oder das Anlagern von regulatorischen Kappen [80]. Im gedffneten Zu-
stand erweitert sich der Durchmesser der Eintrittsstelle auf 13 bis 20 A [69, 81, 82]. Bei
inaktiviertem Gate kann 20S Proteasom nur dann als Protease fungieren, wenn der
Durchmesser potentieller Substrate den Durchmesser des Gates nicht {iberschreitet. Fiir
die Funktion als Peptidase, bei der die Substrate sehr viel kleiner sind, ist der Offnungs-

zustand des Gates unerheblich und behindert den Verdau in keinem Fall [1].

1.2.4 Vergleich 20S Proteasom versus 26S Proteasom

Die beiden wichtigsten Erscheinungsformen des Proteasoms sind das 20S Proteasom
und das 26S Proteasom. Beide Formen kommen gleichzeitig in derselben Zelle vor und
fiihren eine Koexistenz. Vom Gesamtanteil des intrazelluldren Proteasoms entfallen
zwei Drittel auf das 20S Proteasom und ein Drittel auf Proteasomformen mit regulatori-

schen Kappen [83].

20S Proteasom: Das 20S Proteasom, als eigenstéindig funktionsfdhiges Core-Partikel,
degradiert vor allem (oxidativ) beschidigte intrazelluldre Proteine. Proteasomale De-

gradation iiber das 20S System geschieht ATP-unabhéngig.

26S Proteasom: Das komplexer aufgebaute 26S Proteasom dagegen besteht aus einem
20S Core-Partikel mit zwei aufgesetzten 19S Kappen, die als regulatorische Einheiten
dienen und besitzt ein Gesamtmolekulargewicht von 2.100 kDa [84]. Die 19S Kappen
vermitteln die spezifische Erkennung ubiquitinierter Proteine und translozieren diese
unter ATP-Verbrauch ins Core-Partikel [82, 85]. Die primiren Aufgaben des 26S Ubi-
quitin-Proteasom-Systems sind der Abbau fehlgefalteter Proteine im Rahmen der Prote-
inbiosynthese [86] sowie der Abbau unbeschédigter Proteine, z. B. kurzlebige regulato-

rische Proteine der Signaltransduktionskaskade [87]. Die vorherige Ubiquitinierung
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regulatorischer Proteine ist essenziell, da die Proteine unbeschidigt sind und deshalb bei
fehlendem Ubiquitinsignal nicht als Substrate fiir das Proteasom dienen kdnnen. Protea-

somale Degradation iiber das 26S System geschieht ATP-abhingig.

1.2.5 Das Immunoproteasom

Im Rahmen der Immunabwehr kénnen unter dem induzierenden Einfluss von Zytokinen
strukturell und funktionell abweichende Proteasomen synthetisiert werden, die als ,,Im-
munoproteasom® bezeichnet werden. Die Existenz des Immunoproteasoms wurde erst-
mals 1994 gezeigt [88—90]. Als Induktoren fiir die Produktion von Immunoproteasomen
werden die Zytokine Interferon gamma (IFN-y), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)
und der Bakterienzellmembranbestandteil Lipopolysaccharid (LPS) beschrieben [91,
92]. Der Unterschied zum Standardproteasom besteht darin, dass bei der Neusynthese
von Immunoproteasom statt der bekannten enzymatisch aktiven Untereinheiten S, f»
und ps die Untereinheiten S, f»i und fs; eingesetzt werden. Der Index ,,i* steht fiir ,,in-
duzierbar®. [88]. Es entsteht ein Immuno-20S-Proteasom (i20S). Sind nur eine oder
zwei der drei enzymatisch aktiven UE ausgetauscht, wird es als ,,Intermediat-Typ-
Proteasom® bezeichnet. Zusétzlich zu den strukturellen Verdnderungen im 20S Core-
Partikel wird auch die Anlagerung regulatorischer Kappen, z. B. der 11S Kappe bzw.
der 19S Kappe beobachtet. Triagt das i20S-Proteasom regulatorische Kappen, wird es
ebenfalls Immunoproteasom oder i26S genannt. Handelt es sich um zwei unterschiedli-
che Kappen, dann wird die Bezeichnung Hybrid-Proteasom gewihlt. Die Abb. 3 veran-
schaulicht die Verhéltnisse:

i26S

20S i20S
Immunoproteasom-Typen

Standardproteasom Immunoproteasom @

IFN-y 198
&

118

, 198-208-11S
195-205-198  yprige | 11S-208-118

Abb. 3: Formen des Immunoproteasoms

Unter dem Einfluss von Zytokinen (z. B. Interferon y, IFN-y) synthetisiertes i20S Immunoproteasom
enthilt im Gegensatz zum 20S Standard Proteasom die sog. induzierbaren Untereinheiten fy;, £, und fs;.
Durch Anlagerung von regulatorischen 19S oder 11S Kappen ist die Bildung von drei verschiedenen
i26S Formen mdglich. Abbildung entnommen aus Angeles et al. [93].
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Das Immunoproteasom degradiert z. B. Antigene innerhalb krebs- oder virusbefallener
Zellen [94]. Es arbeitet im Vergleich zum 26S-Proteasom mit einer hoheren Degradati-
onsrate und produziert kiirzere Peptide mit einer Lange von nur 8 bis 10 Aminosiuren
[95]. Diese werden an MHC-Molekiile (major histocompatibility complex, Haupthisto-
kompatibilititskomplex) der Klasse I gebunden und zur Antigenpridsentation benutzt
[88]. Auch das Schnittverhalten unterscheidet sich beim Immunoproteasom von dem
des Standardproteasoms. Es zeigt verstirkte Aktivitét filir trypsinartiges Schnittverhalten
und reduzierte Aktivitdt fiir caspaseartiges Schnittverhalten [96, 97]. Fiir die chy-
motrypsinartige Aktivitidt gibt es widerspriichliche Untersuchungen. Dahlmann et al.
beschreiben eine reduzierte chymotrypsinartige Aktivitit [96], wéihrend Gaczynska
et al. eine Erh6hung berichten [97].

Neben den immunologischen Funktionen wurde gezeigt, dass auch oxidierte Proteine
geeignete Substrate fiir das Immunoproteasom darstellen [98, 99]. Durch Anlagerung
von zwei regulatorischen 11S Kappen an das i20S Proteasom wird die enzymatische
Aktivitit beim Verdau oxidierter Proteine gesteigert [100]. Aufgrund dieser und weite-
rer nicht-immunologischer Funktionen wird in jlingster Zeit fiir das Immunoproteasom

die Bezeichnung ,,induzierbares Proteasom® propagiert [101, 102].

1.3 Die Rolle des 20S Proteasoms bei oxidativem Stress

Die zentrale Aufgabe des 20S Proteasoms ist die Degradation oxidativ beschiadigter
Proteine [102—108]. Chaperone, insbesondere das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90), kon-

nen beim Verdau oxidierter Proteine durch das 20S Proteasom assistieren [109].

1.3.1 Oxidativer Stress

Eine Stoffwechsellage wird dann als oxidativer Stress bezeichnet, wenn ein Missver-
hiltnis zwischen Oxidanzien und Antioxidanzien mit Uberwiegen der Oxidanzien vor-
liegt, das in der Lage ist Schaden anzurichten [110]. Oxidativer Stress entsteht zum ei-
nen als physiologisch auftretendes Nebenprodukt aus der oxidativen Phosphorylierung
und aus dem Stoffwechsel der Oxidoreduktasen [111] sowie durch Makrophagen, die
reaktive Sauerstoffspezies zur Vernichtung von Mikroorganismen abgeben [103]. Au-
Berdem fiihren zahlreiche exogene Noxen (wie UV-Strahlung, Ozon, Stickoxide, Stiu-
be, sowie bestimmte Medikamente und Industriechemikalien) zur Entstehung von oxi-

dativem Stress [111]. Oxidative Beschddigungen von Proteinen werden durch freie Ra-
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dikale (z. B. radikale Sauerstoff- oder Stickstoffspezies) oder durch nicht-radikalische
Oxidanzien (z. B. Wasserstoffperoxid) hervorgerufen. Wasserstoffperoxid spielt eine
physiologische Rolle bei der Proteindegradation in Makrophagen und entsteht aulerdem

als Nebenprodukt verschiedener Enzymreaktionen.

Bereits in den 1990er Jahren konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress Aminosdu-
ren modifizieren kann [112] und dariiber hinaus sogar das Kohlenstoffgeriist eines Pro-
teins zerstoren kann. Je nachdem, wie stark der oxidative Stress ausgeprégt ist, treten

drei verschiedene Stadien der Proteinoxidation ein [105], die in Abb. 4 dargestellt sind.

natives Protein Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3
schwach oxidiertes schwach oxidiertes, mehrfach oxidiertes
Protein; Faltung und entfaltetes und funkti- und kovalent mit ande-
Funktion intakt onsloses Protein ren Proteinen quer-

vernetztes Protein

Abb. 4: Stadieneinteilung der Proteinoxidation
Native Proteine zeigen bei oxidativem Stress, abhéngig von dessen Stérke, strukturelle und funktionelle
Verinderungen, die nach Jung et al. [105] in drei Stadien eingeteilt werden. Abb. entnommen aus [105].

Das native Protein stellt die in der Natur vorkommende aktive und unbeschéddigte Form
des Proteins dar. Oxidationen kommen lediglich in Form intramolekularer Disulfidbrii-
cken zwischen Cysteinen vor. Ansonsten besitzen native unbeschédigte Proteine keine
weiteren Oxidationen an anderen Aminosduren und befinden sich in ihrem korrekten
Faltungszustand. Unter dem Einfluss méaBigen oxidativen Stresses bildet sich das Stadi-
um | aus, in dem es zur Oxidation einzelner Aminosduren kommt. Am empfanglichsten
dafiir sind Cystein und Methionin [113]. Die korrekte Faltung des Proteins bleibt dabei
zunidchst erhalten. Es resultiert aber eine verminderte Aktivitdt des Proteins [105]. Bei
starkerem oxidativem Stress geht das Protein in Stadium 2 iiber, in dem es neben der
Oxidation einzelner Aminoséuren auch seine korrekte Faltung verliert und dadurch in-
aktiv wird. Unter dem Einfluss starker Oxidation hdufen sich die Oxidationen von Ami-
nosduren und es kommt zusétzlich zur Ausbildung von kovalenten Querverbindungen
zwischen beschidigten Proteinen. Dies fiihrt zur Bildung von Proteinaggregaten (Stadi-
um 3) [114]. Im Rahmen der Krankheit PAP ist eine besondere Belastung der Lunge
durch oxidativen Stress gegeben, die an der in vivo vorhandenen Oxidation des lungen-

spezifischen Proteins Surfactant A nachweisbar ist [49].
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1.3.2 Proteasomfunktion bei oxidativem Stress

Abbau oxidativ verinderter Proteine: Unbeschéddigte sowie durch Fehlfaltung funk-
tionell gestorte Proteine werden mit Ubiquitin markiert und liber das 26S Ubiquitin-
Proteasom-System abgebaut [86, 87]. Schwach oxidierte aber strukturell noch intakte
Proteine (Stadium 1) werden von Reparaturenzymen wiederhergestellt [115, 116]. Stark
oxidierte Proteine dagegen, die bereits Proteinaggregate gebildet haben (Stadium 3),
sind irreparabel geschéddigt und werden {iber das Autophagie-Lysosom-System (ALS)
abgebaut [117]. Der Abbau irreparabel oxidativ beschédigter Proteine ohne Aggregat-
bildung (Stadium 2) ist das Aufgabengebiet des 20S Proteasoms [103—-108]. Die Abb. 5

gibt einen Uberblick iiber die genannten Abbauwege.

natives Protein oxidiertes Protein < Proteinaggregat

’ F X OX. Stress .;_ﬂ ox Stress cStessy, ¢ _YK
‘*’r
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Abb. 5: Schematische Ubersicht der intrazelluliiren Abbauwege von Proteinen

Oxidativer Stress (ox. Stress) modifiziert die Proteinstruktur und kann zur Bildung von Proteinaggrega-
ten filhren. Native Proteine werden nach Ubiquitinierung vom 26S Proteasom abgebaut, schwach oxi-
dierte Proteine vom 20S Proteasom, Proteinaggregate vom Autophagie-Lysosom-System (ALS). Oxi-
dierte Proteine hemmen die Funktion des 26S Proteasoms, und Proteinaggregate hemmen die Funktion
des 20S Proteasoms (rote Linien). Unter oxidativem Stress disassembliert 26S Proteasom zu 20S Protea-
som. Abbildung modifiziert in Anlehnung an Grimm et al. [58].
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Einfluss von oxidativem Stress auf das Proteasom: In Abwesenheit von oxidativem
Stress ist das 26S Proteasom die bedeutendste Funktionseinheit zum Abbau von Protei-
nen [103]. Oxidativ beschidigte Proteine, Proteinaggregate und oxidierte Lipide inhi-
bieren es jedoch in seiner Funktion [118]. Unter akuten Attacken von oxidativem Stress
disassembliert 26S Proteasom sogar und zerféllt in sein 20S Core-Partikel und zwei
freie 19S Kappen [119]. Das 20S Proteasom und das Immunoproteasom dagegen ver-
halten sich unter oxidativem Stress stabil [99, 118] und sind auch unter diesen Bedin-

gungen hochpotent beim Abbau oxidativ beschddigter Proteine [120].

1.3.3 Chaperone als Assistenten beim Abbau oxidativ beschadigter
Proteine

Chaperone konnen bei der Degradation oxidierter Proteine durch das 20S Proteasom
assistieren [109, 121, 122]. Das Chaperon Hsp90 wird unter oxidativem Stress vermehrt
synthetisiert [123, 124]. Co-Lokalisation von Hsp90 mit Proteasom wird haufig beo-
bachtet [123, 125] und wurde auch im Alveolarraum nachgewiesen [2]. Unter physiolo-
gischen Bedingungen, in denen eine Zelle keinem oxidativen Stress ausgesetzt ist, wirkt
Hsp90 als negativer Regulator der Proteasomfunktion [103, 126]. Wird die Zelle dage-
gen oxidativem Stress ausgesetzt, kehrt sich seine Rolle um, und Hsp90 schiitzt die pro-
teasomale Funktion vor Inaktivierung [122, 127]. Fiir bestimmte oxidierte Substrate
konnte sogar gezeigt werden, dass sie erst in Anwesenheit von Hsp90 zum Substrat fiir
das 20S Proteasom werden [128].

1.4 Ziele der Arbeit

Das Proteasom ist ein elementarer Regulator der intrazelluldren Proteinhomdostase.
Enzymatisch aktives 20S Proteasom wurde auch extrazelluldr im Alveolarraum nach-
gewiesen [2, 5, 39, 51]. Die pulmonale Alveolarproteinose (PAP) ist eine Lungener-
krankung, bei der (verglichen mit lungengesunden Individuen) im Alveolarraum stark
erhohte Proteinkonzentrationen und gleichzeitig stark erhohte Proteasomkonzentratio-
nen vorliegen [3, 5, 33]. Wie der Oxidationsstatus der alveoldren Proteine bei PAP aus-
sieht, wodurch die enzymatische Aktivitit des alveoldren Proteasoms bei PAP beein-
flusst wird und ob die alveoldren Proteine bei PAP geeignete Substrate fiir das Protea-
som sind, ist unklar.

Es war das {libergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit, Testsysteme zur Charakterisie-
rung von Proteasomaktivititen und zum Verdauverhalten des 20S Proteasoms zu entwi-
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ckeln und an Modellpeptiden und -proteinen sowie exemplarisch an Probenmaterial aus
PAP-Patienten anzuwenden. Im Einzelnen waren die Ziele:

1. Exemplarische quantitative und qualitative Analyse von Proteinen aus der BAL
von PAP-Patienten.

2. Aufbau eines Testsystems zur Messung der enzymatischen Aktivitit von 20S
Proteasom und Anwendung des Testsystems an extrazelluldrem alveoldarem 20S
Proteasom eines PAP-Patienten, sowie an intrazellulirem 20S Proteasom aus

den Erythrozyten gesunder Probanden.

3. Entwicklung und Anwendung eines Testsystems zur Analyse des Verdauverhal-

tens des 20S Proteasoms, insbesondere im Hinblick auf:

— den Einfluss der Umgebungsbedingungen (Puffer, Zeit, Temperatur,

denaturierende Bedingungen),
— den Einfluss der dreidimensionalen rdumlichen Struktur eines Proteins,
— den Einfluss von oxidativem Stress

— und den Einfluss des Chaperons Hsp90.

Hierfiir wurden anhand einer exemplarischen PAP-BALF das Gesamtprotein mit dem
Verfahren nach Lowry quantifiziert und die prominentesten Proteine nach Auftrennung
mittels 1D Gelelektrophorese und In-Gel-Verdau mit Hilfe der Elektrospray-

Ionisations-Massenspektrometrie identifiziert.

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt des alveoldren Proteasoms wurde ein flu-
oreszenzoptischer Assay verwendet. Zunéchst erfolgte die Charakterisierung der Aktivi-
tiaten verschiedener 20S Proteasomchargen, die aus humanen Erythrozyten gewonnen
wurden. Weiterhin wurde mit Hilfe dieses Assays die Enzymaktivitit von alveoldrem
Proteasom einer PAP-BALF quantifiziert und mit den erstgenannten Ergebnissen ver-
glichen.

Um die Frage zu beantworten, ob die in der BALF von PAP Patienten identifizierten
komplexen Proteine geeignete Substrate fiir das 20S Proteasom sind, wurden in vitro
Versuche zum Verdauverhalten mit dem 20S Proteasom aus Erythrozyten durchgefiihrt.
Insbesondere wurde hier der Einfluss von Proteindenaturierung (zum Aufbrechen nati-
ver 3D-Strukturen), der Einfluss von Proteinoxidation (zur Simulation des alveoldren
oxidativen Stresses), der Einfluss des Chaperons Hsp90 und der Einfluss verschiedener
Umgebungsbedingungen untersucht. Die Verdauprodukte wurden mit Hilfe der Elektro-

spray-lonisations-Massenspektrometrie charakterisiert.
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2.1 Chemikalien und Probenmaterial

2.1.1 Chemikalien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Chemikalien folgender Hersteller verwendet: Merck
(Darmstadt), Sigma Aldrich (Miinchen), Bachem (Bubendorf, Schweiz), Enzo Life
Sciences (Lorrach) bzw. Biozol Diagnostica (Eching). Aulerdem kam Reinstwasser aus
einer Millipore-Anlage zum Einsatz. Lyophylisiertes humanes Serumalbumin (Moleku-
largewicht 66.478 Da, Produktnummer A3782) und lyophylisiertes rekombinantes Hu-
maninsulin (Produktnummer 12643) wurden von Sigma Aldrich (Miinchen) bezogen.

Folgende Puffer wurden verwendet.

Tabelle 1: Zusammensetzung des HEPES-Puffers

Substanz Konzentration [mM]  Molekulargewicht [g/mol]

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- 20 238,31
piperazinyl)-ethansulfonséure

MgAc, Magnesiumazid 2 214,46

DTT Dithiothreitol 1 154,25

pH = 7,8 eingestellt mit NaOH

Tabelle 2: Zusammensetzung des TEAD-Puffers

Substanz Konzentration [mM]  Molekulargewicht [g/mol]

TRIS-HCl  2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-1,3-

Propanediol-Hydrochlorid 20 157,60
Na-EDTA  Natrium-Ethylen-Diamintetraacetat 1 414,20
NaNj; Natriumazid 1 65,01
DTT Dithiothreitol 1 154,25

pH = 7,2 eingestellt mit NaOH

Tabelle 3: Zusammensetzung des TRIS-Puffers

Substanz Konzentration [mM] Molekulargewicht [g/mol]

TRIS-HCl  2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-1,3- 20 157,60
Propanediol-Hydrochlorid

MgCl, Magnesiumchlorid 2 203,30

DTT Dithiothreitol 1 154,25

pH = 7,8 eingestellt mit KOH
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2.1.2 Bronchoalveolare Lavage bei PAP

Im Rahmen dieser Arbeit wurden BALF-Proben von zwei verschiedenen PAP-Patienten
untersucht. Die beiden Proben (Probennamen WLL48 und WLL4) wurden von Prof. Dr.
med. U. Costabel aus der Ruhrlandklinik, Westdeutsches Lungenzentrum am Universi-
tatsklinikum Essen gGmbh, Abteilung Pneumologie-Allergologie dankenswerter Weise
zur Verfligung gestellt. Die Gewinnung erfolgte dort im Rahmen einer therapeutischen
BAL nach dem klassischen Verfahren von Ramirez et al. [129]. Es handelt sich bei bei-
den Proben um aliquotierte Teilvolumina aus dem ersten zuriickgewonnenen Liter der
instillierten NaCl 0,9 % Losung. Fiir die Gewinnung, die Einlagerung und die Untersu-
chung der BALF-Proben liegt eine Genehmigung der Ethikkommission des Universi-
tatsklinikums Essen vor (Ethikvotum 06-3170 ,,Archivierung von Gewebe und Korper-
fliissigkeiten in einer Biobank bei Patienten mit Lungenerkrankungen zur Ermittlung
moglicher Krankheitsursachen sowie priadiktiver Faktoren hinsichtlich Therapieanspre-

chen und Prognose®).

2.1.3 Alveolares Proteasom

Alveolédres Proteasom lag als Bestandteil der o. g. beiden BALF-Proben (WLL4 und
WLLA48) zweier PAP-Patienten vor. Die Konzentration in den beiden Proben betrug
(mitgeteilt von PD Dr. Stephan Sixt): 1.730 ng/ml (Probe WLL48) bzw. 1.996 ng/ml.
(Probe WLLA4). Eine Isolierung des Proteasoms aus der BALF ist in der praktischen
Umsetzung sehr aufwéndig und wurde in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt.

2.1.4 Erythrozytares 20S Proteasom

Erythrozytires 20S Proteasom (isoliert aus humanen Erythrozyten, h-Ery) wurde fiir
einen Teil der Versuche im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Es kamen drei unter-
schiedliche Chargen der Proteasompréparation h-Ery (Ch 1, 2, 3) zum Einsatz, die in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. Burkhardt Dahlmann, Institut fiir Biochemie an
der Charité¢ in Berlin gewonnen und uns dankenswerterweise zur Verfligung gestellt
wurden. Es handelte sich dabei um gepoolte Proben, denn die in der jeweiligen Charge
enthaltenen Proteasomen wurden aus gepoolten Blutproben mehrerer Spender isoliert.
Das erythrozytéire Proteasom wurde in einer Trigerlosung aus 50 % Glycerin und 50 %
TEAD-Puffer (20mM Tris/HCI, ImM Natrium-Ethylen-Diamintetraacetat 1mM Natri-
umazid, ImM DTT, pH 7,2) zur Verfiigung gestellt.
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2.2 Biochemische Trennverfahren

2.2.1 Dialyse

Das Verfahren der Dialyse wurde im Rahmen dieser Arbeit angewandt, um die aus hu-
manen Erythrozyten gewonnenen Proteasompriparationen sowie gelostes Albumin auf-

zureinigen.

Aufreinigung der h-Ery-Proteasompriparation: Ziel war es, Glycerin (Molekular-
gewicht: ca. 92 Da) und Puffersubstanzen zu entfernen. Dafiir kamen Dialysatoren des
Typs ,,Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Unit*“ (Thermo Fisher Scientific, Bonn) zum Ein-
satz. Die Porengrof3e der Dialysemembran (Cut off) betrug 10 kDa. Die Dialyse erfolgte

in zwei Schritten jeweils gegen 2 | Reinstwasser fiir jeweils 30 min.

Aufreinigung von Albumin-Lésung: Ziel war es, mogliche kleinmolekulare Verunrei-
nigungen und Albumin-Fragmente zu entfernen. Daflir kamen Dialysatoren des Typs
»dlide-A-Lyzer MINI Dialysis Unit* (Thermo Fisher Scientific, Bonn) zum Einsatz.
Die Porengroe der Dialysemembran (Cut off) betrug 10 kDa. Die Dialyse von 100 pl

gelostem humanem Serumalbumin erfolgte gegen 2 1 Reinstwasser fiir 120 min.

2.2.2 GroRenausschlusszentrifugation

Die GroBenausschlusszentrifugation dient der Trennung von fliissigen Stoffgemischen
nach einem definierten Molekulargewicht. Unter Einwirkung der Zentrifugalkraft er-
folgt die Trennung innerhalb eines Zweikammergefdfles durch Einsatz einer Membran
mit definierter PorengrofBe (Cut off, s. Abb. 6).

Das Verfahren wurde verwendet zum Entfernen von Wasserstoffperoxid (H,O,) und
nicht-proteasomaler Degradationsprodukte aus einem Gemisch von 20S Proteasom und
Albumin. Es kamen Zentrifugenfilter des Typs ,,Amicon* (Amicon Ultra-0,5ml Centri-
fugal Filter for DNA and Protein Purification and Concentration, 50 MWCO, Fa. Merck
Millipore, Darmstadt, Deutschland) zum Einsatz. Ein Cut off von 50 kDa war geeignet,
um Wasserstoffperoxid aus dem Gemisch zu entfernen und Protein zuriickzuhalten. In
die obere Kammer wurden bis zu 0,5 ml Probe eingefiillt und bei 14.000 x g fiir 20 min
bei 4°C zentrifugiert. Die Fliissigkeit in der unteren Kammer wurde danach verworfen.

Um die Reinheit der Probe zu erhohen, erfolgten zwei weitere Waschschritte durch Zu-
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gabe von Reinstwasser in die obere Kammer und nachfolgendem Abzentrifugieren. Das
hochmolekulare Albumin wurde im ,,Re-Spin“-~Verfahren durch umgedrehtes Einlegen
des Amicon-Filters in die Zentrifuge aus dem Filter zuriickgewonnen. Der Re-Spin er-
folgte fiir 2 min bei 1.000 x g.

f— | — | — o4
l l [~~~ Membran mit definierter
PorengréRe (,Cut off*)

M|l
[ ]

Abb. 6: Funktionsprinzip der Grofienausschlusszentrifugation

Unter Einwirkung der Zentrifugalkraft (F) werden die Proteine (P) von einer Membran mit definierter
PorengroBe (,,Cut off*) zuriickgehalten und dadurch von Lésungsmitteln und Molekiilen getrennt, deren
Grofe unterhalb des Cut offs liegt.

2.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Der Assay nach Lowry ist ein etabliertes photometrisches Verfahren zur quantitativen
Bestimmung des Gesamtproteingehaltes einer Losung [130], der hier zur Ermittlung des
Proteingehalts von BALF angewandt wurde. Zunéchst erfolgte die Inkubation der Pro-
ben unbekannten Proteingehalts mit den Reagenzien aus Tabelle 4 (im Verhiltnis
A:B:C =100:1:1) fir 10 min bei Raumtemperatur.

Tabelle 4: Reagenzien fiir den Assay nach Lowry

Reagenzien  Substanz Dosierung

Reagenz A Na,CO; 10 g in 500 ml NaOH (0,1 M)
Reagenz B K-Na-Tartrat 2 g ad 100 ml HyO gy
Reagenz C CuSO, * 5 H,0O 1 g ad 100 ml HyO gy

Im zweiten Schritt wurde Folins-Reagenz zugegeben (Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz,
s. [131], Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur), wodurch eine Blaufirbung erzeugt
wurde. Aus der photometrisch gemessenen Intensitdt (Messgerdt: Synergy 2 Multi-
Mode Reader, BioTek® Instruments, Vermont, USA) der Blaufarbung wurde durch Ab-
gleich mit einem Proteinstandard aus gelostem bovinem Serumalbumin (BSA) der Pro-
teingehalt der Probe quantifiziert.
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2.4 Messung der enzymatischen Aktivitat von Proteasom

Zur Bestimmung der drei klassischen proteolytischen Aktivititen von Proteasomen
(trypsinartige, chymotrypsinartige und caspaseartige Aktivitidt) wurde ein Assay ange-
wandt, der auf einer Enzym-Substrat-Reaktion mit Proteasom als Enzym und fluoroge-
nen Testpeptiden als Substrate basiert (s. Abb. 7). Der hier eingesetzte Assay basiert auf
dem Verfahren von Dahlmann et al. [96]. Als Reaktionsprodukt entsteht das fluoreszie-
rende 7-Amino-4-Methylcoumarin (AMC).

| Peptid | — ? — [ Peptid | ‘7—‘1»

/ Proteasom\

Peptld

8><.

Abb. 7: Funktionsprinzip des Enzymassays zur Messung der Proteasom-Aktivitiit
Beim Verdau des Testpeptids 16st das Proteasom die chemische Bindung zwischen der Peptidkette und
der Fluoreszenzsonde (AMC) auf, wodurch freies AMC entsteht, das Fluoreszenzsignale emittiert.

Durch Messung der Fluoreszenz wird eine quantitative Aussage iiber die umgesetzte
Substratmenge und damit iiber die enzymatische Aktivitit des Proteasoms ermoglicht.

Folgende Reagenzien wurden fiir den Assay verwendet:

Fluorogene Testpeptide: Zur Untersuchung der klassischen drei Aktivititen wurden
die drei fluorogenen Testsubstrate aus Tabelle 5 eingesetzt (Bachem, Bubendorf,
Schweiz), die jeweils eine charakteristische Schnittstelle fiir die entsprechende Enzym-
aktivitat besitzen. An die Testpeptide mit einer Lange von drei bis vier Aminoséuren ist
an einem Ende eine Schutzgruppe (Succinyl = Suc, Benzoyl = BZ, bzw. Benzyloxycar-
bonyl- = Z) gebunden, die einen proteolytischen Angriff auf dieser Seite verhindert,
sowie am anderen Ende ein AMC-Molekiil. Die Stammldsungen mit Dimethylsulfoxid
(DMSO) als Losungsmittel (10 mM Suc-LLVY-AMC, 4 mM BZ-VGR-AMC sowie
4 mM Z-LLE-AMC) wurden in TEAD-Puffer auf die benétigten Endkonzentrationen
verdiinnt: 200 uM Suc-LLVY-AMC, 400 uM, BZ-VGR-AMC sowie 400 uM Z-LLE-
AMC.
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Tabelle 5: Fluorogene Testsubstrate zur Messung der enzymatischen Aktivitit von Proteasom

Testpeptid charakteristische Schnittstelle Enzymaktivitdt
BZ—-VGR - AMC C-terminal von Arginin trypsinartig

Suc —LLVY — AMC C-terminal von Tyrosin chymotrypsinartig
Z—-LLE - AMC C-terminal von Glutamat caspaseartig

Schutzgruppen kursiv dargestellt (BZ: Benzoyl, Suc: Succinyl, Z: Benzyloxycarbonyl), die Aminoséure-
abfolge im Ein-Buchstaben-Code. AMC (7-Amino-4-Methylcoumarin) fungiert als Fluoreszenzsonde

Stopp-Losung: Nach Ablauf der Inkubationszeit von Proteasom und Substrat wurde die
Reaktion durch Zugabe von Stopp-Losung beendet. Es wurde fiir einen Teil der Versu-
che Ethanol (99,8 %) und fiir einen Teil der Versuche die in Tabelle 6 beschriebene

Losung verwendet.

Tabelle 6: Zusammensetzung der Stopp-Losung fiir den Enzymassay zur Messung der Proteasom-
Aktivitit

Substanz Konzentration [mM] Molekulargewicht [g/mol]
Natrium-Chlor-Azetat 100 116,47
Natrium-Azetat 30 82,03
Essigséure 70 60,00

241 Enzym-Assay zur Messung der Proteasom-Aktivitat

Die Proteasomaktivitidt wurde mit Hilfe des folgenden Versuchsaufbaus gemessen. Die
zu untersuchende Proteasompréparation wurde zusammen mit fluorogenen Testpeptiden
auf eine 96-Well-Platte in verschiedenen Enzym-Substrat-Verhéltnissen pipettiert und
fiir eine definierte Zeit bei 37°C in TEAD-Puffer (s. Tabelle 2) inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 pl einer der o. g. Stopp-
Losungen beendet. Es erfolgte die Messung der Fluoreszenz im Fluorometer (Synergy 2
Multi-Mode Reader, BioTek® Instruments, Vermont, USA, Anregung mit A=350 nm,
Emissionsmessung mit A=460 nm im Messmodus ,,top400°). Die Fluoreszenzintensitit

korreliert direkt linear mit der Menge an umgesetztem Substrat.

Mit Hilfe einer zuvor aufgenommenen Eichreihe als Grundlage (s. Abschnitt 2.4.2)
wurde liber die Beziehung aus Gleichung (2.1) der Substratumsatz in Mol errechnet.
Die variablen GroBen fiir die enzymatische Aktivitit des Proteasoms sind die eingesetz-
te Menge Proteasom, der molare Substratumsatz und die Inkubationszeit. Zur Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse mit Angaben aus der Literatur wurden spezifische Aktivi-
titen (s. Abschnitt 2.4.3) berechnet. Die Aktivitdt wurde dabei entweder auf die molare
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Menge an eingesetztem Proteasom nach Gleichung (2.3) oder auf die Masse an einge-

setztem Proteasom nach Gleichung (2.4) normiert.

2.4.2 Eichreihe mit AMC

Um von der gemessenen Fluoreszenz auf die molare Menge an freiem AMC schlieBen
zu konnen, wurde zuvor als Referenz eine Eichreihe mit AMC angefertigt. Dazu wurde
freies AMC in verschiedenen Verdiinnungsstufen der Fluoreszenzmessung unterzogen.
Als Losungsmittel wurde DMSO eingesetzt. Ausgehend von einer AMC-Start-
Konzentration von 3000 pmol/ml wurde eine siebenstufige Verdiinnungsreihe herge-
stellt, bei der sich die AMC-Konzentration jedes Mal halbiert. Von den AMC-
Verdiinnungen wurden jeweils 200 ul als Doppelproben auf eine 96-Well-Platte pipet-
tiert und fluorometrisch gemessen. Die Ausgleichskurve durch die Messwerte der acht
Verdiinnungsstufen zeigte lineares Verhalten. Abziiglich der Null-Werte von Testansét-
zen, die lediglich DMSO enthielten, wird das lineare Verhalten mit folgender Aus-

gleichsgeraden beschrieben:
y=2,77 x+10 (2.1)

Daraus folgt der lineare Zusammenhang zwischen gemessener Fluoreszenz (y) und ein-

gesetzter AMC-Stoffmenge (x) in pmol:

y—10
= [
X 277 [ pmol] (2.2)

Mit Hilfe von Gleichung (2.2) wurde die umgesetzte Substratmenge berechnet.

