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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Urotensin-ll

Urotensin-Il (Ull) ist ein zyklisches Peptidhormon des neurosekretorischen sowie des
kardiovaskularen Systems. Es wurde erstmals 1980 aus dem Ruckenmark von
Knochenfischen [1] und kurz darauf auch aus vielen weiteren Fisch-Arten [2, 3] isoliert.
Spater wurde Urotensin-1l auch in Tetrapoden wie Froschen [4], Mausen und Ratten [5]
sowie dem Schwein [6] nachgewiesen. Die Isolierung von Urotensin-ll aus
menschlichem Gewebe erfolgte erstmals 1998 [7]. Die Lange von aktivem humanen Ull
betragt 11 Aminoséauren (AS). Es enthalt eine evolutionsgeschichtlich stark konservierte
Region am C-Terminus, welche tber eine Disulfidbriicke an zwei Cysteinresten zu einer
Ringstruktur geformt ist (Abbildung 1.1) [1].

Abbildung 1.1: Aminosauresequenz von humanem Uroten sin-ll. Zwei Cysteinreste sind Uber eine
Disulfidbriicke verknupft [8].

Diese Ringstruktur ist essenziell fur die biologische Aktivitat des Peptidhormons, die
reduzierte, nicht-zyklische Form zeigt keine Aktivitat [3]. Anders als die Sequenz des
C-Terminus scheinen die Aminosauren am N-Terminus des Peptids fir die biologische
Aktivitat nicht relevant zu sein [9], sie variieren je nach Spezies in Sequenz und Lange
[10, 11].

Sugo et al. entdeckten 2003 ein weiteres Peptid der Urotensin-lI-Familie, das Urotensin-
related Peptid (URP). Urspringlich aus dem Gehirn der Ratte isoliert, konnte die cDNA
des URP auch im Menschen nachgewiesen werden. Wahrend die Sequenzen der
Vorlaufer-Proteine von Ull und URP nur maRige Homologie aufweisen, sind die
Sequenzen der sieben C-terminalen Aminosauren der Peptide identisch, auch URP
bildet die fur Urotensin-II typische Ringstruktur aus [12].
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1.1.1 Generierung von humanem Urotensin-II

Humanes Ull (hUIl) wird aus einem inaktiven Vorlaufer, dem Prepro-Ull gespalten. Es
sind zwei Proteinspezies dieses Vorlaufers bekannt, welche 124 bzw. 139 AS lang sind
und durch alternatives Splicing entstehen [13]. Ull-mRNA wurde unter anderen im
Gewebe von Herz, Aorta, Gefalendothelzellen, Leukozyten, Gehirn, Riickenmark, Niere,
Lunge, Leber, Nebenniere, Hypophyse, Milz, Dunndarm, Dickdarm und Plazenta
nachgewiesen [12, 14-17]. Eine 20 Aminosduren lange Sequenz wurde als N-terminales

Signalpeptid fir die Sekretion des Proteins annotiert [18].

Uber die weitere Prozessierung des 104 Aminosauren langen Urotensin-
Precursorproteins (Ull_21-124) ist bisher wenig publiziert. Takahashi et al. konnten im
Uberstand von Karzinomzellen aus der Nebenniere nach einer Reversed Phase-
Chromatographie drei Fraktionen mit Ull-dhnlicher Immunreaktivitat nachweisen, sodass
hier vermutlich mindestens drei verschiedene molekulare Formen von Ull-&hnlichen
Molekulen vorliegen [19]. Dabei muss es sich aber nicht zwingend um Vorlauferpeptide
des aktiven Ull handeln, auch das URP zeigt eine Ull-&hnliche Immunreaktivitat, wird
also in einem Antikorper-basierten Ull-Assay erkannt. Das URP wurde jedoch erst nach
der Arbeit von Takahashi et al. identifiziert [12].

Seidah et al. postulierten die Prozessierung von bioaktiven Proteinen und Peptiden
durch Vorlaufer-Konvertasen (Precursor Convertases, PC), welche nach einzelnen oder
doppelten basischen Aminoséaureresten spalten [20]. Daraufhin tberpruften Chartrel et
al. die Existenz von 16 bzw. 19 Aminosauren langen Urotensin-ll-Vorlauferpeptiden in
humanem Gewebe des Hirnstamms und Rickenmarks, ausgehend von der Spaltung
hinter den Aminosauren Arg® und Lys®® des Urotensin-Precursors [21]. Obwohl der
Aminosaurerest Arg® hoch konserviert ist [5-7, 22] und einzelne Lysin-Reste in die
Prozessierung vieler biologisch aktiven Peptide involviert sind [23], konnten beide
Schnittstellen in diesem experimentellen Ansatz nicht bestéatigt werden. Die Autoren
postulierten daraufhin, dass die dibasischen Sequenzen RK*® und RK®® als Spaltstelle
fungieren konnten. Diese Annahme konnte jedoch bisher nicht experimentell bestatigt

werden.

Auch das Urotensin-ll-generierende Enzym (Urotensin-converting enzyme, UCE),
welches das aktive, 11 Aminosauren lange Peptid aus einem inaktiven Vorlauferpeptid
durch proteolytische Spaltung generiert, ist nur wenig untersucht. Russel et al

beschreiben eine solche Aktivitdt als Furin-&hnliches Enzym. Die Autoren konnten
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zeigen, dass die rekombinant exprimierten Proteasen Furin und Trypsin aus dem Ull-
Vorlaufer das aktive Ull generieren konnen. Des Weiteren fanden sie eine UCE-Aktivitéat
sowohl intrazellular in humanen Zellen als auch in humanem Blut, jedoch nur sehr
geringe Aktivitat auf der Zelloberflache. Die UCE-Aktivitat im Blut lie3 sich durch den
Serinprotease-Inhibitor Aprotinin hemmen [24]. Thiemann identifizierte in einer zur nahen
Homogenitat gereinigten Ull-generierenden Fraktion aus dem Nierengewebe des
Schweins die Proteindisulfidisomerase A3 als Urotensin-generierende Protease [8].
Kurzawski isolierte und identifizierte aus einer humanen Plasmaprotein-Fraktion den
Komplementfaktor | (Complement factor |, CFI) als UCE, bisher konnte seine

physiologische Relevanz jedoch nicht gezeigt werden [25].

1.1.2 Urotensin-lI-Rezeptor

Urotensin-Il aktiviert den Urotensin-lI-Rezeptor (UTR), einen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor mit 7 Transmembrandomanen [13, 26]. Struktur-Funktions-Analysen am
Urotensin-Il der Knochenfische zeigten, dass die Interaktion zwischen Ull und dem UTR
von dem Lysin-Rest des Ull ausgeht, welches sich einem Asparagin-Rest der
Transmembrandomane 3 des UTR nahert. Auch die Aminosduren Tryptophan und
Tyrosin des zyklischen Motivs des Ull sind essentiell fir die Bindung des Ull an den UTR
[9]. Ull interagiert mit den extrazellularen Loops Il und Ill des humanen UTR, nicht
jedoch mit dem Loop | [27]. Die Bindung von Ull an den UTR wird als pseudo-irreversibel
beschrieben, da Ull und UTR nur sehr langsam dissoziieren [28-30].

Der UTR wird in neuronalem Gewebe, aber auch in peripheren Geweben wie Gefal3en,
Herz, Leber, Lunge, Niere und Skelettmuskulatur exprimiert [15, 31, 32]. Neben Ull ist
das URP ein weiterer endogener Ligand des UTR [12].

Seit der Entdeckung des UTR ist die Entwicklung von Agonisten und Antagonisten ein
wichtiges Feld der Pharmakologie geworden, als besonders vielversprechend erwiesen
sich hierbei die UTR-Antagonisten (siehe Review [33]) wie Palosuran (Actelion
Pharmaceuticals Ltd.). Dieser nicht-peptidische, kompetitive Inhibitor war der erste Ull-
Antagonist, der am Menschen getestet wurde [34, 35]. In Tierversuchen bewirkte er eine
verbesserte Durchblutung der Niere sowie die Verzogerung von Komplikationen bei
Diabetes wie Nierenschadigungen und der Entwicklung einer Proteinurie [34, 35]. In
ersten klinischen Studien zeigte Palosuran bei gesunden ménnlichen Probanden eine

gute Vertraglichkeit, eine Veranderung der untersuchten klinischen Parameter
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(Ausscheidung von Natrium- und Kaliumionen) konnte jedoch ebenfalls nicht beobachtet
werden [36].

1.1.3 Physiologische und pathophysiologische Funkti on von Ull

Ull stimuliert die Vasokonstriktion sowie die Vasodilatation in Abhéngigkeit vom
vaskularen Bett und vom Zustand des Endotheliums [37]. In in vitro-Studien mit
humanen Blutgefal3en verursachte Ull je nach Versuchsaufbau eine Vasokonstriktion,
eine Vasodilatation oder auch keine signifikante Veranderung [38-40].

Die Bindung von Ull an den Urotensin-llI-Rezeptor (UTR) I6st einen Phospholipase-C-
abhangigen Anstieg von Inositolphosphaten und an einen Anstieg von intrazellularen
Kalziumionen (Ca?*) aus [13, 41]. Die erhohte zytoplasmatische Ca*'-Konzentration
fuhrt zur Kontraktion der glatten GefaBmuskelzellen. Aul3erdem aktiviert Ull die GTPase
RhoA und damit die RhoA-Kinase und induziert so die Proliferation von glatten
GefalRmuskelzellen [42].

Bei Studien am Menschen zeigte Ull verschiedene zum Teil widersprichliche Effekte.
Maguire et al. konnten durch hUIl induzierte Kontraktion humaner, vom Endothel
befreiter Venen und Arterien schon beim Einsatz sehr geringer Ull-Konzentrationen
nachweisen. Der maximale kontraktile Effekt war dabei geringer als der des starken
Vasokonstriktors Endothelin-1 [43]. Bennett et al. konnten dagegen in pulmonéaren
Arterien unabhangig vom vaskularen Bett keine Kontraktion beobachten [44]. Nach der
Inhibition der NO-Synthase durch den NO-Syntheseantagonisten L-NAME (N-nitro-L-
argininmethylester) fanden MacLean et al. eine Kontraktion bei 30 % der untersuchten
humanen pulmonaren Arterien [45]. Stirrat et al. berichten von einem vasodilatatorischen
Effekt von hUIl in humanen pulmonéren Arterien, die zuvor mit 5-Hydroxytryptamin
kontrahiert wurden [40].

Auch bei in vivo-Versuchen am Menschen zeigen sich grof3e Varianzen. Bohm et al.
konnten nach Infusion von Ull in die Oberarm-Arterie eine dosisabhéangige Verringerung
des Blutflusses im Oberarm von bis zu 30 %, jedoch keine systemischen Wirkungen wie
eine Veranderung der Herzfrequenz oder eine Verringerung des Blutflusses im anderen
Arm beobachten [46]. Sie fuhrten dieses Ergebnis auf eine durch Ull bedingte, starke
lokale Vasokonstriktion zurtick. Affolter et al. hingegen konnten bei intravendser Injektion
keine Anderung der hamodynamischen Parameter inklusive des Blutdrucks feststellen

[47]. Die Autoren postulierten, dass Ull im Menschen keine entscheidende Rolle in der
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Blutdruckregulation einnimmt. Es blieb jedoch zuné&chst unklar, ob die beobachteten
Unterschiede zwischen den Studien durch den jeweiligen Versuchsaufbau und
verschiedene Patientengruppen verursacht wurden. Um dieser Frage nachzugehen,
veroffentlichte die Gruppe um Wilkinson im Jahr 2009 eine weitere in vivo-Studie, bei der
das Alter der Patientengruppen an die der Vero6ffentlichung von Béhm et al. angeglichen
wurde und die Infusion von Ull ebenfalls in die Oberarm-Arterie erfolgte [48]. Die Autoren
konnten keine Verédnderung des Blutflusses im Unterarm feststellen. Sie beobachteten
dagegen einen signifikanten Anstieg des systolischen Blutdrucks und einen leichten
Anstieg der Herzfrequenz, der allerdings bei Infusion des Ull-Antagonisten Urantide [49]
auftrat, weshalb diese Veranderungen der hamodynamischen Parameter wohl nicht auf
eine Ull-bedingte Modulation des UTR zurtickzufuhren ist.

Erhdhte Urotensin-ll-immunreaktivitaten im Blutplasma wurden bei Patienten mit
verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen beobachtet. Dazu gehoren unter
anderem Herzversagen [50-52], Bluthochdruck [53, 54], renale Dysfunktion [17] und
Diabetes mellitus [16].

Andere Studien konnten eine erhdhte Expression von Ull in einigen Geweben belegen.
Wahrend gesunde koronare Arterien negativ fur Ull-Immunreaktivitdt waren, konnte eine
Féarbung bei Endothelzellen und artheriosklerotischen koronaren Arterien nachgewiesen
werden [55, 56]. Bei Kardiomyozyten von gesunden Probanden fanden Douglas et al.
nur leichte Immunreaktivitditen, wahrend diese bei Patienten mit kongestiver

Herzinsuffizienz deutlich erhéht waren [57].

Obwohl die Konzentration von Ull im Plasma bei verschiedenen Krankheitszustanden
erhoht ist, wird auch eine kardioprotektive Wirkung von Ull diskutiert. Hohe Ull-Level
korrelieren beispielsweise mit besseren Uberlebensraten bei akutem Myokardialinfarkten
[58] und chronischen Nierenkrankheiten [59]. Die Mechanismen dieser protektiven
Wirkung sind nicht bekannt. Es wird vermutet, dass die vasodilatatorischen
Eigenschaften des Ull in Gefal3en mit geschadigtem Endothel nach Organschadigung

eine kardioprotektive Wirkung entfalten [59].