2.4.3 Spezifische enzymatische Aktivitat

Um eine Vergleichbarkeit mit Literaturwerten herstellen zu konnen, bietet sich die An-
gabe der Aktivitdt bzw. der spezifischen Aktivitidt normiert auf die eingesetzte Enzym-
menge in Mol oder Gramm an. Die enzymatische Aktivitit des Proteasoms wird in Ka-
tal (kat) angegeben. Die Einheit Katal ergibt sich aus dem Substratumsatz (in Mol) pro
Zeiteinheit (in Sekunden). Normiert auf die eingesetzte Enzymmenge in Mol ergibt sich

die spezifische Aktivitat:
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spezifische Aktivitit =

Substratumsatz [mol ] kat
= (2.3)

Inkubationszeit [s] - Enzymmenge [mol ] mol

Alternativ kann die spezifische Aktivitit auch auf die eingesetzte Enzymmasse in

Gramm normiert werden:

spezifische Aktivitit = Substratumsatz [mol] [kat} 2.4)

Inkubationszeit [s] - Enzymmenge [g] ?

2.5 Eindimensionale Gelelektrophorese

Die eindimensionale Gelelektrophorese (1D-Gelelektrophorese) ist eine Standardme-
thode, um Proteine eines Proteingemisches nach ihrem Molekulargewicht zu trennen
und wurde 1970 von Lammli entwickelt [132]. Die Trennung erfolgt innerhalb einer
Polyacrylamid (PAA)-Gelmatrix durch Anlegen eines elektrischen Felds. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die Proteinproben zundchst mit Lammli-Puffer (vgl. [132]) ver-
mischt, fiir 5 min auf 95°C erhitzt und auf eine 11 % PAA-Gelmatrix aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte bei 120 V fiir 90 min. Nach Anfarbung mit dem Farbstoff ,,Coo-
massie Brilliant Blau* nach dem Verfahren von Dyballa und Metzger [133], das eine
Modifikation des Verfahrens nach Kang et al. [134] darstellt, waren die aufgetrennten

Proteine als Banden sichtbar.

2.6 In-Gel-Verdau

Zur massenspektrometrischen Identifikation von Proteinen aus einer Gelelektrophorese
wurde im Rahmen dieser Arbeit als vorbereitender Schritt ein In-Gel-Verdau (IGV)
durchgefiihrt. Beim IGV handelt es sich um eine Technik zur Verdauung und Extraktion
von Proteinen aus einer Gelmatrix, das von Rosenfeld et al. im Jahr 1992 entwickelt
wurde [135]. Der IGV besteht aus vier Teilschritten: 1. Entfarbung, 2. Reduktion und
Alkylierung, 3. Proteinverdau durch eine Protease und 4. Extraktion und Elution der

Produkte. Zur Durchfiihrung eines IGV wurden die Reagenzien aus Tabelle 7 verwen-
det:
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Tabelle 7: Reagenzien fiir den In-Gel-Verdau

Entfarbelosung Ethanol, 96 %-ig 10 %
Ortho-Phosphoséure, 100 %-ig 2%
Wasser 88 %
Waschpuffer 1 Ammonium-Hydrogencarbonat, 25 mM 50 %
Acetonitil 50 %
Waschpuffer 2 Acetonitril 100 %
Trypsinpuffer Ammonium-Hydrogencarbonat, 25 mM, pH 8,0, eiskalt 100 %
Trypsinlosung Trypsin 20 pg
Trypsinpuffer 200 pl
Elutionspuffer Acetonitril 50 %
Ameisensdure 5%
Wasser 45 %

1. Entfirbung: Zunichst wurden die zu untersuchenden Proteinbanden mit einem
Skalpell aus der Gelmatrix ausgeschnitten und in Wiirfel mit einer Kantenldnge von
etwa 1 mm gestiickelt. Uber Nacht erfolgte die Entfirbung der Coomassie-gefirbten
Proteine mit der Entfarbelosung unter stindiger Bewegung auf einem Rotationsschiitt-
ler. Die Entfarbelosung wurde am néichsten Tag abgenommen und verworfen. Es folg-
ten vier Waschschritte von jeweils 30 min mit Waschpuffer 1 und ein Waschschritt a
30 min mit Waschpuffer 2 bei jeweils etwa 100 pl Arbeitsvolumen pro Teilschritt. Die

entfarbten Gelstiicke wurden mit einer Vakuumzentrifuge getrocknet.

2. Reduktion und Alkylierung: Ziel war es, durch irreversible Trennung der Disul-
fidbriicken eine offene 3-D-Struktur des Proteins zu erhalten, die dem Verdauungsen-
zym bestmdgliche Angriffsstellen bietet. Da die Proteine im vorliegenden Fall aus einer
Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen stammten, konnte auf den Redukti-

ons- und Alkylierungsschritt verzichtet werden.

3. Verdau: Nun folgte der In-Gel-Verdau im engeren Sinne mit Trypsin als Protease.
Die Serinprotease Trypsin schneidet auf der C-terminalen Seite der Aminoséuren Argi-
nin und Lysin. Zunéchst wurden getrockneten und entféarbten Gelstlicke mit einem glei-
chen Volumen eiskalter Trypsinlsung versetzt. Nach 30 min wurde der Uberstand ver-
worfen, d. h. tiberschiissiges Trypsin entfernt, und die Gelstiicke mit dem gleichen Vo-
lumen Trypsinpuffer versetzt. Die Inkubation im Trypsinpuffer erfolgte bei Raumtem-

peratur iiber Nacht.

4. Extraktion und Elution: Im letzten Schritt des IGV wurden die Produkte des
Trypsinverdaus aus der Gelmatrix extrahiert und in Losung gebracht. Dazu wurde am

Folgetag des Verdaus der Uberstand des Trypsinverdaus abgenommen und gesammelt.
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Er enthielt bereits einen Teil der entstandenen Peptide. Die restlichen Peptide, die noch
in der Gelmatrix gebunden waren, wurden extrahiert. Dazu wurden zwei Teile Wasser
auf die Gelstiicke gegeben und das Reaktionsgefdl fiir 5 min im Ultraschallbad behan-
delt. Dadurch wurden die Peptide unter Einfluss der Ultraschallwellen mechanisch aus
der Gelmatrix herausmobilisiert. Der Uberstand wurde gesammelt. Darauf folgten drei
Elutionsschritte mit jeweils einem Volumen Elutionspuffer sowie ein Waschschritt mit
einem Volumen Waschpuffer 2 fiir jeweils 30 min. Die Uberstinde wurden auch hier
gesammelt und mit den Uberstinden aus den vorherigen Arbeitsschritten zusammenge-
fiihrt. Das Gesamt-Eluat (in Form aller gesammelten Uberstinde) enthielt die erhaltenen
Peptide und wurde in der Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingedampft. Das Pro-

bengefdll mit den getrockneten Peptiden wurde bei -20°C gelagert.

2.7 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) dient als Messverfahren zur Bestimmung der Molekiil-
masse freier lonen im Hochvakuum. Sie wurde 1918 von Francis Aston erstmals reali-
siert [136] und im Rahmen dieser Arbeit zur Identifikation von Proteinen und Peptiden
eingesetzt. Um die hitzeempflindlichen Proteine zerstorungsfrei untersuchen zu kénnen,
wurde die Elektrospray-Ionisatons-Massenspektrometrie (ESI-MS), die ein hitzeunab-

hiingiges Verfahren zur Uberfiihrung der Analyten in die Gasphase darstellt, verwendet.

Arbeitsablauf der massenspektrometrischen Proteinanalyse: Mit Hilfe der ESI-MS
Technologie konnten unbekannte, in Losung befindliche Proteine und Peptide identifi-
ziert werden, indem deren exakte Masse bzw. deren Aminosdureabfolge bestimmt wur-

de (Sequenzierung). Die Identifikation verlief in folgenden Arbeitsschritten:

1. Probenvorbereitung

a. Protein-Isolierung
b. Enzymatische Spaltung

c. Entsalzung

2. Massenspektrometrie:

a. Ubersichtsspektrum (MS-Spektrum) des Peptidgemischs zur Bestimmung
der Massen aller enthaltenen Peptide aufnehmen

b. Fragmentspektren (MS/MS-Spektrum) jedes einzelnen Peptides zur Se-
quenzierung der Peptide aufnehmen
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3. Identifikation des Proteins manuell oder mit Hilfe von Datenbanken

a. anhand der Peptidmasse (Peptide Mass Fingerprint-Verfahren, PMF)
b. anhand der Peptidsequenz (MS/MS-Verfahren)

2.7.1 Probenvorbereitung

Proteinisolierung: Zunichst wurden die bereits beschriebenen Trennverfahren Dialyse,
GroBenausschlusszentrifugation und Gelelektrophorese angewandt, um aufgereinigte
Proteinlosungen herzustellen, da massenspektrometrische Analysen an Proteingemi-

schen i. d. R. nicht erfolgreich sind.

Enzymatische Spaltung: Im Rahmen dieser Arbeit wurde im Fall von Proteinen, ein
In-Gel-Verdau durchgefiihrt, um Peptide mit einer Kettenlinge von unter
30 Aminosduren (Molekularmasse < 3 kDa) zu generieren, da Peptide in dieser Lénge

gut geeignet sind zur Sequenzierung mittels Massenspektrometrie.

Mikro-Chromatographie zur Probenentsalzung: Zur Entsalzung der Proben wurde
eine Mikro-Chromatographie durchgefiihrt, um Elektrolyte (z. B. Na", K', CI', Mg,
Ca'", etc.) aus der Analytlosung zu entfernen. Bei dem verwendeten Verfahren handelte
es sich um eine miniaturisierte Reversed-Phase-Chromatographie innerhalb einer mit
Cig-Material gefiillten Pipettenspitze (,,ZipTip*, Fa. Millipore, Bedford, USA). Vor dem
Einsatz wurde die C;g-Sdule aktiviert mit 100 % Methanol (MeOH), danach mit 60 %
MeOH plus 1 % Ameisensdure (H-COOH) und schlieBlich mit 4 % MeOH plus 1 % H-
COOH équibriliert. Das Untersuchungsmaterial wurde zunichst in 4 % MeOH plus 1 %
H-COOH gelost und mehrfach in der Cis-Sdule auf- und abpipettiert, wobei die Peptide
am C,s3-Material banden. Die Sdule wurde anschlieBend mehrfach mit 4 % MeOH plus
1 % H-COOH gewaschen. Zum Schluss erfolgte die Elution der Peptide mit einer Lo-
sung aus 60 % MeOH plus 1 % H-COOH.

2.7.2 Aufbau und Funktion des Tandem-Hybrid-Massenspektrometers

Die Messungen im Rahmen dieser Arbeit erfolgten mit einem Tandem-Hybrid-
Massenspektrometer vom Typ ESI-Qq-TOF (Fabrikat QSTAR XL, Applied Biosys-
tems, Foster City, USA). Es bestand aus einer Nano-Electrospray-lonenquelle (ESI-
Quelle), drei Quadrupol-Linsen, die als Stabilisator (Qp), Massenfilter (Q) und Kollisi-

onszelle (q) dienten, sowie einem Time-of-flight-Massenanalysator (TOF). Die Quadru-
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pole und das TOF-Modul befanden sich im Hochvakuum. Die ESI-Quelle wurde bei
Atmosphirendruck betrieben und spriihte die Ionen aus einer Glaskapillare heraus durch
eine kleine Offnung (Orifice) ins Hochvakuum (s. Abb. 8).

ESI- Qo Q q TOF
lonenquelle Stabilisator Massenfilter  Kollisionszelle Analysator
Pusher Detektor
c—/> Q )] Q ) — _——
-y - - ; — \ Fl
e > Q ) Q ) \ /
\ /
\ /
N i
\ /
\ /
Hochvakuum \ /
N o
/
L

lonenspiegel

Abb. 8: Aufbau des Massenspektrometers QSTAR XL

Die bei Atmosphirendruck betriebene Nano-Elektrospray-lonenquelle (ESI-Ionenquelle) spriiht die
Analytionen in eine Hochvakuumkammer, in der der Ionenstrahl ein dreifaches Quadrupol-Linsensystem
(Qo: Stabilisator, Q: Massenfilter, q: Kollisionszelle) durchlduft. Im Time-of-flight Massenanalysator
(TOF Analysator), bestehend aus Pusher, Ionenspiegel und Detektor, wird die Flugzeit der Analytionen
gemessen.

Elektrospray-lonisations-Prozess (ESI-Prozess): Die Uberfiihrung des Analyten in
die Gasphase erfolgte nach dem von Mann und Wilm entwickelte Nanospray-ESI-
Verfahren [137] und ermdglichte die Untersuchung kleinster Probevolumina (minimal
0,5 ul). Unter Aufbau einer elektrischen Potentialdifferenz von 1200 Volt wurden die
ionisierten Peptide in Richtung Orifice beschleunigt und auf dem Weg dorthin desolva-

tisiert. Der ESI-Prozess besteht formal aus vier Teilprozessen (s. Abb. 9):

Vakuumverhiltnisse und Curtain-Gas: Der Einstrom von Umgebungsluft durch das
Orifice in die Hochvakuumkammer wurde minimiert, indem zwischen Interface-Platte
und Orifice in orthogonaler Richtung zum Einlass Stickstoff (Curtain-Gas) vorbeigelei-

tet wurde.

Funktionsweise Quadrupole, Kollision und TOF: In der Vakuumkammer des
QSTAR XL durchlaufen die beschleunigten Ionen ein dreifaches Linsensystem, beste-
hend aus Quadrupolen, die jeweils aus vier parallel verlaufenden Metallstdben aufge-
baut sind. Durch kombinierte Wechsel- und Gleichspannungsfelder konnte dadurch die
Flugbahn der Ionen beeinflusst werden. Der erste Quadrupol (Qo) diente als Stabilisator
des Ionenstrahls, der zweite Quadrupol (Q) wurde als optionaler Massenfilter, der nur

Ionen mit vorgegebenem Masse-Ladungs-Verhiltnis passieren ldsst, genutzt. Quadrupol
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Nummer drei (q) bildete die Kollisionszelle, in der durch Einstrom von Kollisionsgas
(Stickstoff) unter gleichzeitiger Beschleunigung der lonen die Fragmentierung der Pep-
tide realisiert wurde. Am Ende der Anordnung befand sich ein TOF-Analysator, dessen
integrierter Pusher ankommende Ionen biindelweise passieren liel und iiber einen lo-
nenspiegel auf den Detektor lenkte. Aus der Flugzeit zwischen Pusher und Detektor

wurde bei bekannter Wegstrecke die Masse des eintreffenden Ions berechnet.

a)

Anode + — Kathode
Potentialdifferenz

Taylor-Konus L~Spray”

Flissigkeitsfilament

metall- lonenstrahl
bedampfte >
Glaskapillare
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b) lonen
Mikro-
tropfchen /
Qo 2 =
@ ® / @ ®\
© 0o Ionenstrahl
® O = —> ®
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[©) 0 [
| . |
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Abb. 9: Funktionsprinzip des Elektrospray-Ionisations-Prozesses (ESI-Prozess)

a) makroskopischer ESI-Prozess: Zwischen der metallbedampften Glaskapillare und der Interface-Platte
entsteht eine Potentialdifferenz durch Anlegen einer Hochspannung von 1.200 V. Dadurch tritt ionisierte
Analytlosung aus der Kapillaren aus, bildet einen konusformiges Fliissigkeitsfilament (,,Spray*) und wird
in Richtung der Eintrittsdffnung (Orifice) in die Hochvakuumkammer beschleunigt.

b) mikroskopischer ESI-Prozess: Der Gesamtprozess besteht aus vier Teilprozessen. 1. Bildung kleiner
geladener Tropfchen 2. Verkleinerung der Tropfchen aufgrund von Losungsmittelverlust durch Verdamp-
fen (Desolvatisierung); 3. spontaner Zerfall in kleinere Mikrotrépfchen (Coulomb-Explosionen); 4. Bil-
dung gasformiger Ionen beim Transfer in die Hochvakuumkammer. Stickstoff (Curtain-Gas) wird zur
weiteren Desolvatisierung durch Kollision und zur Ablenkung von Neutralteilchen eingesetzt. Abbildung
modifiziert in Anlehnung an Lottspeich et al. [138].
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2.7.3 ldentifikation von Peptiden und Proteinen

Zur massenspektrometrischen Identifikation eines Proteins waren mindestens ein Uber-

sichtsspektrum und teilweise noch Fragmentspektren notwendig.

2.7.3.1 MS-Ubersichtsspektrum und Peptide Mass Fingerprint

Die MS-Messung der Peptidgemische wurde als Ubersichts-Spektrum (MS-Spektrum)
dargestellt und lieferte die Massen der im Spray befindlichen Peptide. Zum Aufnehmen
des MS-Spektrums wurden die Quadrupole so geschaltet, dass keine Selektion und kei-
ne Fragmentierung der Ionen erfolgten. Die lonen passierten im TOF die feldfreie Drift-
strecke (L) bekannter Lange. Thre Flugzeit wurde am Ende der Strecke von einem Ana-

lysator gemessen (s. Abb. 10).

Q q TOF
Massenfilter  Kollisionszelle Analysator
Q ) Q )]
@ @ " —
oo -0 0
Q ) Q )]

unbeeinflusste Passage des lonenstrahls

Abb. 10: Funktionsprinzip des QSTAR XL zur Aufnahme eines Ubersichtsspektrums

Das Quadrupol-Linsensystem des Massenspektrometers QSTAR XL ist so geschaltet, dass der Ionen-
strahl lediglich auf seiner Flugbahn stabilisiert wird, aber ansonsten unbeeinflusst zum TOF geleitet
wird, in dem sdmtliche Ionen detektiert werden.

Die resultierende individuelle Fluggeschwindigkeit der Analytionen, die beim Eintritt
ins Hochvakuum alle mit derselben Energie beschleunigt wurden, ist abhéngig von der
Masse (m) und dem Ladungszustand (z). Gleichung (2.5) beschreibt die Zusammenhin-
ge (m: Masse des Analytions, z: Ladungszustand des Analytions in ganzzahligen Viel-
fachen der Elementarladung e = 1,602-10"° C, U: Beschleunigungsspannung, v: Flug-
geschwindigkeit, L: Lange der Driftstrecke und ¢: Flugzeit)

m _ 2-e-U 2-e-U.t2

z V2 I’

(2.5)
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Die Massenbestimmung von Peptiden und kurzen Proteinen erfolgte anhand des Isoto-

penmusters. Die Masse grof3er Proteine wurde mittels einer Dekonvulation errechnet.

Bestimmung der Molekiilmasse von Peptiden anhand des Isotopenmusters: Im Fal-
le von Peptiden mit einem Molekulargewicht von bis zu 10 kDa wurde die Bestimmung
der Molekiilmasse anhand des Isotopenmusters durchgefiihrt. Aus dem Messwert m/z
und dem Ladungszustand z wurde die Masse m (=monoisotopische Masse [M+H]) fol-
gendermaBen errechnet: m = [M+H']=z - (m/z) — (z — 1). Die Information iiber den La-

dungszustand z war im MS-Spektrum enthalten (s. Abb. 11).

&
2]
g Amiz=05 Amiz=05 Sz=2
% :4—»“—.‘
5 |
o 1175,64
588,32+

Berechnung der monoisotopischen Masse:

[M+H*]=(m/z) - z—(z—-1)

588,82 =588,32-2-1

=1175,64 Da

589,32

m/z

Abb. 11: Massenspektrum zur Bestimmung der Peptidmasse anhand des Isotopenmusters
Beispielhaft ist das Ubersichtsspektrum eines Peptids mit der Masse 1175,64 Da gezeigt. Es erscheint im
Spektrum als zweifach geladenes Signal, erkennbar am Peak-Abstand von Am/z = 0,5 Elementarmassen.
Aus dem Messwert des Peaks mit dem niedrigsten m/z-Verhéltnis (m/z = 588,32 Elementarladungen)
wird die monoisotopische Masse [M+H '] anhand der genannten Formel berechnet.

Das Signal eines Peptids besteht i.d.R aus mehreren dicht beieinander liegenden Einzel-
Peaks im Abstand einer Elementarmasse. Grund dafiir ist, dass neben den iiblichen 2c
Atomen auch ein oder mehrere *C Atome im Grundgeriist des Peptids enthalten sind.
Jedes *C-Atom erhdht die Peptidmasse um eine Elementarmasse und ist durch einen
eigenen Peak im MS-Spektrum repréisentiert. Die nebeneinander liegenden Peaks bilden
das sog. Isotopenmuster. Der Peak mit dem kleinsten m/z repriasentiert die monoisotopi-
sche Masse. In der Regel besitzt die monoisotopische Masse die hochste Signalintensi-
tit (quantitaitve Angabe der Signalintensitdt in Counts pro Sekunde, cps). Betrdgt der
Abstand im MS-Spektrum zwischen den Peaks Am/z = 1, dann liegt der Ladungszu-

stand z =1 vor. Bei 4m/z=0,5 handelt es sich um ein zweifach geladenes Ion (La-
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dungszustand z = 2), bei 4m/z = 0,33 um ein dreifach geladenes usw. Aus den gemesse-
nen m/z-Verhiltnissen wurden (wie in Abb. 11 gezeigt) die einzelnen Peptidmassen
berechnet. Allerdings war die Kenntnis der Masse allein i. d. R. nicht ausreichend, denn
hiufig existierten massengleiche Peptide mit unterschiedlicher Aminosiduresequenz,

sodass eine eindeutige Zuordnung allein {iber die Peptidmasse nicht moglich war.

Bestimmung der Molekiilmasse von Proteinen mit Hilfe der Dekonvulation:
Im Fall von Proteinen mit Molekiilmassen von > 10 kDa wurde die Dekonvulation zur
Bestimmung der Molekiilmasse eingesetzt, da die Auflosung des verwendeten MS-
Gerits nicht ausreichte, um das o. g. Verfahren mittels Isotopenmuster anzuwenden.
Das verwendete Dekonvulations-Tool ist in der Auswertesoftware ,,Analyst™ von Ap-
plied Biosystems implementiert und heifit dort ,,Bayesian Protein Reconstruct™. Die
Dekonvulation stellt ein mathematisches Verfahren zur Verbesserung der Auflosung
von MS-Spektren dar, aus der die Masse des gesuchten Proteins rekonstruiert wird. Aus
der Beziehung in Gleichung (2.5) ist anhand der Antiproportionalitit von Proteinmasse
und dem Quadrat der Fluggeschwindigkeit m~(1/v7) ersichtlich, dass die Peak-Abstinde
benachbarter Isotope sehr klein werden, sodass sie nicht mehr voneinander abgrenzbar
waren. Gut erkennbar dagegen waren nahe beieinander liegende Signale desselben Pro-

teins in unterschiedlichen Ladungszustéinden, die zur Dekonvulation verwendet werden.

Peptide Mass Fingerprint (PMF-Verfahren): Die Gesamtliste der Fragmentionen des
jeweils untersuchten Proteins aus dem MS-Spektrum stellte den Peptide Mass Fin-
gerprint dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ermittelten Einzelmassen manuell
mit der Massenliste der theoretischen Verdaus moglicher Proteine verglichen. Das Ver-
fahren kam schnell an seine Grenzen, wenn ein Gemisch aus mehreren Proteinen vorlag
oder die Peptidmassen durch posttranslationale Modifikationen beeinflusst wurden. Bei
hochmolekularen Proteinen, wie dem humanen Serumalbumin, existierten innerhalb des
Molekiils oft mehrere Peptide mit identischer Masse, was eine eindeutige Zuordnung

nur aufgrund der Peptidmasse unmdoglich machte.

2.7.3.2 MS-MS-Fragmentspektren und Peptidsequenzierung

Exaktere Information lieferte das MS-MS-Fragmentspektrum, das auch Tandem-
Massenspektrometrie genannt wird. Peptide mit unbekannter Sequenz, deren Masse
zuvor im MS-Verfahren ermittelt wurde, wurden in zwei hintereinander geschalteten
Analysatoren sequenziert. Dazu wurde der Quadrupol Q als Massenfilter genutzt, d. h.
er lie nur das jeweils zu untersuchende Peptid mit bestimmter Masse passieren. Im

zweiten Quadrupol q, der Kollisionskammer, wurde das selektierte Peptid durch Be-
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schuss mit Stickstoff fragmentiert. Im TOF-Analysator erfolgte die Aufnahme des
Fragmentspektrums (= MS/MS-Spektrum, s. Abb. 12).

Q q TOF
Massenfilter Kollisionszelle Analysator

A\

... |I

Massenselektion ~ Fragmentierung

Abb. 12: Funktionsprinzip des QSTAR XL zur Aufnahme eines MS-MS-Fragmentspektrums

Das Quadrupol-Linsensystem des Massenspektrometers QSTAR XL ist so geschaltet, dass der Massen-
filter (Q) nur Ionen einer gewiinschten Masse passieren lisst, die in der Kollisionszelle (q) durch Be-
schuss mit Stickstoff in kleinere Peptide fragmentiert werden.

Fragmentierungsverhalten: Im Fragmentspektrum waren nur Bruchstiicke des ur-
spriinglich selektierten Vorlduferpeptids zu finden. Das Fragmentierungsverhalten des
Vorlauferpeptids hingt von seiner Grof3e, der Art und Abfolge der Aminosduren, sowie
der Lokalisation seines angehdngten Protons ab. Die Briiche entstehen hauptséchlich
entlang des Peptid-Riickgrads. Die bei C-terminal lokalisierter Ladung entstehenden
Fragmente werden ,,y-Fragment* genannt, bei N-terminal lokalisierter Ladung entstehen
,b-Fragmente®. Die Nomenklatur folgt Roepstorff und Fohlman [139] und ist in Abb.
13 dargestellt. Bei Peptiden aus tryptischem Verdau werden bevorzugt Peptidfragmente
aus der y-Serie detektiert, da sie C-terminal eine basische Aminosdure besitzen (Arginin

oder Lysin), die Ladungen gut stabilisieren kann.

Abb. 13: Nomenklatur fiir Peptidfragmente aus massenspektrometrischen Analysen
nach Roepstorff und Fohlman [139]
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Sequenzanalyse (MS-MS-Verfahren): Die aufgezeichneten MS-MS-Fragmentspek-
tren wurden z. T. direkt aus der Auswertesoftware des Massenspektrometers heraus an
die internetbasierte Analysesoftware ,,Mascot* (Fa. Matrix Science, Boston, USA) wei-
tergeleitet. Die datenbankgestiitzte automatisierte Auswertung lieferte die zum Spekt-
rum zugehdrige Aminosduresequenz und das dazu passende identifizierte Protein. Ka-
men mehrere Proteine in Frage, erfolgte die Darstellung gewichtet nach Wahrschein-
lichkeiten.

Bei den Verdauversuchen im Rahmen dieser Arbeit, bei denen sich nur bekannte Prote-
ine in der Analytlosung befanden, erfolgte die Peptididentifikation manuell durch MS-
MS-Sequenzierung einer Aminoséureabfolge von mind. drei bis vier Aminosduren (sog.
Sequenez-fag) und der zusétzlichen Anwendung des PMF-Verfahrens. Die Sequenzauf-
klarung erfolgte anhand der y- oder der b-Serie der Fragmentionen. Der Massenabstand
zwischen zwei Fragmentionen der gleichen Serie repriasentierte die Masse einer spezifi-
schen Aminosédure. Dadurch wurde Schritt fiir Schritt die Aminosduresequenz des Pep-
tids aufgeklért.

Die Uberlegenheit gegeniiber dem PMF-Verfahren bestand darin, dass nicht nur Mas-
sen- sondern auch Sequenzinformationen genutzt wurden. Dies erhohte die Sicherheit
der Zuordnung zum gesuchten Protein. Dariiber hinaus konnten Proteinmodifikationen
identifiziert und aminosduregenau verortet werden. Im Fall proteasomaler Degradation

konnten die Schnittstellen des Proteasoms aminosduregenau zugeordnet werden.

Die Abb. 14 fasst die Arbeitsschritte zur massenspektrometrischen Proteinanalyse gra-

fisch zusammen:
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Abb. 14: Arbeitsablauf der massenspektrometrischen Proteinanalyse

Ein unbekanntes Protein wird analysiert durch enzymatischen Verdau und massenspektrometrische Be-
stimmung der Peptidmasse (MS-Massenanalyse) bzw. einer tandem-massenspektrometrischen Analyse
der Aminosduresequenz (MS/MS-Sequenzanalyse). Datenbanken kdnnen die Analyse unterstiitzen.



3 Ergebnisse

In Abschnitt 3.1 wird zunéchst die Charakterisierung zweier exemplarischer BALF-
Proben von PAP-Patienten mit quantitativer und qualitativer Analyse des alveoldren
Proteasoms beschrieben. In Abschnitt 3.2 erfolgt die Beschreibung des Aufbaus eines
Verfahrens zur Quantifizierung der proteasomalen Enzymaktivitdt und der Anwendung
an PAP-Proteasom. Im Abschnitt 3.3 wird die Entwicklung eines Testsystems beschrie-
ben, mit dem der proteasomale Verdau des alveoldren Proteins humanes Serumalbumin
(HSA) untersucht wurde.

3.1 Charakterisierung bronchoalveolarer Lavage bei
pulmonaler Alveolarproteinose

3.1.1 Quantitative Proteinbestimmung

Zur quantitativen Bestimmung des Gesamtpoteingehalts wurde der Assay nach Lowry
(vgl. Abschnitt 2.3) benutzt. Die Gesamtproteinbestimmung erfolgte exemplarisch an
den beiden Patientenproben (WLL4 und WLL48). Die untersuchten BALF-Proben la-
gen als triilbe Suspensionen vor. Die Probe WLL48 enthielt 10,1 mg/ml, die Probe
WLLA4 enthielt 4,0 mg/ml Protein in der Suspension. Durch Zentrifugation (1000 x g;
4°C; 10 min) wurden die Proben in ein Pellet und einen Uberstand aufgetrennt. Die
Uberstinde erschienen dabei mit bloBem Auge als klare Fliissigkeiten und machten
mindestens 90 % des Gesamtvolumens aus. Fiir die Lavage WLL48 wurde eine Ge-
samtproteinbestimmung getrennt nach Pellet und Uberstand durchgefiihrt (Pellet 10,1
mg/ml; Uberstand 5,8 mg/ml). Unter Beriicksichtigung der Volumenverteilung Uber-

stand zu Pellet von ca. 9:1 befanden sich im Uberstand etwa 60 % der Proteine.

3.1.2 Qualitative Proteinbestimmung

Die qualitative Proteinbestimmung zur Untersuchung, welche einzelnen Proteine in der
BALF enthalten sind, erfolgte exemplarisch an der BALF WLL48. Die Untersuchung

bestand aus einem vierschrittigen Verfahren (s. Abb. 15).
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PAP-BALF Uberstand aufgetrennte cluierte identifizierte
(WLL48) + Protein- Pentide alveolare
Suspension Pellet Fraktionen P Proteine
e Massenspek-
Zentrifugation Gelelektro- In-Gel-Verdau P
trometrie
Phorese

Abb. 15: Arbeitsablauf zur Charakterisierung der PAP-BALF WLL48

Zunichst wurde die BALF durch Zentrifugation in ein Pellet und einen Uberstand auf-
getrennt. Die Suspension, das Pellet und der Uberstand wurden mit Hilfe der 1D-
Gelelektrophorese (Verfahren s. Abschnitt 2.5) detaillierter aufgetrennt. Aus dem Prote-
inprofil des Pellets wurden die prominenten Banden aus dem Gel exzidiert und einem
In-Gel-Verdau (Verfahren s. Abschnitt 2.6) unterzogen. Der letzte Schritt bestand aus
der massenspektrometrischen Identifikation der in der jeweiligen Bande vorkommenden
Proteine (Verfahren s. Abschnitt 2.7).

Gelelektrophorese: Die Auftrennung des Gesamtproteins erfolgte nach dem in Ab-
schnitt 2.5 vorgestellten Elektrophoreseverfahren und ist in Abb. 16 gezeigt.
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Abb. 16: 1D-Elektrophorese-Gel der PAP-BALF WLL48

Es wurden jeweils 2,2 ul pro Spur aufgetragen: Suspension (S) sowie Uberstand (U) und Pellet (P). Zum
Vergleich dient ein Proteinstandard (St). Banden, die massenspektrometrisch untersucht wurden, sind
mit Pfeilen markiert.
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Von Suspension, Uberstand und Pellet wurden jeweils 2,2 pl eingesetzt. Auf Basis der
in den Versuchen aus Abschnitt 3.1.1 gemessenen Proteinkonzentrationen bedeutet dies:
In der Supension-Spur (S) waren 20 pg Protein, in der Uberstand-Spur (U) ca. 15 ug
und in der Pellet-Spur (P) ca. 70 pg Protein enthalten. Der Vergleich mit dem Protein-
standard (St) lieB prominente Banden in den Massenbereichen 75, 63, 50, 30, 25,
18 kDa und in der Lauffront, in der sich Peptide <15 kDa sammeln, erkennen. Es zeigte
sich, dass manche Banden nur im Pellet sichtbar wurden und im Uberstand ginzlich
fehlten.

Massenspektrometrische Identifikation der Proteinbanden: Um die Proteine der
massenspektrometrischen Untersuchung zuginglich zu machen, wurden die sieben
prominentesten Banden im Bereich 75, 63, 50, 30, 25, 18 und <15 kDa zunichst aus
dem Gel ausgeschnitten und einem In-Gel-Verdau unterzogen (Verfahren s. Abschnitt
2.6). Im Rahmen der massenspektrometrischen Identifikation (Verfahren s. Abschnitt
2.7) wurde fiir jede untersuchte Bande ein Ubersichtsspektrum angefertigt. Exempla-
risch ist hier das Ubersichtsspektrum der Bande ,,30° (s. Abb. 17) sowie das MS/MS-
Fragmentspektrum eines tryptischen Peptids aus der Bande ,,30* gezeigt (s. Abb. 18).
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Abb. 17: MS-Spektrum der Bande ,,30“ aus dem Elektrophoresegel der PAP-BALF WLL48
MS-Ubersichtsspektrum der Bande 30, die Surfactantprotein A (SP-A) enthélt. Eine Auswahl der enthal-
tenen Signale ist mit Zahlenwerten dargestellt. Identifizierte Peptide des SP-A sind rot hervorgehoben.
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Abb. 18: MS/MS-Fragmentspektrum aus der PAP-BALF WLL48

Exemplarisches MS/MS-Fragmentspektrum des Peptids m/z = 753,93%", entspricht [M+H']=
1506,86 Da. Die Sequenzierung des Peptids erfolgte durch Berechung der Massenabsténde. Die identifi-
zierte Peptidsequenz G-A-L-S-L-Q-G-S-I-M'°*_-T-V-G-E-K ist Teil des Proteins SP-A1 (Position 123-
137) zuziiglich einer Oxidation am Methionin (Position 132)

Mit Hilfe des MS/MS-Verfahrens oder durch Massenanalyse im PMF-Verfahren konn-
ten 44 Signale identifiziert werden, die 8 verschiedenen alveoldren Proteinen zugeord-
net wurden (s. Tabelle 8 und Tabelle 9).

Tabelle 8: Massenspektrometrisch identifizierte Peptide aus der PAP-BALF WLL48.