Inflammatorische Zellen scheinen ebenfalls eine Quelle fir die Ull-Expression zu sein.
So wurde in Lymphozyten eine hohe mRNA-Expression gefunden, wahrend Monozyten,
Macrophagen und Schaumzellen deutlich geringere Expressionslevel aufweisen [14].
Eine positive immunreaktive Farbung wurde auf3erdem in inflammatorischen Zellen bei

artheriosklerotischen Lasionen der Aorta und der koronaren Arterien gefunden [55]. Die
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Expression des UTR st in Lymphozyten deutlich geringer als in Monozyten oder
Macrophagen [14]. Die Tatsache, dass Lymphozyten hohe Expressionslevel sowohl fir
Ull als auch fuar den UTR aufweist, deutet auf eine autokrine und/oder parakrine

Wirkungsweise des UlI hin.

1.2 Das Komplementsystem

Der Komplementfaktor | (CFI) wurde von Kurzawski als Urotensin-generierendes Enzym
(UCE) beschrieben [25]. Der CFl ist Teil des Komplementsystems, einer Gruppe von
etwa 35 loslichen und Zelloberflachen-Proteinen, welche interagieren, um eindringende
Mikroorganismen oder verédnderte Wirtszellen (z.B. apoptotische oder nekrotische
Zellen) zu erkennen, zu opsonieren und zu beseitigen [60]. Das Komplementsystem
erkennt Targets durch multiple schwache Interaktionen zwischen Erkennungsproteinen
des Komplements und Ladungen oder Kohlenhydraten auf der Targetoberflache. Fur
diese Erkennung werden drei Uberlappende Erkennungswege benutzt (siehe Abbildung
1.2).

Der klassische Weg des Komplementsystems (Abbildung 1.2) wird durch eine
Aktivierung des Komplementfaktors C1 gestartet. C1 besteht aus drei Untereinheiten:
Clq, Cl1s und C1r, wobei Clq eine spezifische Bindungsdomane fir den Fc-Teil der
Immunglobuline (lg) enthalt. Diese ist spezifisch flr gebundene, nicht aber frei
zirkulierende IgM und IgG, sodass C1 nur durch Antigen-gekoppelte Antikdrper aktiviert
wird. Die Bindung eines Antikérpers bewirkt eine Aktivierung der Untereinheit CL1r,
welche dann Cls proteolytisch zu einer aktiven Protease spaltet. Aktives Cls bewirkt
eine Spaltung von C2 in C2a und C2b sowie C4 in C4a und C4b. C2a und C4b lagern
sich zusammen und bilden den Komplex C4b2a, welcher als C3-Konvertase des

klassischen Weges fungiert und C3 zu C3a und C3b spalten kann [61].
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Klassischer Weg Lektin-Weg Alternativer Weg
Aktivierung von C1 Bindung von MBL Aktivierung von C3

Bildung von C4b Bildung von
und C2a C3b und Bb

Bildung einer C3-Konvertase (C4b2a bzw. C3bBb)
C3—C3a+C3b

@ Bildung einer
C5-Konvertase
C5 — Cha+ C5b

o

Entgt:?:hung Opsonierung, Bildung des MAC,
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Abbildung 1.2: Allgemeine Ubersicht der Aktivierung swege und der Effekte des
Komplementsystems. Verwendete AblUrzungen: MBL: Mannose-bindendes Lektin; C1, C2a, C3,
C3a, C3b, C4b, C5, C5a, C5b: Komplementkomponenten, Bb: aktivierter Faktor B.

Im Lektin-Weg (Abbildung 1.2) bindet das Mannose-bindende Lektin (MBL) an
Kohlenhydratstrukturen auf den Oberflachen von Mikroorganismen wie Bakterien, Viren
und Pilzen [62, 63] und aktiviert dann die Mannose-assoziierte Serin-Protease MASP2
[64], welche die Spaltung von C2 und C4 katalysiert [65, 66]. Es entsteht wie im
klassischen Weg der Komplex C4b2a. Es wurden die zu MASP2 homologen Proteasen
MASP1 [67] und MASP3 [68] identifiziert, ihre genaue Funktion ist jedoch noch unklar.

Der alternative Weg (Abbildung 1.2) unterscheidet sich stark von den anderen beiden
Aktivierungswegen. Hier wird C3 nach der Hydrolyse seines internen Thioesters zu C3i
(oder C3[H,0]). C3i bildet einen Komplex mit Faktor B und wird zu C3iB. In diesem
Komplex wird Faktor B (FB) von Faktor D (FD) unter Bildung von C3iBb gespalten. Das
im Komplex verbleibende Fragment des FB enthélt eine Serinprotease und spaltet C3 zu
C3a und C3b. C3b bindet zuféllig an in der Nahe befindliche Oberflachen. Ist C3b
kovalent auf der Targetoberflache gebunden, kann es weitere Molekile des FB binden.
Es entsteht der Komplex C3bBb, die C3-Konvertase des alternativen Weges, welche

durch Properdin [69] stabilisiert wird. Die C3-Konvertase bildet wiederum neues C3b,
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wodurch die Zelloberflache des pathogenen Organismus schnell stark opsoniert wird
[70].

Am Ende aller drei Wege steht die Aktivierung einer C3-Konvertase, die C3 in C3a und
C3b umsetzt. C3b hat fur das Komplementsystem eine zentrale Rolle. Einerseits bewirkt
es eine positive Rickkopplung des alternativen Weges, bei dem die bereits erwahnte
Opsonierung der fremden Zellen eine Phagozytose einleitet. Andererseits kann C3b an
die C3-Konvertase binden und so die trimolekularen Komplexe C4b2a3b oder C3Bb3b
bilden. Diese wirken als C5-Konvertase welche C5 zu C5a und C5b umsetzt. Das
Spaltprodukt C5b leitet die Bildung eines Membranangriffkomplexes (MAC) ein, welcher

die Zielzelle durch Porenbildung attackiert und zu einer Lyse fuhrt.

Die Spaltprodukte C3a, C2b, C4a und Cb5a wirken als Anaphylatoxine und
chemotaktische Faktoren zur Anlockung von neutrophilen Granulozyten, welche

ihrerseits in der Lage sind, Mikroorganismen durch Phagozytose zu zerstoren [70].

Die Bildung von C3b-Clustern und MACs darf jedoch nur auf fremden oder krankhaften
Strukturen erfolgen, um gesunde Zellen des Wirtsorganismus nicht zu schadigen. Auf
dessen Oberflachen bildet C3b Komplexe mit Faktor H. Dieser Komplex wird durch den
Faktor | (Complement factor I, CFl) unter Entlassung von Faktor H (FH) gespalten [71].
Bindet Faktor H statt Faktor B, kommt es nicht zu einer Bildung von C3b-Clustern auf der
Targetoberflache oder einer Verstarkung der Bildung von C3b durch C3bBb. Auch C4b
kann durch CFl zu C4c und C4d gespalten werden, hierfir dient das C4-bindende
Protein (C4bBP) als Cofaktor [72]. Fur die Spaltung von C3b und C4b dienen zusatzlich
die Membranproteine MCP (membrane cofactor protein) und DAF (decay accelaration
factor) als Cofaktoren. DAF bewirkt den Zerfall der Komplexe C4b2a bzw. C3bBb, MCP
bindet das freie Molekil C3b oder C4b und erméglicht die Spaltung durch CFI.
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1.3 Komplementfaktor | (CFI)

Der CFlI ist ein Regulator des Komplementsystems. Durch die Inaktivierung der C3-
Konvertasen verhindert CFl den permanenten Abbau von C3 zu C3b. Er ist eine von
sieben Serinproteasen des Komplementsystems [73, 74] und wird hauptséachlich in der
Leber synthetisiert [75]. Im Gegensatz zu anderen Plasmaproteasen wurde in vitro kein
zirkulierendes Zymogen beobachtet. Die zirkulierende, aktive Form des CFIl ist
565 Aminosduren lang und besteht aus einer schweren (50 kDa) und einer leichten
(38 kDa) Untereinheit, welche durch eine Disulfidbricke zwischen den Aminosaureresten
309 und 435 kovalent verbunden sind (vgl. Abbildung 1.3) [76-78].

52 85

446 476 528

IO S 51':5

c
(32)a(9)
N

Abbildung 1.3: Struktur des CFl und seiner 5 Doméane  n (in Kreisen). Die Anzahl der Aminosauren
der jeweiligen Doméane oder des Linkers, der die Domanen verbindet, ist in durch die Zahlen in
Klammern angegeben. Die N- und C-Termini der beiden Ketten sind durch ein ,N“ bzw. ,C*
Disulfidbricken durch ein ,SS* indiziert. Y: Potentielle N-Glykosylierungs-Site mit Angabe des

Aminosaurerests. (aus [83])

Die leichte Untereinheit enthalt die Serinproteasedomane (SP) mit einer sehr begrenzten
Schnittspezifitat nach zwei Argininresten des C3b [79] bzw. C4b [72] in Anwesenheit der
oben beschriebenen Cofaktoren. Tsiftsoglou et al. konnten zeigen, dass der CFl kleine
synthetische Substrate auch in Abwesenheit von Cofaktoren spalten kann [80]. Fur diese
Spaltung ist die gereinigte leichte Kette des Proteins ausreichend. Die Spaltung des
naturlichen Substrats jedoch verlauft in Abwesenheit der schweren Kette langsamer,
weniger spezifisch und unabhangig vom FH, was auf eine Interaktion der grol3en
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Untereinheit mit dem Cofactor und dem Substrat sowie eine Funktion in der Ausrichtung
der kleinen Untereinheit zur Schnittstelle im C3b hindeutet [80]. Die schwere Kette
enthalt mehrere Domanen (vgl. Abbildung 1.3): die N-terminale FIMAC-Domane (factor |
membrane attack complex domain), eine CD5-Domane, sowie zwei LDLr-Domé&nen
(lowdensity lipoprotein receptor, LDLr-1 und -2) [81]. Insbesondere die FIMAC-Domaéane
scheint bei der Substraterkennung und —bindung eine entscheidende Rolle zu spielen
[82].

Beide Ketten des CFI enthalten je drei potentielle N-Glykosilierungspositionen an den
Resten der Aminosaure Asparagin an den Positionen 52, 85 und 159 der schweren
sowie an den Positionen 446, 476 und 528 der leichten Kette [77]. Die Differenz
zwischen dem per SDS-PAGE bestimmten Molekulargewicht (MW) von etwa 88 kDa und
dem aus der Aminosauresequenz berechneten MW von etwa 63 kDa lasst auf eine
Glykosylierung aller 6 potentiellen Sites schliel3en [84].

Der CFI enthalt tberwiegend komplexe biantennére, stark sialysierte Glykane [85, 86].
Eine komplette Deglykosylierung bewirkt eine starke Verringerung der Loslichkeit des
Proteins, was auf eine Funktion der Glykane bei der Ausbildung einer Hydrathille
hinweist [86]. Die Glykane haben jedoch keinen Einfluss auf die Funktionalitdt des CFls,
die proteolytischen Aktivitdten des glykosylierten sowie des teilweise deglykosylierten

Proteins unterscheiden sich nicht wesentlich [86].

1.3.1 Mutationen des Komplementfaktor |

Homozygote Mutationen des CFI-Gens sind aul3erst selten. Weltweit sind nur etwa 35
Falle aus 24 Familien mit einer Defizienz des CFI bekannt [87]. Patienten mit diesem
erblich bedingten, autosomal rezessiv vererbten Mangel an CFl zeigen eine deutlich

erhohte Anfalligkeit fur Krankheiten, insbesondere durch pyogene Bakterien.

Durch den Mangel an CFl kdnnen C3b und C4b nicht gespalten werden, wodurch die
Regulierung der C3-Konvertasen gestort ist. Die dauerhafte Aktivitdt von C3-
Konvertasen fuhrt zu einem standigen Verbrauch von C3. Hierdurch entsteht ein Mangel

an zirkulierendem C3, welches dann zur Opsonierung fremder Oberflachen fehlt.

Die Folgen dieses erworbenen C3-Mangels entsprechen denen der angeborenen C3-
Defizienz, wiederkehrende Infektionen der Atemwege, des Darms, der Haut und anderer

Organe sind die Regel. Ohne prophylaktische Behandlung mit Breitband-Antibiotika
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sterben die Patienten oft noch vor dem Eintritt in das Erwachsenenalter. Durch eine

entsprechende Behandlung erhéht sich die Lebenserwartung betrachtlich [88, 89].

Weiterhin ist bei CFIl-defizienten Patienten eine atypische Form des hamolytisch-
urdmischen Syndroms (HUS) beschrieben. Bei HUS handelt es sich um eine seltene
Krankheit, deren Symptome  mikroangiopathische = hamolytische  Anamie,
Thrombozytopenie und Nierenversagen sind, der Ausldser sind meist bakterielle Toxine
[90, 91]. Von einem atypischen HUS wird ausgegangen, wenn die Ursachen der
Krankheit nicht auf bakterielle Toxine zurickzufihren sind. Bei Mutationen in
verschiedenen regulatorischen Komplementproteinen ist ein Zusammenhang mit dem
aHUS beschrieben [92]. Die unregulierte Komplementaktivierung fihrt zu einem
koagulationsfordernem Milieu an Endothelzellen, was die Bildung von Fibrin und
Mikrothromben bewirkt [93].

Es gibt jedoch auch Patienten mit homozygoter Defizienz des CFI, die nicht die
charakteristischen Symptome wie wiederkehrende Infektionen oder aHUS ausbilden
[94]. Bei diesen Patienten wird die CFI-Defizienz nur durch die enge Verwandtschaft zu

CFI-defizienten Patienten mit Symptomen erkannt.

Die molekularen Ursachen fur die Defizienz des CFI sind vielfaltig. Beschrieben sind
Mutationen in verschiedenen Doméanen des Proteins mit entsprechend unterschiedlichen
Folgen. Diese reichen von gestorter Expression und Sekretion des Proteins bis hin zur
funktionellen Defizienz der Proteaseaktivitét, bei welcher die Spaltung der Substrate C3b

und C4b trotz eines normal exprimierten und sekretierten Proteins nicht stattfindet [95].