Masse/Ladung Ladung Masse  Aminosduresequenz Verfahren
[m/z] (2] [m]

Bande 75: tryptische Peptide von Serotransferrin
489,78 2 978,56 K. DGAGDVAFVK .H PMF
500,79 2 1000,57 K. YLGEEYVK .A MS/MS
625,35 2 1249,69 K. SASDLTWDNLK .A MS/MS
642,33 2 1283,65 K.EGYYGYTGAFR.C MS/MS
797,45 2 1593,89 R. TAGWNIPM'**GLLYNK .I MS/MS
731,38 3 2192,15 K. IM"“NGEADAM"*SLDGGFVYIAGK .C  PMF

Bande 63: tryptische Peptide von humanem Serumalbumin (HSA)
464,26 2 927,52 K. YLYEIAR .R MS/MS
480,80 2 960,60 K.FQNALLVR.Y MS/MS
500,82 2 1000,64 K.QTALVELVK .H MS/MS
507,32 2 1013,63 K.LVAASQAALGL .- PMF
575,32 2 1149,64 R. DAHKSEVAHR .F PMF
613,82 2 1226,63 R.FKDLGEENFK .A PMF
409,56 3 1266,67 R. FKDLGEENFK .A PMF
489,97 3 1467,90 R.RHPDQSVVLLLR .L MS/MS
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Tabelle 8 (Fortsetzung)
Masse/Ladung Ladung Masse  Aminosduresequenz Verfahren
[m/z] [z] [m]
Bande 63: tryptische Peptide von humanem Serumalbumin (HSA), Fortsetzung
574,33 2 1639,99 K.KVPQVSTPTLVEVSR .N MS/MS
812,40 2 1623,80 K. DVFLGMFLQEQAR .R PMF
820,41 2 1639,82 K. DVFLGM™'FLQEQAR .R PMF
871,95 2 1742,91 R.HPYFYAPELLFFAK .R PMF
581,65 3 1742,95 R.HPYFYAPELLFFAK .R PMF
633,68 3 1988,05 R.RHPYFYAPELLFFAK .R PMF
633,68 3 1988,05 R.HPYFYAPELLFFAKR .Y PMF
1023,06 2 2045,11 K. VFDEDKPLVEEPQNLIK .Q MS/MS
Bande 50: tryptische Peptide von Immunglobulin y
539,86 2 1186,71 K. GPSVFPLAPSSK .S MS/MS
937,51 2 1874,00 R. GILMPDSCTTQLHELSK .L MS/MS
559,97 3 1677,92 K. FNWYVDGVEVHNAK .T MS/MS
641,02 3 1921,06 R. EPQVYTLPPSREEM™'*TK .N MS/MS
961,49 2 1921,99 K. TTPPM''*LDSDGSFFLYSK .L MS/MS
Bande 30: tryptische Peptide von Surfactantprotein A1 (SP-A1)
724,39 2 1447,78 R.NPEENEAIASFVK K MS/MS
777,10 3 232930 R. GPPGLPAH"'*LDEELQATLHDFR .H MS/MS
508,29 3 1522,88 R. GALSLQGSIM™**TVGEK .V MS/MS
753,93 2 1506,86 R. GALSLQGSIM"'*TVGEK .V MS/MS
Bande 25: tryptische Peptide von Immunglobulin x
632,34 2 1895,01  -. DIQM"'**TQSPSSLSASVGDR .V MS/MS
751,92 2 1502,84 K. NSTYSLSSTLTLSK .A MS/MS
816,93 2 1632,86 R. FSGSGSGTDFTLTISR .L MS/MS
1068,53 2 2136,06 K. VDNALQSGNSQESVTEQDSK .D MS/MS
973,56 2 1946,11  -. TVAAPSVFIFPPSDEQLK .S MS/MS
Bande 18: tryptische Peptide der leichten Kette von Ferritin
531,31 2 1591,93 K.LNQALLDLHALGSAR.T MS/MS
574,01 3 1940,97 K. KLNQALLDLHALGSAR.T MS/MS
Bande 15: tryptische Peptide der schweren Kette von Immunoglobulin (Ig heavy chain)
507,34 2 1013,68 R.ISIH"“PDTSK .N MS/MS
529,36 2 1075,71 R. GTM"'*VTVSSAST .- MS/MS
Bande 15: tryptische Peptide von Surfactantprotein B (SP-B)
408,75 2 816,50 R.IQAM"™IPK .G MS/MS
603,34 2 1205,68 K. GALAVAVAQVC"”R .V MS/MS
681,92 2 1362,84 R.-YSVILLDTLLGR.-M MS/MS

Schnittstellen sind durch Punkte gekennzeichnet. Oxidierte Aminosduren sind rot hervorgehoben

Bei der exemplarischen Untersuchung der PAP-BALF WLL48 wurden die sieben pro-

minentesten Banden (d. h. die am stérksten gefarbten Banden) aus dem Elektrophorese-

gel gewihlt. Folgende Proteine wurden identifiziert: humanes Serumalbumin, Surfac-

tantprotein A, Immunglobuline, Surfactantprotein B, Serotransferrin und Ferritin

(s. Tabelle 9).
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Tabelle 9: Massenspektrometrisch identifiziert Proteine aus der PAP-BALF WLL48

Bande identifiziertes Protein Accession-Nr.” Molekulargewicht [Da]
155 Serotransferrin AAB22049 77.050,16
,03“  humanes Serumalbumin (HSA) AAH34023 69.321,50
,30¢  Immunglobulin Schwerkette (Ig y) AAB86467 51.246,33
1,30 Surfactantprotein A1 (SP-Al) AAO13486 26.211,56
25 Immunglobulin Leichtkette (Ig x) CAA09181 25.993,52
18 Ferritin Leichtkette AAA52439 20.019,71
<15  Surfactantprotein B (SP-B) AAH32785 42.088,92

" laut Proteindatenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Von den identifizierten Proteinen gehdren humanes Serumalbumin, die Immunglobuli-
ne, Serotransferrin und Ferritin zu den Plasmaproteinen. Die Surfactantproteine A und
B sind lungenspezifische Proteine und Bestandteile des Lungensurfactants. Etwa ein
Drittel der identifizierten Proteine lagen in teiloxidiertem Zustand vor. Am hiufigsten

war die Aminosidure Methionin oxidiert.

3.2 Aufbau und Anwendung eines Assays zur Messung der
enzymatischen Aktivitat des 20S Proteasoms

Ziel der im folgenden Abschnitt beschriebenen Versuche war es, ein Testsystem aufzu-
bauen, mit dem die proteasomale Aktivitét in vitro nachgewiesen und quantifiziert wer-
den kann. Die Anwendung des Testsystems, das in Abschnitt 2.4 genauer beschrieben
wird, erfolgte an erythrozytirem Proteasom von gesunden Probanden und an alveoldrem
20S Proteasom von PAP-Patienten.

3.2.1 Enzymatische Aktivitat des 20S Proteasoms aus Erythrozyten

Der Aufbau und die Anwendung des Testsystems erfolgte zunichst an 20S Proteasom
aus humanen Erythrozyten (h-Ery). Die enzymatische Aktivitit von drei verschiedenen
Chargen der Proteasompriparation h-Ery wurde untersucht und verglichen. Zu diesem
Zweck wurde die Proteasompréparation aufbereitet und das Enzym-Substrat-Verhiltnis

fiir den Versuch festgelegt.

Aufbereitung der Proteasom-Priiparationen mittels Dialyse: Die drei Chargen der
Proteasompréparation h-Ery wurden in einer Konzentration von 1 mg 20S Proteasom
pro Milliliter Tragerlosung (50 % Glycerin, 50 % TEAD-Puffer) bezogen. Zunéchst
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wurde das Glycerin entfernt, weil es spdtere massenspektrometrische Untersuchungen
behindert hitte. Die Aufreinigung erfolgte mittels Dialyse nach dem in Abschnitt 2.2.1
beschriebenen Verfahren. Dadurch ergaben sich Volumen- und Konzentrationsénderun-

gen der h-Ery-Chargen, die in Tabelle 10 zusammengefasst sind:

Tabelle 10: Konzentrationen der Proteasom-Priparation h-Ery vor und nach Dialyse

h-Ery vor Dialyse nach Dialyse
Volumen [ul] Konzentration [mg/ml] Volumen [pl] Konzentration [mg/ml]
Charge 1 40 1 100 0,400
Charge 2 100 1 160 0,625
Charge 3 100 1 165 0,600

Festlegung Enzym-Substrat-Verhiltnis: Ziel war es herauszufinden, ob die molaren
Verhiltnisse von Proteasom zu Substrat einen Einfluss auf das Degradationsverhalten
haben. Um den méglichen Einfluss zu studieren, wurden zundchst die drei Chargen der
Proteasompréparation h-Ery aus Tabelle 10 auf jeweils 5 ng/ul (= 6,67 pmol/ml) in
TEAD-Puffer verdiinnt. Daraus wurde eine vierstufige Verdlinnungsreihe hergestellt,

bei der sich die Konzentrationen mit jeder Verdiinnungsstufe halbierten.

Versuchsablauf: Der Versuchsaufbau folgte dem Protokoll aus Abschnitt 2.4.

3.2.1.1 Einfluss des Enzym-Substrat-Verhaltnisses

Ziel des ersten Versuches war zu zeigen, ob die vorliegende Proteasompriparation h-
Ery enzymatisch aktiv ist und welche Einfliisse verschiedene Enzym-Substrat-
Verhiltnisse haben. Dafiir wurde zunichst exemplarisch das Verhalten einer einzigen
enzymatischen Aktivitit betrachtet, nimlich der caspaseartigen Aktivitit, die mit Hilfe
des Testpeptids Z-LLE-AMC untersucht wurde. Die Tabelle 11 fasst die Versuchsbe-

dingungen zusammen:

Tabelle 11: Versuchsbedingungen zur Untersuchung des Einflusses des Enzym-Substrat-
Verhiltnisses auf die caspaseartige Aktivitit der Proteasompriparation h-Ery

Substrat 20 pl Z-LLE-AMC (400 pM)

20 pul h-Ery Proteasompréparation (Charge 1), unverdiinnt (1:1,

Proteasom entspricht 5 ng/pl), sowie in 4 Verdiinnungsstufen bis 1:16

Inkubation 90 min bei 37°C

Stopp-Ldsung Ethanol (99,5 %)
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Die Abb. 19 zeigt, dass nach abgelaufener Inkubation unterschiedlich starke Fluores-
zenzsignale detektiert werden konnten. Bei konstantem Substratangebot und zunehmen-
der Proteasomkonzentration verstirkte sich das Fluoreszenzsignal. Der grafische Ver-
lauf zeigt in guter Ndherung exponentielles Verhalten.
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0,

1:16 1:8 1:4 1:2 11

Verdiinnungsfaktor der Proteasompréaparation

Abb. 19: Fluoreszenz nach Inkubation des fluorogenen Peptids Z-LLE-AMC mit verschieden stark
verdiinnter Poteasompréparation h-Ery

Die Proteasompréparation (jeweils 20 ul) wurde unverdiinnt (1:1 entspricht 5 ng/ml) sowie in 4 abstei-
genden Verdiinnungsstufen mit jeweils 20 pl (400 uM) des Testpeptids inkubiert fiir 90 min bei 37°C.
Die Fluoreszenz ist angegeben in relativen Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescence units, RFU)

Dieses Ergebnis zeigt zunichst, dass die untersuchte Charge der Proteasompriparation
h-Ery enzymatisch aktiv ist. Es zeigt weiterhin, dass pro Mol eingesetzten Proteasoms
stets etwa gleich viel Substrat umgesetzt wird. Die spezifische Proteasomaktivitét ist
also im untersuchten Konzentrationsbereich unter den gewéhlten Versuchsbedingungen
konstant, d.h. unabhingig vom Enzym-Substrat-Verhéltnis. In weiteren Versuchen
zeigte die Proteasompréparation h-Ery auch fiir die anderen beiden enzymatischen Ak-
tivitdten konstante spezifische Aktivititen (Daten nicht gezeigt).

3.2.1.2 Quantifizierung der drei enzymatischen Aktivitaten

Im folgenden Versuch wurden alle drei enzymatischen Aktivitdten systematisch unter-
sucht, quantifiziert und als spezifische Aktivititen normiert. Nacheinander wurden kon-
stante Mengen der drei fluorogenen Testsubstrate mit verschieden stark verdiinnten Lo-
sungen der Proteasompraparation h-Ery inkubiert. Die Tabelle 12 fasst die Versuchsbe-

dingungen zusammen:
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Tabelle 12: Versuchsbedingungen zur Quantifizierung der drei enzymatischen Aktivititen der
Proteasompriparation h-Ery

20 pl Z-LLE-AMC (400 uM) bzw. 20 pl BZ-VGR-AMC (400 uM) bzw.

Substrate 20 pl Suc-LLVY-AMC (200 uM)

Proteasom 20 ul h—Ery. Proteasompr%iparation (Chqrge 1) in 4 Verdiinnungsstufen
(1:1, entspricht 5 ng/ul bis 1:16, entspricht 0,313 ng/ul)

Versuchsansétze 30 (5 Proteasomverdiinnungen x 3 Aktivititen x 2 Doppelproben)

Inkubation 90 min bei 37°C

Stopp-Ldsung Ethanol (99,5 %)

Exemplarisch wird einer der 30 Versuchsansitze hier dargestellt. Fiir den Ansatz mit
20 ul  Z-LLE-AMC plus 20 pul der Proteasompriparation h-Ery (unverdiinnt
1:1 =5 ng/ul = 6,67 pmol/ml) wird die Berechnung der Enzymaktivitit gezeigt.

Berechnung des molaren Enzym-Substrat-Verhiltnisses: Bei einer Mischung von
20 ul des Testpeptids Z-LLE-AMC (c =400 pmol/l) mit 20 ul der unverdiinnten Pro-
teasompraparation h-Ery (Charge 1, ¢ = 6,67 pmol/ml) ergab sich ein molares Enzym-
Substratverhiltnis von etwa 1:60.000.

Berechnung der umgesetzten Substratmenge: In dem entsprechenden Probegefil3
wurde nach Ende der Inkubation eine Fluoreszenz von 2.674 (gemittelte Doppelprobe)
gemessen. Aus der Gleichung (2.2) kann damit der molare Substratumsatz berechnet

werden:

molarer Substratumsatz = %7;10 pmol =961,73 pmol (3.1)

Berechnung der enzymatischen Aktivitit: Aus dem molaren Substratumsatz von
962 pmol, der eingesetzten Proteasommenge von 0,133 pmol (entspricht 100 ng) und
der Inkubationszeit von 90 min kann nach Gleichung (2.3) (s. S. 21) die spezifische

enzymatische Aktivitit pro Mol Enzym berechnet werden:

961,73 pmol 1 339ﬂ (3.2)

Aktivitit = =1,
90-60s-0,133 pmol mol

Alternativ kann die spezifische Aktivitit nach Gleichung (2.4) (s. S. 21) auch auf die

Masse des eingesetzten Enzyms bezogen werden:

961,73 pmol 1781 pkat
90-60s-100ng mg

Aktivitdt = (3.3)
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Die Abb. 20 stellt die Ergebnisse zu den drei enzymatischen Aktivititen des erythrozy-
tdren Proteasoms bei verschiedenen Enzym-Substrat-Verhéltnissen dar: Es ist zu erken-
nen, dass die drei Aktivitdten unterschiedlich stark ausgeprégt sind. Die caspaseartige
Aktivitit liegt dabei stets hoher als die chymotrypsinartige Aktivitdt. Die trypsinartige
Aktivitét ist in allen Féllen am niedrigsten (casp > ch-tr >tr). Bei allen drei Testpeptiden
zeigt sich im untersuchten Bereich, dass die spezifische Aktivitit weitgehend konstant
ist und somit (im untersuchten Konzentrationsbereich) unabhidngig vom Enzym-
Substrat-Verhiltnis.

2000 ——

spezifische Aktivitat [pkat/mg]

molares Verhaltnis (Proteasom : Substrat)

0 BZ-VGR-AMC (=trypsinartig) B Suc-LLVY-AMC (=chymotrypsinartig) O Z-LLE-AMC (=caspaseartig)

Abb. 20: Spezifische enzymatische Aktivititen der Proteasompriparation h-Ery (Charge 1) in Ab-
héingigkeit vom Enzym-Substrat-Verhiltnis

Auffillig ist, dass die spezifischen Aktivititen bei Anderung des Enzym-Substrat-Verhiltnisses weitge-
hend konstant bleiben (vgl. die jew. Siulen von li. nach re.)

Vergleich der enzymatischen Aktivititen der drei Chargen der Proteasompripara-
tion h-Ery: Der Versuch vergleicht die enzymatischen Aktivititen der drei Chargen der
Proteasompréparation h-Ery, um festzustellen, ob die Chargen eine dhnliche Aktivitit
aufweisen. Die Messung erfolgte fiir jede Charge analog zum Vorgehen im o. g. Ver-
such. Da die enzymatischen Aktivitdten in den vorherigen Versuchen unabhingig vom
Enzym-Substratverhéltnis waren, wurden die gemessenen spezifischen Aktivititen der
einzelnen Verdiinnungsstufen gemittelt. Die Tabelle 13 zeigt die enzymatischen Aktivi-

titen der drei Chargen der Proteasompriparation h-Ery jeweils in zwei unterschiedli-
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chen Darstellungsweisen: einmal bezogen auf die Masse an Enzym [pkat/mg] und ein-
mal bezogen auf die Masse an Enzym und die Inkubationszeit in Minuten
[pmol/ng/min]. Fiir jede Aktivitdt wurde ein Mittelwert mit Standardabweichung aus
den Messwerten der drei Chargen gebildet, um Vergleiche mit Literaturwerten zu er-

moglichen.

Tabelle 13: Spezifische enzymatische Aktivititen der Proteasompriparation h-Ery (Chargen 1-3)
Trypsinartige Aktivitét Chymotrypsinartige Aktivitit Caspaseartige Aktivitit

Charge (BZ-VGR-AMC) (Suc-LLVY-AMC) (Z-LLE-AMC)
[pkat/mg] [pmol/ng/min] [pkat/mg] [pmol/ng/min] [pkat/mg] [pmol/ng/min]
1 343 0,021 601 0,036 2066 0,124
2 451 0,027 790 0,047 3404 0,204
3 195 0,012 456 0,027 2194 0,132

M +£SD 330£129  0,020+0,008 616 £167 0,037 £0,010  2555+738 0,153 +0,044

Fiir jede Charge wurde eine Messreihe durchgefiihrt (3 Testpeptide mit jeweils 5 verschiedenen Enzym-
Substratverhiltnisse, jeweils als Doppelproben, Details s. Text). Die Einzelergebnisse stellen Mittelwerte
der Doppelproben und der 5 gemessenen Enzym-Substratverhéltnisse dar. Um Vergleichbarkeit mit Lite-
raturwerten zu ermdglichen, wurden Mittelwerte (M) aus den drei Chargen mit Standardabweichungen
(SD) errechnet.

Die Abb. 21 zeigt die drei enzymatischen Aktivititen der drei Chargen grafisch.

3.500 T

spezifische Aktivitat [pkat/mg]

Ch2

Ch3
Charge

O BZ-VGR-AMC (= trypsinartig) B Suc-LLVY-AMC (= chymotrypsinartig) O Z-LLE-AMC (= caspaseartig)

Abb. 21: Spezifische enzymatische Aktivititen der Proteasompriparation h-Ery (Chargen 1-3)
Grafische Darstellung der Daten aus Tabelle 13
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Es ist zu erkennen, dass zwar alle drei Chargen auch jeweils alle drei klassischen enzy-
matischen Aktivititen aufweisen, jedoch teilweise in unterschiedlicher Intensitit. Die
Charge 2 zeigte bei allen drei Aktivititen die jeweils hochsten Intensititen, gefolgt von
Charge 3 und Charge 1. Die trypsinartigen Aktivititen der Chargen 3 und 1 waren im
Vergleich zu Charge 2 um 56 bzw. 24 % niedriger. Die chymotrypsinartigen Aktivititen
der Chargen 3 und 1 fielen im Vergleich zu Charge 2 um 42 bzw. 24 % niedriger aus.
Die caspaseartigen Aktivitdten der Chargen 3 und 1 lagen im Vergleich zu Charge 2 um
35 bzw. 39 % darunter. Wird die chymotrypsinartige Aktivitit als Vergleich herangezo-
gen, so gilt im Mittel fiir alle drei Chargen, dass die caspaseartige Aktivitit etwa vier-
fach iiber der chymotrypsinartigen Aktivitéit lag und die trypsinartige Aktivitit nur halb
so hoch ausfiel, wie die chymotrypsinartige Aktivitt.

Das Ergebnis zeigt, dass verschiedene h-Ery-Proteasompriparationen, trotz ihres ge-
meinsamen Ursprungs aus demselben Korperkompartiment, deutliche Abweichungen in

der enzymatischen Aktivitit aufweisen konnen.

3.2.2 Enzymatische Aktivitat des alveolaren 20S Proteasoms bei PAP

Die Untersuchung erfolgte exemplarisch an der PAP-BALF WLL48. Das Proteasom
wurde dafiir nicht aus der BALF isoliert, sondern der BALF-Uberstand, der das Protea-
som enthdlt, wurde mit fluorogenen Peptiden inkubiert. Die Einfliisse des Enzym-
Substrat-Verhiltnisses und der Inkubationszeit wurden untersucht. Zuvor musste die
BALF jedoch aufbereitet werden.

Aufbereitung der BALF: Die Probe WLL48 enthielt 20S Proteasom in der Konzentra-
tion von 1.731 ng/ml (Messwert mitgeteilt von PD Dr. Stephan Sixt). Die BALF wurde
zentrifugiert und der Uberstand, in dem sich das Proteasom befand [2], abgenommen.
Das Volumen des Pellets war im Vergleich zum Uberstand vernachlissigbar. Deshalb
wurde die Annahme getroffen, dass die Konzentration des 20S Proteasoms im Uber-
stand etwa gleich grof3 ist wie die Proteasomkonzentration in der Suspension, also
1.731 ng/ml. Der Uberstand wurde unverdiinnt, 1:5 und 1:10 verdiinnt mit den fluoro-

genen Peptiden inkubiert.

Versuchsablauf: Der Versuchsablauf folgte dem Protokoll aus Abschnitt 2.4. Zu je-
weils 20 pl Testsubstrat in den Endkonzentrationen 200 uM Suc-LLVY-AMC, 400 uM,
BZ-VGR-AMC, bzw. 400 uM Z-LLE-AMC wurden 20 ul BALF-Uberstand in den
Verdiinnungen 1:1, 1:5 bzw. 1:10 hinzugegeben. 20 ul BALF (1:1) enthielten etwa

35png 20S Proteasom. Zum Stoppen der Reaktion wurde in dieser Versuchsreihe die
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Stopp-Losung nach Tabelle 6 (s. S. 19) verwendet, da sich in Vorversuchen gezeigt hat-

te, dass Ethanol nicht geeignet war, die Reaktion vollstdndig zu stoppen (Daten nicht

gezeigt).

3.2.2.1 Einfluss von Inkubationszeit und Enzym-Substrat-Verhiltnis

Zunichst erfolgte exemplarisch die Betrachtung einer einzigen enzymatischen Aktivitit
(chymotrypsinartige Aktivitit) im zeitlichen Verlauf. Das entsprechende Testpeptid
Suc-LLVY-AMC wurde zusammen mit WLL48-Uberstand inkubiert. Die Reaktion
wurde nach 45, 90 bzw. 180 min gestoppt. Die Tabelle 14 fasst die Versuchsbedingun-

geén zusammen:

Tabelle 14: Versuchsbedingungen zur Untersuchung des Einflusses des Enzym-Substrat-
Verhiltnisses und der Inkubationszeit auf die chymotrypsinartige Aktivitit der PAP-BALF
WLL48

Substrat 20 pl Suc-LLVY-AMC (200 uM)

20 pl BALF WLL48 Uberstand unverdiinnt (1:1, entspricht 1,731 ng/ul)

Proteasom sowie verdiinnt (1:5) und (1:10)

Versuchsansétze 18 (3 BALF-Verdiinnungen x 3 Zeitpunkte x 2 Doppelproben)

Inkubation 45,90 und 180 min bei 37°C

Stopp-Ldsung Stopp-Losung nach Tabelle 6

Die Abb. 22 (s. 46) zeigt die gemessenen spezifischen Aktivititen der verschieden stark
verdiinnten BALF zu den drei genannten Zeitpunkten. Es lésst sich erkennen, dass die
chymotrypsinartige Aktivitdt in der PAP-BALF WLL48 vorhanden war. Sie konnte zu
allen Zeitpunkten und in allen Verdiinnungsstufen nachgewiesen werden. Dargestellt ist
die spezifische Aktivitét, d. h. der gemessene Substratumsatz ist normiert auf die Inku-
bationszeit und die eingesetzte Proteasommenge. Eine Verdiinnung der Probe hatte zur
Folge, dass die spezifische Aktivitdt sich nicht konstant zeigte. In der Probe mit 1:10
verdiinnter Lavage lag die spezifische Enzymaktivitdt um Faktor 5 bis 10 iiber der Pro-
be mit unverdiinnter Lavage. Auch im zeitlichen Verlauf zeigte sich die spezifische Ak-
tivitdt nicht konstant. Bei unverdiinnter Lavage stieg die spezifische Aktivitit von Zeit-
punkt T1 zum Zeitpunkt T3 um 30 % an. Bei der 1:5 Verdiinnung verdoppelte sie sich,

und bei der 1:10 Verdiinnung verdreifacht sie sich sogar in diesem Zeitraum.

Das Ergebnis legt nahe, dass das Proteasom in der Lavage WLL48 spezifische Aktivité-
ten aufweist, die abhingig vom Enzym-Substrat-Verhiltnis von der Inkubationszeit
sind. Die hochste Aktivitit wurde mit der 1:10 verdiinnten Lavage und 180 min Inkuba-

tionszeit gemessen.
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Zeitpunkte

T3 (180 min)
T2 (90 min)

spezifische Aktivitat [pkat/mg]

T1 (45 min)
1:5

1:10

BALF-Verdiinnungsstufen

Abb. 22: Spezifische chymotrypsinartige Aktivitit der PAP-BALF WLL48 in Abhiingigkeit der

BALF-Verdiinnung und der Inkubationszeit
Grafische Darstellung der Ergebnisse aus dem in Tabelle 14 genannten Versuchsaufbau. Gemittelte

Doppelproben.

3.2.2.2 Quantifizierung der drei enzymatischen Aktivitaten

Im folgenden Versuch wurden alle drei Enzymaktivititen zum Zeitpunkt T3 (nach
180 min Inkubation) untersucht und verglichen (s. Abb. 23).

100.000
g  10.000 -
=
©
=
& c
B2 1.000 -
S E
=
x =
<5
23 100 -
£9
2
=
N
a 10 1 —
]

1

1:1 1:5 1:10
BALF-Verdiinnungsstufen

O BZ-VGR-AMC B Suc-LLVY-AMC OZ-LLE-AMC
(= trypsinartig) (= chymotrypsinartig) (= caspaseartig)

Abb. 23: Spezifische Aktivititen der PAP-BALF WLL48 in Abhiingigkeit der BALF-Verdiinnung

Logarithmische Darstellung der Ergebnisse nach Inkubation von unverdiinnter BALF (1:1), sowie 1:5
und 1:10 verdiinnter BALF, nach einer Inkubationszeit von 180 Minuten. Gemittelte Doppelproben.
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Bei allen Messwerten handelt es sich um spezifische Aktivitdten, das heilit, die Aktivi-
titen sind bezogen auf die jeweils vorliegende Proteasomkonzentration. Unverdiinnte
Lavage (1:1) zeigte dabei die niedrigsten spezifischen Enzymaktivititen. Dabei war die
trypsinartige Aktivitdt hoher als die caspaseartige Aktivitdt und diese wiederum hoéher
als die chymotrypsinartige Aktivitit. Mit zunehmender Verdiinnung (1:5 bzw. 1:10)
stiegen die spezifischen Aktivititen insgesamt stark an. Die spezifische Aktivitit fiir
trypsinartiges Verhalten beispielsweise lag im Falle der 1:10-Verdiinnungen um Faktor
30 hoher als bei unverdiinnter BALF.

Die Ergebnisse zeigen, dass die PAP-BALF WLL48 bei der Degradation fluorogener
Peptide alle drei klassischen enzymatischen Aktivititen aufweist. Die trypsinartige Ak-
tivitdt war dabei am stdrksten ausgeprédgt, und mit Abstand folgten die caspase- und
chymotrypsinartigen Aktivititen. Die spezifischen Aktivititen waren abhingig von der
Verdiinnung der BALF und stiegen bemerkenswerterweise mit zunehmender Verdiin-

nung an.

3.3 Entwicklung und Anwendung eines in vitro Testsystems
zum Verdau von Proteinen durch 20S Proteasom und der
massenspektrometrischen Charakterisierung der Produkte

Ziel der folgenden Versuche war es, ein Verfahren zu etablieren, mit dem der proteaso-
male Verdau von Proteinen in vitro nachgestellt und die Verdauprodukte im Anschluss
analysiert werden konnen. Das Verfahren wurde an Insulin als Modellsubstrat etabliert
und im Anschluss genutzt, um den Verdau des alveoldren Proteins HSA durch 20 S Pro-

teasom zu studieren.

3.3.1 Entwicklung des Testsystems und Anwendung an Insulin als Mo-
dellsubstrat

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins kann dariiber bestimmen, ob ein Protein
vom Proteasom degradiert werden kann oder nicht. Es stellt sich die Frage, ob die 3D-
Struktur dabei vollstandig aufgebrochen werden muss und wie dies in vitro erfolgen
kann und ggf. in vivo auch tatsdchlich erfolgt. Um dies néher zu untersuchen, wurde
Insulin als Modellsubstrat fiir das 20S Proteasom gewdhlt, weil es mit 51 Aminosduren
vergleichsweise klein ist, aber dennoch eine komplexe 3D-Struktur aufweist (s. Abb.

24). Mit seinen zwei Aminosdureketten und den beiden stark strukturbildenden intermo-
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lekularen Disulfidbriicken ist Insulin gut geeignet, den Einfluss der Teridrstruktur auf

das 20S Proteasom zu zeigen.

A-Kette S-S
NH,—~ @ DXV EX OO D DO YHQ{OEXNH{YH{ON)- COOH

7 /S
B-Kette S S

NH; 600@@0099000600000066096000000 COOH

2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Abb. 24: Struktur von Insulin
Die A-Kette (21 Aminosduren) ist liber zwei intermolekulare Disulfidbriicken (S-S) mit der B-Kette (30
Aminosduren) verbunden. Innerhalb der A-Kette besteht eine intramolekulare Disulfidbriicke.

3.3.1.1 Versuchsaufbau

Inkubation von Insulin mit 20S Proteasom: Rekombinant hergestelltes Humaninsulin
wurde zusammen mit 20S Proteasom aus humanen Erythrozyten (h-Ery) inkubiert. Der
Verdau erfolgte bei 37°C in einer HEPES-Pufferlosung (s. Tabelle 1, S. 14) in Anleh-
nung an [140-142]) bei pH 7,8. Als Enzym-Substrat-Verhiltnis wurde 1:7.000 gewéhlt
in Anlehnung an Versuche von Eggers et al. [140], die ein Oligopeptid (17 Aminosiu-
ren, Molekulargewicht ca. 2 kDa) zusammen mit 20S Proteasom inkubierten. Die An-
sdtze wurden jeweils an zwei Zeitpunkten (nach einer und nach 19 Stunden Inkubation)
massenspektrometrisch untersucht. Dazu wurden jeweils 10 pl Probe entsalzt, ein MS-
Ubersichtsspektrum aufgenommen und prominente Signale im MS/MS-Verfahren iden-

tifiziert.

Untersuchung des Einflusses der 3D-Struktur von Insulin auf den Verdau: Um die
Einfliisse der dreidimensionalen Struktur von Insulin zu untersuchen, wurden in einem
zweiten Versuchsansatz die Disulfidbriicken zwischen der Insulin-A- und B-Kette auf-
gebrochen, bevor es mit Proteasom inkubiert wurde. Zum Aufbrechen der Disulfidbrii-

cken wurde Dithiothreitol (DTT) als reduzierendes Agens verwendet.

Untersuchung des Auftretens von spontaner nicht-proteasomaler Degradation: Um
zu differenzieren, ob eine Degradation des Insulinmolekiils Folge proteasomaler Degra-
dation ist, oder allein schon durch die Inkubationsbedingungen erfolgt, wurden Kon-
trollversuche durchgefiihrt, bei denen Insulin den genannten Versuchsbedingungen un-

terzogen wurde, jedoch ohne Proteasom hinzuzufiigen.
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Ubersicht iiber die Versuchsansitze: In Tabelle 15 ist eine Ubersicht iiber die Ver-

suchsansétze und die zugehorigen Kontrollen gegeben:

Tabelle 15: Versuchsansétze zum proteasomalen Verdau von Insulin

Kontrollen Versuche
Ansatz Nr. | 2 3 4
Insulin [5 mM] 1 ul 1 ul 1 ul 1 ul
DTT [0,15 M] 0 1l 1l 0
20S Proteasom [0,4 pg/pl] 0 0 L125ul 1,25ul
HEPES-Puffer 150 ul 150l 150l 150 ul

3.3.1.2 Untersuchungen zum Einfluss der 3D-Struktur von Insulin

Inkubation von nativem Insulin mit Dithiothreitol: Natives Insulin wurde mit und
ohne Dithiothreitol fiir eine Stunde inkubiert (Ansédtze 1 und 2). Die beiden im An-
schluss aufgenommenen MS-Spektren sind in Abb. 25 als iiberlagerte Spektren darge-
stellt. Es wurden insgesamt lediglich sechs Signale detektiert, die in Tabelle 16
(s. S. 50) genauer beschrieben werden.
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Abb. 25: MS-Ubersichtsspektren der Kontrollansitze zum protesomalen Verdau von Insulin

1. MS-Spektrum von nativem Insulin (Ansatz 1, blau hervorgehoben); 2. MS-Spektrum von Insulin in
Anwesenheit von DTT (Ansatz 2, rot hervorgehoben). Beide Ansétze gemessen nach 1 Stunde Inkubati-
on bei 37°C in HEPES-Puffer.
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Die Ergebnisse zeigen, dass natives Insulin ohne DTT-Zugabe in Losung iiber eine
Stunde stabil bleibt (Nachweis des nativen Insulins im MS; keine Insulinfragmente im
MS). Insulin war unter diesen Bedingungen auch noch nach 19 Stunden stabil (Daten
nicht gezeigt). In Anwesenheit von DTT dagegen war Insulin bereits nach einer Stunde
vollstidndig in seine beiden Teilketten gespalten (Signale des nativen Insulins sind nicht
detektierbar; A- und B-Ketten sind im MS nachweisbar). Nach 19 Stunden waren die
solitdren Insulin-Ketten im Sinne einer spontanen Degradation in kleinere Insulinfrag-
mente zerfallen (Fragmente sind im MS sichtbar; A- und B-Ketten sind nicht mehr de-

tektierbar; Daten nicht gezeigt).

Tabelle 16: Massenspektrometrisch ermittelte Signale aus der Inkubation von nativem Insulin mit
und ohne DTT-Zugabe

Insulin
nativ nativ+DTT

(Ansatz 1)  (Ansatz 2)

Masse/Ladung Ladung Masse

[m/z] 2] [M-+H] Sequenz Signal vorhanden
686,570 5 3428,850 Insulin B-Kette nein ja
795,038 3 2383,114 Insulin A-Kette nein ja
857,953 4 3428,812 Insulin B-Kette nein ja
968,470 6 5805,82 Insulin-Gesamtmolekiil ja nein
1161,939 5 5805,70 Insulin-Gesamtmolekiil ja nein
1452,191 4 5805,76 Insulin-Gesamtmolekiil ja nein

Inkubation von nativem Insulin mit 20S Proteasom: Zunichst wurde natives Insulin
zusammen mit 20S Proteasom inkubiert und mit der Kontrolle ohne 20S Zugabe vergli-
chen (Ansétze 4 und 1). Sowohl nach einer Stunde, als auch nach 19 Stunden zeigten
sich keine Unterschiede in den MS-Spektren (Daten nicht gezeigt). Das heif3t, natives

Insulin wurde nicht vom 20S Proteasom degradiert.

Inkubation von DTT-behandeltem Insulin mit 20S Proteasom: Im folgenden Ver-
such wurde DTT-vorbehandeltes Insulin, also solitire A- und B-Ketten, mit und ohne
Proteasom inkubiert (Ansdtze 2 und 3). Die Abb. 26 zeigt die iiberlagerten MS-
Ubersichtsspektren der beiden Ansitze. In beiden Fillen sind die drei hohen Peaks vor-
handen, die die solitdren Ketten A und B reprisentieren (zwei Peaks reprasentieren die
B-Kette in zwei verschiedenen Ladungszustdnden, der dritte Peak reprdsentiert die A-
Kette). Neu in diesem Ansatz waren zahlreiche Signale mehrfachgeladener Ionen im
Massenbereich ab m/z > 350, die Degradationsprodukte der Insulinketten darstellten.
Um zu zeigen, dass die Fragmente Produkte proteasomaler Degradation sind, musste

ausgeschlossen werden, dass es sich um Produkte spontaner Degradation unter dem
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Einfluss von DTT handelt. Dies erfolgte durch direkten Vergleich aller Signale aus dem
Versuch mit Proteasom und der Kontrolle ohne Proteasom im folgenden Abschnitt.
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Abb. 26: MS-Ubersichtsspektren der Versuchsansitze zum protesomalen Verdau von Insulin

1. MS-Spektrum von Insulin in Anwesenheit von DTT (Ansatz 2, rot hervorgehoben); 2. MS-Spektrum
von Insulin in Anwesenheit von DTT und 20S Proteasom (Ansatz 3, rot hervorgehoben). Beide Ansétze
gemessen nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C in HEPES-Puffer.

3.3.1.3 Schnittverhalten von 20S Proteasom beim Verdau von Insulin

Die Tabelle 17 zeigt eine Ubersicht iiber die vorhandenen Signale nach 19 Stunden In-

kubation von DTT-behandeltem Insulin mit und ohne Proteasom (Ansétze 2 und 3).

Tabelle 17: Massenspektrometrisch ermittelte Signale aus der Inkubation von Insulin in Anwesen-
heit von DTT mit und ohne 20S Proteasom-Zugabe

Insulin
+DTT +DTT +20S
(Ansatz 2) (Ansatz 3)
Masse/Ladung Ladung Masse Sequenz Signalintensitét
[m/z] (] [M+H] [cps]

372,69 2 744,380 0 88

374,70 2 748,400 0 70

376,22 2 751,440 0 30

376,25 2 751,500 0 80

379,21 2 757,420 B 1-6 0 1100

387,21 2 773,420 0 50
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Tabelle 17 (Fortsetzung)

+DTT +DTT +20S
(Ansatz 2) (Ansatz 3)
Masse/Ladung Ladung Masse Sequenz Signalintensitét
[m/z] [z] [M+H]
390,22 2 779,440 0 40
413,24 2 825,478 B 8-15 0 460
420,23 2 839,460 0 70
424,23 2 847,460 0 210
430,72 2 860,440 B 1-7 60 1500
460,24 2 919,472 B 21-27 0 100
464,75 2 928,490 B7-15 0 435
479,30 2 957,600 0 200
480,76 2 960,514 B 23-30 0 720
488,74 2 976,484 B 20-27 0 660
497,24 2 993,480 0 900
521,29 2 1041,582 B 6-15 0 70
522,81 2 1044,610 B 9-17 0 150
526,76 2 1052,512 A '1-10 0 100
533,27 2 1065,540 B 5-15 0 70
537,75 2 1074,494 0 70
540,26 2 1079,520 0 60
545,30 2 1089,606 0 100
551,31 2 1101,626 B 8-17 0 700
562,31 2 1123,610 0 35
565,79 2 1130,580 0 19
566,77 2 1132,548 0 38
570,29 2 1139,576 0 30
572,82 2 1144,640 25 0
578,27 2 1155,532 A 1-11 18 65
589,78 2 1178,568 B 18-27 0 250
600,85 2 1200,692 0 130
602,82 2 1204,636 0 190
409,89 3 1227,670 0 115
622,83 2 1244,660 90 0
623,33 2 1245,656 0 345
415,89 3 1245,670 0 280
418,89 3 1254,670 0 70
635,28 2 1269,560 0 60
638,85 2 1276,700 20 0
641,30 2 1281,600 0 30
642,27 2 1283,540 0 30
651,83 2 1302,664 B 20-30 0 1000
434,90 3 1302,697 B 20-30 6 1500
659,35 2 1317,694 15 15
663,34 2 1325,680 0 35
447,56 3 1340,680 0 155
671,33 2 1341,652 0 30
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Tabelle 17 (Fortsetzung) Insulin
+DTT +DTT +20S
(Ansatz 2) (Ansatz 3)
Masse/Ladung Ladung Masse Sequenz Signalintensitét
[m/z] [z] [M+H] [cps]

447,89 3 1341,670 0 170
675,79 2 1350,584 0 60
681,37 2 1361,740 0 100
686,78 2 1372,558 0 45
459,24 3 1375,720 40 50
692,80 2 1384,592 0 25
694,33 2 1387,660 0 45
700,78 2 1400,562 0 15
469,24 3 1405,723 B 19-30 0 280
703,85 2 1406,700 B 7-19 0 160
727,86 2 1454,722 0 30
741,87 2 1482,746 B 1-13 0 60
494,93 3 1482,784 B 1-13 0 500
752,88 2 1504,752 B 18-30 0 170
502,26 3 1504,783 B 18-30 25 880
757,35 2 1513,700 18 20
518,61 3 1553,842 B 1-14 0 80
556,30 3 1666,900 B 1-15 15 140
877,87 2 1754,740 8 20
890,95 2 1780,900 B 16-30 0 40
594,31 3 1780,930 B 16-30 18 375
891,45 2 1781,894 0 45
928,39 2 1855,770 0 10
929,38 2 1857,760 0 15
940,37 2 1879,738 0 6
993,40 2 1985,808 0 4
784,71 3 2352,130 A komplett 20 0
789,04 3 2365,120 A komplett 60 0
795,04 3 2383,120 A komplett 300 20
1192,51 2 2384,014 A komplett 16 2
802,36 3 2405,080 A komplett 100 10
1175,04 4 4697,160 2 0
1183,04 4 4729,160 3 0

Insulin + DTT: Im Ansatz mit Insulin und DTT ohne Proteasom wurde die A-Kette
nachgewiesen, die B-Kette jedoch nicht. Abgesehen von den Signalen, die die A-Kette
reprisentieren, zeigten sich 12 weitere Signale mit geringer Intensitét im MS (Intensita-
ten max. 60 cps). Davon konnten fiinf Signale identifiziert werden. Diese stellten Frag-
mente der Insulin B-Kette dar, bei denen es sich um spontane, nicht-proteasomale De-

gradationsprodukte handelte. Bevorzugte Bruchstellen der B-Kette waren die Bindun-
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gen zwischen den Aminosduren 7/8 (C/G), 19/20 (C/G), 15/16 (L/Y) und 17/18 (L/V).
Fragmente aus der A-Kette wurden nicht detektiert, was darauf hindeutet, dass diese im
Gegensatz zur B-Kette stabil in Losung blieb und keiner spontanen Degradation unter-

lag.

Insulin + DTT + 20S: Im Ansatz mit Insulin, DTT und 20S Proteasom wurden nach 19
Stunden weder die A- noch die B-Kette nachgewiesen, d. h. beide wurden degradiert.
Im MS waren 75 Signale mit z. T. sehr hohen Intensitdten (bis zu 1500 cps) abgrenzbar,
aus denen 19 Peptide der B-Kette und ein Peptid der A-Kette identifiziert werden konn-
ten. Die B-Kette wurde mit einer Sequenzabdeckung von 100 % identifiziert, die A-
Kette mit etwa 50 %. Von den 75 Signalen erschienen 66 Signale ausschlieBlich im An-
satz mit Proteasom. Die neun bekannten Signale aus dem Ansatz ohne Proteasom ka-

men hier meist in erheblich hoheren Signalintensitéten vor.

Die hohe Anzahl an neu aufgetretenen Peptiden und die insgesamt sehr hohen Signalin-
tensititen beim Ansatz mit Proteasom zeigen im Vergleich mit den Ergebnissen des
Kontrollversuchs ohne Proteasom, dass das 20S Proteasom enzymatische Aktivitét fiir
denaturiertes Insulin besitzt. Bevorzugte Schnittstellen waren dabei 7/8 (C/G), 19/20
(C/G), 15/16 (L/Y), 17/18 (L/V) und 6/7 (L/C).

Schnittkarte Insulin B-Kette: Die Ergebnisse werden in einer sogenannten Schnittkar-
te grafisch dargestellt (s. Abb. 27). Neben den im Experiment tatsichlich detektierten
Schnittstellen wurden auch die theoretisch moglichen proteasomalen Schnittstellen dar-
gestellt. Dies sind diejenigen Peptidbindungen, die sich aufgrund der drei klassischen
Aktivitdten des Proteasoms als theoretisch mogliche Schnittstellen ergeben. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die C-terminalen Peptidbindungen folgender Aminosduren als
trypsin-, chymotrypsin-, bzw. caspaseartig eingestuft (s. Tabelle 18, sowie Diskussion,
Abschnitt 4.4, S. 91):

Tabelle 18: Theoretische Schnittstellen der drei klassischen Aktivititen des Proteasoms

Enzymaktivitéit Schnitt C-terminal der Aminoséure

trypsinartig K,R,H
chymotrypsinartig  V,L,I, M, F,A,P,G,W,Y
caspaseartig D,E
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Auf dieser Basis ergibt sich die folgende Schnittkarte der Insulin B-Kette aus theore-
tisch vorhergesagten Schnittstellen und den tatsidchlich im Experiment identifizierten

Peptiden:
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Abb. 27: Schnittkarte der Insulin B-Kette

Dargestellt sind die massenspektrometrisch identifizierten Verdauprodukte der Insulin B-Kette. Gemes-
sen wurde nach 19-stiindiger Inkubation von Insulin in Anwesenheit von DTT und 20S Proteasom bei
37°C in einem HEPES-Puffer (Ansatz 3). In der Sequenz der B-Kette sind die theoretisch vorhergesag-
ten Schnittstellen farbig hervorgehoben (rot: trypsinartig; blau: chymotrypsinartig; gelb: caspaseartig).
Die Schnittstellen der tatsdchlich nachgewiesenen Schnittprodukte sind als Balken dargestellt und im
gleichen Farbcode markiert. In Klammern stehen die Signalintensitéiten des jeweiligen Peptids aus dem
MS-Ubersichtsspektrum als MaB fiir dessen Auftretenshiufigkeit.

Was das tatsdchlich beobachtete Schnittverhalten des Proteasoms betrifft, 14sst sich aus
der Schnittkarte Folgendes ablesen: Es wurden Peptide mit Schnitten an trypsin-, chy-
motrypsin- und caspaseartigen Schnittstellen nachgewiesen, d. h. das 20S Proteasom
zeigte beim Verdau der Insulin B-Kette alle drei klassischen Aktivitdten. Von den 19
identifizierten Peptiden enthielten 14 Peptide ein oder zwei chymotrypsinartige Schnit-
te. Trypsin- und caspaseartige Schnitte traten nur zwei- bzw. einmal auf. Dariiber hinaus
gab es Peptide, die Schnitte an drei weiteren Schnittstellen aufwiesen, ndmlich an den
Aminosduren 7/8 (C/G), 19/20 (C/G) und 27/28 (T/P), die keine theoretischen Schnitt-
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stellen in Bezug auf das Konzept der drei klassischen Proteasomaktivitdten darstellen.
Wird die Intensitit der jeweiligen Peptide aus dem MS-Ubersichtsspektrum als MaB fiir
die Konzentration des Peptids in der Probe mit einbezogen, dann ergibt sich folgendes
Bild: Etwa 47 % der Schnitte fanden an atypischen Schnittstellen statt, 45 % an chy-
motrypsinartigen Schnittstellen und nur 7 bzw. <1 % an trypsin- bzw. caspaseartigen
Schnittstellen. Die meisten der identifizierten Peptide hatten eine Lénge von 8-13 Ami-
nosduren, langere oder kiirzere Peptide waren seltener. Die Peptidlingenverteilung ist in

folgendem Histogramm veranschaulicht (s. Abb. 28).

Anzahl detektierter Peptide
A

p» Peptidlange
<7 8-10 11-13 214 [Aminosauren]

Abb. 28: Langenverteilung der Verdauprodukte des Insulins
Das Histogramm zeigt die Peptidldngenverteilung der Verdauprodukte aus Ansatz 3 zum Verdau von
Insulin durch 20S Proteasom.

Die Ergebnisse zeigen, dass 20S Proteasom die solitdren Insulin-Ketten A und B degra-
dieren konnte mit klarer Priaferenz fiir die B-Kette. In etwa der Hélfte der Félle schnitt
es beim Verdau der B-Kette an sogenannten atypischen Schnittstellen, die (bezogen auf
das Konzept der drei klassischen Proteasomaktivititen) keine theoretischen Schnittstel-
len darstellen. Bei den iibrigen Schnitten, die an theoretisch vorhergesagten Schnittstel-

len erfolgten, handelte es sich iiberwiegend um chymotrypsinartige Schnitte.

3.3.2 Vorbehandlung von Albumin

HSA, das in PAP-BALF nachgewiesen wurde, sollte im Folgenden genauer untersucht
werden. Die Ergebnisse zum Verdau von Insulin durch 20 S Proteasom zeigten einen
erheblichen Einfluss der 3D Struktur des Proteins auf den Verdau. Nur denaturiertes
Insulin stellte ein geeignetes Substrat fiir das 20S Proteasom dar. Aus diesem Grund

sollten Verdauversuchen von HSA durch 20S Proteasom an HSA mit unterschiedlich
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denaturierter Struktur durchgefiihrt werden. Deshalb wurde zunéchst das Verhalten von
HSA in Losung sowie unter denaturierenden Bedingungen (DTT, Temperatur, pH, Puf-

fer, lonen) und unter oxidierenden Bedingungen (H,O,) untersucht.

3.3.2.1 Untersuchung zur Stabilitat von HSA in Losung

Die folgenden beiden Versuche sollten zeigen, ob sich HSA in Losung iiber die Zeit
stabil verhdlt. Zunédchst wurde aus lyophilisiertem HSA (vgl. Abschnitt 2.1) eine
0,5 mM Losung mit Reinstwasser hergestellt. Um mogliche kleinmolekulare Verunrei-
nigungen zu entfernen, wurde eine Dialyse vorangeschaltet (vgl. Abschnitt 2.2.1). Das
dialysierte HSA wurde einmal direkt nach der Dialyse und ein zweites Mal nach 20
Stunden Inkubation bei 4°C entsalzt und massenspektrometrisch untersucht. Die Abb.

29 zeigt die beiden iiberlagerten Ubersichtsspektren.
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Abb. 29: MS-Ubersichtsspektren von nativem HSA
1. MS-Spektrum von nativem HSA, gemessen direkt nach Herstellung der HSA-Ldsung (blau); 2.
MS-Spektrum von nativem HSA, gemessen nach 20 Stunden Inkubation bei 4°C (rot).

Im Massenbereich von m/z = 1000-1950 erschien in beiden Féllen natives HSA als ge-
zacktes Signal. FEine Proteinrekonstruktion mittels Dekonvulation (Verfahren
s. Abschnitt 2.7.3.1) errechnet eine Masse von 66.457 Da in guter Ndherung zur Her-
stellerangabe von 66.478 Da (s. Abb. 30, S. 58).
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Abb. 30: MS-Dekonvulationsspektrum von nativem HSA
Gemessen direkt nach Herstellung der HSA-L&sung. Rekonstruktion der Proteinmasse durch Dekonvula-
tion. Angegeben sind die Anzahl der angelagerten Protonen, errechnet durch das Auswerte-Tool ,,Baye-
sian Protein Reconstruct™ der Software Analyst.
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In Abb. 29 zeigen sich im Massenbereich von m/z <900 nach beiden Zeitpunkten Sig-

nale von Losungsmitteln aus der MS-Probenvorbereitung und einigen wenigen HSA-

Fragmenten (Details s. Tabelle 19).

Tabelle 19: Massenspektrometrisch ermittelte Signale aus der Untersuchung von nativem HSA

HSA nativ
ohne nach 20h
Inkubationszeit bei 4°C
Mass[c:r/ll/;a]dung LaEiZ ling [1\16[8.[51?] Sequenz Signal vorhanden
563,31 2 1125,62 ja ja
591,35 2 1181,70  HSA 423-432 ja ja
641,35 2 1281,70 ja ja
723,35 2 1445,70 ja ja
742,43 2 1483,86  HSA 438-451 ja ja
438,25 2 875,50 nein ja
448,60 3 1343,80 nein ja
478,80 2 956,60 HSA 438-446 nein ja
493,81 2 986,62 HSA 447-455 nein ja
535,30 2 1069,60  HSA 433-446 nein ja
548,34 2 1095,68 nein ja
588,32 2 1175,64 nein ja
599,34 2 1197,68 nein ja
649,40 2 1297,80 nein ja
663,85 2 1326,70  HSA 519-529 nein ja
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In dem sofort nach Dialyse untersuchten HSA wurden fiinf Signale detektiert, von de-
nen zwei als HSA-Peptide identifiziert wurden. In der nach 20 Stunden gemessenen
Probe befanden sich neben diesen fiinf Signalen noch weitere zehn Signale, von denen
vier als HSA-Peptide identifiziert werden konnten. Das heif3t, dass sich bereits in frisch
zubereiteter HSA-LOsung neben nativem HSA auch HSA-Fragmente befanden. Die
Anzahl spontaner Degradationsprodukte nimmt nach 20 Stunden Inkubation weiter zu.

In einem weiteren Versuch sollte der mogliche Einfluss von HEPES-Pufferldsung, die
fiir die nachfolgende Inkubation von HSA mit 20S Proteasom verwendet wird, auf die
Stabilitdt von nativem HSA untersucht werden. Es sollte getestet werden, ob die Umge-
bungsbedingungen, die durch das HEPES-Puffersystem hergestellt werden, die Stabili-
tit von nativem HSA beeinflussen. Dazu wurde in HSA in HEPES-Puffer (vgl. Tabelle
1, S. 14) fiir 20 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
keine Degradationsprodukte detektiert (Daten nicht gezeigt).

3.3.2.2 Untersuchung zum Einfluss von Dithiothreitol und Hitze auf HSA

Zunichst wurde HSA mit aufsteigenden DTT-Konzentrationen unter Hitzeeinwirkung
inkubiert mit dem Ziel, die Disulfidbriicken durch DTT zu 6ffnen und die Reaktion
durch Hitze zu beschleunigen und zu verstirken. Die Auswirkungen dieser Denaturie-

rung wurden im Anschluss mittels Massenspektrometrie untersucht.

Aufsteigende DTT-Konzentrationen: In Losung gebrachtes HSA wurde erhitzt, zu-
néchst auf 56°C, dann auf 90°C, in An- und Abwesenheit eines HEPES-Puffers (pH
7,8). Unter Zugabe aufsteigender DTT-Konzentrationen zeigten die Losungen folgendes
Verhalten (s. Tabelle 20).

Tabelle 20: Makroskopische Strukturverinderungen von gelostem HSA in Abhiingigkeit von Tem-
peratur, DTT-Konzentration und Pufferlosung

Hitzebehandlung
HSA nativ DTT [pmol/mg HSA] 56°C 90°C
in HEPES-Puffer 0,03 fliissig beginnende Gelbildung
in HEPES-Puffer 0,09 fliissig Gelbildung
in HEPES-Puffer 0,18 Gelbildung Gelbildung
in Reinstwasser 4,50 fliissig nicht untersucht

Bereits die niedrigste verwendete DTT-Konzentration von 0,03 pmol/mg Protein fiihrte
bei 90°C zu einer beginnenden Verfestigung des in HEPES-Puffer gelosten HSA zu
einem Gel. Ab Konzentrationen von 0,18 pmol/mg war dieser Prozess bereits bei einer
Inkubation bei 56°C zu beobachten. In Abwesenheit von HEPES-Puffer fiihrten auch
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bis zu 25-fach héhere DTT-Konzentrationen (4,5 pmol/mg) bei 56°C nicht zu einer
solchen Gelbildung.

MS-Untersuchung von HSA unter Hitze- und DTT-Einwirkung: Von nativem HSA,
geldst in HEPES-Puffer, wurde ein MS-Ubersichtsspektrum aufgenommen. Eine zweite
Probe HSA in HEPES-Puffer wurde fiir 30 min auf 56°C erhitzt und davon ebenfalls ein
MS-Ubersichtsspektrum aufgenommen. Eine dritte Probe wurde analog zur zweiten
Probe behandelt, jedoch wurde vor der Hitzeeinwirkung 0,03 pmol DTT/mg HSA zu-
gegeben. Der Vergleich der drei Massenspektren (s. Abb. 31) liefert folgende Ergebnis-
se: Im Massenbereich m/z = 1000-2000 zeigte sich ein deutliches Signal fiir natives
HSA, und abgeschwichte Signale fiir hitzebehandeltes, sowie hitze- und DTT-
behandeltes HSA.

Das Ergebnis legt nahe, dass unter den angewandten denaturierenden Bedingungen

HSA teilweise degradiert wurde.
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Abb. 31: MS-Ubersichtsspektren zur Darstellung des Einflusses der Vorbehandlung auf HSA
1. natives HSA (blau), 2. hitzebehandeltes HSA (griin), 3. hitze- und DTT-behandeltes HSA (rot).

Im Massenbereich m/z <1000 befanden sich unter den gewédhlten denaturierenden Be-

dingungen vermehrt Signale, bei denen es sich wahrscheinlich um Degradationsproduk-
te handelt (s. Tabelle 21):
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Tabelle 21: Anzahl massenspektrometrisch ermittelter Signale von HSA in Abhéingigkeit von Tem-
peratur und DTT-Konzentration

HSA nativ HSA +Hitze HSA +Hitze +DTT

7 Signale —» davon 5 Signale —® davon 5 Signale
wieder gefunden wieder gefunden

+ 20 neue Signale —® davon 17 Signale
wieder gefunden

+ 21 neue Signale

=7 Signale = 26 Signale = 44 Signale

In nativem HSA wurden lediglich sieben Signale detektiert. Hitzebehandeltes HSA
zeigte 26 Signale und hitze- plus DTT-behandeltes HSA ergab 44 Signale.

Das Ergebnis zeigt, dass HSA allein durch Hitze teilweise degradiert wurde und dass

hitzebedingte Degradation unter DTT-Einfluss noch verstirkt wurde.

3.3.2.3 Untersuchung zum Einfluss von Wasserstoffperoxid auf HSA

HSA wurde (nach Denaturierung durch DTT) zusammen mit Wasserstoffperoxid bei
Raumtemperatur oder unter Hitzeeinwirkung inkubiert. Ziel war es, die Proteinstruktur
durch Offnung von Disulfidbriicken zu denaturieren und durch nachfolgende Oxidation
von Cystein eine Riickfaltung zu verhindern. Die Auswirkungen wurden mittels Mas-

senspektrometrie untersucht.

MS-Untersuchung von HSA unter Einfluss von H,O, bei Raumtemperatur: Mit
DTT vorbehandeltes HSA (0,9 pmol DTT/mg HSA) wurde mit Wasserstoffperoxid
(4 umol H>O»/mg HSA) bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert. Im Anschluss
wurde die Masse des HSA mittels MS-Dekonvulation bestimmt. Die Masse betrug nach
der Oxidation My, = 66.560 Da (Daten nicht gezeigt). Verglichen mit der Masse von
nativem HSA (Mpaiv = 66.457, vgl. Abschnitt 3.3.2.1) ergab sich durch die H,O,-
Vorbehandlung eine Massenzunahme von 103 Da. Dies entspricht (unter Beriicksichti-
gung der Molekiilmasse des Sauerstoffs von 16 Da) einer Anlagerung von etwa 6 Sau-
erstoffatomen an ein HSA-Molekiil. Das oxidierte HSA wurde nach 0,5 Stunden, nach
19, sowie nach 42 Stunden im MS auf Degradationsprodukte hin untersucht, um dessen
Stabilitdt iiber der Zeit zu beurteilen. Die Tabelle 22 (s. 62) zeigt die Ergebnisse. Nach
einer halben Stunde wurden drei Fragmente detektiert, nach 19 Stunden betrug die An-
zahl 17. Eine Verlidngerung der Inkubationszeit auf 42 Stunden fiihrte nicht zu einer

relevanten Erh6hung der Anzahl der Fragmente.
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Tabelle 22: Anzahl massenspektrometrisch ermittelter Signale von HSA nach Hitze-Denaturierung
und Oxidation (H,0;) in Abhéingigkeit der Inkubationszeit

HSA +DTT +H;0,

nach 30 Minuten nach 19 Stunden nach 42 Stunden

3 Signale —® davon 3 Signale —® davon 3 Signale
wieder gefunden wieder gefunden

+ 14 neue Signale —® davon 14 Signale
wieder gefunden

+ 1 neues Signale

= 3 Signale, =17 Signale, = 18 Signale,
davon 3 als HSA- davon 13 als HSA- davon 13 als HSA-
Peptide identifiziert Peptide identifiziert Peptide identifiziert

Das Ergebnis zeigt, dass denaturiertes und oxidiertes HSA instabil war und {iber der

Zeit zunehmend in kleinere Fragmente zerfiel.

MS-Untersuchung von HSA unter Einfluss von hochdosiertem H,O, und Hitze:
Mit DTT vorbehandeltes HSA wurde auch hier mit Wasserstoffperoxid inkubiert. Ex-
plizites Ziel war es an dieser Stelle, die denaturierenden Bedingungen im Vergleich zu
den vorangegangenen Versuchen deutlich zu steigern. Dazu wurde die H,O,-
Konzentration auf 19 pmol H,O,/ mg HSA (von vormals 4 pmol H,O,/ mg HSA) ge-
steigert, die Inkubationstemperatur des Oxidationsschritts auf 60°C (von vormals
Raumtemperatur) angehoben und die Inkubationszeit des Oxidationsmittels auf 26
Stunden (von vormals 1 Stunde) erhoht. Dariiber hinaus wurde auch die DTT-
Konzentration auf 4,5 pmol DTT/mg HSA (von vormals 0,9 umol DTT/mg HSA) er-
hoht. Am Ende der Inkubationszeit zeigten sich 16 Signale mit hohen Intensititen im
MS-Ubersichtsspektrum. Davon wurden neun Signale als HSA-Peptide identifiziert
(s. Tabelle 23, 63).

Das native Molekiil beginnt bei Aminosdure 25, da der Abschnitt 1-25 das Signalpeptid
darstellt, das im nativen Protein nicht mehr enthalten ist und endet hinter Aminosiure
609. Unter Beriicksichtigung dieses Umstands zeigen die Ergebnisse, dass v. a. Frag-
mente vom Anfang der Aminosdurekette (HSA 25-/26-37) und vom Ende (HSA 587-
/588-/592-/593-609) entstanden sind. Zwei der detektierten Peptide waren jeweils drei-

fach oxidiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass DTT-denaturiertes HSA mit Wasserstoffperoxid unter den
gegebenen Bedingungen sowohl bei Raumtemperatur, als auch unter Hitzeeinwirkung
oxidiert werden konnte. Uber die Zeit zeigte es sich instabil und wies nach 1-2 Tagen

zahlreiche Degradationsprodukte auf.
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Tabelle 23: Massenspektrometrisch ermittelte Signale aus der Untersuchung von HSA nach Vor-
behandlung unter stark denaturierenden Bedingungen

Masse/Ladung Ladung Masse Sequenz
[m/z] [z] [M+H]
356,97 4 1424,88 HSA 26-37 (PMF)
506,97 3 1518,91 HSA 133-145
385,71 4 1539,84 HSA 25-37
513,95 3 1539,85
392,72 4 1567,88
545,31 3 1633,93 HSA 132-145
413,74 4 1651,96
552,66 3 1655,98 HSA 593-609
601,69 3 1803,07 HSA 592-609
695,97 3 2085,91 HSA 320-338 +2 H,O-Anlagerungen
771,41 3 2312,23 HSA 588-609 +3 Oxidationen
809,76 3 242728 HSA 587-609 +3 Oxidationen
822,08 3 2464,24
860,42 3 2579,26
748,38 5 3737,90
963,98 4 3852,92

Denaturierende Bedingungen: Zugabe von 4,5 pmol DTT/mg HSA und nachfolgender Oxidation mit
19 umol H,O,/ mg HSA bei 60°C fiir 26 Stunden

3.3.3 Degradation von Albumin durch 20S Proteasom

3.3.3.1 Untersuchungen zum Einfluss denaturierender Umgebungsbedingungen

In vier Vorversuchen wurde natives, bzw. auf unterschiedliche Arten denaturiertes HSA
zusammen mit 20S Proteasom inkubiert, um den proteasomalen Verdau in Abhéngig-

keit der Proteinstruktur zu studieren.

Versuchsaufbau: Natives HSA sowie unterschiedlich vorbehandeltes HSA (DTT, Hit-
ze, Wasserstoffperoxid) wurden jeweils zusammen mit 20S Proteasom aus humanen
Erythrozyten (Proteasompréparation ,,h-Ery*) in HEPES-Puffer fiir 17-24 Stunden bei
37°C unter Schiitteln inkubiert. Zu jedem Versuch wurde ein Kontrollansatz hergestellt,
der denselben Bedingungen unterworfen wurde, lediglich ohne Zugabe von Proteasom.
Jeder Verdau wurde am Ende der Inkubationszeit massenspektrometrisch untersucht
und mit der entsprechenden Kontrolle verglichen. Die MS-Spektren wurden im Hin-
blick auf ,differenzielle Signale* untersucht. Es handelte sich dabei um Signale, die im
Verdau (im Vergleich mit der Kontrolle) neu auftreten (Gruppe 1) und um Signale, die

in der Kontrolle vorhanden waren, aber im Verdau nicht mehr nachgewiesen werden
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konnten (Gruppe 2). Signale aus beiden Gruppen sprechen dafiir, dass das Proteasom
urséchlich verantwortlich fiir die Entstehung der zugehorigen Peptide war. Im Einzelnen

wurden folgende Versuchsbedingungen gewéhlt:

- ,HSA nativ“: HSA gelost in Reinstwasser, +20S Proteasom inkubiert in HE-
PES-Puffer bei 37°C fiir 20 Stunden

- ,HSA+DTT+Hitze*: HSA gelost in Reinstwasser, +DTT (0,045 pmol/mg
HSA), erhitzt auf 56°C fiir 30 Minuten, abgekiihlt auf Eis, £20S Proteasom in-
kubiert in HEPES-Puffer bei 37°C fiir 17 Stunden

- LHSA+DTT+Oxidation*: HSA gelost in Reinstwasser, +DTT (0,9 pmol/mg
HSA), +H,0; (4 pmol/mg HSA) inkubiert bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde,
+20S Proteasom inkubiert in HEPES-Puffer bei 37°C fiir 19 Stunden

-  ,HSA+DTT+Hitze+Oxidation*: HSA gelost in Reinstwasser, +DTT (4,5
umol/mg HSA), erhitzt auf 60°C fiir 10 Minuten, +H,O; (19 umol/mg HSA) in-
kubiert bei 60°C fiir 44 Stunden, abgekiihlt auf Raumtemperatur, £20S Protea-
som inkubiert in HEPES-Puffer bei 37°C fiir 24 Stunden

Die Tabelle 24 fasst die Ergebnisse der Versuchsreihe zusammen.

Tabelle 24: Anzahl massenspektrometrisch ermittelter Signale aus der Inkubation von unterschied-
lich vorbehandeltem HSA mit 20S Proteasom (Verdau) und ohne 20S Proteasom (Kontrolle)

Anzahl der Signale

Kontrollen Verdau differenzielle Signale

Gruppe 1°  Gruppe2™  insgesamt

HSA nativ keine keine keine keine keine
HSA+DTT+Hitze 15 15 1 1 2
HSA+DTT+Oxidation 18 17 2 3 5
HSA+DTT+Hitze+Oxidation 33 42 11 2 13

*/"" = Signale, die ausschlieBlich im Verdau / bzw. ausschlieBlich in der Kontrolle auftreten
Inkubation jeweils in HEPES-Puffer bei 37°C; Inkubationszeiten variierten zw. 17 und 24 Stunden

Ergebnisse: Natives HSA lieferte weder in der Kontrolle noch nach Verdau Signale
und zeigte sich somit unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen stabil, unabhéngig
davon, ob 20S Proteasom anwesend war oder nicht. Das vollstindige Fehlen von De-
gradationsprodukten zeigt, dass natives HSA ohne Vorbehandlung nicht vom 20S Pro-

teasom degradiert werden kann.

Bei denaturiertem und bei oxidiertem HSA dagegen waren im Verdauansatz mit 20S

Proteasom zahlreiche Signale (15, 17 bzw. 42 Signale) vorhanden, wobei auch die zu-
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gehorigen Kontrollen ohne Proteasom-Zugabe ebenfalls viele Signale (15, 18 bzw. 33
Signale) zeigten. Es ergaben sich 2, 5 bzw. 13 differenzielle Signale in den Verdaus mit
vorbehandeltem HSA. Sowohl Hitzebehandlung als auch Oxidation von HSA (jeweils
in Kombination mit DTT) lieBen differenzielle Signale entstehen. Die Kombination von
Hitzebehandlung, Oxidation und DTT ergab die hochste Anzahl an differenziellen Sig-

nalen.