15



Einleitung

1.4 Problemstellung

Die Ziele dieser Arbeit waren die Validierung der Urotensin-llI-generierenden Aktivitat des
Komplementfaktor | sowie die Uberprifung der physiologischen Relevanz dieser
Aktivitat. Des Weiteren sollte die Frage geklart werden, ob das 104 Aminosduren lange
Prohormon von Ull das Substrat fur CFl darstellt, aus dem das Peptid Ull direkt
hydrolysiert wird oder ob ein Peptidfragment, das aus dem Prohormon von einer anderen

Protease proteolytisch freigesetzt wird, das eigentliche Substrat des CFl ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Aufreinigung des Komplementfaktor |

Die Aufreinigung des CFI erfolgte tber eine Antikdrper-Affinitats-Chromatographie nach
Sim et al. [96]. Als Ausgangsmaterial wurde humanes Plasma bzw. Proteine der Cohn-
Fraktion IV-4 verwendet. Uber eine Lysin-Sepharose-Saule sollten zunachst Plasmin und
Plasminogen aus dem Plasma abgereichert werden. Dieser Schritt ist bei der Reinigung
des CFI aus der Cohn-Fraktion IV-4 nicht erforderlich, da bei der Herstellung dieser
Plasmaproteinfraktion Plasmin und Plasminogen quantitativ entfernt werden. Es folgte
eine Chromatographie mit einem unspezifischen Antikbrper zur Entfernung von
Komponenten, die unspezifisch an Antikérper binden. Im letzten Schritt erfolgte eine CFI-

Antikorper-Affinitatschromatographie, um spezifisch CFI anzureichern.

Eine Ubersicht der Arbeitsschritte ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Humanes Plasma

) Eluat . .
Lysin-Sepharose-Saule —— Plasmin und Plasminogen
Durchfluss
. o . Eluat ifi i
Saule mit unspezifischem Antikérper }—* Unspgzmsch an AK bindende
Proteine
Durchfluss
Eluat

CFI-Antikdrper-Affinitdtschromatographie —— Komplementfaktor |

Abbildung 2.1: Schema zur Aufreinigung des CFI aus humanem Plasma.

Fur Aufreinigung des CFI aus Plasma wurden rund 210 ml humanes Plasma von drei
gesunden Probanden (ein weiblicher und zwei mannliche Probanden, Alter zwischen 25
und 62 Jahren) gepoolt. Die Proben wurden nach dem Auftauen fir 15 Minuten bei
4000 xg und 4 T zentrifugiert, um ausgefallene Pro teine abzutrennen, und auf 0,5 mM
Pefabloc eingestellt.
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Fur die Aufreinigung des CFI aus der Cohn-Fraktion IV-4 wurden 5 g der lyophilisierten
Proteinfraktion in 200 ml des Laufpuffers der Antikérper-Affinitdtschromatographie
(25 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 0,5mM EDTA, pH 7,4) gelost. Es folgte eine
Zentrifugation bei 4000 xg fur 15 Minuten sowie eine Filtration durch Spritzenfilter mit

einer Porengréf3e von 0,45 um zur Entfernung unléslicher Proteine.

2.1.1 Lysin-Sepharose-Saule zur Abreicherung von Pl asmin und Plasminogen

Fur die Lysin-Sepharose-Saule wurden 35 ml Lysin-Sepharose in destilliertem Wasser
gequollen. AnschlieBend wurde das Chromatographiematerial in das Saulengehéuse
XK 26 gepackt. Die Séule wurde mit dem Laufpuffer A (100 mM Natriumphosphat,
150 mM NacCl, 15 mM EDTA, pH 7,4) aquilibriert.

Das humane Plasma wurde mit einer Flussrate von 2 ml/min Uber die S&ule gepumpt.

Der Durchfluss wurde aufgefangen und fir die weitere Aufreinigung verwendet.

An die Saule gebundene Proteine wurden mit Puffer B (200 mM e-Aminocapronséure,
100 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,4) eluiert.

2.1.2 Antikorper-Affinitatschromatographie zur Abre icherung unspezifisch

bindender Proteine

Der Durchfluss der Lysin-Sepharose-Saule wurde in Ultrafiltrationseinheiten (Amicon
Ultra-15 Centrifugal Filter Units, Cutoff 10 kDa) auf den Laufpuffer C (25 mM Tris-HCI,
140 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, pH 7,4) durch mehrfaches Zentrifugieren bei 4000 xg und
4 T umgepuffert.

Das Chromatographiematerial wurde wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben vorbereitet und
in das Saulengehause XK-16/20 gepackt. Die S&ule wurde mit dem Laufpuffer C
aquilibriert. Der Probenauftrag erfolgte bei einer Flussrate von 0,5 ml/min. Die Elution
gebundener Proteine erfolgte mit Puffer D (3M MgCl,) bei einer Flussrate von
1,5 mli/min. Der Durchfluss wurde aufgefangen und fur die weitere Aufreinigung

verwendet.
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2.1.3 CFI-Antikorper-Affinitatschromatographie

Das Chromatographiematerial wurde wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben vorbereitet und
in das S&aulengehduse XK-16/20 gepackt. Die Sé&ule wurde mit dem Laufpuffer C
aquilibriert.

Der Durchfluss der Antikorper-Affinitditschromatographie wurde mit einer Flussrate von
0,5 mli/min auf die CFI-Antikdrper-Affinitatssdule aufgetragen. Die Elution gebundener
Proteine erfolgte mit Puffer D (3 M MgCl,) in einem Gradienten von 0 auf 100 % Puffer B

in 5 Minuten bei einer Flussrate von 1,5 ml/min. Der Durchfluss wurde aufgefangen.

Im Anschluss an die Elution der gebundenen Proteine wurde die Saule mit Laufpuffer C
aquilibriert und der Durchfluss der CFI-Antikorper-Affinitaitschromatographie erneut auf
die Saule aufgetragen, um eventuell noch enthaltenes CFl an die Saule zu binden. Die

Elution erfolgte wie oben beschrieben.

2.1.4 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mit der Methode nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford [97] erfolgte mit dem
Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay Kit. Hierfr wurden jeweils 10 pl Probenlésung
mit 300 ul des Coomassie Plus (Bradford) Assay Reagent gemischt, fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend die Absorption bei der Wellenlange 595 nm
gemessen. Es wurde eine BSA-Standardkurve mit den BSA-Konzentrationen 0, 100,
200, 300, 500, 750 und 1000 pg/ml erstellt. Die Eluatfraktionen der CFI-Antikorper-
Affinitdtschromatographie wurden ohne Verdinnung vermessen. Fur alle weiteren
Fraktionen erfolgte aufgrund der hohen Proteinkonzentration eine Verdinnung von eins

zu einhundert.

2.1.5 Nachweis des CFI per PAGE Western Blot

Die PAGE und der Western Blot zum Nachweis des CFI erfolgten wie in Kapitel 2.6.1.1

beschrieben, mit folgenden Anderungen: Es wurde ein 10 % Gel verwendet.

19



Material und Methoden

2.2 Massenspektrometrische ldentifizierung von Prot einen einer
Proteinfraktion

Die massenspektrometrische Identifizierung von Proteinen erfolgte durch tryptischen
Verdau der Proteine mit nachfolgender MS/MS-Messung auf einem nano-ESI-
lonenfallen-Massenspektrometer. Die Peptide wurden vor der massenspektrometrischen

Analyse Uber eine Reversed-Phase-Flissigkeitschromatographie getrennt.

2.2.1 Tryptischer Verdau von Proteinen

Die proteinhaltige Fraktion wurde in der Vakuumzentrifuge eingetrocknet und
anschlie3end in 50 pul 6 M Harnstoff (in HPLC-Wasser) gelost. Nach Zugabe von 1,3 pl
100 mM DTT (in 200 mM NaHCOj3™ in HPLC-Wasser, pH 8,3) wurde die Losung 10 min
bei 60 T inkubiert. Es folgte die Zugabe von 300 m M lodacetamid (in 200 mM NaHCO3;"
in HPLC-Wasser, pH 8,3) und die Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 min.
Anschlieend wurde die Probe mit 425 pl 100 mM NaHCOj3 " in HPLC-Wasser, pH 8,3
verdunnt. Der tryptische Verdau wurde durch die Zugabe von Trypsin-Ldsung (0,25 pg/ul
in Trypsin-Resuspensionspuffer) gestartet. Die Inkubation erfolgte Giber Nacht bei 37 C.
Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von Ameisenséaure (formic

acid, FA) mit einer Endkonzentration von 0,2 % gestoppt.

2.2.2 Probenvorbereitung mit Reversed Phase-Chromat  ographie/

Mikroextraktion

Zur Probenvorbereitung nach dem tryptischen Verdau wurden die Proben durch
Reversed Phase-Chromatographie entsalzt. Es wurden Omix-Pipettenspitzen mit C18-
Chromatographiematerial fur die Mikroextraktion verwendet. In die Spitzen dieser
Pipettenspitzen sind kleine Mengen des Reversed-Phase-Chromatographiematerials
gepackt.

Das Chromatographiematerial wurde mit 60 % ACN (in HPLC-H,O) konditioniert und mit
0,2 % FA (in HPLC-H,0O) aquilibriert. Anschliel3end erfolgte die Extraktion der Peptide
aus 20 pl des Peptidgemischs des tryptischen Verdaus. Nichtbindende Molekile wurden
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durch Waschen mit 0,2 % FA (in HPLC-H,O) entfernt. Die Peptide wurden mit 60 %
ACN (in HPLC-H,O) eluiert.

2.2.3 Massenspektrometrische Analyse der tryptische n Peptide

Die entsalzten tryptischen Peptide wurden per Flissigkeitschromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) analysiert. Die Messung erfolgte an einem
lonenfallen-Massenspektrometer (1100 LC/MSD trap XCT Ultra) mit vorgeschalteter
nano-HPLC (Hochleistungsflissigkeitschromatographie, High Performance Liquid
Chromatographie). Die Trennung der Peptide erfolgte auf einem HPLC-Chip in einem
sogenannten ChipCube. Bei dem verwendeten Chip handelt es sich um einen HPLC-
Chip mit einer 40 nl fassenden Vorsaule sowie einer Trennsaule mit einer LaAnge von

150 mm. Beide Séaulen sind gefillt mit dem Chromatographiematerial Zorbax C18 300 A.

Die Proben wurden bei diesem Verfahren mit einem Autosampler und einer
Kapillarpumpe bei 98 % Losungsmittel A (0,2 % Ameisensaure in HPLC-Wasser) und
2 % Losungsmittel B (100 % ACN) in das HPLC-System injiziert und mit einem Fluss von
4 pl/min auf eine Vorséule aufgetragen. Nichtbindende Molekile wurden durch Waschen
entfernt. Die Elution erfolgte durch einen Acetonitril-Gradienten der Nanopumpe nach
Umschalten des Ventils am ChipCube, so dass eluierende Molekile auf die Trennsaule
gelangten. Der lineare Acetonitril-Gradient verlief von 2 auf 40 % Losungsmittel B
innerhalb von 40 min bei einer Flussrate von 0,4 pl/min. Die massenspektrometrische
Messung erfolgte im positiven lonenmodus, mit einer Spannung von -1,8 kV an der
Elektrospray-Kapillare. Ein Stickstoff-Fluss von 4 I/min und eine Temperatur von 325 C
wurden angelegt, um die Molekile zu desolvieren. Das Massenspektrometer aquirierte
MS/MS-Spektren im datenabhé&ngigen Modus, wobei die drei intensivsten Vorlauferionen
automatisch fur die MS/MS-Messung ausgewahlt wurden. Zweifach geladene lonen
wurden bevorzugt fragmentiert. Nach drei Zyklen wurde ein Vorlaufer-lon aktiv fir eine

Minute von der Fragmentierung ausgeschlossen.

2.2.4 Identifizierung der Proteine mittels Datenban  kabfrage

Die Peaklisten fur die MS/MS-Datenbankabfrage wurden mit der Software ,Data Analysis
for 6300 Series lon Trap LC/MS* Version 3.4 erstellt. Die Identifizierung erfolgte tGber die
Suchmaschine Mascot [98] mit einer Suche in der Datenbank der humanen Proteine. Die
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Suchparameter beinhalteten Massenanderungen fur die Carbamidomethylierung an
Cystein-Resten als sichere Modifikation sowie die Oxidation der Methionin-Reste als
potentielle Modifikation, eine potentiell fehlende Trypsin-Spaltstelle (,missed cleavage*),
eine Massentoleranz von *=1,2Da fur die Vorlauferionen und +0,6 Da fur die

Fragmentionen.
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2.3 Immobilisierung von Proteinen

Die Immobilisierung von Proteinen erfolgte an aktivierte Chromatographiepartikel
(Bromcyan-aktivierte Sepharosebeads® 6MB Macrobeads). Etwa 1 ml der trockenen
Chromatographiepartikel wurden in einem Eppendorfgefald mit ca. 10 ml 1 mM HCI in
Wasser fiir eine halbe Stunde auf dem Uberkopfrotor inkubiert. Nach dem Entfernen der
HCl-haltigen Losung sowie dem Waschen der Partikel in Wasser und Kopplungspuffer
(100 mM NaHCOg3, 500 mM NaCl, pH 8,3) erfolgte die Immobilisierung der Proteine an
eine definierte Menge Chromatographiepartikel durch die zweistindige Inkubation der
Chromatographiepartikel und Proteine in Kopplungspuffer bei Raumtemperatur auf dem
Uberkopfrotor.

Nach der Inkubation wurden der Uberstand entfernt, die Chromatographiepartikel mit
Wasser gewaschen und die verbliebenen freien  Bindungsstellen der
Chromatographiepartikel durch die Inkubation mit 250 pl Blockierungspuffer (100 mM
NaHCOg3, 500 mM NaCl, 1 M Glycin, pH 8,3) durch zweistiindige Inkubation bei

Raumtemperatur auf dem Uberkopfrotor abgesattigt.