3.3.3.2 Untersuchungen zum Einfluss von Proteinoxidation und Hsp90

Im folgenden Versuch wurde denaturiertes und verschieden stark oxidiertes HSA zu-
sammen mit 20S Proteasom aus humanen Erythrozyten (Proteasompréparation ,,h-Ery*)
inkubiert und zwar in An- und Abwesenheit von Hsp90. Ziel war es, den Einfluss unter-
schiedlich starker Oxidation und den Einfluss des Chaperons Hsp90 auf den proteaso-
malen Verdau zu untersuchen. Um die Qualitdt der Messdaten zu optimieren, kam in
dieser Versuchsreihe ein erginzendes methodisches Ziel hinzu, nidmlich die Prdsenz
nicht-proteasomaler Degradationsprodukte (entstanden im Rahmen der Substratvorbe-
handlung) so weit wie moglich zu minimieren. Aus diesem Grund wurde diesmal vor
Zugabe des Proteasoms eine Aufreinigung des Substrats vorgenommen. Der Versuch
bestand aus folgenden Schritten (s. Abb. 32).

natives denaturiertes oxidiertes oxidiertes degradiertes
HSA HSA HSA HSA HSA
(+Fragmente) (+Fragmente) (rein und konzentriert)
Reduktion Oxidation Aufreinigung und Degradation
durch DTT durch H,0, Ankonzentration durch 20S

+/- Hsp90

Abb. 32: Arbeitsablauf zur Untersuchung des Einflusses von Proteinoxidation und Hsp90 auf den
Verdau von HSA und 20S Proteasom

Denaturierung von HSA durch DTT und Hitze: Von der HSA-Stammlésung
(0,05 mM) wurden 500 pl verwendet und mit 3,33 ul DTT (0,15 M) versetzt. Das ent-
spricht 0,3 pmol DTT/mg HSA beziehungsweise einer DTT-Konzentration von 1 mM
bezogen auf das Gesamtvolumen. Die Probe wurde fiir 30 min auf 56°C erhitzt und

dann unmittelbar auf Eis gestellt, um Riickfaltungen zu verhindern.

Oxidation von HSA durch H;O,: Aus dem DTT- und hitzevorbehandelten HSA wur-
den 3 Versuchsansitze hergestellt, ein Ansatz ohne H,O,-Zugabe, die anderen beiden
mit 10 bzw. 50 pmol H,O,/mg HSA. Die H,0,-Beigabe von 50 umol H,O,/mg Protein
wurde in Anlehnung an Whittier et al. [128] gewéhlt. Danach fand eine 18-stiindige
Inkubation bei 37°C statt. Nach Ablauf der Inkubationszeit zeigte sich in dem stark oxi-
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dierten Ansatz eine trilbe Suspension, die bei den anderen beiden Ansdtzen nicht er-
kennbar war. Von den drei Ansitzen wurden MS-Ubersichtsspektren aufgezeichnet und
iiberlagert (s. Abb. 33)
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Abb. 33: MS-Ubersichtsspektren zur Darstellung des Einflusses unterschiedlich starker Oxidation
auf HSA

1. nicht-oxidiertes HSA (blau), 2. schwach oxidiertes HSA (10 pmol H,0, / mg HSA, rot), 3. stark oxi-
diertes HSA (50 pmol H,O, / mg HSA, griin); zunehmende Oxidation fiihrt zu einer zunehmenden Mas-
senverschiebung nach rechts, die die Anlagerung von Sauerstoffatomen repréisentiert.

In den Spektren ist mit steigendem Grad der Oxidation eine zunehmende Verschiebung
der Kurven nach rechts sichtbar, die eine Massenzunahme durch Anlagerung von Sau-
erstoffmolekiilen reprédsentiert. Die Molekiilmassen der drei Versuchsansitze mit Zuga-
be von 0/10/50 pmol H,O»/mg HSA wurden mit Hilfe der MS-Dekonvulation bestimmt
und verglichen (s. Tabelle 25).

Tabelle 25: Massenspektrometrisch ermittelte Molekulargewichte von HSA in Abhéngigkeit der
oxidativen Vorbehandlung mittels H,O,

H,0,-Dosis Molekulargewicht Massenzunahme Sauerstoff-Anlagerung
[umol H,O,/mg HSA] [Da] [Da] [Anzahl]
0 66.484 0 0
10 66.608 124 ~8
50 66.820 336 21

Die Messwerte zeigen eine Anlagerung von etwa 8 Sauerstoffatomen an das HSA-
Molekiil bei einer Oxidation mit 10 umol H,O, / mg Protein. Eine Steigerung der Was-
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serstoffperoxidzugabe auf 50 pmol H,O, / mg Protein liel den Oxidationszustand des
HSA weiter ansteigen und es wurde eine Anlagerung von 21 Sauerstoffatomen beo-
bachtet.

Aufreinigung des oxidierten HSA durch Groéflenausschlusszentrifugation: Die Auf-
reinigung erfolgte durch GroBenausschlusszentrifugation mit einem Zentrifugenfilter
des Typs ,,Amicon” (Verfahren s. Abschnitt 2.2.1). Das zuriickgewonnene Volumen
betrug 20 bis 40 pl und wurde auf ein Zielvolumen von 60 pl in Reinstwasser verdiinnt.
Im Ansatz mit starker Oxidation zeigte sich im Gegensatz zu den beiden anderen Ansit-
zen ein weillicher Niederschlag. Fiir weitere Kalkulationen wurde die Annahme ge-
macht, dass durch nicht-proteasomale Degradation und durch Verluste im Filter 40 %
des zu Beginn eingesetzten HSA verloren gegangen sind. Auf dem Boden dieser An-
nahmen wurde die Konzentration des HSA durch den Aufreinigungsschritt um Faktor
fiinf gesteigert (von 0,05 mM auf 0,25 mM). Die Abb. 34 zeigt die Signale von HSA im

MS-Spektrum vor und nach der Probenaufreinigung.
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Abb. 34: MS-Ubersichtsspektren zur Darstellung des Einflusses der Aufreinigung von oxidiertem
HSA durch Groéfienausschlusszentrifugation

1. stark oxidiertes HSA vor der Aufreinigung (blau); 2. stark oxidiertes HSA nach der Aufreinigung
mittels Grofenauschlusszentrifugation (rot). HSA liegt nach der Aufreinigung in hoherer Konzentration
vor, was anhand der etwa dreifach hoheren Signalintensitét zu erkennen ist.

Die Signalintensitét nach der Aufreinigung war etwa dreimal so hoch wie vorher. Das

Ergebnis belegt, dass HSA nach dem Aufreinigungsschritt in erhohter Konzentration
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vorlag. Im unteren Massenbereich des MS-Spektrums zeigten sich nach der Aufreini-
gung nahezu keine mehrfachgeladenen Signale (Kontrolle 1.1, nicht-oxidiertes HSA: 4
Signale mit sehr geringer Intensitéit cps < 4; Kontrollen 1.2 und 1.3, oxidiertes HSA:
insgesamt 2 Signale mit sehr geringer Intensitit cps < 4; gemessen jeweils vor Beginn
der 18-stiindigen Inkubation; Daten nicht gezeigt). Ebenfalls war das Rauschen durch

einfachgeladene Losungsmittel und Verunreinigungen deutlich geringer (Daten nicht

gezeigt).

Degradation von HSA durch 20S-Proteasom in An- und Abwesenheit von Hsp90:
Die drei HSA-Fraktionen wurden jeweils mit 20S Proteasom inkubiert und zwar in An-
und Abwesenheit von Hsp90. Zu jedem Ansatz wurde eine Kontrolle hergestellt mit
identischer Behandlung, jedoch ohne Proteasom-Zugabe. Der Verdau erfolgte bei 37°C
fiir 18 Stunden. Als Verdaupuffer wurde in Anlehnung an Matthews et al. [143] diesmal
ein TRIS-Puffer gewdhlt, der Tris-HCIl, Magnesium-Ionen und DTT enthilt (s. Tabelle
3, S. 14). Um den Einfluss von Hsp90 auf den Verdau zu untersuchen, wurde einem
Teil der Versuchsansidtze Hsp90 beigemischt. Die Konzentration wurde in Anlehnung
an Whittier et al. [128] mit 0,56 ug HSP/ug Proteasom angesetzt. Die Tabelle 26 zeigt

eine Ubersicht tiber die neun Versuchsansitze:

Tabelle 26: Versuchsansitze zum Verdau von HSA durch 20S Proteasom

nicht-oxidiertes HSA schwach oxidiertes HSA stark oxidiertes HSA
Oxidation keine 10 umol H,0, / mg HSA 50 umol H,0, / mg HSA
Ansatz-Nr. 1.1 1.2 1.3 2.1 2.2 2.3 3.1 3.2 3.3
(=] () (=]
D [@)) ()
= z 2 & o 2
T £ & T & ¥ T & =
£ 5 2 £ 5 2 & S 2
y > s ¥ > S Y > =
[} [} [P}
> > >
HSA je20ul je20ul je20ul
[16,67 ug/ul] (333ug) (333ng) (333ug)
20S 0 je loul 0 je lé6ul 0 je léul
[0,625 pg/pl] (10 pg) (10 pg) (10 pg)
Hsp90 9,5 pl 9,5 ul 9,5 ul
0 0 0 0 0
[0,59 pg/pl] (5.6p8) (5.61g) (5,618)
H,0 255ul 9,5l 0 255l 9,5l 0 255ul 9,5 ul 0
Puffer je 54,5 ul je 54,5 ul je 54,5 ul
Gesamt- je 100 ul je 100 pl je 100 ul

Volumen
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Nach Ablauf der 18-stiindigen Inkubationszeit zeigten sich in allen neun Proben weil3e
Konglomerate innerhalb ansonsten klarer Fliissigkeit. Die Proben wurden durch Zentri-
fugation (500 x g, 5 min, Raumtemperatur) in ein Pellet und einen Uberstand aufge-
trennt. Jeweils 10 ul wurden vom Uberstand entnommen und mittels miniaturisierter
Reversed-Phase-Chromatographie (Verfahren s. Abschnitt 2.7.1) entsalzt. Bemerkens-
wert war, dass die oxidierten Proben (Ansétze 2.2, 2.3, 3.2 und 3.3) bei der Entsalzung
nur unter hohen Kolbendruckkriften durch die Chromatographiesdule gepresst werden
konnten. Nach der Probenentsalzung erfolgte die massenspektrometrische Untersu-
chung. Die Tabelle 27 zeigt die Ergebnisse der neun Versuchsansétze. Insgesamt wur-
den 12 Signale als Peptide des HSA identifiziert, was einer Sequenzabdeckung von et-

wa 14 % entspricht.

Tabelle 27: Massenspektrometrisch ermittelte Signale aus der Inkubation von HSA in An- und
Abwesenheit von 20S Proteasom in Abhiingigkeit der oxidativen Vorbehandlung und der An- bzw.
Abwesenheit von Hsp90 nach 18-stiindiger Inkubation bei 37°C (Ansétze 1.1-3.3)

Kontrollen Verdau Verdau+Hsp90
AnsatzNr. 1.1 2.1 31 12 22 32 13 23 33
Masse/ Ladung Masse HSA- Signalintensititen
Ladung
[m/z] [z] [M+H] Sequenz [cps]
336,25 2 671,50 0 0 0 0 0 0 0 20 0
355,25 2 709,50 0 0 0 0 0 0 0 0 15
370,25 2 739,50 0 0 0 0 0 0 0 10 9
397,25 2 793,50 92-98 0 0 0 35 33 37 0 0 0
403,70 2 806,40 10 0 0 0 0 0 10 17 0
423,25 2 845,50 0 0 0 20 20 25 0 0 0
431,27 2 861,54 0 0 0 0 35 65 0 0 0
433,25 2 865,50 0 0 0 0 0 40 0 0 0
446,28 2 891,56  294-301 0 0 0 0 28 45 0 0 0
461,25 2 921,50 12 0 0 0 0 0 0 0 0
465,78 2 930,56 91-98 0 0 0 0 25 45 0 0 0
473,29 2 945,58 0 0 0 30 30 40 0 0 0
477,28 2 953,56 62-69 0 0 0 40 80 180 O 0 0
501,74 2 1002,48 510-518™ 0 0 0 40 60 15 27 0
510,78 2 1020,56 25 0 0 0 0 0 0 0 0
515,27 2 1029,54  574-582 0 0 0 80 75 95 55 76 38
519,31 2 1037,62 132-140 0 0 0 60 95 190 20 40 35
539,30 2 1077,60 0 0 0 0 0 0 0 35 25
555,32 2 1109,64 0 0 0 0 30 45 0 0 0
599,33 2 1197,66 0 0 0 20 30 50 15 22 22
615,86 2 1230,72 17 0 0 0 0 0 0 0 0
420,27 3 1258,81 0 0 0 0 30 45 0 14 14
632,35 2 1263,70 0 0 0 0 0 0 14 0 3
428,26 3 1282,78 0 0 0 0 17 30 0 0 0
643,33 2 1285,66 0 0 0 30 0 0 20 0 0
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Tabelle 27 (Fortsetzung)

Kontrollen Verdau Verdau+Hsp90
AnsatzNr. 1.1 2.1 31 12 22 32 13 23 33
Masse/ Ladung Masse HSA- Signalintensitéten
Ladung
[m/z] [z] [M+H] Sequenz [cps]
678,83 2 1356,66 0 0 0 30 0 0 10 0 4
686,39 2 1371,78 0 0 0 0 20 40 0 0 0
696,38 2 1391,76 0 0 0 0 0 40 0 22 18
494,29 3 1480,87 18 0 0 0 0 30 0 0 0
496,28 3 1486,84 0 0 0 0 0 0 15 0 1
500,29 3 1498,87 0 0 0 0 0 0 0 20 20
518,30 3 1552,90 0 0 0 0 60 100 O 35 20
781,39 2 1561,78 0 0 0 15 22 22 0 10 0
521,27 3 1561,81 0 0 0 40 60 80 0 28 10
522,29 3 1564,87 18 0 0 0 0 0 0 0 0
787,91 2 1574,82  519-531 0 0 0 20 25 40 14 26 21
530,31 3 1588,93 0 0 0 0 0 0 0 20 20
796,45 2 1591,90 0 6 0 0 0 0 0 0 0
540,26 3 1618,78 15 0 0 0 0 0 0 0 0
545,32 3 1633,96  132-145 0 0 0 60 65 120 O 0 0
552,31 3 1654,93 0 0 0 0 0 0 15 0 0
828,48 2 1655,96  593-609 4 0 0 0 0 0 4 0 8
552,67 3 1656,01  593-609 23 10 5 0 0 0 0 0 0
567,30 3 1699,90 0 0 0 0 0 0 0 35 28
852,44 2 1703,88 0 0 0 0 0 20 0 0 0
427,31 4 1706,24 0 0 0 0 0 0 20 20 10
590,69 3 1770,07 0 0 0 0 35 70 0 0 0
448,80 4 1792,20 0 0 0 0 15 20 0 0 0
601,69 3 1803,07  592-609 6 0 0 0 0 0 0 0 0
911,67 2 1822,34 0 0 0 4 10 10 0 6 12
626,34 3 1877,02 0 0 0 20 22 40 13 0 2
636,34 3 1907,02 0 0 0 0 0 0 0 18 20
637,36 3 1910,08 0 0 0 0 45 75 0 35 22
959,48 2 1917,96 0 0 0 0 0 0 0 5 13
661,36 3 1982,08 0 0 0 0 20 30 0 0 0
674,36 3 2021,08 0 0 0 0 0 0 0 15 11
698,73 3 2094,19 0 0 0 0 20 30 0 0 0
703,07 3 2107,21 0 0 0 0 0 0 11 0 5
755,42 3 2264,26 0 0 0 12 28 25 0 15 0
789,07 3 2365,21 6 0 0 0 0 0 0 0 0
475,59 5 2373,95 0 0 0 0 0 0 0 0 10
614,32 4 2454,28 0 0 0 0 0 0 0 30 18
849,10 3 2545,30 0 0 0 0 0 0 0 5 11
427,60 6 2560,60 0 0 0 10 15 22 0 0 0
689,15 4 2753,60 0 0 0 0 28 55 0 0 12
708,36 4 2830,44 7 0 0 0 0 0 0 0 0
738,37 4 2950,48 0 0 0 0 0 0 7 0 6
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Tabelle 27 (Fortsetzung)

Kontrollen Verdau Verdau+Hsp90
AnsatzNr. 1.1 2.1 31 12 22 32 13 23 33
Masse/ Ladung Masse HSA- Signalintensitéten
Ladung
[m/z] [z] [M+H] Sequenz [cps]
757,38 4 3026,52 3 5 0 0 0 0 0 0 0
770,43 4 3078,72 0 0 0 0 0 0 0 0 8
792,41 4 3166,64 0 0 0 0 17 17 6 8 7
814,43 4 3254,72 6 6 0 0 0 0 6 0 7
674,12 5 3366,60 0 10 0 0 0 0 0 0 0
869,45 4 3474,80 2 0 0 0 0 0 0 0 0
884,45 4 3534,80 0 0 0 0 0 10 0 0 0
945,48 4 3814,92 1 0 0 0 0 0 0 0 0

Die Anzahl der in den jeweiligen Verdaus detektierten Signale und die (nach Abgleich
mit den Kontrollen) resultierende Anzahl differenzieller Signale ist in Tabelle 28 darge-
stellt:

Tabelle 28: Anzahl massenspektrometrisch ermittelter Signale aus der Inkubation von HSA in An-
und Abwesenheit von 20S Proteasom in Abhéngigkeit der oxidativen Vorbehandlung und der An-
bzw. Abwesenheit von Hsp90 nach 18-stiindiger Inkubation bei 37°C

Anzahl der Signale

Kontrollen Verdau differenzielle Signale

Gruppe 1°  Gruppe 2™ insgesamt

HSA denaturiert
Ansatz (1.2) Verdau 16 18 18 16 34
Ansatz (1.3) Verdau +Hsp90 16 18 15 13 28
HSA schwach oxidiert
Ansatz (2.2) Verdau 5 31 30 4 34
Ansatz (2.3) Verdau +Hsp90 5 27 27 5 32
HSA stark oxidiert
Ansatz (3.2) Verdau 1 36 36 1 37
Ansatz (3.3) Verdau +Hsp90 1 34 34 1 35

"/ = Signale, die ausschlieBlich im Verdau / bzw. ausschlieBlich in der Kontrolle auftreten

Ergebnisse aus den Kontrollen: Die drei Kontrollen ohne Zugabe von Proteasom (An-
sitze 1.1, 2.1 und 3.1) zeigten auch nach 18-stiindiger Inkubation deutlich abgrenzbare
Signale von unverdautem HSA in der Massenspektrometrie (Spektren nicht gezeigt). Im
Vergleich zum Zeitpunkt vor Beginn der Inkubation zeigten sich im unteren Massenbe-
reich mehr Signale. Beim denaturierten nicht-oxidierten HSA (Kontrolle 1.1) waren es
vor der Inkubation 4 Signale (<4 cps) und nach der Inkubation 16 Signale (< 25 cps).

Beim oxidierten HSA (Kontrollen 1.2 und 1.3) waren es vor der Inkubation 2 Signale
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(=4 cps) und danach 5 Signale (< 6 cps). Das Auftreten neuer Signale betraf also vor-
rangig den nicht-oxidierten Kontrollansatz und weniger die oxidierten Kontrollansétze.
Von den genannten Signalen konnten 2 Signale identifiziert und dem HSA zugeordnet
werden (HSA 593-609, HSA 592-609).

Ergebnisse aus dem Verdau von denaturiertem HSA: Im Ansatz mit DTT- und hit-
zevorbehandeltem HSA mit 20S Proteasom (Ansatz 1.2) traten im Vergleich mit der
zugehorigen Kontrolle (Kontrolle 1.1) 18 Signale neu auf (d. h. 18 differenzielle Signale
der Gruppe 1) mit Signalintensitéten bis zu 80 cps, von denen 6 Signale als Peptide aus
dem HSA-Molekiil identifiziert werden konnten. Keines der 16 Signale aus der Kontrol-
le trat im Verdau erneut auf, dementsprechend ergeben sich 16 differenzielle Signale
der Gruppe 2. Daraus resultierten insgesamt 18+ 16 =34 differenzielle Signale
(s. Tabelle 27 und Tabelle 28).

Das Ergebnis zeigt, dass bei Inkubation von 20S Proteasom mit denaturiertem HSA
proteasomale Verdauprodukte generiert wurden, von denen 6 Peptide eindeutig aus dem
HSA-Molekiil stammen.

Ergebnisse aus dem Verdau von oxidiertem HSA: Im Ansatz mit denaturiertem und
gleichzeitig schwach bzw. stark oxidiertem HSA mit 20S Proteasom (Ansétze 2.2 und
3.2) wurden im Vergleich zu den Kontrollen 34 bzw. 37 differenzielle Signale mit ho-
hen Signalintensititen (bis zu 190 cps) im MS-Ubersichtsspektrum detektiert, von de-
nen 9 Signale identifiziert und dem HSA-Molekiil zugeordnet werden konnten
(s. Tabelle 27 und Tabelle 28). Im Vergleich zu der Kontrolle beim Verdau von nicht-
oxidiertem HSA waren in den hier relevanten Kontrollen (Kontrollen 2.1 und 3.1) nur
ganz wenige und intensitdtsschwache Signale aufgetreten (5 Signale, < 6 cps). In den
Ansitzen 2.2 und 3.2 waren somit 30 von 34 bzw. 36 von 37 differenziellen Signalen
neu aufgetretene Signale (d. h. differenzielle Signale der Gruppe 1). Differenzielle Sig-
nale der Gruppe 2 wurden somit nur 4 bzw. eines beobachtet. Von den 36 bei stark oxi-
diertem HSA (Ansatz 3.2) detektierten differenziellen Signalen der Gruppe 1 waren
bereits 16 Signale aus dem Verdau von nicht-oxidiertem HSA (Ansatz 1.2) bekannt,
d. h. die tibrigen 20 Signale waren charakteristisch fiir den Verdau von oxidiertem HSA.
Signale, die in den Ansétzen mit schwach oxidiertem und mit stark oxidiertem HSA
(Ansétze 2.2 und 3.2) nachgewiesen wurden, zeigten stets hohere Signalintensititen im
Fall von stark oxidiertem HSA.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei Inkubation von 20S Proteasom mit denaturiertem HSA

proteasomale Verdauprodukte mit sehr hohen Signalintensitdten generiert wurden, von
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denen 9 Peptide eindeutig aus dem HSA-Molekiil stammen. Es wurden etwa doppelt so
viele neu aufgetretene Signale (differenzielle Signale der Gruppe 1) gezdhlt, als beim
Verdau von nicht-oxidiertem HSA. Die Anzahl differenzieller Signale der Gruppe 2

dagegen war wesentlich geringer.

Ergebnisse aus dem Verdau in Anwesenheit von Hsp90: Im Verdau von denaturier-
tem HSA mit 20S Proteasom und Hsp90 (Ansatz 1.3) wurden 28 differenzielle Signale
detektiert (15 neu aufgetretene Signale der Gruppe 1 und 13 Signale der Gruppe 2).
Verglichen mit dem analog durchgefiihrten Verdau ohne Hsp90 (Ansatz 1.2) waren dies
zwar insgesamt etwas weniger differenzielle Signale, allerdings war die Aufteilung auf
die Gruppen 1 und 2 gleich gewichtet wie bei den Versuchen ohne Hsp90. Im Verdau
von schwach bzw. stark oxidiertem HSA mit 20S Proteasom und Hsp90 (Ansitze 2.3
und 3.3) waren 27 von 32 bzw. 34 von 35 differenziellen Signalen neu aufgetretene
Signale (also differenzielle Signale der Gruppe 1). Differenzielle Signale der Gruppe 2
wurden somit nur 5 bzw. eines beobachtet. Verglichen mit den analog durchgefiihrten
Versuchen ohne Hsp90 (Ansétze 2.2 und 3.2) waren dies fast genauso viele differenziel-
le Signale, deren Aufteilung auf die Gruppen 1 und 2 etwa gleich gewichtet war wie bei
den Versuchen ohne Hsp90. Die Signalintensitidten der beobachteten Peptide waren in
der Regel im Ansatz mit schwach oxidiertem HSA hdoher als in dem mit stark oxidier-
tem HSA.

Unter den insgesamt 41 verschiedenen Signalen aus den Verdauversuchen von HSA mit
Hsp90 waren 24 charakteristische Signale, das heifit Signale, die im Verdau ohne Hsp90
nicht aufgetreten waren. Damit wurden etwa 60 % der hier dokumentierten Signale aus-
schlieBlich im Zusammenhang mit Hsp90 generiert. Aulerdem wurde etwa die Hilfte
der Signale aus den Versuchen ohne Hsp90 (Ansédtze 1.2, 2.2, 3.2) in den Versuchen mit
Hsp90 nicht nachgewiesen. Insgesamt konnten von den 41 Signalen 8 Signale als HSA-

Peptide identifiziert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei Inkubation von 20S Proteasom mit denaturiertem bzw.
oxidiertem HSA in Anwesenheit von Hsp90 proteasomale Verdauprodukte generiert
wurden, von denen 8 Peptide eindeutig aus dem HSA-Molekiil stammen. In der Summe
waren es geringfiigig weniger Verdauprodukte als bei Versuchen ohne Hsp90. Auch in
Anwesenheit von Hsp90 besteht eine Praferenz des Proteasoms fiir oxidiertes HSA, hier
speziell fiir schwach oxidiertes HSA. Allerdings handelt es sich im Uberwiegenden

(60 %) um andere Signale, als beim vergleichbaren Verdau ohne Hsp90.
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Schnittverhalten des Proteasoms beim Verdau von oxidiertem HSA: Die Abb. 35
zeigt die neun Peptide aus dem Verdau von denaturiertem und stark oxidiertem HSA
(Ansatz 3.2), die eindeutig dem HSA zugeordnet wurden in der Primérsequenz des HSA

hervorgehoben. Es wurde eine Sequenzabdeckung von etwa 11 % erreicht.

MKWVTFISLLFLESSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEV

<« 62-69

TEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLV

9108 <& T 9298 <« 132-140
RPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELR
— 132-145
DEGKASSAKQRLKCASLOQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADD

RADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADEFVESKDVCKNYAEAKDVE
<« 204-301
LGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQONCELFE

QLGEYKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK

TPVSDRVTKCCTESLVNRRPCEFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHK

510-518 = > > 519-531
PKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL
574-582

Abb. 35: Schnittkarte von HSA nach dem Verdau durch 20S Proteasom

Rot hervorgehoben und durch blaue Pfeile markiert sind die massenspektrometrisch identifizierten Pep-
tide aus dem Verdau von stark oxidiertem HSA (Vorbehandlung mit 50 pmol H,0O, / mg HSA und nach-
folgende Aufreinigung durch GroBenausschlusszentriugation) inkubiert mit 20S Proteasom fiir 18 Stun-
den bei 37°C in TRIS-Puffer.

In der Schnittkarte ist ferner zu sehen, um welche Schnittstellen es sich handelt. Die

Tabelle 29 listet die Peptide mit den zugehdrigen Schnittstellen auf.

Tabelle 29: Massenspektrometrisch identifizierte Peptide und Schnittstellen aus dem Verdau von
oxidiertem HSA durch 20S Proteasom

Position Peptidldnge Peptidsequenz Schnittstellen

62-69 8 E. DHVKLVNE .V caspaseartig / caspaseartig

91-98 8 L. HTLFGDKL .C chymotrypsinartig / chymotrypsinartig

92-98 7 H. TLFGDKL .C trypsinartig / chymotrypsinartig
132-140 9 D. DNPNLPRLV R caspaseartig / chymotrypsinartig
132-145 14 D. DNPNLPRLVRPEVD .V caspaseartig / caspaseartig
294-301 8 D. SISSKLKE .C caspaseartig / caspaseartig
510-518 9 R. PCFSALEVD .E trypsinartig / caspaseartig
519-531 13 D. ETYVPKEFNAETF .T caspaseartig / chymotrypsinartig
574-582 9 D. DFAAFVEKC .C caspaseartig / atypisch

Proteasomale Schnitte sind mit Punkten gekennzeichnet

Das 20S Proteasom schnitt fast ausnahmslos an Schnittstellen, die sich anhand der drei
klassischen Aktivititen theoretisch vorhersagen lassen: In iiber der Hélfte der Fille

(55 %) entsprach die Schnittstelle der caspaseartigen Aktivitit. Am zweithdufigsten trat
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in 28 % der Fille die chymotrypsinartige Aktivitdt in Erscheinung. In 11 % der Fille
wurde trypsinartig geschnitten. Der einmal vorkommende Schnitt hinter Cystein wurde
als atypisch gewertet. Die meisten Peptide hatten eine Lénge von 7 bis 9 Aminoséduren.

Zwei Peptide waren 13 bzw. 14 Aminosduren lang.



4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Testsystem zur Proteom-Analyse von BALF-Proben

In den in Abschnitt 3.1 dargestellten Versuchen wurde ein Testsystem zur Analyse einer
BALF-Probe angewandt, das auf folgenden Methoden basiert: Proteinbestimmung nach
Lowry, 1D-Gelelektrophorese mit Coomassie-Fiarbung, In-Gel-Verdau mit Trypsin als
Protease sowie Massenspektrometrie mit PMF- und MS/MS-Verfahren.

Proteinbestimmung, -auftrennung und -isolierung: Mit Hilfe der Lowry-
Proteinbestimmung konnte der Gesamtproteingehalt quantifiziert werden. In der nach-
folgenden Gelelektrophorese wurden die verschiedenen Proteine aufgetrennt und sicht-
bar gemacht. Die verwendete 12 % PAA-Gelmatrix bot eine vorteilhaft weite Auftren-
nung im unteren Massenbereich (30 bis 50 kDa), jedoch im Vergleich dazu eine geringe
Auftrennung im Bereich 50 bis 250 kDa. Peptide mit Molekulargewichten <15 kDa
konnten in der Gelelektrophorese nicht differenziert werden. Die nachfolgend durchge-
fiihrte Massenspektrometrie ermoglichte es jedoch, unterschiedliche Proteine innerhalb
derselben Bande klar zu differenzieren. Aulerdem besteht das Risiko durch bestimmte
Reaktionsschritte im Rahmen der Elektrophorese und des In-Gel-Verdaus artefizielle

Aminosédureoxidationen zu generieren [ 144—146] (ndheres s. Abschnitt 4.2.2).

Limitationen der Massenspektrometrie: Das PMF-Verfahren zeigte sich, insbesonde-
re bei hohermolekularen Proteinen (wie beispielsweise HSA), in der Regel nicht als
ausreichend sicheres Identifikationsverfahren, da auch bei sehr genauer Massenbestim-
mung eines Peptids meistens mehrere (nahezu) massengleiche Sequenzen innerhalb
desselben Proteins in Frage kamen. Befand sich mehr als ein Protein innerhalb dersel-
ben Gelbande, wurde die MS-Analyse zusétzlich erschwert. Auch Proteinmodifikatio-
nen behinderten die direkte Identifikation entsprechender Peptide, wodurch diese mog-
licherweise seltener entdeckt wurden als nicht-modifizierte Peptide. Daher war in der
Regel die Sequenzinformation aus dem MS/MS-Verfahren zur Identifikation eines Pep-
tids erforderlich. Ebenfalls konnte nur durch das MS/MS-Verfahren eine valide Aussage
zu Modifikationen (wie z. B. Oxidationen von Aminosiuren) getroffen werden. Die
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Unterstiitzung durch die datenbankgestiitzte Auswertesoftware Mascot erwies sich fiir
einen Teil der Fragestellungen als hilfreich. Hierbei ist zu beachten, dass unbekannte
Proteine nur dann identifiziert werden konnen, wenn sie in der Datenbank enthalten

sind.

4.1.2 Testsystem zur Untersuchung der proteasomalen Aktivitat

In den in Abschnitt 3.2 dargestellten Versuchen wurde ein Testsystem zur Quantifizie-
rung der Enzymaktivitit von 20S Proteasom aufgebaut und angewandt. Das Verfahren
basiert auf einem Enzymassay mit optischem Nachweis der Enzymreaktion anhand flu-
orogener Peptide und ermoglicht es, enzymatische Aktividten von Proteasom aus ver-
schiedenen Quellen quantitativ miteinander zu vergleichen. Anhand der drei verwende-
ten Testpeptide konnen die drei klassischen Enzymaktivititen des Proteasoms unter-

sucht werden.

Limitationen bei der Verwendung fluorogener Peptide: Durch fluorogene Peptide
wird fiir die jeweilige Aktivitdt nur jeweils eine bestimmte Schnittstelle untersucht.
Beim proteasomalen Verdau grof3erer Proteine in vivo existieren sowohl fiir die trypsin-,
die chymotrypsin- und die caspasedhnliche Aktivitit jeweils bis zu zehn potentielle
Schnittstellen hinter unterschiedlichen Aminosduren, von denen beim in vitro Assay
jeweils nur eine einzige durch das entsprechende Testpeptid untersucht wird. Da die
Testpeptide so kurz sind, bleibt auBerdem unklar, ob das Proteasom im Fall ldngerer
und komplexerer Peptidketten dieselbe Enzymaktivitit aufweist. Denn die Spezifitit
einer potentiellen Schnittstelle ergibt sich nicht allein aus der reinen Aminoséureabfol-
ge, sondern wird auch durch die benachbarten Aminosduren mit determiniert (sekundére
Spezifitdt, vgl. [75]). Eine Interaktion der enzymatischen Untereinheiten des Protea-
soms untereinander ist ebenfalls beschrieben und kann in dem gewdhlten einfachen
Autfbau nicht untersucht werden. Atypische Aktivititen des Proteasoms, wie beispiels-
weise eine beschriebene Priferenz fiir verzweigtkettige oder kleine neutrale Aminosiu-

ren [147] sind im gewéhlten Modell ebenfalls nicht untersuchbar.

Limitationen beim Verdau fluorogener Peptide in bronchoalveolirer Lavage: Das
angewandte Testsystem mit fluorogenen Peptiden war in der Lage, die drei untersuchten
Enzymaktivititen zu quantifizierten. Eine Aussage dariiber, welche Enzyme innerhalb
der untersuchten BALF fiir den enzymatischen Umsatz verantwortlich waren, ist da-
durch jedoch nicht mdglich. Da die Moglichkeit besteht, dass in der untersuchten BALF
auch nicht-proteasomale Enzyme enthalten sind, sollten bei zukiinftigen Studien auch

Kontrollen mit Proteasominhibitoren durchgefiihrt werden (s. dazu auch Abschnitt
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4.3.2), um proteasomale Degradation mit hoherer Sicherheit von nicht-proteasomaler

Degradation zu differenzieren.

4.1.3 Testsystem zur Untersuchung des proteasomalen Verdauverhaltens

Mit Hilfe dieses Verfahrens sollte die Frage gekldrt werden kdnnen, ob grofle Proteine
mit komplexer 3D-Struktur potentielle Substrate fiir das 20S Proteasom darstellen. Au-
Berdem sollten in vitro Inkubationsbedingungen und Vorbehandlungen ausgetestet wer-
den konnen, die notwendig sind, um ein komplexes Protein dahingehend zu verdndern,
dass es ein geeignetes Substrat fiir das 20S Proteasom darstellt. Das Verfahren sollte
weiterhin detaillierte Beobachtungen des proteasomalen Schnittverhaltens ermdglichen.
In Abschnitt 3.3 wurde die Entwicklung und Anwendung eines solchen Testsystems
beschrieben. Es wurde verwendet, um zu analysieren, ob und unter welchen Bedingun-
gen das im Alveolarraum in hoher Konzentration auftretende Protein HSA ein potentiel-
les Substrat fiir das alveoldre Proteasom darstellt. Das Verfahren bestand aus einem in
vitro Verdau mit 20S Proteasom als Enzym und unterschiedlich vorbehandeltem HSA
als Substrat, an das sich die massenspektrometrische Analyse der Verdauprodukte an-

schloss.

Limitationen bei der Interpretation massenspektrometrischer Daten: Die Mas-
senspektrometrie zeigte sich fiir die genannte Fragestellung hervorragend geeignet, da
sie es ermdglichte, durch Sequenzaufklarung der proteasomalen Degradationsprodukte

das Schnittverhalten des Proteasoms ,,aminosduregenau zu analysieren.

Bei der Interpretation massenspektrometrischer Daten aus dem Versuch zur Oxidation
von HSA ist Folgendes zu vermerken: Der Oxidationsstatus von HSA konnte durch
Messung der Massenverschiebung bestimmt werden. Die expliziten Bindungsstellen der
Sauerstoffatome, die bei der Oxidation an das HSA angelagert werden, waren allerdings
im Fall dieses grofen Proteins nicht exakt bestimmbar. Bei kleineren oxidierten Pepti-
den dagegen konnten Aminosdureoxidationen im MS/MS-Verfahren exakt nachgewie-

sen und lokalisiert werden.

Bei der Interpretation der massenspektrometrischen Daten aus Verdauversuchen mit
20S Proteasom ist folgendes zu beriicksichtigen: Signale, die nur in Verdauansitzen
(d. h. in Anwesenheit von Proteasom) auftreten, reprisentieren Peptide, die hochstwahr-
scheinlich proteasomale Degradationsprodukte darstellen. Wenn im zugehorigen Kon-
trollansatz Signale (d. h. Peptide) detektiert werden, dann handelt es sich mit hoher

Wabhrscheinlichkeit um Fragmente des Substratproteins, also um Produkte spontaner
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nicht-proteasomaler Degradation. Bisweilen werden bestimmte Peptide sowohl in Ver-
dauansétzen als auch in den zugehdrigen Kontrollen nachgewiesen. Zur Differenzierung
von proteasomaler und nicht-proteasomaler Degradation ist es ungiinstig, wenn bereits
im Kontrollansatz viele Peptidfragmente vorhanden sind. Denn diese nicht-
proteasomalen Degradationsprodukte stellen aus zwei Griinden ein Hindernis bei der
Interpretation von Versuchsergebnissen aus Verdauversuchen dar: Erstens verschleiern
sie die Herkunft von Peptiden, weil bei den detektierten Peptiden unklar bleibt, ob diese
durch spontane oder durch proteasomale Degradation entstanden sind. Zweitens werden
Verdaus durch Anwesenheit nicht-proteasomale Degradationsprodukte potentiell ver-
falscht, weil diese moglicherweise Substrate fiir das Proteasom darstellen und mitver-
daut werden konnten. Dies hat zur Folge, dass es bei den auftretenden Degradationspro-
dukten unklar bleibt, ob diese aus dem intakten Substratprotein oder aus einem Frag-

ment des Substratproteins stammen.

Auf dem Boden der genannten Uberlegungen folgten im Rahmen dieser Arbeit zwei
Konsequenzen zur Verbesserung der Ergebnisqualitit: Erstens wurde das HSA-Substrat
vor Beginn des Verdaus aufgereinigt mit dem Ziel, nicht-proteasomalen Degradations-
produkte moglichst vollstindig zu entfernen und nur das intakte HSA-Protein zum Ver-
dau anzubieten. Die zur Realisierung dieses Ziels eingesetzte Groenausschlusszentri-
fugation erwies sich als geeignet, um denaturiertes und oxidiertes HSA weitestgehend

von nicht-proteasomalen Degradationsprodukten aufzureinigen.

Zweitens musste nach Ende des Verdaus besondere Vorsicht bei der Einordnung von
Verdauprodukten herrschen, da spontane nicht-proteasomale Degradation moglicher-
weise parallel zur proteasomalen Degradation zeitgleich in demselben Reaktionsgefdf3
stattgefunden hat. Peptide aus den Verdauansidtzen lassen sich nur dann mit hoher
Wahrscheinlichkeit als Degradationsprodukte proteasomalen Ursprungs einordnen,
wenn sie ausschlieBlich im Verdauansatz (also in Anwesenheit von 20S Proteasom)
auftreten und nicht in der Kontrolle (das heiflt in Versuchsansédtzen ohne 20S Proteasom
Zugabe). Tritt ein und dasselbe Signal im Verdau und in der Kontrolle auf, ist ein pro-
teasomaler Ursprung des entsprechenden Peptids nur wahrscheinlich, wenn die Diffe-
renz der Signalintensitdt von Verdau zu Kontrolle signifikant hoch ist. Signale, die aus-
schlieBlich in der Kontrolle, aber nicht im Verdauansatz nachgewiesen werden, repri-
sentieren nicht-proteasomale Degradationsprodukte, die wahrend der Inkubation vom

Proteasom weiter degradiert wurden.
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Einfiihrung des Begriffs ,,differenzielles Signal*“: In diesem Zusammenhang wurde
im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Begriff des differenziellen Signals eingefiihrt,
um bei der Auswertung massenspektrometrischer Daten eine schnelle Differenzierung
zwischen proteasomalen und nicht-proteasomalen Degradationsprodukten zu ermdogli-
chen. Als differenzielle Signale wurden Signale definiert, wenn sie entweder aus-
schlieBlich im Verdauansatz vorkamen (Gruppe 1) oder ausschlieBlich in der Kontrolle
(Gruppe 2). Die Klassifikation eines Signals als differenzielles Signal impliziert somit
den proteasomalen Ursprung des entsprechenden Degradationsproduktes. Durch die
Aufteilung in die Gruppen 1 und 2 kann dariiber hinaus eine Aussage gemacht werden,
ob es sich dabei um ein proteasomales Degradationsprodukt des urspriinglichen intakten
Substratproteins oder um ein proteasomales Degradationsprodukt eines Fragments des

urspriinglichen Substratproteins handelt.

Limitationen bei der Beschreibung der Schnittstellencharakteristik: Im Rahmen
dieser Arbeit wurde das Schnittverhalten des erythrozytiren Proteasoms (h-Ery) beim
Verdau von Insulin und HSA auch unter dem Gesichtspunkt verglichen, welche protea-
somalen Schnittstellen in vitro tatsdchlich auftreten und ob diese einem theoretisch vor-
hersagbaren Profil entsprechen. Um die real beobachteten Enzymaktivitéten klassifizie-
ren und vergleichen zu konnen, ist eine eindeutige Definition von Aktivitdtsklassen
notwendige Voraussetzung. In der Literatur ist zur Klassifikation proteasomaler En-
zymaktivitét eine Einteilung in die sogenannten ,,drei klassischen Aktivititen (trypsin-,
chymotrypsin- und caspaseartige Aktivitit) etabliert. Bei genauerer Betrachtung der
Literatur ist diese Einteilung allerdings uneindeutig formuliert [71]. Zum einen gibt es
Berichte iiber eine vierte und flinfte Aktivitit des Proteasoms [75, 148], denen Experi-
mente aus den 1990er Jahren zugrunde liegen: Bei Untersuchungen mit fluorogenen
Peptidsubstraten konnte bevorzugte Schnittpriaferenz hinter verzweigtkettigen Amino-
sduren (BrAAP= branched chain aminoacid preferring) [147] und hinter kleinen neut-
ralen Aminosduren (SNAAP= small neutral amino acid preferring) [147] festgestellt
werden. Zum anderen zeigen Groll und Arendt anhand von in vitro-Untersuchungen,
dass das Proteasom die Mdoglichkeit besitzt, nahezu nach jeder Aminosdure zu spalten
[63, 149]. Rontgenkristallstrukturanalysen des Core-Partikels haben allerdings bestétigt,
dass lediglich drei Untereinheiten (51, f2, und fs) ein proteolytisch aktives Zentrum be-
sitzen [70]. Somit sind sdmtliche festgestellte Aktivititen als Funktionen der drei akti-
ven Zentren zu verstehen. Als Konsequenz daraus fokussiert sich die Literatur der letz-
ten Dekade zwar wieder zunehmend auf eine Einordnung in drei Aktivititsklassen, al-
lerdings existieren keine eindeutigen Definitionen, welche Schnitte zu der jeweiligen
Aktivititsklasse gezdhlt werden. Es finden sich dazu nur unprédzise Zuordnungen: Als

caspaseartiges Verhalten werden in der Literatur Schnitte ,,hinter sauren Aminosduren*
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bezeichnet, als trypsinartig Schnitte ,hinter basischen Aminosduren und als chy-
motrypsinartig Schnitte ,hinter hydrophoben oder neutralen Aminoséuren® [74, 150,
151].

Fiir die exakte Einordnung der Versuchsergebnisse im Rahmen dieser Arbeit wurde die
Definition der ,,drei klassischen Aktivititen® des Proteasoms deshalb folgendermallen
vorgenommen: Als trypsinartiges Verhalten wurden Schnitte im Sinne der Protease
Trypsin hinter Arginin (R) und Lysin (K) sowie zusitzlich noch hinter der basischen
Aminosédure Histidin (H) betrachtet. Als caspaseartige Aktivitdt wurden Schnitte hinter
den sauren Aminosduren Glutamat (E) und Aspartat (D) eingestuft. Als chymotrypsinar-
tige Aktivitit zdhlten Schnitte hinter den hydrophoben Aminosduren Valin (V), Leucin
(L), Isoleucin (I), Methionin (M), Phenylalanin (F), Alanin (A), Prolin (P) und Glycin
(G). Zusitzlich wurden auch noch Schnitte hinter Tryptophan (W) und Tyrosin (Y) als
chymotrypsinartig gewertet, da diese beiden Aminosduren bei Nussbaum et al. im Zu-

sammenhang mit der chymotrypsinartigen Aktivitit genannt werden [152].

4.2 Proteinvorkommen im Alveolarraum bei PAP

4.2.1 Quantitative Untersuchung

Die quantitative Gesamtproteinbestimmung der beiden im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendeten Patientenproben (WLL4 und WLLA48) ergab einen Gesamtproteingehalt von
4,0 bzw. 10,1 Milligramm Protein pro Milliliter BALF in der Suspension. Nach Zentri-
fugation der Probe WLL48 wurden in deren Uberstand 5,8 Milligramm Protein pro Mil-
liliter gemessen. In anderen Arbeiten werden Spannen von 0,8 bis 5,2 mg/ml genannt
[4, 35, 36]. Insgesamt liegen die Messwerte der in dieser Arbeit exemplarisch unter-
suchten Proben in der Gréenordnung der Literaturwerte. Was den Gesamtproteingehalt
betrifft, konnen die hier untersuchten Proben als représentative Proben fiir die Krankheit
PAP betrachtet werden. Die fiir die Probe WLL48 durchgefiihrte getrennte Gesamtpro-
teinbestimmung fiir die Suspension und den Uberstand ergab, dass sich im Uberstand
nur etwa 60 % der Proteine befanden. Onodera et al. hatten in den 1980er Jahren bereits
berichtet, dass sich nach Zentrifugation der Hauptteil der Proteine im Uberstand
(83,1 % £8,4 %) und der Hauptteil der Phospholipide im Pellet (83,0 % £7,6 %) befén-
den [3]. Da in der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten exemplarischen BALF-Probe

40 % Proteine im Pellet nachgewiesen wurden, erfolgte die elektrophoretische Auftren-
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nung zur nachfolgenden qualitativen Proteinuntersuchung getrennt nach Uberstand und
Pellet.

4.2.2 Qualitative Untersuchung

Die Auftrennung der Proteine mittels 1D-Gelelektrophorese der PAP-BALF WLL48
getrennt nach Suspension und nach Zentrifugation erhaltenem Uberstand sowie Pellet
zeigte unterschiedliche Proteinmuster. Das Gesamtbild dhnelt den Versuchsergebnissen
von Onodera et al. [3]. Die Pellet-Spur lieB sich durch Coomassie-Farbstoff allerdings
insgesamt deutlich stirker anfdrben, da hier etwa die fiinffache Menge Gesamtprotein
aufgetragen wurde. Im Vergleich der einzelnen Banden zwischen Pellet und Uberstand
lieBen sich aber auch Banden erkennen, die nur im Pellet zu sehen sind, nicht aber im
Uberstand. Als Beispiel sei die Bande im Bereich von 30 kDa (Bande ,,30%) genannt, in
der Surfactantprotein A identifiziert werden konnte (s. folgender Absatz). Die Beobach-
tung einer nur im Pellet auftretenden Bande im Bereich von 30 kDa wurde bereits 1983
von Onodera et al. [3] gemacht, auch wenn das betreffende Protein damals noch nicht
identifiziert werden konnte.

Identifikation der prominentesten Banden: Aus dem vorliegenden Gel wurden die
sieben prominentesten (am stirksten angefarbten) Banden ausgeschnitten und nach ei-
nem tryptischen In-Gel-Verdau massenspektrometrisch untersucht. Insgesamt wurden
von 44 in den MS-Ubersichtsspektren auftretenden Signalen die entsprechenden trypti-
schen Peptide identifiziert. Diese stammen aus acht verschiedenen Proteinen. Es handelt
sich um sechs Serumproteine (Sero-Transferrin, humanes Serumalbumin, Ferritin, Im-
munglobulin gamma, Immunglobulin kappa, Immunglobulin Schwerkette) und um die
lungenspezifischen, fiir die PAP pathophysiologisch bedeutsamen, Surfactantproteine A
und B. Das gehdufte Auftreten von Serumproteinen und Immunglobulinen in der BALF
von PAP-Patienten wurde bereits 1979 von Bell beschrieben [33]. Andere charakteristi-
sche Proteine, wie die Surfactantproteine, konnten allerdings erst in den Folgejahrzehn-
ten identifiziert werden. Fiir Surfactantprotein A beispielsweise gelang die Strukturauf-
klarung [45] und die Messung der auBergewohnlich hohen Konzentration im Rahmen
der PAP [36] aber erst Anfang der 1990er Jahren. Die SP-A-Bande erstreckte sich im
Rahmen der vorliegenden Arbeit {iber einen auftéllig breiten Molekulargewichtsbereich.
Grund dafiir konnte das Vorhandensein von SP-A-Isoformen, entstanden durch
posttranslationale Modifikationen sein. Beschrieben sind in der Literatur fiir SP-A min-

destens 16 Isoformen durch Glykosylierungen mit Molekulargewichten zwischen 20
und 42 kDa [46].
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Oxidationsstatus der identifizierten Proteine: Von den identifizierten tryptischen
Peptiden wurden bei einem Drittel oxidierte Aminosduren nachgewiesen. Am haufigs-
ten erfolgte die Oxidation an Methionin und in jeweils einem Fall auch an Cystein und
Histidin. Methionin lag in 85 % der Félle oxidiert vor.

Die Pradisposition von Methionin und Cystein fiir oxidative Modifikationen deckt sich
mit Angaben aus der Literatur, wonach diese beiden Aminosduren am empfinglichsten
fiir Proteinoxidation sind [113]. Neben Methionin und Cystein werden in der Literatur
auch Histidin, Tyrosin und Tryptophan als oxidierbare Aminosduren beschrieben [153].
Methioninoxidation kann durch nahezu alle Oxidanzien leicht erfolgen [154]. Durch
milden oxidativen Stress kommt es zunichst zu einfachen Methioninoxidationen (sog.
Methionin-Sulfoxide, MetO), die unter starkerem oxidativen Stress zu zweifach oxidier-
ten Methionin-Sulfonen (MetO,) weiteroxidiert werden konnen [154]. Die einfache
Oxidation von Cystein und Methionin ist reversibel. Die Reduktion von Cystein kann
dabei enzymatisch mit Hilfe der Glutathion-Reduktase erfolgen [116], die Reduktion
von Methionin mit Hilfe der Methionin-Sulfoxid-Reduktase [115]. Bestimmte oxidative
Modifikationen sind jedoch irreversibel, so z. B. die zweifache Oxidation von Methio-
nin [155], die Oxidation von Tyrosin, oxidative Protein-Protein-Querverbindungen,
sowie die Carbonylierung von Lysin und Arginin [153]. Die reversible Oxidation be-
stimmter Aminosduren wird von manchen Autoren als ein natiirliches Redox-
Puffersystem angesehen, um Proteine vor irreversibler oxidativer Beschddigung an an-

deren Aminosduren zu schiitzen [156].

Mit Ausnahme von Ferritin sind von allen hier identifizierten Proteinen oxidativ modi-
fizierte Peptide nachgewiesen worden. Das heif3t, sieben von acht Proteinen in der vor-
liegenden PAP-BALF scheinen bereits in vivo oxidiert zu sein. Allerdings waren
Methionin, Cystein und Histidin nicht in allen Féllen, in denen sie detektiert wurden
oxidiert. Oxidiertes Methionin war dabei iiberwiegend einfach, in einem Falle zweifach
oxidiert. Methioninoxidation spielt in vivo eine Rolle bei der Regulation verschiedener
Zellfunktionen [157, 158], kann aber auch ein Artefakt der Probenpréparation darstellen
[144, 145], verursacht z. B. im Rahmen der Gelelektrophorese [146].

Sollte es sich bei den Aminosdureoxidationen nicht um Artefakte aus der Probenverar-
beitung handeln, legt dieses Ergebnis nahe, dass eine in vivo schon bestehende Protein-
Teiloxidation vorliegt. Wang und Starosta wiesen bei PAP eine bereits in vivo vorhan-
dene Teiloxidation von Proteinen Anfang der 2000er Jahre nach, allerdings nur fiir SP-
A [49, 159]. Mit Hilfe von Oxidanzien konnte Starosta dariiber hinaus zeigen, dass sich

Albumin, Transferrin, Immunglobulin-Ketten und andere Proteine in vitro problemlos
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oxidieren lassen und dass in vivo teiloxidiertes SP-A in vitro weiter oxidierte werden

kann. Schwer oxidierbar zeigte sich dagegen SP-D [49].

Die Ergebnisse aus der Charakterisierung einer PAP-BALF weisen die Surfactantpro-
teine SP-A und SP-B sowie HSA und vier weitere Plasmaproteine als prominente alveo-
lar auftretende Proteine nach. Die Untersuchung des oxidativen Status der PAP-BALF
Proteine legt nahe, dass bei pulmonaler Alveolarproteinose aufler dem Surfactant-
Protein A auch Albumin, Surfactantprotein B, Transferrin und Immunglobulin-Ketten in
vivo bereits teiloxidiert sind. Dass ein erheblicher Anteil der alveoldren Proteine des
untersuchten PAP-Patienten oxidativ verdndert zu sein scheint, ist ein Hinweis, dass in
der Lunge dieses Patienten, zumindest zum Zeitpunkt der Probenentnahme oxidativer
Stress herrschte. Die beobachtete Protein-Teiloxidation spricht fiir milden oxidativen

Stress.

Ob moglicherweise auch Oxidationsartefakte aus der Probenvorbehandlung das Ergeb-
nis beeinflussen, kann nicht sicher ausgeschlossen werden. Bei zukiinftigen Studien
sollten deshalb priventive Malnahmen zur Vermeidung artefizieller Proteinoxidation
ergriffen werden, wie sie z. B. von Sun et al. [146] beschrieben werden. Die Autoren
entgasten die Acrylamidlosung vor der Polymerisation, um molekularen Sauerstoft als
mogliches Oxidationsmittel zu entfernen. AuBBerdem wurden als Radikalfédnger fiir reak-
tive Sauerstoffspezies Flavin (zum Polymerisieren des Gels) und Thioglykolat (als Be-

standteil des Elektrophoresepuffers) verwendet.

4.3 Enzymatische Aktivitat des 20S Proteasoms

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Testsystem aufgebaut und angewandt, mit dem die
enzymatische Aktivitit von proteasomhaltigen Losungen quantifiziert und dadurch ver-
glichen werden kann (vgl. Abschnitt 3.2). Das Testsystem wurde zur Untersuchung von
humanem Erythrozyten-Proteasom von Gesunden sowie einer exemplarischen BALF

eines PAP-Erkrankten genutzt.

4.3.1 Aktivitat von 20S Proteasom aus dem humanen Erythrozyten

Das hier untersuchte ,,Standard“ 20S Proteasom stammte aus humanen Erythrozyten

und lag aufgereinigt vor.
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Quantifizierung der enzymatischen Aktivititen: Das Proteasom zeigte sich in den
durchgefiihrten Versuchen enzymatisch aktiv in Bezug auf alle drei klassischen Enzym-
aktivitdten. Die hochste Aktivitdt lag fiir caspaseartiges Schnittverhalten (casp) vor,
gefolgt von chymotrypsinartigem (ch-tr) und trypsinartigem (tr) Schnittverhalten
(casp > ch-tr > tr). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Ergebnissen von Dahl-
mann et. al, die ebenfalls hohe caspaseartige- und chymotrypsinartige Aktivitdten und
niedrige trypsinartige Aktivititen fiir das Standard 20S Proteasom gezeigt haben [96].
Die Autoren weisen darauf hin, dass sich, bedingt durch interindividuelle Variabilitét,
die Intensitdten der Aktivititen teilweise um Faktor 10 voneinander unterscheiden. Ge-
nauso konnen die Werte der einzelnen Aktivitidten zueinander bis zu Faktor 10 vonein-
ander abweichen. In der Arbeit von Gohlke et al. wird ebenfalls die enzymatische Akti-
vitdt von 20S Proteasom aus dem humanen Erythrozyten untersucht in einem Assay, der
dem hier verwendeten Assay dhnelt [160]. Die eigenen Messwerte sind mit den Mess-

werten von Gohlke et al. vergleichend in Tabelle 30 gegeniibergestellt.

Tabelle 30: Spezifische enzymatische Aktivititen der Proteasompriparation h-Ery beim Verdau
fluorogener Testpeptide im Vergleich mit Literaturwerten

Enzymaktivitit [pmol/ng/min]

Testpeptid BZ-VGR-AMC  Suc-LLVY-AMC  Z-LLE-AMC
klassische Aktivitit trypsinartig chymotrypsinartig caspaseartig
eigene Daten : 0,020 +0,008 0,037 £0,010 0,153 +0,044
Gohlke et al. [160] 0,012 +0,005 0,042 +0,017 0,035 40,016

* Daten aus der Messung an drei Chargen der Proteasompréparation h-Ery (Chargen 1-3)
Mittelwerte mit Standardabweichungen

Fiir die trypsinartige und die chymotrypsinartige Aktivitit zeigen die eigenen Ergebnis-
se verglichen mit denen von Gohlke et al. ahnliche Werte. Bei der caspaseartigen Akti-
vitdt liegt die Aktivitit bei den eigenen Chargen etwa um Faktor vier iiber der bei Gohl-
ke et al. gemessenen. Damit werden die Ergebnisse von Gohlke et al. fiir die erstge-
nannten Aktivititen bestitigt. Die Abweichung bei der caspaseartigen Aktivitdt ist mit
den Ausfiihrungen von Dahlmann am ehesten erkldrbar, dass es interindividuell zu
Schwankungen der einzelnen Intensititen von bis zu Faktor 10 kommen kann. Beim
Vergleich der drei Chargen der Proteasompréparation h-Ery untereinander zeigte sich,
dass die gemessenen Werte derselben Aktivitit zwischen den Chargen z. T. um Faktor 2
abweichen. Eine plausible Erkldrung wiren auch hier Schwankungen im Rahmen der
interindividuellen Variabilitit. Moglicherweise spielt auch das Alter der Préparation

eine Rolle. Eventuell ldsst die Aktivitit nach ldngerer Lagerungsdauer nach.
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Einfluss des Enzym-Substrat-Verhiltinisses: In den eigenen Versuchen wurde Sub-
stratlosung mit stets gleicher Konzentration (200 bzw. 400 uM) zusammen mit ver-
schieden stark verdiinnter h-Ery-Proteasompréiparation inkubiert. Es zeigte sich unter
den gewédhlten Bedingungen keine Abhidngigkeit der Aktivitit vom Enzym-
Substratverhiltnis (vgl. Abb. 20, S 42). Im untersuchten Bereich ist die spezifische Ak-
tivitdt des Proteasoms also konstant, unabhingig davon, in welchem molaren Verhiltnis
Proteasom und Substrat zueinander stehen. Dahlmann et al. beschreiben dagegen (unter
etwas abweichenden Versuchsbedingungen) eine Abhédngigkeit vom Enzym-Substrat-
Verhiltnis [96]. Im Gegensatz zu den eigenen Versuchen inkubierten Dahlmann et al.
die stets gleiche Menge Proteasom mit Substratlosungen aufsteigender Konzentration.
Unter hoheren Substratkonzentrationen steigt dabei die spezifische Aktivitit des Protea-
soms an, um sich irgendwann einem Plateau anzunédhern, das bei Substratkonzentratio-
nen von etwa 200 bis 400 uM liegt. Substratkonzentrationen in dieser Grof3enordnung
wurden auch in den eigenen Versuchen gewéhlt, aber stets konstant gehalten. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass die Substratkonzentration in der Inkubationslosung die ent-

scheidende Variable darstellt und nicht die Proteasomkonzentrationen.

Die Ergebnisse zeigen, dass das hier untersuchte erythrozytire 20S Proteasom unter den
hier gewihlten Versuchsbedingungen fiir fluorogene Peptide stabiles Degradationsver-
halten mit Ausprdgung aller drei klassischen enzymatischen Aktivititen unabhéingig
vom Enzym-Substrat-Verhéltnis zeigt. Am ausgepragtesten war dabei die caspaseartige
Aktivitdt. Mit Abstand folgte die chymotrypsinartige Aktivitdt, und am geringsten aus-
geprigt war die trypsinartige Aktivitét.

4.3.2 Aktivitat des alveolaren Proteasoms bei PAP

Das hier untersuchte alveoldre Proteasom stammt aus einem Patienten mit PAP und lag
nicht aufgereinigt vor, sondern war in der BALF enthalten (Probe WLL48).

Quantifizierung der enzymatischen Aktivititen: Bei der Untersuchung der PAP-
BALF WLL48 zeigten sich in den durchgefiihrten Versuchen alle drei klassischen en-
zymatischen Aktivitdten. Die ausgepréigteste Aktivitdit war die trypsinartige Aktivitit
und mit Abstand folgten die caspase- und die chymotrypsinartige Aktivitit

(tr > casp >ch-tr).

Die einzige Studie, die sich bis dato mit der enzymatischen Aktivitit von PAP-BALF
beschéftigt hat, ist die von Bonella et al. aus dem Jahr 2015 [5]. Die Autoren untersuch-
ten 25 BALF-Proben von PAP-Patienten und 10 BALF-Proben von gesunden Kontrol-
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len, jeweils hinsichtlich der Proteasomkonzentration und der enzymatischen Aktivitdt
beim Verdau fluorogener Testpeptide. Die spezifischen Enzymaktivititen werden dort,
anders als bei den Messungen im Rahmen dieser Arbeit, normiert auf das BALF-
Volumen, in der Einheit [pkat/ml] angegeben und unterlagen aulerdem einer hohen
Varianz (trypsinartige Aktivitdt: 1,86 =£1,15 pkat/ml; chymotrypsinartige Aktivitat:
0,16 £0,09 pkat/ml; caspaseartige Aktivitit: 0,97 £0,87 pkat/ml). Die Proteasomkon-
zentrationen in den PAP-BALF-Proben zeigte bei Bonella et al. ebenfalls grof3e interin-
dividuelle Schwankungen (0,000566 +0,000420 mg/ml). Die unterschiedliche Normie-
rung und die grofe statistische Schwankungsbreite in den Daten von Bonella et al.
machte einen Vergleich mit der hier gemessenen Probe schwierig. Um dennoch eine
orientierende Einordnung der eigenen Daten im Vergleich mit den Daten von Bonella
et al. vornehmen zu kénnen, wurden aus den Daten von Bonella et al. die spezifischen
Aktivitdten umgerechnet und auf die enthaltene Masse an Proteasom als Bezugsgrof3e
normiert. Dazu wurden jeweils die Mittelwerte der spezifischen Enzymaktivititen
[pkat/ml] dividiert durch den Mittelwert der Proteasomkonzentration [mg/ml], sodass
sich spezifische Enzymaktivititen in [pkat/mg] ergaben. Die Tabelle 31 stellt die eige-
nen Ergebnisse mit Bonellas Daten gegeniiber:

Tabelle 31: Spezifische enzymatische Aktivititen einer exemplarischen PAP-BALF beim Verdau
fluorogener Testpeptide im Vergleich mit Literaturwerten

Enzymaktivitét [pkat/mg]

Testpeptid BZ-VGR-AMC  Suc-LLVY-AMC Z-LLE-AMC
klassische Aktivitdt trypsinartig chymotrypsinartig caspaseartig
eigene Daten 3.137 374 878
Bonella et al. [5] 3.286 283 1.713

"n=1 Probe (WLL48), gemittelte Doppelproben; ~~ n=25 Proben; Mittelwerte der spezifischen
Enzymaktivititen [pkat/ml] dividiert durch Mittelwert der Proteasomkonzentrationen [mg/ml]

Fiir die trypsinartige und die chymotrypsinartige Aktivitit zeigen die eigenen Ergebnis-
se der exemplarisch untersuchten PAP-BALF WLL48 verglichen mit den adaptierten
Daten von Bonella et al. gute Ubereinstimmung. Die caspaseartige Aktivitit ist in der
Studie von Bonella et al. etwa doppelt so hoch wie bei der eigenen exemplarischen
Messung. Der Vergleich der eigenen Studie mit der Studie von Bonella et al. ist aller-
dings unter der Berlicksichtigung der statistischen Schwankungsbreite der Daten von
Bonella und des minimalen Stichprobenumfangs (Einzelstichprobe) auf Seiten der eige-

nen Daten zu betrachten.
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Potentieller Einfluss nicht-proteasomaler Enzyme: Als verantwortliches Enzym fiir
den Substratumsatz fluorogener Peptide innerhalb der untersuchten PAP-BALF wurde
das Proteasom angesehen. Die Mitwirkung anderer nicht-proteasomaler Enzyme, die
ebenfalls in der BALF enthalten sind, wire denkbar. Um dies auszuschlieBen, wurden
bei den Untersuchungen von Bonella et al. [5] auch Kontrollen unter Zugabe des Pro-
teasominhibitors Epoxomicin durchgefiihrt, die eine signifikante Reduktion des Sub-
stratumsatzes fluorogener Peptide in PAP-BALF ergaben. Das heift, die Enzymaktivitét
von PAP-BALF war in der Studie von Bonella et al. im Wesentlichen auf Proteasom
zuriickzufiihren. Von Sixt et al. wurden gleichlautende Beobachtungen fiir die BALF
von Lungengesunden publiziert [2]. Kontrollansidtze mit Epoxomicin oder anderen pro-
teasomalen Hemmstoffen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht durchge-
fiihrt. Aufgrund der vorgenannten Ergebnisse von Bonella et al. und Sixt et al. ist das
Proteasom als Urheber der gemessenen Enzymaktivititen im Rahmen dieser Arbeit
hochwahrscheinlich. Dennoch kann nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden,
dass auch nicht-proteasomale Enzyme innerhalb der BALF am Verdau fluorogener Pep-
tide zumindest mitbeteiligt waren. Bei zukiinftigen Studien sollten daher Kontrollen mit
Proteasominhibitoren durchgefiihrt werden. Eine weitere Moglichkeit, den Einfluss po-
tentieller nicht-proteasomaler Enzyme auszuschlieBen, wire es, Proteasom aus der

BALF zu isolieren und separat zu untersuchen.

Potentieller Einfluss eines Proteasominhibitors auf die Proteasomaktivitit: Die
Verdiinnung der PAP-BALF fiihrte zu einer ausgeprigten Zunahme der spezifischen
Aktivitit um bis zu Faktor 30 im Vergleich zu unverdiinnter BALF (vgl. Abb. 23, S 46).
Ein moglicher Grund fiir dieses unerwartete Ergebnis kdnnte darin liegen, dass sich in
der BALF ein in vivo vorkommender kompetitiver Proteasominhibitor befindet, der bei
Verdiinnung einen geringeren Einfluss auf das Proteasom nimmt. Die potentielle Exis-
tenz und der Einfluss eines endogenen Proteasominhibitors im Alveolarraum wird auch
von Sixt etal. diskutiert und zwar im Rahmen der Lungenerkrankung Adult-
Respiratory-Distress-Syndrom (ARDS) [52, 161]: In den Studien von Sixt et al. wurde
BALF von Lungengesunden (healthy controls, HC) mit BALF von ARDS-Patienten im
Verhiltnis dreiviertel zu einviertel gemischt. Dadurch fiel die Enzymaktivitit der HC-
BALF auf nur noch 10 % des Ausgangswertes vor Zumischung der ARDS-BALF ab.
Daraus zogen die Autoren den Schluss, dass sich in der ARDS-BALF ein endogener
kompetitiver Inhibitor befinden muss. In Versuchen, bei denen zuvor erhitzte ARDS-
BALF zugemischt worden war, trat kein Aktivitdtsverlust auf. Daraus wurde der
Schluss gezogen, dass es sich bei dem unbekannten Inhibitor um ein Protein handelt.
AuBlerdem zeigte chromatographisch aufgereinigtes Proteasom aus ARDS-BALF ver-
glichen mit dem aus HC-BALF keine wesentlichen Unterschiede in der Enzymaktivitit,
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was durch Abwesenheit des potentiellen Inhibitors erklédrbar ist. Derselbe oder ein &hn-
licher Proteasominhibitor konnte auch im Rahmen der Krankheit PAP die durch Ver-
diinnung beobachtete Zunahme der spezifischen Aktivitdt erkldren, und zwar dadurch,
dass mit der Verdiinnung der Lavage auch eine Herabsetzung der Konzentration und
damit der Wirksamkeit des Inhibitors einhergeht. Auch hier kénnte im Rahmen zukiinf-
tiger Studien die Isolierung von Proteasom aus der BALF und dessen getrennte Unter-

suchung eindeutigere Ergebnisse liefern.