2.3.1 Immobilisierung von Proteinfraktionen

Die Immobilisierung von Proteinfraktionen erfolgte wie im Abschnitt 2.3 beschrieben.
Dabei wurden folgende Mengen an Protein immobilisiert. Plasma-Kallikrein: 1,3 ug je
Inkubationsansatz, Komplementfaktor B: 5 pg je Inkubationsansatz, Eluatfraktion der
CFI-Antikorper-Affinitdschromatographie: 100 pl je Fraktion und Inkubationsansatz,
Proteine der Cohn-Fraktion IV-4: 100 g je Inkubationsansatz.

2.3.2 Immobilisierung von Proteinen aus humanem Pla  sma

Da die Plasmaproben bei -80 T gelagert waren, wurd en zundchst die ausgefallenen
Kryoproteine durch eine Zentrifugation (6000 xg fur drei Minuten) aus der Ldsung
entfernt. Die Immobilisierung der Plasmaproteine erfolgte nach dem in Abschnitt 2.3
beschriebenen Protokoll. Anschlieend wurden 30 ul Plasma in 240 ul Kopplungspuffer

an ca. 50 pl gequollene Chromatographiepartikel immobilisiert.

Fur die Negativkontrolle wurden die Chromatographiepartikel jeweils mit 30 ul Wasser
und 220 pl Kopplungspuffer inkubiert.
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2.3.3 Immobilisierung von Antikdrpern

Die  Immobilisierung von  Antikdrpern  erfolgte  ebenfalls an  aktivierte

Chromatographiepartikel.

Fur die Immobilisierung wurden die trockenen Chromatographiepartikel wie in Abschnitt
2.3 vorbereitet. Die Immobilisierung des Antikorpers erfolgte durch die Inkubation der
Chromatographiepartikel und des Antikorpers in Kopplungspuffer (50 mM K,;HPOy,
150 mM KClI, pH 7,2-7,5) fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Uberkopfrotor.

Zur Immobilisierung  wurden 30mg des CFI-Antikdrpers an ca. 6ml
Chromatographiepartikel gekoppelt. Zur Immobilisierung des unspezifischen Antikorpers

wurden 50 mg IgG aus Kaninchenserum an 4,5 ml Chromatographiepartikel gekoppelt.

Nach der Inkubation wurden der Uberstand entfernt, die Chromatographiepartikel mit
Wasser gewaschen und die verbliebenen freien  Bindungsstellen  der
Chromatographiepartikel durch die Inkubation mit Blockierungspuffer (100 mM
Ethanolamin, 150 mM NacCl, pH 8,5) fur zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem

Uberkopfrotor abgesattigt.
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2.4 Massenspektrometrie-basierter-Enzymassay zur De  tektion
von  Urotensin-ll-generierender sowie  C3b-abbauender
Aktivitat

Der Nachweis der enzymatischen Aktivitat des Komplementfaktor | geschah Uber ein

Massenspektrometrie-basiertes Enzymscreening-System (MES) [99]. Dieses System

beinhaltet die Immobilisierung von Proteinfraktionen an aktivierte

Chromatographiepartikel, die Inkubation der immobilisierten Proteine mit einem

Peptidsubstrat sowie die massenspektrometrische Analyse der Reaktionsprodukte nach
definierten Zeitpunkten.

Die Analyse der Reaktionsldsungen erfolgte entweder tber eine Messung an einem
Matrix-assistierten Laserdesorptions-lonisations-Flugzeit-Massenspektrometer (Matrix-
assisted Laser Desorption lonization Time of Flight, MALDI-TOF-MS) oder Uber eine
SRM (Selected Reaction Monitoring)-Messung an einem Elektrospray-lonisations-
lonenfallen-Massenspektrometer (ESI-IT-MS) bzw. einem Elektrospray-lonisations-
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (ESI-QQQ-MS).

Bei der SRM-Messung wird ein Elternion im Massenspektrometer isoliert, fragmentiert
und die Signalintensitat eines definierten Fragmentions gemessen. Dies ermdglicht eine
hohe Selektivitdt sowie eine hohe Sensitivitat. Die MALDI-TOF-Messung ermdglicht

dagegen die Analyse aller Reaktionsprodukte einer Inkubation.

Zum Nachweis der enzymatischen Aktivitat von CFl wurden ein MES-Assay zum
Nachweis der Urotensin-II (Ull)-generierenden Aktivitat (nachfolgend UCE-Assay) sowie
ein MES-Assay zum Nachweis der C3b-Umsetzung (nachfolgend CFI-Assay) entwickelt.
Im UCE-Assay wurde eine Proteinfraktion mit dem synthetisch hergestellten Urotensin-
Substrat (Ull_105-124, Ull_95-124 oder Ull_21-124) inkubiert und die Bildung des
Reaktionsprodukts Ull verfolgt. Fir den CFI-Assay erfolgte die Inkubation mit dem
synthetisch hergestellten Substrat C3b. Dieses wird durch CFl zu dem Reaktionsprodukt
C3b-R umgesetzt.
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2.4.1 Quantifizierung von Peptiden Uber LC-MS-SRM

Die Reaktionsprodukte der Inkubationen wurden mit einer Reversed-Phase-
Chromatographie entsalzt, getrennt und zum Nachweis der Peptide Ull und C3b-R Uber
eine Selected-Reaction-Monitoring (SRM)-Analyse mit einem Elektrospray-lonisations-
lonenfallen-Massenspektrometer (ESI-IT-MS) analysiert. Der SRM-Assay beinhaltet die
Isolierung eines Elternions, seine anschlieende Fragmentierung sowie die Detektion
eines definierten Fragmentions. Die Signalintensitaten richten sich nach der Anzahl der
Molekile, die den Detektor erreichen. Die in Abhéngigkeit der Zeit erfassten Messpunkte
der Signalintensitdten werden zu einem Chromatogramm extrapoliert. Zur relativen
Quantifizierung der gemessenen Peptide werden die Flachen der Signale der

Chromatogramme integriert.

2.4.1.1 Massenspektrometrische Parameter zur Quanti fizierung von Ull mit der
SRM-Methode mittels ESI-IT-MS

Das synthetisierte Peptid Ull (Molare Masse: 1389,6 Da, Aminosauresequenz:
ETPDCFWKYCV) wurde in 0,2% Ameisensaure gel6ést. Fur die Etablierung des
Nachweises des Peptids mittels ESI-IT-MS wurde zunachst eine 10° M Loésung des
Peptids Uber eine Hamilton-Spritzenpumpe mit einem Fluss von 3 ul/min in die
Elektrospraykammer des lonenfallen-Massenspektrometers injiziert. Im Fullscan der ESI-
IT-MS-Messung wurde der Peak des zweifach geladenen lons von Ull bei einem Masse-
Ladungsverhéltnis von 694,9 als der Peak mit der héchsten Signalintensitat identifiziert.
Die Parameter der massenspektrometrischen Messung wurden auf dieses Masse-

Ladungsverhéltnis optimiert.

Tabelle 2.1 Tuning-Parameter fir das Peptid UlI.

Sheath-Gas-Fluss 20
Temperatur an der Transferkapillare 320 C
Sprayspannung 5kV
Kollisionsenergie 50
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Der Peak des Elternions (Massenfenster: 4,0 m/z-Einheiten) wurde in der lonenfalle
isoliert und unter Zufuhr einer Kollisionsenergie fragmentiert. Das Fragmention mit der

hochsten Signalintensitat hatte einen m/z-Wert von 579,7 und war zweifach geladen.

2.4.1.2Chromatographieparameter fir die Quantifizi  erung von Ull mittels ESI-IT-MS

Die Reaktionslosungen der Inkubate wurden Uber die Reversed Phase-Saule PLRP-S
100A 5pm; 2.1 mm x 100 mm der Firma Varian entsalzt und getrennt. Fiir die
Optimierung der Chromatographieparameter wurde Ull in einer Konzentration von 0,2 %
Ameisensaure gelost. Die Probe wurde durch einen Autosampler in das HPLC-System
(SpectraSystem, Thermo Finnigan) injiziert. Als Ldsungsmittel wurden 0,2 %
Ameisensaure in HPLC-Wasser (Losungsmittel A) und 100 % Acetonitril (L6sungsmittel
B) genutzt. Fur die optimale Elution des Peptids von der S&aule wurde der folgende

Gradient verwendet:

Tabelle 2.2: Gradient zur Elution von UlI.

Zeit[min] | H20 [%] | ACN [%)]
0 97 3
6 40 60
6,5 40 60
6,6 97 3
13 97

Die Flussrate lag konstant bei 0,3 ml/min. Die massenspektrometrische SRM-Analyse
des Chromatographielaufs erfolgte in einem Segment unter Berucksichtigung der in

Abschnitt 2.4.1.1 bestimmten Parameter.
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2.4.1.3 Massenspektrometrische Parameter zur Quanti fizierung von Ull mit der
SRM-Methode mittels ESI-QQQ-MS

Die Optimierung der massenspektrometrischen Parameter am ESI-QQQ-MS erfolgte wie
in Abschnitt 2.4.1.2 fir die Messung am ESI-IT-MS beschrieben tber die Injektion des
Peptids mit einer Spritzenpumpe. Es wurde hier eine Flussrate von 0,4 pl/min angelegt.
Es erfolgte auch hier das Tunen auf das zweifach geladene Vorlauferion mit m/z = 694,9
sowie das Fragmention mit m/z = 579,7. Die Tuning-Parameter sind in Tabelle 2.3

angegeben.

Tabelle 2.3 Tuning-Parameter fiir das Peptid UlI.

Temperatur an der Transferkapillare 325 T
Kapillarspannung 2 kv
Kollisionsenergie 17
Fragmentorspannung 200V

2.4.1.4Chromatographieparameter fur die Quantifizi  erung von Ull mittels ESI-IT-MS

Die Reaktionslosungen der Inkubate wurden dber eine Reversed Phase-
Chromatographie auf einem HPLC-Chip getrennt. Als Chromatographiematerial wurde
PLRP-S 100A 5um; 2,1 mm x 100 mm der Firma Varian verwendet. Fiir die Optimierung
der Chromatographieparameter wurde Ull in einer Konzentration von 0,2 %
Ameisensaure gelost. Die Probe wurde durch einen Autosampler in das HPLC-Chip-
System injiziert. Der Probenauftrag erfolgte durch die Kapillarpumpe bei einem
konstanten Fluss von 5 pl/min. Die massenspektrometrische SRM-Analyse des
Chromatographielaufs erfolgte in einem Segment unter Berlcksichtigung der in Abschnitt
2.4.1.3 bestimmten Parameter.

Als Losungsmittel zur Elution der Peptide wurden 0,2 % Ameisensaure in HPLC-Wasser
(Losungsmittel A) und 100 % Acetonitril (Lésungsmittel B) genutzt. Fur die optimale
Elution des Peptids von der Saule wurden eine Flussrate von 0,6 pl/min und der folgende

Gradient verwendet:

28



Material und Methoden

Tabelle 2.4: Gradient zur Elution von UIl.

Zeit[min] | H20 [%] | ACN [%)]

0 97 3
2 80 20
10 60 40
12 30 70

12,5 30 70
13 97
14 97 3

2.4.1.5Bestimmung der massenspektrometrischen Para  meter zur Quantifizierung
von C3b-R mit der SRM-Methode mittels ESI-IT-MS

Die Etablierung des SRM-Assays fiur C3b-R (Molare Masse: 1366,7 Da,
Aminosauresequenz: RIHWESASLLR) erfolgte wie in Abschnitt 2.4.1.1. Das
ausgewahlte Elternion hatte ein Masse-Ladungsverhéltnis von 457 (Massenfenster: 4,0
m/z-Einheiten. Die optimierten Parameter fiir das lon mit diesem Ladungsverhéaltnis sind

in Tabelle 2.5 dargestellt.

Tabelle 2.5: Tuning-Parameter fiir das Peptid C3b-R.

Sheath-Gas-Fluss 20
Temperatur an der Transferkapillare 310 C
Sprayspannung 7 kv
Kollisionsenergie 40

Der Peak des Elternions wurde in der lonenfalle isoliert und unter Zufuhr einer
Kollisionsenergie fragmentiert. Das Fragmention mit der hdchsten Signalintensitat hatte

einen m/z-Wert von 407,3 und war dreifach geladen.
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2.4.1.6Chromatographieparameter fur die Quantifizi  erung von C3b-R mittels ESI-
IT-MS

Die Etablierung des LC-ESI-IT-SRM-Assays fur C3b-R erfolgte wie in Abschnitt 2.4.1.2
beschrieben. Fur die optimale Elution des Peptids von der Séule wurde der folgende

Gradient gefunden:

Tabelle 2.6: Gradient zur Elution von C3b-R.

Zeit[min] | H20 [%] | ACN [%)]
0 97 3
4 40 60
45 40 60
46 97
11,5 97 3

Die Flussrate lag konstant bei 0,3 ml/min. Die massenspektrometrische Analyse des
Chromatographielaufs erfolgte in einem Segment unter Berlicksichtigung der in
Abschnitt 2.4.1.5 bestimmten Parameter.

2.4.2 Analyse der MES-Reaktionsprodukte mittels MAL  DI-TOF-MS

Zur qualitativen Analyse der Reaktionsprodukte der Inkubationen erfolgte die Messung
an einem MALDI-Flugzeit-Massenspektrometer (Matrix-assisted laser desorption
ionisation time of flight mass spectrometer; MALDI-TOF-MS). Es handelte sich hierbei

um das Reflex IV (Bruker Daltonics).

Die Messung von Peptiden erfolgte mit der Matrix 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB). Auf
einen MALDI-Probenteller (MTP AnchorChip 400/384) wurden 0,75 pl DHB-Matrix-
Losung (30 mg/ml DHB in 50% ACN / 50 % HPLC-Wasser) aufgetragen und
eingetrocknet. Die zu definierten Reaktionszeiten abgenommenen Aliquots (Volumen:

0,75 pl) wurden direkt auf die vorpipettierten Matrix-Spots pipettiert.