Einfluss des Enzym-Substrat-Verhiltnisses: Die eigenen Untersuchungen zum Ein-
fluss des Enzym-Substrat-Verhiltnisses sind folgendermallen zu werten: Erstaunlich ist
die Zunahme der spezifischen Aktivitdt {iber die Dauer der Inkubation um bis zu Fak-
tor 3. Am ausgeprigtesten war die Aktivitditszunahme bei der verdiinnten BALF. Es
wurde eigentlich erwartet, dass die spezifischen Aktivititen zu allen Zeitpunkten gleich
ausfallen, denn diese wurden auf die Inkubationszeit normiert. Eine mégliche Erklarung
ist, dass die Anderung der Enzym-Substrat-Verhiltnisse, die sich im Lauf der Inkubati-

onszeit ergaben, fordernden Einfluss auf die Proteasomaktivitit nehmen.

4.3.3 Vergleich der Aktivitdten von erythrozytarem und alveolarem Pro-
teasom

Verglichen wurden die spezifischen Aktivititen von erythrozytidrem Proteasom mit dem
in WLL48 enthaltenen extrazelluldren alveoldren Proteasom bei PAP. Fiir das unter-
suchte erythrozytdre Proteasom wurden dazu die Mittelwerte der spezifischen Aktiviti-
ten aus den drei gemessenen Chargen gebildet. Fiir die exemplarisch untersuchte PAP-
BALF WLL48 wurden die gemessenen spezifischen Aktivititen nach 90 min Inkubati-
on gewidhlt, um bestmogliche Vergleichbarkeit mit den Versuchen an der Protea-
sompréparation h-Ery zu gewihrleisten, die ebenfalls nach 90 min Inkubation betrachtet
wurde. Bei der Probe WLL48 wurden die Messwerte aus dem Ansatz mit unverdiinnten

Lavage verwendet.

Wie in den vorhergehenden Abschnitten beschrieben, zeigte das Proteasom aus beiden
Quellen jeweils alle drei klassischen enzymatischen Aktivitidten. Ein Aufsummieren der
Einzelaktivititen zu einer Gesamtaktivitit ergidbe dhnliche Werte fiir die Proteasompréa-
paration h-Ery und fiir die PAP-BALF WLL48. Die grafische Darstellung der Messwer-
te (vgl. Abb. 36) macht deutlich, dass sich die Gesamtaktivitdt von Proteasom aus den
untersuchten Quellen deutlich unterschiedlich auf die drei klassischen Aktivititen ver-
teilt.
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Abb. 36: Spezifische Aktivititen von erythrozytirem Proteasom im Vergleich zu alveolirem Pro-
teasom bei PAP

Dargestellt sind die spezifischen Aktivitdten von erythrozytdrem Proteasom (Mittelwerte aus 3 gemesse-
nen Chargen der Proteasompriparation h-Ery, rot) im Vergleich zu alveoldrem Proteasom bei PAP (ex-
emplarisch gemessen an einer PAP-BALF, Probe WLLA48, gelb), bestimmt anhand des Verdaus fluoro-
gener Peptide. Die Inkubation des Proteasoms mit den Testsubstraten erfolgte in allen Féllen bei 37°C
fiir 90 Minuten in TEAD-Puffer.

Die chymotrypsinartigen Aktivitdten wichen nur gering voneinander ab. Die caspasear-
tige Aktivitit lag bei der Proteasompréparation h-Ery um Faktor drei iiber der bei der
PAP-BALF WLLA4S, die trypsinartige Aktivitdt lag bei der PAP-BALF WLL48 um et-

wa Faktor zehn {iber der Proteasompréparation h-Ery.

Riickschliisse der charakteristischen Aktivititsprofile auf den Proteasomtyp: Beim
erythrozytiren Proteasom der Préparation h-Ery handelt es sich um Standard 20S Pro-
teasom [162]. Bei PAP ist bisher unklar, um welchen Proteasomtyp es sich handelt.
Bonella et al. fiihrten den Proteasomnachweis in PAP-BALF durch Einsatz eines spezi-
fischen Antikorpers fiir die proteasomale as-Untereinheit [5]. Da diese im Core-Partikel
sdmtlicher bekannter Proteasomtypen enthalten ist, kann dadurch kein Riickschluss auf
einen spezifischen Proteasomtyp erfolgen. Im Rahmen der Lungenerkrankung ARDS
konnten Sixt et al. mittels Western-Blot, Antikorper-Nachweis und Massenspektro-
metrie die Coexistenz von Standard- und Immunoproteasom-Untereinheiten nachwei-
sen, wohingegen bei Gesunden ausschlielich 20S Proteasom-Untereinheiten nachge-

wiesen wurden [51]. Sixt et al. zeigten auBBerdem, dass die Enzymaktivitit von alveola-
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rem Proteasom (bei ARDS) unabhéngig von Ubiquitin ist [39], d. h. dass sie nicht von
26S oder 126S Proteasomtypen mit 19S Kappen generiert wird. Unter der Hypothese der
Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die PAP ist die Existenz von enzymatisch akti-
vem 208, i20S oder von beiden im Alveolarraum von PAP-Patienten wahrscheinlich.
Bei den Versuchen im Rahmen dieser Arbeit wich das Aktivitdtsprofil des PAP-
Proteasoms von dem des erythrozytiren 20S Proteasoms deutlich ab. Es dhnelte dem bei
Dahlmann et al. beschriebenen Profil von i20S Proteasom, das (im Vergleich zu Stan-
dard 20S Proteasom) gesteigerte trypsinartige Aktivitdt und herabgesetzte chymotrypsi-
nartige und caspaseartige Aktivititen aufwies [96]). Diese Beobachtung legt nahe, dass
es sich bei dem Proteasom in der PAP-BALF WLL48 um Immuno-20S-Proteasom
(120S) handelt.

Die Ergebnisse der exemplarisch untersuchten PAP-BALF-Probe legen nahe, dass das
dort enthaltene extrazelluldre alveoldre Proteasom enzymatisch aktiv ist. Die drei klassi-
schen Aktivitdten wurden quantifiziert und stehen im Einklang mit Daten aus der einzi-
gen bis dato veroffentlichten Studie zur enzymatischen Aktivitdt des alveoldren Protea-
soms bei PAP von Bonella et al. [5]. Die Gesamtaktivitit des PAP-Proteasoms rangiert
in der GroBenordnung von 20S Proteasom aus humanen Erythrozyten, allerdings ist
diese Gesamtaktivitét anders auf die drei klassischen Aktivititen verteilt mit gro3er Pra-
ferenz fiir trypsinartiges Schnittverhalten. Das charakteristische Aktivitdtsprofil von

PAP-Proteasom gibt Anlass zur Vermutung, dass es sich dabei um i20S handelt.

4.4 Schnittverhalten des 20S Proteasoms

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Schnittverhalten von erythrozytdrem Proteasom bei
der Degradation von Insulin als Modellsubstanz und humanem Albumin als potentiel-
lem alveoldrem Substratprotein untersucht. Beide Proteine besitzen eine komplexe 3D-
Struktur. Insulin und HSA konnten durch das 20S Proteasom unter ausreichend denatu-
rierenden Bedingungen (vgl. Abschnitt 4.5) degradiert werden. Alle Verdauversuche
wurden mit 20S Proteasom aus dem humanen Erythrozyten (h-Ery) durchgefiihrt. Aus
den Schnittkarten (vgl. Abb. 27, S 55 und Abb. 35, S 74) kann abgelesen werden, in-
wieweit das Proteasom die drei klassischen Aktivititen trypsinartig, chymotrypsinartig

und caspaseartig zeigt und welche anderen Schnittstellen dariiber hinaus noch auftraten.
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4.4.1 Schnittverhalten beim Verdau von Insulin und HSA

Schnittverhalten beim Verdau von Insulin: Es konnte gezeigt werden, dass 20S Pro-
teasom aus humanen Erythrozyten in der Lage ist, Insulin zu verdauen. Aufgrund seiner
Tertidrstruktur kann Insulin aber nur dann degradiert werden, wenn es vorher denatu-
riert, das hei3t in seine beiden Untereinheiten zerlegt wurde. Der entscheidende Schritt
war das Aufbrechen der Disulfidbriicken zwischen den Insulin-Untereinheiten. Dies
gelang in vitro durch Zugabe des Reduktionsmittels Dithiothreitol. Die eigenen Ergeb-
nisse stehen dabei im Einklang mit den Ergebnissen aus der Studie von Biiren [163].
Beim Verdau der solitidren Insulinketten zeigt das 20S Proteasom aus dem humanen
Erythrozyten alle drei ,klassischen* Enzymaktivititen (vgl. Abschnitt 3.3.1), die es
auch beim Verdau fluorogener Peptide gezeigt hat (vgl. Abschnitt 3.2.1). Die experi-
mentell im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Peptide hatten eine Linge von 6 bis 15
Aminosduren mit einer Haufung im Bereich von 8 bis 13 Aminoséuren. Aulerdem zeig-
te sich eine Priferenz fiir den Verdau der B-Kette. Von den 22 identifizierten Peptiden
konnten 20 der B-Kette und nur zwei der A-Kette zugeordnet werden. Ahnliche Beo-
bachtungen wurden bei Versuchen von Rivett et al. gemacht, bei denen ausschlieBlich
Degradation der B-Kette festgestellt wurde [164]. Auch in der Studie von Biiren [163]
waren Degradationsprodukte der A-Kette unterreprésentiert im Vergleich zur B-Kette.
Betrachtet man die 29 potentiellen Schnittstellen der B-Kette, so bietet diese 17 Chy-
motrypsinschnittstellen (58 % aller moglichen Schnittstellen), vier Trypsinschnittstellen
(14 %) und zwei Caspaseschnittstellen (7 %) sowie sechs sonstige Schnittstellen (21 %),
die keiner klassischen Aktivitit zugeordnet werden konnen und als atypisch bezeichnet
werden. Im Experiment zeigt sich, dass Proteasom in vitro in 47 % der Fille an atypi-
schen Schnittstellen, in 45 % an chymotrypsinartigen und in 7 bzw. <1 % an trypsin-

bzw. caspaseartigen Schnittstellen schneidet.

Tabelle 32: Schnittstellen des 20S Proteasoms beim Verdau der Insulin B-Kette

Schnittstellen des 20S Proteasoms beim Verdau der Insulin B-Kette

theoretische Schnittstellen [%] identifizierte Schnittstellen [%]
chymotrypsinartig 58 45
trypsinartig 14 7
caspaseartig 7 <1
atypisch 21 47

Das erythrozytire 20S Proteasom fiihrt in tiber der Hélfte der Félle atypische Schnitte
aus, obwohl nur etwa ein Fiinftel der 29 potentiellen Schnittstellen innerhalb der B-

Kette atypische Schnittstellen darstellen. Insgesamt bietet die B-Kette sechs Aminosédu-
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re-Paarungen, die potentielle atypische Schnittstellen darstellen. Die atypischen Schnitte
werden allerdings gehéduft an zwei dieser potentiellen sechs Schnittstellen beobachtet,
nidmlich zwischen der Aminosdure-Paarung Cystein-Glycin (C-G), die in der B-Kette an
Position 7/8 und 19/20 vorkommt. Nach Auflésung der Disulfidbriicken durch DTT
zeigen sich die Cysteine offenbar besonders anfillig fiir die proteasomale Degradation.
Eine Priferenz des Proteasoms fiir kleine neutrale Aminosiduren, wie sie hier zu erken-
nen war, wurde an anderer Stelle ebenfalls beschrieben [147]. Die iibrigen Schnitte er-
folgen fast ausschlieBlich an chymotrypsinartigen Schnittstellen, von denen die B-Kette
zahlreiche bietet. Aber auch hier ist eine Haufung bestimmter Schnittstellen ablesbar,
ndmlich bei 15/16 (L/Y), 17/18 (L/V) und 6/7 (L/C), d. h. jeweils hinter der verzweigt-
kettigen Aminosdure Leucin. Eine Priferenz des Proteasoms fiir verzweigtkettige Ami-

nosduren wurde an anderer Stelle ebenfalls beschrieben [147].

Schnittverhalten beim Verdau von HSA: Beim Verdau von denaturiertem und oxi-
diertem HSA wurden acht Peptide detektiert und identifiziert. Die am haufigsten detek-
tierten Schnitte entsprachen caspaseartiger Aktivitdt (8 Stellen, 50 %). Dahinter folgen
chymotrypsinartige (5 Schnittstellen, 30 %) und trypsinartige Schnitte (2 Schnittstellen,
7 %). Nur ein einziger Schnitt konnte keiner klassischen Aktivitdt zugeordnet werden.
Die Peptidldnge betrug 7 bis 14 Aminoséuren, wobei mehr als dreiviertel (78 %) der

Peptide eine Lange von 8 bis 10 Aminoséduren zeigten.

4.4.2 Substratabhangigkeit des Schnittverhaltens

Das aus humanen Erythrozyten isolierte 20S Proteasom zeigte beim Verdau von Insulin
und HSA alle drei klassischen enzymatischen Aktivititen. Bei HSA produzierte es fast
ausschlieflich Schnittstellen, die den drei klassischen Aktivititen zuzuordnen waren.
Bei der Insulin B-Kette entsprach nur etwa die Hélfte der Schnitte den drei klassischen
Aktivitdten, die andere Halfte waren atypische Schnitte. Beim Vergleich zwischen Insu-
lin und HSA in Bezug auf die Auftretenshdufigkeit von Schnittstellen der drei klassi-
schen Aktivitdten wird deutlich, dass der Hauptteil der Schnitte bei HSA caspaseartige
Schnitte sind (50 %), die bei Insulin fast nicht vorkommen (<1 %). Chymotrypsinartige
Schnitte sind bei Insulin hiufig (45 %) und treten bei HSA seltener auf (30 %). Die
meisten Peptide beim Insulin-Verdau haben eine mittlere Linge von 8 bis
13 Aminosduren, wobei die Peptide beim Verdau von HSA mit § bis 10 Aminosduren

etwas kiirzer ausfallen.

Das Schnittverhalten von erythrozytirem Proteasom der Priparation h-Ery zeigt, dass

ein und dieselbe Proteasomprédparation unterschiedliches Verhalten zeigen kann, je



4 Diskussion 94

nachdem welches Substrat gerade verdaut wird. Das Schnittverhalten des 20S Protea-
soms erwies sich als substratabhéngig. Aufgrund dieser Substratabhidngigkeit wird die
begrenzte Aussagekraft der Charakterisierung proteasomaler Aktivitit mittels fluoroge-
ner Peptide erkennbar. Mit Hilfe kleiner fluorogener Testpeptide wurde eine Quantifi-
zierung der drei klassischen Enzymaktivitdten vorgenommen (s. Abschnitt 3.2), aus der
eine Rangfolge der Enzymaktivititen abgeleitet wurde. Das experimentell in vitro tat-
sdchlich beobachtete Schnittverhalten des erythrozytiren 20S Proteasoms beim Verdau
von Insulin und HSA zeigte aber vielmehr, dass das Aktivitdtsprofil, das aus dem Ver-
dau fluorogener Peptide abgeleitet wurde, keine verallgemeinerbare konstante Grof3e
darstellt und wahrscheinlich in vivo keinen Bestand behalten wird. Die Degradations-
charakteristik, die beim Verdau von Proteinen tatsdchlich auftritt, hingt malgeblich

davon ab, welches Substrat verdaut wird.

4.5 Substratspezifitat des 20S Proteasoms

Im vorangegangenen Abschnitt wurde bereits die Substratabhingigkeit des Schnittver-
haltens von 20S Proteasom aufgezeigt. Im Folgenden soll die Frage diskutiert werden,
welche substratspezifischen Eigenschaften ein Protein haben muss, um ein geeignetes
Substrat fiir das 20S Proteasom darzustellen. Bei komplexen Proteinen ist dabei insbe-
sondere der Faltungszustand bedeutsam. Primire Substrate fiir das ATP- und ubiquitin-
unabhéngige 20S Proteasomsystem sind ungefaltete Proteine [102]. /n vivo modulieren
denaturierende Stressoren den nativen Faltungszustand. Neben anderen Stressoren ist
dabei oxidativer Stress von besonderer Bedeutung [102]. Fiir bestimmte Proteine ist
auBlerdem eine proteasomale Degradation von der Unterstlitzung durch Chaperone ab-
hingig [128].

Um die Eigenschaften zu studieren, die ein Protein zum geeigneten Substrat fiir das 20S
Proteasom werden lassen, werden im Folgenden die Verdau-Versuche von Insulin und
HSA betrachtet, die beide unter bestimmten Bedingungen in vitro Substrate des 20S

Proteasoms darstellen.

4.5.1 Einflisse von Umgebungsbedingungen und Probenvorbehandlung

Die Umgebungsbedingungen beim Verdau, bzw. auch schon bei der reinen Lagerung
von Substratproteinen in Losung und noch deutlicher die durchgefiihrten Vorbehand-

lungen der Substrate nahmen Einfluss auf die Ergebnisse. Insbesondere die Auswirkun-
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gen von Pufferlosungen, Ionen, reduzierenden Bedingungen, Temperatur und Lage-

rungsbedingungen werden an dieser Stelle diskutiert.

Einfluss auf die Substratproteine: Die Versuche im Rahmen dieser Arbeit zeigten,
dass Insulin und HSA bereits ohne Anwesenheit von Proteasom teilweise degradiert
werden, abhingig von den Umgebungsbedingungen (Puffer, Temperatur, reduzierende
und oxidierende Agenzien). Natives Insulin zeigte sich in Losung stabil, jedoch fiihrte
der Zusatz von DTT zur Aufspaltung in die A- und B-Ketten. Die B-Ketten zeigten sich
im zeitlichen Verlauf nicht stabil, sondern unterlagen spontaner Degradation. Natives
HSA erwies sich in wissriger Losung bereits ohne Anwendung weiterer MaB3nahmen
iiber der Zeit als instabil. Wurde das native HSA dagegen in einer HEPES-Pufferlosung

gelagert, zeigte es sich stabil und wies keine Degradationsprodukte auf.

Durch Hitze bzw. noch ausgepréigter durch Hitze in Kombination mit DTT konnte HSA
denaturiert werden und zeigte bereits direkt nach Ende des Denaturierungsschrittes eine

teilweise Degradation in HSA-Fragmente.

Hohere Temperaturen, bzw. hohere DTT-Konzentrationen fiihrten in Anwesenheit des
HEPES-Puffers zu einer Gelbildung. Das heil3t, die Gelbildung wurde durch Hitzeein-
wirkung und die Anwesenheit von Ionen gefordert. Der zugrunde liegende Mechanis-
mus wurde nicht néher untersucht und bleibt unklar. Eine Hypothese wire die Bildung
von Fibrillen unter Hitzeeinwirkung mit anschlieender Wasseranlagerung an die Fibril-
len. Fibrillierung von HSA unter Hitzeeinwirkung wurde von verschiedenen Autoren
beschrieben [165, 166]. In den Studien von Juarez et al. [166] wird die Fibrillenbildung
in vitro bei Temperaturen von > 65°C beobachtet, wobei bereits ab Temperaturen von
56°C, wie sie auch in den eigenen Versuchen angewandt wurden, eine sequenzielle Ent-
faltung des HSA-Proteins stattfand. Auflerdem wird die Fibrillenbildung durch Anwe-
senheit von Ionen begiinstigt [166]. Es kommt dabei zu einer Verdnderung der Sekun-
dér- und Tertidrstruktur des Molekiils. Die eigenen Ergebnisse sind konform mit dieser
Hypothese, denn sie zeigen im Einklang mit Juarez et. al, dass die Gelbildung abhéngig
von der Temperatur (2 56°C), der Anwesenheit von Ionen (bereitgestellt im HEPES-
Puffer) und einer vorbestehenden Destabilisierung der 3D-Struktur (DTT-Einfluss) ist.

Durch Wasserstoffperoxid konnte denaturiertes HSA erfolgreich oxidiert werden. Es
wurde eine Teiloxidation des HSA-Molekiils unter 4 bzw. 19 pmol H,O,/ mg HSA er-
reicht. Oxidiertes HSA zeigte sich iiber der Zeit zunehmend instabil und wies eine zu-

nehmende Anzahl an Degradationsprodukten auf.
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Die Ergebnisse zeigen, dass bereits die Umgebungsbedingungen, die durch den HEPES-
Puffer hergestellt wurden (konstanter pH-Wert von 7,8 sowie die Anwesenheit von lo-
nen, u. a. Natrium und Magnesium), Einfluss auf die nativen Proteine nehmen. Einer-
seits stabilisiert der Puffer die Proteine Insulin und HSA in Losung und schiitzt sie vor
spontaner Degradation. Andererseits fordert er die Anlagerung von Wasser an das HSA-
Molekiil, moglicherweise durch Fibrillenbildung. Dithiothreitol und Hitze dagegen de-
naturieren das HSA-Molekiil und fiihren zu dessen teilweiser Degradation, die sich mit
ansteigender Invasivitit der Vorbehandlung (zunehmende Temperaturen, zunehmende
DTT-Konzentrationen) verstarkt. Wasserstoffperoxid ist in der Lage, denaturiertes HSA
zu oxidieren, was ebenfalls dazu fiihrt, dass es iiber der Zeit zunehmend in HSA-
Fragmente degradiert. Es zeigt sich, dass alle genannten Vorbehandlungsschritte zur
teilweisen Degradation von Insulin und HSA fiihren. Dies stellt fiir in vitro Verdauver-
suche von 20S Proteasom mit diesen Substraten ein Problem dar, weil dann nicht mehr
zwischen proteasomaler und vorbehandlungsbedingter Degradation unterschieden wer-

den kann.

Einfluss auf den proteasomalen Verdau: Natives HSA in HEPES-Puffer zeigte sich
im Kontrollansatz strukturell stabil und konnte im Verdauansatz nicht durch 20S Pro-
teasom verdaut werden. Denaturiertes HSA und zusitzlich oxidiertes HSA dagegen
zeigte in Anwesenheit von 20S Proteasom in der Massenspektrometrie neu aufgetretene
Signale, deren Anzahl mit zunehmender Invasivitit der Vorbehandlung (denaturiertes
HSA, verglichen mit HSA nach zusétzlicher starker Oxidierung) anstieg. Diese soge-
nannten differenziellen Signale der Gruppe 1 reprisentieren mit hoher Wahrscheinlich-
keit proteasomale Degradationsprodukte und implizieren damit die Aktivitit des 20S
Proteasoms im Rahmen dieser Versuchsanordnungen. Als nachteilig erwies sich, dass
sich in den Verdauansétzen auch viele nicht-proteasomale Degradationsprodukte befan-
den, erkennbar als Signale in den Kontrollansidtzen. Diese nicht-proteasomalen Frag-
mente der Substratproteine konnten dadurch zwar von ,,echten proteasomalen Verdau-
produkten abgegrenzt werden, stellten aber ihrerseits geeignete Substrate fiir das Protea-
som dar. Dass Proteasom neben dem Verdau des intakten Substratproteins auch tatsidch-
lich den ,,Weiterverdau* von nicht-proteasomalen Fragmenten des Substratproteins vor-
nimmt, war an Signalen aus den Kontrollen zu erkennen, dadurch dass diese in den

Verdauansitzen nicht wieder auftraten (sogenannten differenziellen Signalen der Grup-
pe 2).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass 20S Proteasom HSA degradieren kann, sobald
es denaturiert oder oxidiert ist. Oxidation war dabei der gro3te Stimulus zur Steigerung

der proteasomalen Aktivitdt. Natives HSA dagegen wurde nicht verdaut.
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Umgang mit nicht-proteasomalen Degradationsprodukten: Nicht-proteasomale De-
gradationsprodukte, die bei der Probenvorbereitung entstanden sind, stellen offensicht-
lich auch geeignete Substrate fiir das 20S Proteasom dar, sodass es parallel zum Verdau
von intaktem Protein und auch von dessen Fragmenten kommt. Um den Verdau des
intakten Proteins ohne den Einfluss nicht-proteasomaler Degradationsprodukte untersu-
chen zu konnen, wurde deshalb das methodische Ziel formuliert, die Substratlosung
moglichst frei von Proteinfragmenten dem 20S Proteasom zum Verdau anzubieten. Zur
Realisierung dieses Ziels wurde eine GroBenausschlusszentrifugation als Reinigungs-
verfahren zwischen die Probenvorbereitung und den Verdau geschaltet (vgl. Ergebnisse
in Abschnitt 3.3.3.2). Nach dem Aufreinigungsschritt lag das Substratprotein in vielfach
hoherer Konzentration und hoher Reinheit vor. Dies belegt die Eignung der GroBe-
nausschlusszentrifugation zur Aufreinigung der Substratlosung. Derart aufgereinigte
Substratlosungen zeigten jedoch {iber der Zeit erneutes Auftreten nicht-proteasomaler
Degradationsprodukte. Deren Konzentration war zwar gering, trotzdem mussten sie bei
der Auswertung nachfolgender Verdauversuche mitberiicksichtigt werden. Bemerkens-
werterweise zeigten sich bei oxidiertem HSA weniger dieser nachtriglichen Degradati-
onsprodukte als bei denaturiertem HSA. Das heif3t, oxidiertes HSA verhalt sich wihrend
der Inkubationszeit offensichtlich stabiler als nicht-oxidiertes HSA (vgl. Ergebnisse in
Abschnitt 3.3.3.2).

Die Ergebnisse aus dem Verdauversuch von denaturiertem HSA mit 20S Proteasom
nach vorausgegangener Aufreinigung des Substrats sprechen fiir proteasomalen Verdau.
Dies belegen die zahlreichen differenziellen Signale der Gruppe 1 mit hohen Signalin-
tensitdten. Auflerdem ist ein parallel dazu stattfindender proteasomaler Verdau von
HSA-Fragmenten sehr wahrscheinlich, die hauptsichlich wéahrend der Inkubationszeit
neu entstanden sein diirften, erkennbar an der hohen Anzahl differenzieller Signale der
Gruppe 2. Die hohe Anzahl neu aufgetretener intensitétsstarker Verdausignale bei
gleichzeitigem Verschwinden von Kontrollsignalen mit lediglich geringer Signalintensi-
tit spricht fiir ein Uberwiegen der proteasomalen Degradation von intaktem HSA ge-
geniiber der von HSA-Fragmenten (vgl. Ergebnisse in Abschnitt 3.3.3.2). Das heifit,
20S Proteasom degradiert denaturiertes HSA, jedoch nicht natives HSA.

4.5.2 Einfluss der raumlichen Struktur des Substrats

Beim Verdau von Insulin (vgl. Abschnitt 3.3.1) wurde gezeigt, dass 20S Proteasom In-
sulin nur dann degradieren kann, wenn es vorher in seine beiden Teilketten A und B
zerlegt wird. Wird dagegen das native Insulinmolekiil, bei dem die A- und B-Kette {iber

Disulfidbriicken (S-S-Briicken) verbunden sind, als Substrat angeboten, findet keine
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Degradation statt. Bei dem vergleichsweise kleinen Insulin (5,8 kDa, 51 Aminosduren)
verhindert schon das Vorhandensein zweier Disulfidbriicken den Verdau. Die Versuche
zum Verdau mit HSA zeigten, dass das 20S Proteasom natives HSA nicht degradieren
kann (vgl. Abschnitt 3.3.3.1). Nach denaturierender Vorbehandlung in Kombination mit
Hitzevorbehandlung (vgl. Abschnitt 3.3.3.2), das heiBt, nach Offnen der Disulfidbrii-
cken, ist 20S Proteasom durchaus in der Lage, auch das vergleichsweise grofle Protein
HSA (66 kDa, 609 Aminoséduren) zu degradieren.

Die eigenen Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen von Wenzel und Bau-
meister, die ebenfalls zeigen konnten, dass verschiedene Peptide und Proteine erst nach
Aufspaltung sdmtlicher Disulfidbriicken zum Substrat fiir das Proteasom wurden [167].
Die Autoren postulierten, dass die Grofle des Proteins dariiber entscheidet, ob es in den
Proteasomzylinder eintreten kann oder nicht. Sie zeigten die Gréfenabhédngigkeit, an-
hand der freien Insulin B-Kette, die nicht mehr degradiert werden konnte, sobald ein
Nanogold-Partikel mit einem Durchmesser von 2 nm daran gebunden worden war
[167]. Spitere Untersuchungen zum ,,Gating-Mechanismus* des Proteasoms bestétigten
diese These, indem sie nachwiesen, dass der Eintritt in den Hohlzylinder des 20S Core-
Partikels (im nicht-aktivierten Zustand) nur einen Durchmesser von 9 A (= 0,9 nm) be-
sitzt [56].

Die eigenen Ergebnisse sind somit konsistent mit den Angaben in der Literatur, wonach
das Proteasom aufgrund seines begrenzten Innendurchmessers nur Proteine einschleu-
sen kann, die in Form entfalteter Einzelketten vorliegen. Ein gefaltetes Protein wird nur
dann zum geeigneten Substrat flir das 20S Proteasom, wenn dessen intra- oder intermo-
lekulare Disulfidbriicken vorher aufgelost wurden. Bei den Versuchen im Rahmen die-
ser Arbeit wurden Disulfidbriicken in vitro durch Zugabe des Reduktionsmittels DTT
geoffnet. Es stellt sich die Frage, ob auch in vivo Mechanismen existieren, um Disul-
fidbriicken zu spalten. Tatsichlich wird das Enzym Protein-Disulfid-Isomerase (PDI)
beschrieben, das Bestandteil eines Systems zur Qualitdtskontrolle neusynthetisierter
Proteine im endoplasmatischen Retikulums (ER) ist. Die PDI ist in der Lage Disul-
fidbriicken von fehlgefalteten Proteinen je nach Bedarf zu oxidieren, zu reduzieren und
umzulagern [168]. Fagioli et al. zeigten, dass die PDI des ER intermolekulare Disul-
fidbriicken zwischen Immunglobulin-Ketten reduziert [169]. Die dabei entstandenen
Einzelketten sind dann klein genug, um iiber die Membran des ER hinweg ins Zytosol
transportiert zu werden. Dort werden sie vom Proteasom degradiert. Die Existenz der
PDI, auch in anderen zelluliren Kompartimenten {iber das ER hinaus, wurde gezeigt
[168], ebenso die Exkretion von PDI in den Extrazellularraum [170]. Es ist denkbar,
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dass die PDI in vivo Disulfidbriicken von Proteinen mit komplexer 3D-Struktur gezielt

reduziert, um die Proteine dem 20S Proteasom zum Verdau zugédnglich zu machen.

4.5.3 Einfluss von oxidativem Stress

Oxidativer Stress entsteht physiologisch im Rahmen des aeroben Stoffwechsels und der
oxidativen Phosphorylierung. Erhohter oxidativer Stress wird u. a. im Rahmen inflam-
matorischer Lungenerkrankungen beobachtet. Bei der Lungenerkrankung ARDS bei-
spielsweise wird eine diffuse Inflammation der Lunge beschrieben, in deren Folge ver-
schiedene Zellen des Respirationstraktes vermehrt reaktive Spezies produzieren [171].
Die therapeutische Verabreichung von Sauerstoff verstirkt dies zusétzlich. Im Rahmen
der Lungenerkrankung PAP herrscht ebenfalls erhohter oxidativer Stress, erkennbar an
in vivo bereits teiloxidiertem SP-A [49]. Die in Abschnitt 3.1.2 dargestellten Versuchs-
ergebnisse geben auch bei weiteren alveoldren Proteinen, u. a. bei HSA, Hinweise auf
eine in vivo bereits bestehende Oxidation. HSA sollte im Rahmen dieser Arbeit in vitro
oxidiert werden, um dessen Eignung als Substrat fiir das 20S Proteasom in vitro zu un-

tersuchen.

HSA konnte in vitro mittels Wasserstoffperoxid erfolgreich oxidiert werden (s. Ab-
schnitte 3.3.2.3 und 3.3.3.2). Die Zugabe von Wasserstoffperoxid in Anlehnung an die
Versuche von Whittier et al. [128] fiihrte konzentrationsabhidngig zu einem stirkeren
Oxidationsgrad des HSA. In der Literatur werden teilweise noch héhere Wasserstoftpe-
roxidkonzentrationen verwendet, z. B. von Finch et al. [172]. In den eigenen Versuchen
konnte die Anlagerung von 8 bzw. 21 Sauerstoffmolekiilen an das HSA mas-
senspektrometrisch nachgewiesen werden. Im HSA-Molekiil befinden sich 35 Cysteine
und 6 Methionine, sodass sich 41 potentielle Oxidationsstellen ergeben. Bezieht man
weitere potentiell oxidierbare Aminosduren mit in Betracht, oder auch die Moglichkeit
der Mehrfachoxidation von Methioninen und Cysteinen, dann ergibt sich theoretisch die
Moglichkeit, das HSA-Molekiil mehr als 100-fach zu oxidieren. Somit stellte die im
Experiment generierte 8-, bzw. 21-fache Sauerstoffanlagerung eine vergleichsweise
milde Oxidation dar. Dennoch entsteht bei der hier verwendeten hochsten Dosis von 50
umol H>O,/mg HSA bereits eine weile Triibung und nach Zentrifugation ein deutliches

weilles Pellet, das vermutlich HSA-Aggregate darstellt.

Bei der Inkubation des so hergestellten oxidierten HSA mit 20S Proteasom zeigten sich
in den eigenen Versuchen viele Degradationsprodukte in hoher Intensitét, verglichen
mit dem Verdau von nicht-oxidiertem HSA (vgl. Ergebnisse in Abschnitt 3.3.3.2). Mit

steigendem Oxidationsgrad des Substrats stiegen die Signalintensitdten der Verdaupro-
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dukte an. Dies belegt erstens die Aktivitdt des 20S Proteasoms und zeigt zweitens eine
deutliche Steigerung der Proteasomaktivitit durch Oxidation des HSA sowie eine Do-
sis-Wirkungs-Beziehung zwischen Oxidationsgrad des Substrats und Enzymaktivitét
des 20S Proteasoms. Im Vergleich zu nicht-oxidiertem HSA treten kaum differenzielle
Signale der Gruppe 2 auf, woraus geschlossen wird, dass der groBte Anteil der enzyma-
tischen Aktivitit des 20S Proteasom auf den Verdau von intaktem HSA fillt und nur ein
untergeordneter Anteil auf Verdau nicht-proteasomaler HSA-Fragmente. Von den Ver-
dauprodukten des oxidierten HSA traten 56 % ausschlieBlich im Zusammenhang mit
der oxidativen Vorbehandlung auf, das heif3t {iber die Hélfte der Verdauprodukte war
charakteristisch fiir den Kontext der Oxidation. Von den Degradationsprodukten konn-
ten 9 Peptide eindeutig als HSA-Abkommlinge identifiziert werden und dadurch eine
Aussage zum Schnittverhalten und der mittleren Peptidlange von oxidiertem HSA ge-

troffen werden (vgl. dazu Diskussion Abschnitt 4.4).