Die Messung aller Proben erfolgte manuell und die Laserintensitit sowie die
Laserschussanzahl wurden in Abhangigkeit der Qualitat der Spektren variiert. Die
Analyse von Reaktionslosungen erfolgte daraufhin unter Verwendung der in Tabelle 2.7

angegebenen Parameter.
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Tabelle 2.7: Optimierte Parameter des MALDI-TOF-MS  fiir die Detektion von Peptiden bis 5 kDa.

Laserschiisse pro Einzelspektrum 20

Anzahl aufsummierter Spektren 60-100

Laserintensitéat 60 %

Reflektion aus
Matrix-Suppressionsmodus Deflektion bis 2000 Da
Polaritat Positiv

Spannung lonenquelle 1 20 kv

Spannung lonenquelle 2 17,5 kV
Linsenspannung 9,5 kv
Reflektorspannung -

2.4.3 Zyklisierung und Aufreinigung des Ull_21-124  und des Ull_95-124

Zur Oxidierung der Disulfidbriicken wurden die Peptide Ull_21-124 und Ull_95-124 in
einer Konzentration von 0,5 mg/ml in 5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in Wasser (pH 7,6)
gelost. Die Zyklisierung erfolgte bei 4 T fur 16 S tunden.

Die Abtrennung des DMSO erfolgte Uber eine Reversed Phase-Chromatographie auf der
SMART-HPLC-Anlage mit der Saule pRPC C2/C18 SC 2.1/10. Die Losung wurde mit

Ameisensaure auf eine Konzentration von 0,2 % eingestellt.

Als Puffer A diente 0,2% Ameisensdure in HPLC-Wasser. Die Flussrate betrug
100 pl/min. Die Probe wurde mit einem Acetonitril-Gradienten von 0-30 % in 40 Minuten

und 30-70 % in 10 Minuten von der Saule eluiert.

Nach der Elution wurde die Probe in einer Vakuumzentrifuge lyophilisiert.

31



Material und Methoden

2.4.4 Bestimmung der Enzymaktivitdten immobilisiert er Proteine

2.4.4.1Bestimmung der Enzymaktivitaten immobilisie rter Proteine mit ESI-IT-SRM

Zur Messung der Enzymaktivitaten immobilisierter Proteinfraktionen mit der ESI-IT-SRM-
Methode wurden diese jeweils mit einer 10* M Lésung eines Peptidsubstrats in 50 pl
PBS (9 mM CaCl,, 26,8 mM KCI, 14,7 mM KH,PO,4, 4,92 mM MgCl,, 137 mM NaCl,
80,57 mM Na,HPO,) auf dem Uberkopfrotor inkubiert.

Nach definierten Zeiten erfolgte die Abnahme von Aliquots (Volumen: 5 pl), diese wurden
mit 45 pl 0,2% FA vermischt. Die Proben wurden sofort bei -20 T eingefroren und bis

zur SRM-Messung bei dieser Temperatur gelagert.

2.4.4.2Bestimmung der Enzymaktivitaten immobilisie rter Proteine mit ESI-QQQ-
SRM

Zur Messung der Enzymaktivitdten immobilisierter Proteinfraktionen mit ESI-QQQ-SRM-
Methode wurden diese jeweils mit einer 10° M Lésung eines Peptidsubstrats in 40 pl

HPLC-Wasser auf dem Uberkopfrotor inkubiert.

Nach definierten Zeiten erfolgte die Abnahme von Aliquots (Volumen: 1 pl), diese wurden
mit 9 pul 0,2% FA vermischt. Die Proben wurden sofort bei -20 C eingefroren und bis zur

SRM-Messung bei dieser Temperatur gelagert.

2.4.4.3Bestimmung der Enzymaktivitdten immobilisie  rter Proteine mit MALDI-TOF-
MS

Zur Messung der Enzymaktivitaten immobilisierter Proteinfraktionen mit MALDI-TOF-MS
wurden diese jeweils mit 50 pl einer Losung des verwendeten Peptidsubstrats in HPLC-
Wasser auf dem Uberkopfrotor inkubiert. Die Inkubation erfolgte mit folgenden
Konzentrationen der Peptide: UIl_105-124 und Ull_85-105: 10° M, UIll_95-124 und
Ull_21-124: 5-10™ M.

Nach definierten Zeiten erfolgte die Abnahme von Aliquots. Fir die Messung von
Peptiden mit der Matrix DHB wurden Aliquots von 0,75 ul direkt auf den vorbereiteten
MALDI-Probenteller pipettiert (vgl. Abschnitt 2.4.2).
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2.4.4.4Bestimmung von Enzymaktivitaten in Anwesenh  eit des Inhibitors PK 15

Zur Bestimmung der UCE-Aktivitat von immobilisiertem Plasma-Kallikrein oder
immobilisierten Plasmaproteinenen in Anwesenheit des spezifischen Plasma-Kallikrein-
Inhibitors PK 15 wurden die immobilisierten Proteine Gber Nacht mit einer Losung des
Inhibitors (gelost in HPLC-Wasser) in der spateren Einsatzkonzentration des Inhibitors
inkubiert. Die Proteine der Kontrolle ohne Inhibitor wurden mit Wasser inkubiert. Vor dem

Start der Inkubation mit dem Peptidsubstrat wurde die Inhibitorlésung abgenommen.

Fur die Inkubation mit dem Peptidsubstrat wurde zu den immobilisierten Proteinen eine
Lésung pipettiert, die das Substrats Ull_105-124 in der Einsatzkonzentration von 10™° M
sowie den Inhibitor in der entsprechenden Einsatzkonzentration (gelost in HPLC-
Wasser) enthielt. Das Volumen dieser Lésung lag bei allen Ansatzen bei 30 ul, die

Inkubation erfolgte auf dem Uberkopfrotor.

Nach definierten Zeiten erfolgte die Abnahme von Aliquots (Volumen: 1 pl), diese wurden
mit 9 pul 0,2% FA vermischt. Die Proben wurden sofort bei -20 C eingefroren und bis zur
SRM-Messung auf dem ESI-QQQ-MS bei dieser Temperatur gelagert.

2.4.5 Bestimmung der Enzymaktivitat von rekombinant exprimiertem CFI

Rekombinant exprimierter CFI (Wildtyp und Mutante D501N) wurde von der
Arbeitsgruppe Prof. Dr. J. Atkinson, Washington University School of Medicine zur
Verfugung gestellt. Zur Bestimmung der Enzymaktivitat des rekombinant exprimierten
CFI erfolgte die Inkubation von ca. 150 ng gereinigtem Protein (entspricht einem
Volumen von 10 pl) mit einer 10 M Lésung des Peptidsubstrates in PBS-Puffer (9 mM
CaCly, 26,8 mM KCI, 14,7 mM KH;PO,4, 4,92 mM MgCl,, 137 mM NacCl, 80,57 mM
Na,HPO, in HPLC-Wasser).

Nach definierten Zeiten erfolgte die Abnahme von Aliquots (Volumen: 5 pl), diese wurden
mit 45 pl 0,2% FA vermischt. Die Proben wurden sofort bei -20 T eingefroren und bis
zur SRM-Messung auf dem ESI-IT-MS bei dieser Temperatur gelagert.

33



Material und Methoden

2.5 Versuche zur Identifizierung maoglicher Urotensi n-

Vorlauferpeptide

2.5.1 Inkubation des Ull_21-104 mit Plasmaproteinen

Der 104 Aminosauren lange Urotensin-ll-Vorlaufer Ull_21-124 wurde von der Firma
Genscript synthetisiert. Nach der Zyklisierung und Aufreinigung (siehe Abschnitt 2.4.3)

wurde das Peptid in Wasser geldst.

Nach der Immobilisierung von Plasmaproteinen (Abschnitt 2.3.2) wurde das Peptid in
einer Konzentration von 10™ M (in HPLC-Wasser) zur den immobilisierten Proteinen
gegeben. Nach definierten Inkubationszeiten wurden Aliquots abgenommen und bei
-20 T eingefroren. Die entstandenen Reaktionsprodu kte wurden mit MALDI-TOF-MS
untersucht. Fur Peptide von einer Grof3e bis 5 kDa wurden die in Tabelle 2.7, fir Peptide

einer Gro3e von 5 bis 15 kDa die in Tabelle 2.8 angegebenen Parameter verwendet.

Tabelle 2.8: Optimierte Parameter fiir die MALDI-TOF -Messung von Peptiden einer Gréf3e von 5
bis 15 kDa.

Laserschiisse pro Einzelspektrum 20

Anzahl aufsummierter Spektren 60-100
Laserintensitéat 60 %

Reflektion an
Matrix-Suppressionsmodus Deflektion bis 600 Da
Polaritat Positiv

Spannung lonenquelle 1 20 kv

Spannung lonenquelle 2 16,9 kV
Linsenspannung 8,6 kV
Reflektorspannung 23 kV
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2.5.2 Inkubation des Ull_85-105 mit Plasmaproteinen

Das 21 Aminosauren lange Urotensin-lI-Fragment UII_85-105 wurde von der Firma
Genscript synthetisiert. Nach der Zyklisierung und Aufreinigung (siehe Abschnitt 2.4.3)

wurde das Peptid in Wasser geldst.

Nach der Immobilisierung von Plasmaproteinen (vgl. Abschnitt 2.3.2) wurde das Peptid
in einer Konzentration von 10 M (in HPLC-Wasser) zu den immobilisierten Proteinen
gegeben. Nach definierten Inkubationszeiten wurden Aliquots abgenommen und bei
-20 T eingefroren. Die entstandenen Reaktionsprodu kte wurden mit MALDI-TOF-MS

untersucht.

2.6 MS-unabhangige Verfahren zur Bestimmung von

Enzymaktivitaten

2.6.1 Bestimmung der C3b-abbauenden Aktivitat des C  FI

Die Bestimmung der C3b-abbauenden Aktivitat des CFI erfolgte mit dem Cofaktor-
Assays nach Kavanagh et al. [93]. Der Nachweis erfolgte durch die Inkubation der
Komplementkomponente C3b mit CFl und dem Cofaktor Komplementfaktor H (FH).

Die Inkubation erfolgte in einem Tris-Puffer (10 mM Tris-HCI, 25 mM NacCl, pH 7,2), die
Endkonzentration von C3b betrug 10 ng/ul, die Enkonzentration von CFl und FH 1 ng/ul.
Fur die Bestimmung der C3b-abbauenden Aktivitdt der Fraktionen aus der CFI-
Aufreinigung (vergleiche Abschnitt 2.1.3) wurden je 30 pl der Eluatfraktionen fur den
Assay eingesetzt. Das Endvolumen eines jeden Ansatzes betrug 100 pl.

Die Inkubation der Reaktionsansétze erfolgte bei 37 T. Nach 30 Minuten Inkubationszeit
wurden 15 pul jeder Reaktionslosung abgenommen und die Reaktion durch die Zugabe

von 15 pl 4x-Probenpuffer und 1 pl reduzierendem Agenz gestoppt.

Der Nachweis der Spaltung erfolgte anschlie@end Uuber eine Polyacrylamid-

Gelektrophorese und einen Western Blot.
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2.6.1.1Gelelektrophorese und Western Blot zum Nach  weis der Spaltung des C3b

Die Auftrennung der Proteine aus den Reaktionsansatzen des Cofaktor-Assay erfolgte
mit einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE). Es wurde ein Criterion Precast 4-12
% Bis-Tris-Gel mit XT MES-Laufpuffer verwendet. Das Auftrennen der Proben erfolgte
zunachst fur 15 Minuten bei 100 Volt, anschliel3end fur 60 Minuten bei 200 Volt.

Die Proteine wurden nach der Auftrennung per PAGE auf eine PVDF-Membran
geblottet. Die Membran wurde zunéchst in Methanol konditioniert. AnschlieBend wurden
das proteinhaltige Gel und die Membran in Transferpuffer aquilibriert. Der Transfer der
Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte in Transferpuffer bei 400 mA fir
100 Minuten.

Nach dem Transfer wurden die freien Bindungsstellen der Membran durch eine
mindestens zweistiindige Inkubation in 5% Magermilchpulver in TBS mit 0,1 %
Tween 20 (TBS-T) blockiert. Es folgte dreimaliges Waschen der Membran in TBS-T fur
je zehn Minuten. Der Erstantikdrper Anti-C3 aus Ziege in einer Verdiinnung von 1:1500
(in TBS-T) wurde fur 1,5 Stunden mit der Membran inkubiert. Die Membran wurde
anschlieRend erneut drei Mal mit TBS-T gewaschen. Der Zweitantikbrper Anti-Ziege
konjugiert mit Alkalischer Phosphatase aus Kaninchen in einer Verdinnung von 1:5000
(in TBS-T) wurde fur 1,5 Stunden mit der Membran inkubiert, gefolgt von erneutem

Waschen der Membran.

Der Nachweis der Antikorperbindung erfolgte Uber eine Farbreaktion mit dem AP

Conjugate Substrate Kit nach Herstellerangaben.

2.6.2 Fluoreszenz-basierter Assay zur Bestimmung de  r Enzymaktivitat des CFI

Der Fluoreszenz-Assay zum Nachweis der Enzymaktivitat erfolgte nach der Vorschrift
von Tsiftsoglou und Sim [80]. Es wurde das Fluoreszenzsubstrat Boc-Asp(OBzl)-Pro-
Arg-AMC verwendet in einer Endkonzentration von 30 uM im Inkubationspuffer (25 mM
Bicine, 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, pH 8,5).

Zum Nachweis der enzymatischen Aktivitdt des rekombinant exprimierten CFI (WT und
Mutante D501N) wurden 10 ul Proteinlésung (entspricht rund 150 ng Protein) mit der
Substratldsung inkubiert. Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 200 pl. Die Inkubation

erfolgte in einer schwarzen Mikrotiterplatte.
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Die enzymatische Reaktion wurde Uber einen Zeitraum von 15 Stunden durch
halbstiindige Fluoreszenzmessungen verfolgt. Die Anregungswellenlédnge betrug dabei

360 nm, die Emissionswellenlange 465 nm.

2.7 Bestimmung der Ull-Konzentration in humanem Pla  sma

Die Messung der Ull-Konzentration im Plasma wurde freundlicherweise von der Gruppe
von Prof. Leong L. Ng von der Universitat Leicester durchgefuhrt. Das Plasma wurde
dabei Uber eine GréRRenausschlusschromatographie fraktioniert und in den Fraktionen

anschliel3end Ull tber einen RIA (Radioimmuno-Assay) quantifiziert [50].
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2.8 Material

2.8.1 Gerate

Gerat

Hersteller

Akta Explorer 100
Autosampler SpectraSystem AS3000

Hamilton-Spritze 250 pl
Heraeus Multifuge 3 S-R

HPLC-Anlage SpectraSystem SCM1000
und P4000

InLab®422 Combination Semi-micro pH-
Elektrode

LCQ DECA XP Plus (ESI-IT-MS)

SMART HPLC-Anlage

MALDI-TOF Reflex IV

Uberschlagsrotor Rotator Drive STR4
Spannungsquelle fir Gelelektrophoresen
Criterion Gelsystem

Criterion Blotter

UV-Photometer Genios

nanoHPLC-Anlage 1100 Series bzw. 1200
Series

ChipCube-System
Vakuumzentrifuge mit Kuhlfalle
Saulengehause XK-26
Saulengehause XK-16/20

1100 LC/MSD trap XCT Ultra

6430 Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer

Eppendorf-Tischzentrifuge 5415 C

GE Healthcare (Waukesha, USA)

Thermo Finnigan (Thermo Fisher Scientific, Walham,

USA)
GE Healthcare (Waukesha, USA)
Thermo Fisher Scientific (Walham, USA)

Thermo Finnigan (Thermo Fisher Scientific, Walham,

USA)

METTLER TOLEDO (Columbus, USA)

Thermo Finnigan (Thermo Fisher Scientific, Walham,

USA)

Pharmacia (Uppsala, Schweden)

Bruker Daltonics (Bremen, Deutschland)
Stuart Scientific (Redhill, Gro3britannien)
Biorad (Hercules, USA)

Biorad (Hercules, USA)

Biorad (Hercules, USA)

Tecan (Méannedorf, Schweiz)
Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
GE Healthcare (Waukesha, USA)
GE Healthcare (Waukesha, USA)

Bruker Daltonics (Bremen, Deutschland) / Agilent

Technologies (Santa Clara, USA)
Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
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2.8.2 Chemikalien

Chemikalie

Firma

2,5-Dihydroxybenzoesaure

Acetonitril

Ameisensaure

AP Conjugate Substrate Kit
CNBr-aktivierte Sepharosebeads® 6MB
Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay
Kit

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
epsilon-Aminocapronsaure
Ethanolamin

Glycin

Harnstoff

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

Methanol HPLC Gradient Grade
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumphosphat

Pefabloc-SC

Salzséure 0,1 mol/l

Tris-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) 10x
Transferpuffer

Trifluoressigséaure

Tris-HCI
Trypsin-Resuspensionspuffer

Tween 20

Wasser HPLC Gradient Grade

XT MES Running Buffer 20x

XT Reducing Agent

XT Sample Buffer 4x

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Fluka/Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Fluka/Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Biorad (Hercules, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Pierce/Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Biorad (Hercules, USA)

Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Fluka/Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Biorad (Hercules, USA)

Biorad (Hercules, USA)
Fluka/Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Promega (Madison, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Biorad (Hercules, USA)

Biorad (Hercules, USA)

Biorad (Hercules, USA)
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2.8.3 Biomaterialien

Materialien

Erhalten von

AP-konjugierter Antikbrper gegen Schaf aus

Kaninchen

AP-konjugierter Antikdrper gegen Ziege aus
Kaninchen

Peptid C3b-R, RIHWESASLLR

Peptid C3b-S, RIHWESASLLRSEETK

C3b-spezifischer Antikdrper (polyclonal, aus

Ziege)

CFI (rekombinant exprimiert)

CFI-Mutante D501N (rekombinant exprimiert)

CFl-spezifischer Antikérper (polyclonal, aus
Schaf)

Cohn-Fraktion 1V-4

Fluoreszenzssubstrat Asp(Obzl)-Pro-Arg-AMC

Humanes Plasma

Humanes Plasma CFIl-defizienter Patienten

Humanes Plasma dialysepflichtiger Patienten

Humanes Plasma von Patienten mit diabet.
Nephropathie

Komplementfaktor B
Komplementfaktor H
Komplementfaktor |
Komplementkomponente C3b
Plasma-Kallikrein
Plasma-Kallikrein Inhibitor PK15

Proteinstandard fur PAGE (Kaleidoscope
Prestained Standards)

Trypsin
Peptid UlI_105-124,
RIWKPYKKRETPDCFWKYCV

Peptid UII_85-105,
RKFQDFSGQDPNILLSHLLAR

Abcam (Cambridge, GB)

Calbiochem/Merck (Darmstadt, Deutschland)

Synthetisiert von Dr. P. Henklein (Charité Berlin,
Institut f. Biochemie)

Synthetisiert von Dr. P. Henklein (Charité Berlin,
Institut f. Biochemie)

Calbiochem/Merck (Darmstadt, Deutschland)

AG Prof. Dr. J. Atkinson (Washington University
School of Medicine)

AG Prof. Dr. J. Atkinson (Washington University
School of Medicine)

Abcam (Cambridge, GB)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Bachem (Bubendorf, Schweiz)
Freiwillige Probanden

AG Prof. Timothy Goodship (Universitéat
Newcastle) / Dr. Margerita Lépez-Trascasa
(Universitatsklinikum La Paz, Madrid)

Dr. Martin Tepel (Charité Berlin, Institut f.
Nephrologie)

Dr. Martin Tepel (Charité Berlin, Institut f.
Nephrologie)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Calbiochem/Merck (Darmstadt, Deutschland)
Calbiochem/Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

AG Sir Gregory Winter (University of Cambridge)

Biorad (Hercules, USA)

Promega (Madison, USA)

Synthetisiert von Dr. P. Henklein (Charité Berlin,
Institut f. Biochemie)

Synthetisiert von Dr. P. Henklein (Charité Berlin,
Institut f. Biochemie)

40



Material und Methoden

Materialien

Erhalten von

Peptid UII_95-124
PNILLSHLLARIWKPYKKRETPDCFWKYCV)

unspezifische Antikdrper (IgG, aus Kaninchen)
Peptid Urotensin-1l, ETPDCFWKYCV

Urotensin-1I-Vorlauferprotein (Ull_21-124)

2.8.4 Software

Software

Synthetisiert von Dr. P. Henklein (Charité Berlin,
Institut f. Biochemie)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Synthetisiert von Dr. P. Henklein (Charité Berlin,
Institut f. Biochemie)

Firma Genscript (Piscataway, USA)

Hersteller

GraphPad Prism 4

LCQ DECA XP Plus: LCQ tune und Xcalibur
Mascot Online-Version [98]

nanoHPLC: ChemStation (Rev. B.01.03)
Peptide Digester Software

Photometer GENios: Magellan 5.0

QQQ und nanoHPLC: MassHunter Aquisition
(Version B.02.01) und Qualitative Analyse
(Version B.02.00)

Reflex IV: Flec Control und Flex Analysis
Swiss-Prot Datenbank Version 57.5

XCT-Plus: 6300 Series Trap Control (Version
6.1) Data Analysis LC/MSD Trap (Version 5.3)

GraphPad Software Inc. (La Jolla, USA)

Thermo Finnigan (Thermo Fisher Scientific, USA)
Matrix Science (Boston, USA)

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

AG Prof. Dr. Knut Reinert (Freie Universitat Berlin)

Tecan (Méannedorf, Schweiz)

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Bruker Daltonics (Bremen, Deutschland)

Uniprot Consortium [100, 101]

Bruker Daltonics (Bremen, Deutschland)

41



Ergebnisse

3  Ergebnisse

3.1 Reinigung des Komplementfaktor | Uber eine Anti  kOrper-

Affinitdtschromatographie

3.1.1 Reinigung des Komplementfaktor | aus humanem Plasma

Die Reinigung des Komplementfaktor | (CFl) erfolgte auf Basis einer Antikorper-
Affinitatschromatographie nach der Vorschrift von Sim et al. aus humanem Plasma
[96]. Hierflr wurde das Plasma von drei gesunden Probanden gepoolt, es ergab sich

ein Volumen von 210 ml.

Im ersten Reinigungsschritt wurden Plasmin und Plasminogen aus dem Plasma Uber
eine Lysin-Sepharose-Saule abgereinigt, da dieses unspezifisch an Antikorper-Séulen
bindet [96] (siehe Abbildung 3.1 A). Die Elution gebundener Proteine von der Lysin-

Sepharose erfolgte durch 200 mM e-Aminocapronsaure.

Der Durchfluss, in welchem Plasmin und Plasminogen abgereichert waren, wurde im
zweiten Reinigungsschritt nach einer Umpufferung auf eine CNBr-Sepharose-Saule
mit immobilisierten Antikérpern (IgG) aus Kaninchenserum aufgetragen (Abbildung
3.1 B). Diese Chromatographie diente der Abreicherung von Proteinen, die
unspezifisch an Antikdrper oder das Saulenmaterial binden, wie beispielsweise die
Proteine Cl1g und Fibronectin [96]. Es wurde wieder mit dem Durchfluss
weitergearbeitet. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte durch eine Erhéhung

der Salzkonzentration auf 3 M Magnesiumchlorid.

Der dritte Schritt der Reinigung bestand aus einer CFI-Antikorper-
Affinitdtschromatographie. Zur Herstellung des Chromatographiematerials wurde der
a-CFI-Antikorper aus Kaninchenserum kovalent an CNBr-aktivierte Sepharosepartikel
immobilisiert. Der Durchfluss der vorangegangenen Chromatographie wurde auf die
CFI-Antikorper-Séaule aufgetragen (Abbildung 3.1 C und D). CFl wurde an den
immobilisierten Antikorper gebunden werden. Die Elution der gebundenen Proteine
erfolgte  auch hier durch eine Erhéhung der Salzkonzentration auf 3 M
Magnesiumchlorid (Abbildung 3.1 D).
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Abbildung 3.1 Chromatogramme der Aufreinigung des C Fl aus Plasma. A: Chromatogramm
der Affinitdtschromatographie mit der Lysin-Sepharose-Saule, B: Chromatogramm der Antikorper-
Affinititschromatographie mit unspezifischem Antikdrper, C: Chromatogramm der CFl-Antikorper-
Affinititschromatographie (erster Probenauftrag), D: wie C, Elution des gebundenen Proteins. Die
gestrichelte Linie gibt jeweils den Verlauf der Leitfahigkeit an, der Beginn der Elution ist durch den

gestrichelten Pfeil gekennzeichnet. Die CFl-enthaltende Fraktion ist mit einem Balken
gekennzeichnet.
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Im Anschluss an die Elution der Proteine wurde der Durchfluss der CFI-Antikorper-
Affinitdtschromatographie erneut auf dieser Saule chromatographiert, um eventuell im
Durchfluss verbliebenes CFI zu gewinnen, das Chromatogramm ist im Anhang

beigefigt.

Die Entwicklung der Gesamtproteinmengen wahrend der Aufreinigungsstufen wurde
durch eine Proteinbestimmung nach Bradford [97] verfolgt. Die Aufreinigung wurde mit
210 ml Plasma gestartet. Die Gesamtproteinmenge in dieser Ausgangsfraktion lag bei
rund 14,5 g, was einer Proteinkonzentration von 69 mg Protein je Milliliter Plasma
entspricht und damit dem Referenzbereich der Gesamtplasmaproteinkonzentration
bei Erwachsenen (64-83 mg/ml [102]) liegt. Die Gesamtproteinmenge nahm
erwartungsgemald in der Durchflussfraktion der Lysin-Sepharosesaule nach
Ultrafiltration ab, da hier Proteine wie Plasmin und das Vorlauferprotein Plasminogen
auf dem Saulenmaterial angereichert wurden. Plasminogen liegt im Plasma mit einer
Konzentration von 200 mg/l [103] vor, sodass sich die Verluste von knapp zwei
Gramm Protein bei dieser Chromatographie nicht allein auf dessen Abreicherung
zurlckfuhren lassen. Moglicherweise wurden weitere, unspezifisch mit dem
Chromatographiematerial interagierende Proteine abgereichert oder Proteine haben
bei der nachfolgenden Umpufferung Uber Ultrafiltration an die Filtrationsmembran
adsorbiert. Im Durchfluss der Antikorper-Affinitditschromatographie mit einem
unspezifischen Antikorper stieg die ermittelte Protein-Gesamtmenge wieder leicht an,
was sich entweder auf einen Messfehler oder aber auf einen Einfluss der
Pufferumgebung auf die Bradford-Messung zurtckfiihren lasst. Die Proteinmenge in
den Durchflussfraktionen der CFI-Antikorper-Affinitatschromatographien sank wieder
leicht um rund zwei bzw. ein Gramm im ersten bzw. zweiten Durchlauf. Eluiert wurden
jedoch nur 0,46 Gramm Protein in der ersten und 0,14 Gramm Protein in der zweiten
Chromatographie. Auch in diesen Schritten der Aufreinigung sind also deutliche
Mengen an Protein Uber unspezifische Wechselwirkungen verloren gegangen. Die
Gesamtmenge an eluierten Proteinen von der CFI-Antikorper-
Affinitdtschromatographie lag bei 0,6 Gramm. Der CFI liegt im Plasma in einer
Konzentration von 20-46 mg/l [103] vor. Da 210 ml Plasma eingesetzt wurden, betragt

die maximale Ausbeute an CFl also 4,2-9,6 mg, es sind also massive
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Proteinverunreinigungen in der Eluatfraktion zu erwarten, diese wurden jedoch hier

nicht weiter untersucht.