Die Ergebnisse zeigen, dass sich 20S Proteasom beim Verdau von oxidiertem HSA
deutlich potenter als beim Verdau von nicht-oxidiertem HSA erweist. Auflerdem gene-
riert das Proteasom dabei liberwiegend charakteristische Peptide, das heift, es schneidet
unter dem Einfluss der Proteinoxidation an anderen Schnittstellen. Die Oxidation von
HSA verbessert also dessen Eignung als Substrat fiir das 20S Proteasom. Ahnliche Beo-
bachtungen beim Verdau von Albumin wurden bereits 1988 von Davies und Lin ge-
macht [173]. Sie inkubierten oxidiertes und nicht-oxidiertes bovines Serumalbumin
(BSA) in Zellextrakten von Escherichia coli, die Proteasom enthielten. Natives, nicht-
oxidiertes BSA wurde fast nicht verdaut. Wurde das globulére BSA allerdings vorher
dem Einfluss von Oxidanzien ausgesetzt (u. a. H,O,), so wurde es zu einem geeigneten
Substrat des im Zellextrakt vorhandenen Proteasoms. Fiir BSA verhielt sich der Grad
der proteasomalen Degradation im untersuchten Bereich linear zum Grad der oxidativen

Denaturierung [173].

Die Abhéangigkeit der proteasomalen Degradationsrate vom Grad der Substratoxidation
zeigte in nachfolgenden Studien allerdings kein lineares Verhalten (vgl. [107, 120, 174]
und s. Abb. 37, 101). Bei schwacher Oxidation mit erhaltenem Faltungszustand des
Proteins (Stadium 1 nach Jung et al. [105]) ist zunédchst nur ein geringer Anstieg der
Degradationsrate erkennbar, der bei mittlerer Oxidation mit entfalteter Proteinstruktur
(Stadium 2) stark zunimmt, um dann ein Degradationsoptimum zu erreichen. Wird das
Maximum bei starker Oxidation mit Proteinaggregatbildung (Stadium 3) erst einmal
tiberschritten, fillt die Degradationsrate rapide auf nahezu null ab. Die Versuche von
Davies und Lin [173] zeigten ferner, dass sich auch andere Proteine mit komplexer 3D-

Struktur vergleichbar zum BSA verhielten (z. B. Superoxiddismutase, Himoglobin oder
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Katalase). Im oxidierten Zustand wurden sie zu geeigneten Substraten des Proteasoms.
Im Rahmen der eigenen Versuche wurde eine Steigerung der Degradationsrate von
HSA mit zunehmender Oxidationsstufe gezeigt, das heiflit eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung zwischen Oxidationsgrad des Substrats und Enzymaktivitdt des 20S Protea-
soms. Es ist denkbar, dass das Degradationsoptimum durch die in dieser Arbeit verwen-
dete Konzentration von 50 pmol H,O,/mg HSA noch nicht erreicht war und dass die

Degradationsrate durch noch stirkere Oxidation moglicherweise weiter steigerbar ist.

Degradationsrate
oxidierter Substrate

A Stadien der Proteinoxidation

——————— maximale Degradationsrate

— — — — - basale Degradationsrate

. Konzentration des
Oxidationsmittels

T
0 optimale
Oxidanzienkonzentration

Abb. 37: Abhiingigkeit der proteasomalen Degradation vom Grad der Substratoxidation

Jung et al. [104] beschreiben eine nicht-lineare Kinetik der proteasomalen Degradation von Proteinen,
abhingig vom Grad der Proteinoxidation. Dabei wird in drei Stadien der Oxidation eingeteilt [105]:
Stadium 1: schwach oxidiertes gefaltetes Protein, Stadium 2: schwach oxidiertes aber bereits entfaltetes,
Stadium 3: stark oxidiertes Protein mit Aggregatbildung. Nach einem sprunghaften Anstieg der Degrada-
tion mit steigendem Oxidationsgrad zeigt sich im Oxidationsstadium 2 ein Degradationsmaximum sowie
bei weiterer Oxidation und dem Erreichen des Stadiums 3 ein rapider Abfall bis unterhalb der basalen
Degradationsrate von nicht-oxidierten Proteinen. Abb. modifiziert in Anlehnung an Jung et al. [105].

Die besondere Eignung von oxidierten Proteinen als Substrate wird in der Literatur fol-
gendermallen begriindet. Im Oxidationsstadium 2 nach Jung [105] liegt das Protein
(teil-) entfaltet vor. Dadurch bekommt das Protein ein Erkennungsmotiv, das es zum
Substrat fiir das Proteasom macht. Es wird vermutet, dass hydrophobe Abschnitte dieses
Erkennungsmotiv darstellen [175]. Oxidativ beschidigte, teilentfaltete Proteine kehren
hydrophobe Aminosduren nach aufen, die sich beim unbeschidigten und korrekt gefal-
teten Protein normalerweise im Inneren der globuldren Struktur befinden [176]. Diese
interagieren mit den a-UE am Eintritt des Proteasomzylinders und dienen somit als Er-

kennungsmotiv. Bedeutsam ist demnach ein Verlust der nativen Tertidrstruktur. Mogli-
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cherweise sind hydrophobe Abschnitte aber nicht das einzige Erkennungsmotiv. Kurepa
und Smalle berichten von oxidierten Proteinen ohne hydrophobe Abschnitte, die trotz-
dem bevorzugte Substrate fiir das Proteasom sind [177]. Oxidiertes Calmodulin (CaM)
zeigt dabei einen antiproportionalen Zusammenhang zwischen der Anzahl von o-
Helices und der proteasomalen Degradation [178]. In diesem Fall macht die aufgebro-
chene Sekundirstruktur das CaM zum bevorzugten Substrat. Asher et al. postulieren
dabei, dass unstrukturierte Bereiche als Erkennungssignal fiir das Proteasom dienen
[179]. Es handelt sich um Bereiche, bei denen das Protein partiell gestreckt vorliegt
[177]. Insbesondere milder oxidativer Stress scheint in der Lage zu sein, unstrukturierte
Bereiche zu erzeugen. Native Proteine hingegen, die keine komplexe Sekundér- und
Tertidrstruktur besitzen, wie z. B. Tau-Protein, Alpha-Synuclein oder Casein, sind auch
ohne Oxidation potente Substrate fiir das 20S Proteasom [180, 181]. Die Substratoxida-
tion hat also nur dann einen giinstigen Einfluss auf die proteasomale Degradation, wenn

es sich um grof3e Proteine mit definierter Sekundér- und Tertidrstruktur handelt.

Die Integritit bzw. Dysintegritdt der Sekundir- und Tertidrstrukturen eines Proteins
scheint eine entscheidende Variable zu sein, ob ein Protein zum Substrat fiir das 20S
Proteasom wird. Strukturell beeintrdchtigte Proteine sind bevorzugte Substrate des 20S
Proteasoms. Aufgrund des begrenzten Innendurchmessers des 20S Core-Partikels von 9
bis max. 20 A miissen diese allerdings als entfaltete Protein-Einzelketten vorliegen, um
in den Proteasomzylinder eintreten zu konnen. Damit komplexe Proteine zu Substraten
werden, miissen sie denaturiert werden, um ihre 3D-Struktur (Sekundir-, Tertidr- und

Quartérstrukturen) aufzubrechen. Dies kann in vitro und in vivo geschehen.

1. Aufbrechen der Tertidr- und Quartirstrukturen durch Auflosung von Di-
sulfidbriicken oder durch Oxidation: /n vitro lassen sich S-S-Briicken durch
Reduktionsmittel (z. B. DTT) auflésen oder durch Oxidation. So konnte z. B. fiir
SP-A gezeigt werden, dass Oxidation die Quartérstruktur aufbricht und das Mo-
lekiil in seine Untereinheiten zerlegt [182]. In vivo konnte das Enzym PDI eine
Rolle spielen beim Auflésen von S-S-Briicken. Der Verlust der Tertidr- und
Quartédrstruktur fiihrt einerseits zur (Teil-) Entfaltung, sodass die Polypeptidkette
in den Proteasomzylinder eintreten kann und andererseits zur Ausbildung hyd-

rophober Strukturen als Erkennungsmotiv fiir das 20S Proteasom.

2. Aufbrechen der Sekundirstruktur durch Oxidation der Aminosiurekette:
In vivo und in vitro fithrt oxidativer Stress zum Verlust von Sekundérstrukturen.
Dadurch entstehen die unstrukturierten Bereiche, die ebenfalls als Erkennungs-
motiv fiir das 20S Proteasom dienen.
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4.5.4 Einfluss von Chaperonen

Das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) wurde von Sixt et al. im Uberstand von BALF
nachgewiesen [2]. Die Autoren konnten dadurch zeigen, dass Hsp90 und 20S Proteasom
im Alveolarraum eine Koexistenz fiihren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht
werden, ob auch ein funktioneller Zusammenhang von Hsp90 und 20S Proteasom be-
steht. Dafiir wurden Versuche zum Verdau von HSA durch 20S Proteasom jeweils in
An- und Abwesenheit von Hsp90 durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 3.3.2). Bei der Inkubati-
on von HSA mit 20S Proteasom in Anwesenheit von Hsp90 zeigte sich in den eigenen
Versuchen zunéchst ein dhnliches Bild wie bei den Versuchen ohne Hsp90. Die Anwe-
senheit von Hsp90 beeinflusste die Anzahl an differenziellen Signalen nur geringfiigig,
allerdings war die Konzentration der entsprechenden Peptide niedriger. Dies belegt
zwar die Aktivitit des 20S Proteasoms auch in Anwesenheit von Hsp90, zeigt aber, dass
diese geringer ausfillt als ohne Hsp90. Wie bei den Versuchen ohne Hsp90, zeigte das
20S Proteasom auch in Anwesenheit von Hsp90 gesteigerte Verdauaktivitit fiir oxidier-
tes HSA. Hier wurde das Degradationsoptimum allerdings bei schwach oxidiertem HSA
beobachtet. Von den Verdauprodukten des HSA in Anwesenheit von Hsp90 traten etwa
60 % ausschlieBlich im Zusammenhang mit Hsp90 auf, das heif3t iiber die Hélfte der
Verdauprodukte war charakteristisch fiir den Kontext mit Hsp90. Besonders hervorzu-
heben ist, dass unter Anwesenheit von Hsp90 andere Signale detektiert werden als ohne
Hsp90. Das heif3t, 20S Proteasom wird durch Hsp90 offenbar in seinem Schnittverhal-
ten beeinflusst. Einschrinkend muss beachtet werden, dass nicht ausgeschlossen werden
kann, dass es sich bei Signalen, die lediglich in Versuchen mit Hsp90 auftreten, um

Fragmente von Hsp90 handeln konnte.

Die Ergebnisse aus den eigenen Versuchen legen nahe, dass ein Verdau von HSA auch
in Anwesenheit von Hsp90 stattfindet, allerdings mit eingeschriankter Aktivitdt. Aul3er-
dem generiert das 20S Proteasom dabei liberwiegend charakteristische Peptide, das
heif}t, es scheint durch Hsp90 in seiner Priferenz fiir bestimmte Schnittstellen innerhalb
des HSA-Molekiils beeinflusst zu werden.

In der Literatur gibt es unterschiedliche Beschreibungen zum Einfluss von Hsp90 auf
die Proteindegradation durch Proteasom. Unter physiologischen Bedingungen, in denen
die Zelle keinem oxidativen oder anders gearteten Stress ausgesetzt ist, wirkt Hsp90 als
negativer Regulator der Proteasomfunktion [103, 126]. Wird die Zelle dagegen (oxida-
tivem) Stress ausgesetzt, kehrt sich die Rolle von Hsp90 scheinbar um: Zunichst wer-

den Hsp90 und andere Hitzeschockproteine in ihrer Expression hochreguliert [123,
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124]. Hsp90 interagiert dann mit Proteinen oder Proteasom, um oxidative Schiden zu
vermeiden oder schnellstmoglich zu beseitigen. Hsp90 kann auf Proteine dergestalt
einwirken, dass der Faltungszustand denaturierter Proteine soweit aufrechterhalten wird,
dass sie keine Aggregate bilden [183]. Fiir diesen Vorgang wird kein ATP verbraucht
[183]. Auf das Proteasom kann Hsp90 einwirken, indem die Suppression der drei klas-
sischen enzymatischen Aktivititen, die unter oxidativem Stress typischerweise auftritt,
in Anwesenheit von Hsp90 teilweise wieder aufgehoben wird [122, 127]. Dariiber hin-
aus sind Hsp90-Interaktionen beschrieben, die gleichzeitig an Proteasom und Substrat
stattfinden [128]. So konnte fiir oxidiertes Calmodulin (CaM) gezeigt werden, dass es
erst in Anwesenheit von Hsp90 zum Substrat fiir das 20S Proteasom wird [128]. Squier
et al. zeigen in ihren Versuchen, dass fiir den erfolgreichen Verdau von CaM zwei
wichtige Voraussetzungen erfiillt sein miissen [123]. Erstens muss die 3D-Struktur von
CaM ausreichend aufgebrochen werden. Dies geschieht durch die Oxidation von CaM,
wodurch die Sekundérstruktur beeinflusst und das Protein gestreckt wird. Bemerkens-
wert war, dass ein ganz bestimmtes Methionin (Methionin an Position 145 im CaM-
Molekiil) oxidiert vorliegen musste, um den nachfolgenden Verdau zu ermoglichen
[123]. Zweitens muss CaM vom Proteasom als Substrat erkannt werden. Dies geschieht
durch die Anwesenheit von Hsp90, das gleichzeitig an Proteasom und an CaM bindet.
Erst dadurch ist das Proteasom in der Lage, CaM als Substrat zu erkennen und zu ver-
dauen (vgl. Abb. 38). Die Bindung von Hsp90 am 20S Proteasom erfolgt an den glei-
chen a-Untereinheiten, die auch die 19S- und 11S-Kappen binden konnen [78].

- @

Abb. 38: Einfluss von Hsp90 auf den proteasomalen Verdau von oxidiertem Calmodulin

Squier et al. [123] beschreiben den Einfluss von Hsp90 folgendermaflen: A: Hsp90 tritt in Interaktion
mit oxidiertem Calmodulin (CaM,,) und mit Proteasom, sodass der proteasomale Verdau von CaM,,
ermoglicht wird. B: CaM,, wird in Abwesenheit von Hsp90 nicht zum Substrat fiir Proteasom und unter-
liegt keiner proteasomalen Degradation. Abbildung entnommen aus Squier et al. [123].

) CaMox

Peptides

Somit nimmt Hsp90 iiber zwei Hauptmechanismen Einfluss auf die proteasomale De-
gradation unter oxidativem Stress. Erstens steigert Hsp90 durch Wirkung am Proteasom
dessen Widerstandsfahigkeit gegen oxidativen Stress, indem es die Herabsetzung seiner
proteolytischen Aktivitdt verhindert. Zweitens steigert Hsp90 durch gleichzeitige Bin-

dung am 20S Proteasom und am Substrat die selektive Erkennung und Degradation be-
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stimmter Proteine. Abhidngig von den Umgebungsbedingungen kann Hsp90 die Protea-
somfunktion also hemmen oder férdern, indem es mit Substrat oder Proteasom, oder

sogar gleichzeitig mit beiden interagiert.

Diese Erkenntnisse erschweren die Einordnung der eigenen Versuchsergebnisse zum
Verdau von HSA in An- und Abwesenheit von Hsp90. Bei dem Verdau von HSA wurde
das Hsp90 zu Beginn der Inkubation gleichzeitig mit dem 20S Proteasom zugegeben. Es
wire denkbar, dass eine Vorinkubation von Hsp90 mit Proteasom oder Substrat einen
FEinfluss auf das Ergebnis nimmt. Im Rahmen der Untersuchungen von Biiren [163]
konnte beim Verdau von Surfactantprotein A durch 20S Proteasom kein Einfluss einer
Vorinkubation von Proteasom bzw. von Hsp90 nach 24-stiindiger Inkubation festge-
stellt werden. Auch der Einfluss von oxidativem Stress auf die Funktion von Hsp90
sollte noch genauer untersucht werden. Denn bei den eigenen Versuchen mit oxidiertem
HSA war das Oxidationsmittel HO, zu Beginn der Inkubation, als Hsp90 und Protea-
som zugegeben wurden, bereits aus der Losung entfernt. Das heif3t, Hsp90 und Protea-
som waren keinem oxidativen Stress ausgesetzt. Um den Einfluss von Hsp90 auf die
Funktion des 20S Proteasoms besser zu verstehen, sollten weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden, bei denen auch Proteasom und Hsp90 oxidativem Stress ausge-

setzt werden.

4.6 Potentielle Rolle des alveolaren Proteasoms bei der
Pathophysiologie der PAP

Die pulmonale Alveolarproteinose wird nach dem aktuellen Stand der Forschung als
eine Erkrankung des Alveolarmakrophagen betrachtet. Durch unterschiedliche Ausldser
wird eine (in den meisten Féllen autoimmune) Reaktion ausgelost, in deren Folge die
Konzentration und die Funktion des Alveolarmakrophagen dauerhaft beeintrichtigt
werden. Die Funktionseinschrinkung der Alveolarmakrophagen hat eine schwere Dys-
balance der Surfactanthomoostase zur Folge, wobei Surfactant und andere Proteine
(v. a. Plasmaproteine) in den Alveolen kumulieren. Daraus resultiert eine Beeintrichti-

gung der Lungenfunktion bis hin zum Lungenversagen.

Extrazelluliires alveolires Proteasom bei PAP: Erst vor wenigen Jahren wurde extra-
zelluldres Proteasom in den Alveolen von PAP-Patienten nachgewiesen, das aullerdem

in deutlich hoheren Konzentrationen auftritt als bei Lungengesunden [5, 68].
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Die Ergebnisse aus der exemplarischen Untersuchung der BALF eines Patienten mit
PAP sprechen mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir eine enzymatische Aktivitét des alveo-
laren Proteasoms bei PAP. Die eigenen Daten stehen dabei im Einklang mit den Unter-
suchungen von Bonella et. al, die ebenfalls enzymatische Aktivitdt messen konnten [5].
Welche physiologische Rolle das Proteasom im Alveolarraum wahrnimmt, bzw. welche

potentielle Rolle es in der Pathogenese der PAP spielt, ist noch weitgehend unklar.

Alveolire Proteine bei PAP: Ein Leitsymptom der PAP ist die massiv erhohte alveold-
re Proteinkonzentration, die mehr als zehnfach iiber der von Lungengesunden liegt [4, 5,
26, 36]. Vergleichbar hohe Proteinkonzentrationen wurden auch in den eigenen Versu-
chen an zwei exemplarischen PAP-BALF-Proben gemessen. Wie bereits von Bell und
Honda gezeigt [33, 36], handelt es sich dabei vorrangig um Serumproteine, Immunglo-
buline und Surfactantprotein A. Ahnliche Ergebnisse lieferte auch die Analyse der Pro-
teinzusammensetzung einer exemplarisch untersuchten PAP-BALF im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit. Aus der hohen Gesamtproteinkonzentration in der Alveole ergeben
sich Beeintrachtigungen der Lungenfunktion: Zum einen steigt der alveolédre kolloidos-
motischen Druck durch hohe Proteinkonzentrationen an. Zum anderen kénnen erhdhte
alveoldre Konzentrationen von Serumproteinen zu einer Inhibierung des Surfactant-
systems fithren, was am Beispiel der Lungenerkrankung ARDS gezeigt werden konnte
[184]. Dysfunktionaler Surfactant ist dann nicht mehr in der Lage, die alveoldre Ober-
flichenspannung ausreichend zu senken, was zum Kollaps von Alveolen und schlielich

zur weiteren Beeintrdchtigung der Lungenfunktion fiihrt.

Oxidativer Stress bei PAP: Die pulmonale Alveolarproteinose ist auBerdem gekenn-
zeichnet durch verstirkten oxidativen Stress in der Alveole. Als Nachweisverfahren fiir
oxidativen Stress eignet sich die Bestimmung des Oxidationsstatus alveoldrer Proteine.
Anhand dessen konnten Wang und Starosta bereits vor etwa 15 Jahren in nativer PAP-
BALF eine bereits in vivo bestehende Proteinoxidation nachweisen, allerdings nur fiir
das Protein SP-A [49, 159]. Die Untersuchungen an einer exemplarischen PAP-BALF
im Rahmen der vorliegenden Arbeit lieferte ebenfalls Hinweise auf eine SP-A-
Oxidation in vivo. Als Neuerung ergaben sich bei den Untersuchungen der genannten
Probe auch Hinweise auf eine in vivo existente Teil-Oxidation von Surfactantprotein B,
von HSA, von Transferrin und von Immunglobulinen. Diese Ergebnisse stehen im Ein-
klang mit der These von (mildem) oxidativem Stress im Rahmen der Krankheit PAP.
Fiir andere Lungenerkrankungen (z. B. fiir die zystische Fibrose) wurde von Starosta
et al. gezeigt, dass der Oxidationsgrad des alveoldren Proteoms mit der Schwere des
Krankheitsverlaufs korreliert und deshalb einen geeigneten Biomarker darstellt [49].

Oxidativer Stress hat Auswirkungen auf alveoldre Proteine, alveoldre Zellen und das
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alveoldre Proteasom, die im Zusammenhang mit der Pathogenese und dem Krankheits-

verlauf der pulmonalen Alveolarproteinose stehen konnten.

Einfluss von oxidativem Stress auf alveolire Proteine: Eine hinreichende Dosis an
oxidativem Stress beeinflusst Proteine in ihrer Struktur und Funktion bis hin zum voll-
standigen Struktur- und Funktionsverlust. Wird beispielsweise das alveolédre Protein SP-
A dem Einfluss von Oxidanzien (z. B. H,O;) ausgesetzt, so flihrt dies zum Zusammen-
bruch der hexameren Tertidrstruktur aufgrund oxidativer Degradation von Disulfidbrii-
cken. Das in seine Untereinheiten zerfallene SP-A verliert dadurch seine Funktion
[182]. Das heif3t, dass pulmonaler oxidativer Stress das Surfactantsystem in dessen phy-
siologischer Funktion kompromittiert. Im Hinblick auf kumulierende tiberalterte Surfac-
tantproteine im Rahmen der PAP konnte die oxidative Degradation allerdings auch hilf-
reich sein, indem sie unbrauchbares SP-A zum geeigneten Substrat fiir das 20S Protea-
som werden ldsst [163]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde am Beispiel des alveoldr in
hoher Konzentration auftretenden Proteins HSA bestitigt, dass Proteine durch Oxidati-
on zu besonders geeigneten Substraten fiir das 20S Proteasom werden. Dies wurde auch
an anderer Stelle bereits flir verschiedene Proteine berichtet [104, 174]. Die oxidative
Modifikation eines Proteins muss allerdings nicht in jedem Fall eine Markierung zum
Abbau des Proteins durch das 20S Proteasom bedeuten, sondern kann auch andere
Funktionen darstellen: Dalle-Donne et al. postulierten die Existenz eines alveoldren
Redoxsystems, gebildet von reversibel oxidierbaren alveoldren Proteinen, das in der
Lage ist, Lungengewebe vor irreversibler oxidativer Beschidigung zu bewahren [153,
171].

Einfluss von oxidativem Stress auf alveoliire Zellen: Durch oxidativen Stress werden
pulmonale Zellen in ihrer Struktur und ihrer Funktion beeintréchtigt. Tasaka et. al, so-
wie Kratzer et al. berichten bei ARDS, dass Mikrotubuli, die mal3geblich fiir die Stabili-
tat des intrazelluldren Zytoskeletts verantwortlich sind, unter oxidativem Stress zerstort
werden [171, 185]. In der Folge kommt es zur Destruktion der Lungenstruktur mit kon-
sekutiver Storung der Blut-Luft-Schranke. Tran et al. berichten bei COPD), dass Alveo-
larmakrophagen, die bei PAP per se bereits dysfunktional sind, unter oxidativem Stress

in ihrer Phagozytosefihigkeit weiter eingeschrankt werden [186].

Einfluss von oxidativem Stress auf das Proteasom: Auch das Proteasom ist in seiner
Konzentration, seiner Struktur und seiner Funktion beecinflussbar durch oxidativen
Stress: Ding, Keller und Conconi berichten von einer anfanglichen Inhibition des Pro-
teasoms unter oxidativem Stress [122, 127]. Nach einer Adaptationszeit von etwa 24

Stunden unter anhaltendem oxidativem Stress beobachteten Pickering et al. allerdings



4 Diskussion 108

eine Steigerung der proteasomalen Aktivitdt. Dabei fiihrte anhaltender oxidativer Stress
kompensatorisch zu einer de novo Synthese von 20S, i20S und 11S-Regulatorkappen
[99]. Die bereitgestellten 20S und i20S Proteasomtypen sind im Gegensatz zum 26S
Proteasom wesentlich potenter beim Abbau oxidierter Proteine [99, 120]. Diese Féhig-
keit kann nochmals erheblich gesteigert werden, indem sich unter oxidativem Stress,
freie 11S Kappen an 20S bzw. i20S Proteasom binden. Diese 11S—(1)20S—11S Immu-
noproteasom-Formation zeigt sich hochpotent beim Verdau oxidierter Proteine [100].
AuBlerdem disassembliert Standard-26S Proteasom unter oxidativem Stress in sein 20S
Core-Partikel und zwei freie 19S Kappen, um mehr 20S Proteasom zur Verfligung zu
stellen [119]. Das im Rahmen dieser Arbeit gemessene Aktivitétsprofil des Proteasoms
in PAP-BALF zeigt groBe Ahnlichkeit zum Aktivititsprofil von Immunoproteasom,
was mit den o. g. Berichten {iber gesteigerte Konzentrationen von i20S nach Induktion

durch oxidativen Stress im Einklang steht.

Konzentration und enzymatische Aktivitit des alveoliren Proteasoms bei PAP:
Hohe Protein- und Proteasomkonzentrationen sind ein Charakteristikum der PAP. Wird
ein Quotient aus Proteasomkonzentration pro Proteinkonzentration in der PAP-BALF
gebildet und mit gesunden Kontrollen verglichen, zeigt sich Proteasom im Rahmen der
PAP trotz seiner absolut gesehen hohen Konzentration relativ betrachtet unterreprisen-
tiert [S]. Bonella et al. vermuten eine ungeniigende Hochregulierung der Proteasom-
synthese bei PAP [5]. Die Enzymaktivitit von Proteasom in PAP-BALF wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit exemplarisch an einer Patientenprobe gemessen und
ist im Einklang mit den Ergebnissen von Bonella et al. [5]. Normiert auf die vorhandene
Masse an Proteasom zeigen die Daten von Bonella et al. eine eingeschrinkte spezifische
Enzymaktivitit des alveoliren Proteasoms bei PAP. Ahnliche Beobachtungen machten
auch Sixt et al. im Rahmen der Krankheit ARDS, bei der auch aktivitdtsgemindertes
Proteasom nachgewiesen wurde [51]. Fiir das ARDS wurde ein endogener Inhibitor in
der BALF fiir die erniedrigte Aktivitdt verantwortlich gemacht. Die Existenz eines sol-
chen Inhibitors ist auch fiir die Krankheit PAP vorstellbar. Die eigenen Daten zur Ab-
hiangigkeit der spezifischen Enzymaktivitidt von der Verdiinnung der PAP-BALF sind

vereinbar mit der Existenz eines endogenen Inhibitors in der BALF.

Potentielle Funktionen des alveoliren Proteasoms bei PAP: Eigene Ergebnisse, die
im Einklang mit der Literatur stehen, bestitigen die enzymatische Aktivitit von alveola-
rem Proteasom bei PAP anhand der Degradation fluorogener Peptide. Das Aktivitdspro-
fil legt nahe, dass es sich bei PAP um Immuno-20S Proteasom (i20S) handelt. Weitere
eigene Ergebnisse sowie Ergebnisse von Biiren [163], die allerdings jeweils unter Ver-

wendung von 20S Proteasom aus dem humanen Erythrozyten generiert wurden, konnten
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zeigen, dass die beiden Proteine HSA und SP-A, die bei PAP in hohen Konzentrationen
im Alveolarraum vorliegen, durch 20S Proteasom verdaut werden konnen. Vorausset-
zung dafiir war die ausreichende Denaturierung der 3D-Struktur. Substratoxidation
fiihrte dariiber hinaus zu einer erheblich gesteigerten Aktivitit des 20S Proteasoms beim
Verdau von HSA. In Anwesenheit von Hsp90, das im Alveolarraum eine Koexistenz
mit 20S Proteasom fiihrt, konnte HSA ebenfalls verdaut werden. Sowohl der Einfluss
von Proteinoxidation, als auch von Hsp90 ging bemerkenswerterweise mit einer abwei-
chenden Schnittstellenpriferenz des Proteasoms einher. Mit Blick auf die genannten
eigenen Ergebnisse sowie auf Daten aus der Literatur konnen folgende Hypothesen zur
Funktion des alveoldren (1)20S Proteasoms im Rahmen der Pulmonalen Alveolarprotei-

nose abgeleitet werden:

- Der Abbau kumulierter alveolérer Proteine, um dadurch degradative Funktionen

des insuffizienten Alveolarmakrophagen zu kompensieren.

- Die Aufrechterhaltung der alveoldren kolloidosmotischen Druck-Homoostase
durch Verdau von HSA.

- Die Beseitigung beschidigter und funktionslos gewordener Proteine, die unter

dem Einfluss von oxidativem Stress entstanden sind.

- Die Wahrnehmung immunologischer Funktionen in Zusammenarbeit mit Hsp90
durch Degradation von Antigenen und Produktion von geeigneten Antigen-

Peptiden zur Priasentation an spezialisierte Immunzellen.

4.7 Synthese und Ausblick

Angesichts des alveoldren Vorkommens von Proteasom und eingedenk seiner zentralen
Rolle im intrazelluldren Proteinstoffwechsel stellt sich die Frage nach der physiologi-
schen Funktion des extrazelluliren Proteasoms im Alveolarraum Lungengesunder.
Noch eindriicklicher imponiert diese Frage bei Lungenerkrankungen wie der pulmona-
len Alveolarproteinose, weil hier massenhaft Proteine und funktionsloser ,,Protein-
schrott™ (protein waste) zusammen mit Massen an Proteasom gefunden werden, dessen

potentielle Aufgabe bislang vollig im Dunkeln liegt.

Das extrazelluldre alveoldre Proteasom bei PAP ist enzymatisch aktiv. Dies zeigen die
eigenen Ergebnisse im Einklang mit der Arbeit von Bonella et al. [5]. Alveolédres Pro-

teasom ist in vitro in der Lage kleine Peptide zu verdauen. Im Vergleich mit Lungenge-
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sunden zeigt alveoldres Proteasom bei PAP jedoch eingeschinkte Enzymaktivitit. Ver-
mutlich steht es unter dem negativen Einfluss eines endogenen, in der BALF vorhande-
nen, Proteasominhibitors. Es gibt Hinweise darauf, dass es sich beim alveolédren Protea-
som im Rahmen der PAP um Immunoproteasom (i20S) handelt. Oxidativer Stress, Be-
schidigungen der nativen Struktur potentieller alveoldrer Substratproteine sowie die
Anwesenheit von Chaperonen nehmen Einfluss auf den proteasomalen Verdau. In die-
sem Zusammenhang sollte an einer reprasentativen Probenanzahl bestétigt werden, dass
PAP-BALF regelhaft enzymatische Aktivitit aufweist. Bei allen zukiinftigen Untersu-
chungen sollte durch Einsatz proteasomaler Inhibitorsubstanzen (z. B. Epoxomicin)
sichergestellt werden, dass gemessene Enzymaktivititen rein proteasomalen Ursprungs
sind. Ein weiteres Ziel wire die Suche nach einem endogenen Inhibitor, der die enzy-
matische Aktivitit des Proteasoms einschrinkt. Hierbei sei auf Versuche von Sixt et al.
verwiesen, die sich im Rahmen der Lugenerkrankung ARDS mit der Identifikation ei-
nes endogenen Inhibitors beschéftigt haben [161, 187]. Zukiinftige Studien sollten sich
mit der Struktur des alveoldren Proteasoms bei PAP beschéftigen und aufkléren, welche
Proteasomsubtypen bei PAP eine Rolle spielen. Ob die Lungenkrankheit PAP regelhaft
mit alveoldrem oxidativen Stress einhergeht und wenn ja, welchen Einfluss dies auf die
potentiellen alveoldren Substratproteine hat, ist eine weitere interessante Fragestellung
fiir zukiinftige Studien. Bei solchen Untersuchungen sollte artefizielle Oxidation wéh-
rend des Analyseprozesses ausgeschlossen werden. Hierbei sei auf Versuche von Sun et
al. verwiesen, die MaBBnahmen zur Verhiitung artefizieller Proteinoxidation beschreiben
[146].

Uber den Verdau von kleinen Peptiden hinaus wurde gezeigt, dass 20S Proteasom auch
grofle Proteine mit komplexer Tertidrstruktur verdauen kann. Am Beispiel von HSA
zeigen dies die eigenen Ergebnisse. Am Beispiel von Surfactantprotein A wurde dies in
einer Studie von Biiren [163] beschrieben. Voraussetzungen waren die Oxidation bzw.
die Denaturierung der Tertidrstruktur der Substratproteine. Dabei zeigte das 20S Protea-
som Schnittverhalten, das nicht vollumfassend mit dem Modell der ,,drei klassischen
Aktivitdten™ des Proteasoms im Einklang steht und das durch Substratoxidation sowie
durch das Chaperon Hsp90 moduliert wird. In zukiinftigen Studien sollten anhand wei-
terer alveoldr vorkommender Proteine die Einfliisse der Substratoxidation und von Cha-
peronen eingehender untersucht werden. Die Ergebnisse zum Verdau komplexer Protei-
ne in vitro wurden allerdings an einem Modellsystem aus isoliertem 20S Proteasom aus

humanen Erythrozyten generiert.

Aus der Tatsache, dass der Verdau alveoldrer Proteine durch 20S Proteasom unter be-

stimmten Rahmenbedingungen in vitro gezeigt wurde, ergibt sich die Frage, ob ein sol-
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cher Verdau tatsdchlich auch in vivo im Alveolarraum von PAP-Patienten stattfindet.
Ein groBer Erkenntnisgewinn auf dem Weg zur Beantwortung dieser Frage wire durch
eine weitere Anndherung an die in vivo Bedingungen zu erwarten. Dies konnte erreicht
werden, wenn zukiinftige Studien zum Verdau alveoldrer Proteine tatsdchlich an alveo-
larem Proteasom aus PAP-Patienten durchgefiihrt werden. Daraus ergibt sich die Isola-
tion von Proteasom aus PAP-BALF als gewichtiges zukiinftiges Ziel. Als Substratprote-
ine fiir weitere Studien sollten ebenfalls aus PAP-BALF isolierte Proteine verwendet

werden.

Vor diesem Hintergrund erscheinen weitere systematische Untersuchungen zur Rolle
des extrazelluldren Proteasoms bei PAP, bei anderen Lungenerkrankungen und ebenso

bei Lungengesunden dullerst relevant.
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