Tabelle 3.1: Reinigungstabelle des CFI aus Plasma. Angegeben sind jeweils die
Proteinkonzentration, das Volumen der Probe sowie die sich daraus ergebende
Gesamtproteinmenge. Folgende Proben sind aufgetragen: 1 Plasma-Pool; 2 Durchfluss Lysin-
Sepharose nach Umpufferung; 3 Durchfluss der Antikorper-Affinitditschromatographie mit
unspezifischem Antikdrper; 4 Durchfluss der CFI-Antikorper-Affinitatschromatographie (erster
Probenauftrag); 5  Durchfluss der  CFl-Antikdrper-Affinitdtschromatographie  (zweiter
Probenauftrag); 6 Eluat der CFI-Antikdrper-Affinitatschromatographie (erster Probenauftrag); 7

Eluat der CFI-Antikorper-Affinitdtschromatographie (zweiter Probenauftrag).

Probe Konzentration [mg/ml] Volumen [ml] Gegsamtprot einmenge [mg]

1 69,45 210 14585,47
2 47,21 270 12746,08
3 51,48 260 13384,25
4 42,58 260 11070,23
5 38,46 260 9999,08
6 0,09 5 0,46

7 0,14 1 0,14
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3.1.2 Nachweis der proteolytischen Aktivitdten der Komplementfaktor |-

haltigen Fraktion aus humanem Plasma

Das Eluat der CFI-Antikorper-Affinitatschromatographie wurde auf C3b-abbauende
und Urotensin-Il-generierende Aktivitat getestet.

9 10

2 3 4 5 6 7 8
S — s — 0'-Untereinheit

1
T
S e v s  w — (-Untereinheit

— — al-Spaltprodukt

Abbildung 3.2 Nachweis der C3b-abbauenden Aktivitat der Proteine der CFI-Frakt ion aus der
Antikorper-Affinititschromatographie nach Reinigung aus Plasma. Western Blot mit
polyclonalem Anti-C3-Erstantikdrper aus Ziege und einem AP-konjugierten Zweitantikrper aus
Kaninchen. Probenauftrag: 1 C3b, 2 kommerziell erworbener CFI, 3 Faktor H (FH), 4 C3b +
kommerziell erworbener CFI, 5 C3b + FH, 6 C3b + kommerziell erworbener CFl + FH, 7 CFI-
Fraktion, 8 C3b + CFI-Fraktion, 9 CFI-Fraktion + FH, 10 C3b + CFI-Fraktion + FH. Aufgetragen

wurde ein Volumen von 15 pl je Inkubationsansatz.

Der Nachweis der C3b-abbauenden Aktivitat erfolgte nach der Vorschrift von
Kavanagh et al. [93] Hierbei wird das Substrat, die Komplementkomponente C3b, mit
CFI bzw. der CFl-haltigen Fraktion sowie dem Cofaktor, Faktor H, bei 37 < inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Proteine uber eine Polyacrylamid-Gelektrophorese
(PAGE) aufgetrennt und C3b und seine Abbauprodukte per Immunoblotting mit einem
polyclonalen a-C3b-Antikdrper nachgewiesen. Abbildung 3.2 zeigt das Ergebnis eines
solchen Nachweises. In Spur 1l wurde das Substrat C3b allein aufgetragen. C3b
besteht aus zwei Untereinheiten, der a’- sowie der 3-Untereinheit, welche durch eine
Disulfidbriicke kovalent verbunden sind. Durch die Reduktion der Disulfidbriicke nach
Zugabe des PAGE-Probenpuffers entstehen die beiden charakteristischen Banden bei
104 kDa (a’-Untereinheit) sowie 71 kDa (B-Untereinheit, vgl. Abbildung 3.2, Spur 1).
Da ein polyclonaler Antikdrper verwendet wurde, sind beide Untereinheiten auf dem
Western Blot zu erkennen. Die a’-Untereinheit des C3b wird durch den CFI in

Anwesenheit des Faktor H gespalten, wodurch das Fragment al entsteht, das im
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Western Blot bei einer Hohe von etwa 43 kDa sichtbar ist (vgl. Abbildung 3.2, Spur 6).
Der CFI und der Faktor H zeigten im Western Blot leichte Banden auf Hohe der a’-
und der B-Untereinheit (Spur 2 und 3), welche vermutlich durch Verunreinigungen der
Fraktionen mit C3b wahrend der Reinigung dieser kommerziell erworbenen Enzyme
entstanden. Durch alleinige Inkubation des CFI oder des Faktor H mit dem C3b
entstand kein Abbauprodukt (Spur 4 und 5), da der Faktor H selbst keine
proteolytische Aktivitat besitzt und der CFl ohne Cofaktor nicht in der Lage ist, das
Substrat umzusetzen [104]. Die Eluatfraktion der CFI-Antikorper-Chromatographie
zeigte ebenfalls leichte C3b-Verunreinigungen (Spur 7), jedoch weder bei alleiniger
Inkubation mit dem Substrat C3b (Spur 8) noch dem Faktor H (Spur 9) eine
erkennbare Bande auf Hohe des al-Spaltprodukts. Lediglich bei Inkubation der CFI-
haltigen Fraktion mit dem Substrat und dem Cofaktor Faktor H entsteht auch hier die
typische Bande des Abbauprodukts. Es konnte mit diesem Assay gezeigt werden,

dass die Eluatfraktion spezifische C3b-abbauende Aktivitat aufweist.

Die Fraktion wurde anschlieBend mit dem Massenspektrometrie-unterstitzten Enzym
Assay (MES)-Assay auf Urotensin-ll-generierende Aktivitdt getestet. Die Fraktion
wurde hierfur an CNBr-aktivierte Sepharosebeads immobilisiert und mit einem 20
Aminosauren langen Peptidsubstrat inkubiert. Dieses Peptid besteht aus der Sequenz
der 20 C-terminalen Aminosauren des Urotensin-Vorlauferproteins und ist damit ein
um einige Aminosauren verlangertes Urotensin-1l, das nachfolgend als Ull_105-124
bezeichnet wird (Sequenz: RIWKPYKKRETPDCFWKYCV). Nach definierten
Inkubationszeiten erfolgten die Abnahme von Aliquots und die Messung des
Reaktionsprodukts mit der Selected-Reaction Monitoring (SRM) Elektrospray-
lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS-SRM).

Das Ergebnis der SRM-Messung nach 24 und 72 Stunden Inkubationszeit ist in
Abbildung 3.3 dargestellt. Abgebildet sind die Flacheninhalte der Signale des
Urotensin-Il (Ull) in den SRM-Chromatogrammen. Die Abbildung zeigt, dass das
SRM-Signal fur Ull in der CFl-haltigen Fraktion deutlich gro3er war als in der
Negativkontrolle, bei der das Substrat mit Glycin-derivatisierten
Chromatographiepartikeln ohne immobilisiertes Protein inkubiert wurde. Zudem ist ein

Anstieg des Signals mit zunehmender Inkubationszeit zu erkennen.
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Abbildung 3.3 Signalintensitat von Ull in den SRM-Chromatogrammen nach Inkubation

immobilisierter Proteine der CFI-Fraktion aus der A  ntikorper-Affinitditschromatographie
nach Reinigung aus Plasma. Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel
ohne immobilisiertes Protein. Die Inkubation erfolgte mit einer 10" M Ull_105-124-L6sung, die

Messung des Reaktionsprodukts erfolgte nach definierten Inkubationszeiten mit ESI-IT-SRM.

3.1.3 Reinigung des Komplementfaktor | aus der huma nen Cohn-Fraktion
V-4

Die Reinigung von groleren Mengen des CFI aus humanem Plasma ist
problematisch, da grof3e Mengen an Blut bzw. Plasma verwendet werden missen, um
ausreichende Mengen an Zielprotein zu erhalten. Aus vorangegangenen
Untersuchungen war bekannt, dass die humane Cohn-Fraktion IV-4 den CFI enthalt
[25, 105]. Bei den Cohn-Fraktionen handelt es sich um Plasmaprotein-Fraktionen, die
nach dem Verfahren von Edward J. Cohn und Mitarbeitern durch Ausfallung der
Proteine am isoelektrischen Punkt bei gleichzeitiger Verringerung der Loslichkeit
durch Alkoholzusatz hergestellt werden [106]. So enthalt beispielsweise die
Fraktion 1V Proteine, die bei steigenden Ethanol-Konzentrationen von 18 bis 40 % und

einem pH-Gradienten von 5,2 bis 5,8 prazipitieren.
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Abbildung 3.4: UCE-Aktivitat der immobilisierten Pr oteine der Cohn-Fraktion IV-4.
Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die
Inkubation erfolgte mit einer 10° M UIll_105-124-Lésung, die Messung der Reaktionsprodukte
erfolgte nach definierten Inkubationszeiten mit MALDI-TOF-MS.

Vor Beginn der Reinigung des CFl aus der Cohn-Fraktion wurde diese mit einem
MES-Assay auf ihre Urotensin-ll-generierende Aktivitat getestet. Die abgenommenen
Aliquots aus der Reaktionslosung wurden direkt auf den MALDI-Probenteller
aufgetragen, auf welchem bereits die MALDI-Matrix 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)
vorgespottet und getrocknet war. Die Messung erfolgte an einem MALDI-TOF-
Massenspektrometer, das Ergebnis ist in Abbildung 3.4 zu sehen. Zu Beginn der
Inkubation (Zeitpunkt t=0 h) war das Signal bei m/z = 2645 das einzige Signal mit
signifikanter Signalintensitat. Es handelt sich hierbei um das Substrat Ull_105-124.
Nach einer Stunde Inkubation entstanden im Inkubationsansatz der immobilisierten

Proteine der Cohn-Fraktion viele weitere Peaks, darunter auch der des Urotensin-II
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(Ull_114-124 bei m/z = 1389), der des UlI+R (Ull_113-124 bei m/z=1545) sowie der
des UII+KR (Ull_112-124 bei m/z = 1673). Es handelt sich dabei um die jeweils N-
terminal um eine Aminosdure verlangerten Urotensin-Peptide. Alle weiteren
prominenten Signale, die im Inkubationsansatz der immobilisierten Proteine
vorhanden waren, entstanden auch in der Negativkontrolle, sodass es sich hierbei um
Produkte unspezifischer Reaktionen handelt, die von den Chromatographiematerialien
katalysiert werden.

6-10°—

Leitfahigkeit

108 50 mS/cm
O T T T T
0 100 200 300 400
5.103 —

UV,00 nm [MAU]

2:10° —

1
300

Retentionszeit [min]

Abbildung 3.5: Chromatogramme der Aufreinigung des CFI aus der Cohn-Fraktion 1V-4. A:
Chromatogramm der Antikdrper-Affinitatschromatographie mit unspezifischem Antikorper, B:
Chromatogramm der CFIl-Antikdrper-Affinitatschromatographie (erster Probenauftrag). Die
gestrichelte Linie gibt jeweils den Verlauf der Leitfahigkeit an, der Beginn der Elution ist durch den

gestrichelten Pfeil gekennzeichnet.
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Da in der Cohn-Fraktion IV-4 die Proteine Plasmin und Plasminogen bereits
abgereichert sind [25, 105], entfiel bei der Reinigung des CFl aus dieser Fraktion der
erste chromatographische Schritt, die Lysin-Sepharose-Saule. Stattdessen wurde die
Aufreinigung direkt mit der Saule mit Antikdrpern (IgG) aus Kaninchenserum
begonnen (Abbildung 3.5 A). Es folgte wie zuvor die Anreicherung des CFI Uber eine
CFl-Affinitatschromatographie mit dem an Sepharosebeads immobilisierten a-CFlI-
Antikorper (Abbildung 3.5 B). Der Durchfluss wurde erneut aufgefangen und ein
zweites Mal Uber die CFI-Affinitaitschromatographie chromatographiert, um eventuell
beim ersten Probenauftrag nicht gebundenen CFI in dieser zweiten Chromatographie

anzureichern (Chromatogramm siehe Anhang).

CFlI Eluatfraktionen

A

- 1 2 3 4 5
50 kDa — —
37 kDa — —
L3
25 kDa —

Abbildung 3.6: Western Blot-Analyse des CFI in den Eluat-Fraktionen nach Reinigung aus

der Cohn-Fraktion V-4 mit der CFI-Antikérper-Affin  itdtschromatographie. Aufgetragen sind 5
png kommerziell erworbenes CFI sowie je 15 pl der Eluatfraktionen 1 bis 5 aus der CFI-Antikdrper-
Affinititschromatographie (erster Probenauftrag), detektiert wurde mit einem polyclonalen anti-CFI-

Erstantikérper aus Schaf und einem AP-konjugierten Zweitantikérper aus Kaninchen.

Die Eluatfraktionen wurden zum Nachweis von CFI mit einem Immunoblot analysiert
(Abbildung 3.6). Neben dem kommerziell erworbenen CFI als Kontrolle sind die
Eluatfraktionen 1 bis 4 aufgetragen. Der CFIl besteht aus zwei Untereinheiten, einer
kleinen (27 kDa) und einer grof3en (35 kDa) Untereinheit. Die beiden Untereinheiten
laufen jedoch auf der PAGE bei etwa 37 und 50 kDa (vgl. kommerzielle CFI-Fraktion).
Der Grund hierfir ist die starke Glykosylierung, beide Untereinheiten enthalten je drei

Glykosylierungssites, welche vermutlich komplett glykosiliert vorliegen [84]. Die
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Fraktionen eins bis vier zeigten auf dem Western Blot die typischen Banden des CFl
in abnehmender Konzentration. Die funfte Eluatfraktion enthielt keine nachweisbaren
Mengen des CFIl. Die Fraktionen eins bis vier sowie die CFI-haltigen Eluatfraktionen
des zweiten Probenauftrags wurden daraufhin gepoolt und fir die weiterfihrenden
Versuche verwendet. Eine Bestimmung der Gesamtproteinmenge ergab eine
Proteinmenge von 0,81 mg. Fur die Reinigung eingesetzt wurden funf Gramm

lyophilisierte Proteine der Cohn-Fraktion.

Zur Ermittlung der Gesamtproteinmenge in den Eluaten der CFI-Antikorper-
Affinitdtschromatographie wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Es ergab sich
eine Konzentration von 0,37 mg/ml bei einem Probenvolumen von 2,2 ml. Das

entspricht einer Gesamtproteinmenge von 0,81 mg.

3.1.4 Nachweis der proteolytischen Aktivitaten der Komplementfaktor |-

haltigen Fraktion aus der humanen Cohn-Fraktion IV- 4

Der Nachweis der proteolytischen Aktivitdten der CFl-haltigen Fraktion aus der
Reinigung aus der Cohn-Fraktion erfolgte zunachst Uber einen Fluoreszenz-Assay
nach Tsiftsoglou und Sim [80]. Die CFl-Fraktion wurde hier mit dem
Fluoreszenzsubstrat Boc-Asp(OBzl)-Pro-Arg-AMC bei 37 T inkubiert. Alle 30 Minuten
erfolgte die Fluoreszenzmessung bei einer Anregungswellenlange von 360 nm und
einer Emissionswellenlange von 465 nm. Das Ergebnis in Abbildung 3.7 zeigt einen
deutlichen Anstieg der Emission bei 465 nm in der Eluatfraktion der CFI-
Affinitdtschromatographie im Vergleich mit der proteinfreien Kontrolle, was auf eine

deutliche proteolytische Aktivitat hinweist.
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Abbildung 3.7: Nachweis der proteolytischen Aktivit at der CFl-haltigen Fraktion per

Fluoreszenz-Assay. Inkubation der Eluatfraktion aus der Antikérper-Affinitatschromatographie mit
dem Fluoreszenzsubstrat Boc-Asp(OBzl)-Pro-Arg-AMC. Die Messung erfolgte alle 30 Minuten bei
einer Anregungswellenlange von 360 nm und einer Emissionswellenldnge von 465 nm. Als

Kontrolle wurde das Fluoreszenzsubstrat in proteinfreier Pufferldsung inkubiert.

Der Nachweis der Urotensin-llI-generierenden Aktivitat erfolgte mit dem MES-Assay in
Verbindung mit der Auswertung an einem MALDI-TOF-Massenspektrometer. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.8 dargestellt. Wahrend zu Beginn der Inkubationszeit
fast nur das Signal des Substrats bei m/z = 2645 im Spektrum zu sehen war,
erschienen nach 8 bzw. 24 Stunden Inkubation der immobilisierten Proteine einige
weitere Peaks, unter anderem die Signale der Peptide Urotensin-Il, der des UII+R
sowie der des UlI+KR. Es war also Urotensin-ll-generierende Aktivitat in der Fraktion

nachweisbar.
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Abbildung 3.8: Inkubation der immobilisierten Prote ine der Eluatfraktion aus der Antikorper-
Affinitdtschromatographie mit dem Ull_105-124 nach Reinigung aus der Cohn-Fraktion 1V-4.
Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die
Inkubation erfolgte mit einer 10° M Ull_105-124-L6sung, die Messung der Reaktionsprodukte
erfolgte nach definierten Inkubationszeiten mit MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB.
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Tabelle 3.2: Proteolyseprodukte der Inkubation der immobilisierten Proteine der
Eluatfraktion aus der Antikdrper-Affinitatschromato graphie mit dem UIll_105-124 nach
Reinigung aus der Cohn-Fraktion 1V-4.  Aufgetragen sind der m/z-Wert aus dem MALDI-TOF-

Spektrum sowie die dazu identifizierte Peptidsequenz.

m/z-Wert Identifizierte Sequenz Karzel Theoretische Masse [M+H]+

863,4 RIWKPY Ull_105-110 882,5
991,3 RIWKPYK Ull_105-111 990,6
1389,4 ETPDCFWKYCV (Ull) Ull_114-124 1388,6
1545,5 RETPDCFWKYCV (UlI+R) Ull_113-124 1544,7
1673,6 KRETPDCFWKYCV (UII+KR) Ull_112-124 1672,6
1802,0 KKRETPDCFWKYCV Ull_111-124 1800,6
1965,1 YKKRETPDCFWKYCV Ull_110-124 1963,9
2232,3 Unbekannt -

Es entstanden zudem weitere Peaks. Entstandene Signale, die nur im
Inkubationsansatz der immobilisierten Proteine, nicht jedoch in der Negativkontrolle
ohne immobilisiertes Protein vorhanden waren, sind in Tabelle 3.2 aufgelistet. Die
zusatzlich entstandenen Peptide sind ein Hinweis auf weitere Proteasen, die neben
dem Urotensin-generierenden Enzym die Fraktion verunreinigen. Um diese zu
identifizieren, wurden die Proteine tryptisch verdaut und anschlieRend

massenspektrometrisch analysiert.
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3.1.5 lIdentifizierung von Proteinen mit LC/MS

Die Identifizierung der Proteine der Eluatfraktionen der  Antikorper-
Affinitatschromatographie erfolgte mit Hilfe eines tryptischen Verdaus mit
anschliel3ender Flussigkeitschromatographie-(liquid chromatography, LC) gekoppelter
Massen-spektrometrie (LC-MS).

Die proteinhaltige Probe wurde dabei zundchst mit denaturierenden und
reduzierenden Reagenzien behandelt, um die dreidimensionale Struktur der Proteine
aufzulésen und Disulfidbriicken aufzubrechen. AnschlieBend erfolgte die kovalente
Modifikation der Cystein-Reste mit lodacetamid, was einer Carbamidomethylierung
der Cysteine bewirkt. Dann wurden die Proteine mit der Protease Trypsin
proteolytisch verdaut. Die entstandenen Proteolyseprodukte, die sogenannten
tryptischen Peptide, wurden uber eine Reversed-Phase-Chromatographie nach ihrer
Hydrophobizitat getrennt. Die eluierenden Peptide wurden direkt in einer ESI-
lonenquelle ionisiert und desorbiert und anschlielBend massenspektrometrisch
vermessen. Die Messung erfolgte hier an einem Chip-Cube-lonenfallen-

Massenspektrometer (Agilent Technologies).

Das Ergebnis eines solchen LC-MS-Laufs wird in Abbildung 3.9 A gezeigt. Es handelt
sich hierbei um das Totalionenstrom-Chromatogramm des LC-MS-Laufs. Als
Totalionenstrom (total ion current, TIC) bezeichnet man die Summe der Strome, die

von den lonen aller m/z-Werte im Spektrum erzeugt wird.

Informationen zur ldentifizierung der Proteine enthalt man aus dem Chromatogramm
nicht, dazu missen zundchst die MS- und MS/MS-Spektren aus dem
Chromatogramm extrahiert werden. Das m/z-Verhéltnis eines Peptids, ermittelt aus
dem MS-Spektrum, zusammen mit den Fragmenten aus den b- und y-lonenserien, die
im zugehorigen MS/MS-Spektrum identifiziert werden koénnen, ergeben die

Information Uber die ldentitat des untersuchten Peptids.
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Abbildung 3.9: LC/MS-Lauf zur lIdentifizierung der P  roteine aus der Eluatfraktion der
Antikdrper-Affinitdtschromatographie. A: TIC-Chromatogramm des LC/MS-Laufs. B: MS-
Fullscan-Spektrum zum Zeitpunkt t=17,3 min. C: MS/MS-Spektrum der Komponente mit m/z =
1046,9 aus Abbildung 3.9 B. Dargestellt sind die b-lonenserien (gestrichelte Linien) und y-
lonenserien (durchgezogene Linien) sowie die dazugehdrige identifizierte Sequenz des Peptids
EANVACLDLGFQQGADTQR (Aminosauren 149 bis 167 des CFl). Die Fragmentierung erfolgte mit
CID.

Abbildung 3.9 B und Abbildung 3.9 C zeigen das MS- und MS/MS-Spektrum eines
identifizierten Peptids. MS/MS- oder Fragment-Spektren erhalt man durch die
Fragmentierung der Peptide. Diese erfolgte durch Zufuhr eines Kollisionsgases.
Dadurch tritt eine kollisionsinduzierte Dissoziation (collision induced dissociation, CID)
der Peptide auf, welche die Entstehung von b- und y-lonenserien beginstigt [107,
108]. Die zugeordneten b- bzw. y-lonen sind in der Abbildung markiert und wurden
der Peptidsequenz zugeordnet. Das m/z-Verhéltnis eines Peptids, ermittelt aus dem

MS-Spektrum, zusammen mit den Fragmenten aus den b- und y-lonenserien, die im

57



Ergebnisse

zugehorigen MS/MS-Spektrum identifiziert werden konnen, ergeben die Information
uber die Identitat des untersuchten Peptids. Es handelt sich im dargestellten
Spektrum um das tryptische Peptid mit der Sequenz EANVACLDLGFQQGADTQR
(Aminosauren 149 bis 167 des CFIl). Die Masse dieses Peptids liegt bei 2034,9 Da.
Durch die Oxidation und Carbamidomethylierung des in diesem tryptischen Peptid
enthaltenen Cystein-Rests (Massendifferenz von +57 Da) sowie die 2-fache Ladung
ergibt sich einen m/z-Wert von 1046,9 (Abbildung 3.9 B).

Die Identifizierung der Proteine eines LC-MS-Laufs erfolgt per Datenbankabgleich
Uber die Software Mascot [98]. Das Peptid wurde mit einem Mascot-Score von 106
identifiziert. Zusatzlich wurden in dieser Fraktion 12 weitere Peptide des CFlI
identifiziert, was zu einer Sequenzabdeckung von 40 % und einem Mascot-
Proteinscore von 538 fihrte. Der Mascot-Score gibt die Wabhrscheinlichkeit der
richtigen Identifizierung an, je gré3er der Score, desto wahrscheinlicher ist die richtige
Identifizierung des Proteins. Mascot-Scores grof3er als 65 werden typischerweise als
signifikant angesehen [109THRESHOLDS, 2010 #125]. Der CFI konnte somit sicher
identifiziert werden. Die ldentifizierung des CFl mit einem so hohen Score spricht fur
eine deutliche Anreicherung des Proteins durch die Aufreinigung Uber die CFI-
Antikorper-Affinitditschromatographie.

Neben dem CFI konnten viele weitere Proteine identifiziert werden. Eine Ubersicht der
identifizierten Proteine ist in Tabelle 3.3 gegeben. Neben dem Proteinnamen ist in
dieser Tabelle der jeweils hdchste Mascot-Proteinscore angegeben, den das Protein
durch die Analyse der verschiedenen Eluatfraktionen erzielte. Bei den identifizierten
Proteinen handelt es sich um Plasmaproteine, die zum Teil als sehr abundante
Proteine zirkulieren. Dazu gehdren beispielweise Serotransferrin und Serumalbumin
[110]. Beide Proteine wurden mit einem sehr hohen Score identifiziert. Der Mascot-
Score gibt keine direkte Relation zur Proteinmenge, da sich dieser Wert aus den
Scores der identifizierten Peptide und damit sowohl aus der Anzahl der identifizierten
Peptide als auch der Qualitdt der MS/MS-Spektren zusammensetzt. Die Qualitat der
MS/MS-Spektren nimmt jedoch mit steigender Peptidkonzentration zu, sodass ein
hoher Mascot-Score zumindest als Hinweis auf eine hohe Proteinkonzentration
angesehen werden kann. Es ist also davon auszugehen, dass neben dem CFI auch
weitere Proteine in hohen Konzentrationen vorliegen. Es ist also nicht gelungen, tber

die zweistufige Reinigung eine homogene CFI-Fraktion zu erhalten.
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Tabelle 3.3:

chromatographie.

Identifizierte Proteine der Eluatfrakt

ionen aus der CFIl-Antikdrper-Affinitats-

Angegeben sind die Namen der Proteine, der MASCOT-Score, mit dem die

Proteine identifiziert wurden sowie Angaben Uber eine Protease- oder inhibitorische Aktivitat.

Identifizierte Proteine $core  Protease-/Inhibitor-A  ktivitat
Serotransferrin 995

Serum albumin 543

Complement factor | (CFI) 538 Serinprotease

Haptoglobin 511 Protease-homolog, keine enzymatische Aktivitat
Apolipoprotein A-lI 299

Haptoglobin-related protein 279 Protease-homolog, keine enzymatische Aktivitat
Alpha-1-antitrypsin 246 Protease-Inhibitor (Serinproteasen)
Ig alpha-1 chain C region 237

Ig kappa chain C region 220

Alpha-2-macroglobulin 219 Protease-Inhibitor (Serinproteasen)
Hemoglobin subunit beta 219

Ig alpha-2 chain C region 147

Ig gamma-2 chain C region 120

Ig gamma-4 chain C region 114

Clusterin 112

Vitamin D-binding protein 111

Ig gamma-3 chain C region 110

Angiotensinogen 106

Complement factor B 100 Serinprotease

Pigment epithelium-derived factor 83

Ceruloplasmin 82

Hemopexin 79

Alpha-1B-glycoprotein 78

Ig gamma-1 chain C region 78

Vitronectin 78

Antithrombin-11I 75 Protease-Inhibitor (Serinproteasen)
Ig heavy chain V-IIl region BRO 75

Ig lambda chain C regions 73

Transthyretin 73

Histidine-rich glycoprotein 70

Alpha-1-antichymotrypsin 68 Protease-Inhibitor (Serinproteasen)
Plasma kallikrein 67 Serinprotease

Complement C4-A 54

Kininogen-1 54 Protease-Inhibitor (Thiol-Proteasen)
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 | 51 Protease-Inhibitor (Serinproteasen)
Complement C3 42

Beta-2-glycoprotein 1 40
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Verunreinigungen durch begleitende Proteine sind fir die Untersuchungen der
proteolytischen Aktivitat unproblematisch, solange sie darauf keinen Einfluss nehmen.
Daher wurden die Proteine in einer Literaturrecherche auf ihre Protease- oder
inhibitorische Aktivitat hin analysiert. Die Ergebnisse sind ebenfalls in Tabelle 3.3
zusammengefasst. Tatsachlich wurden mit Haptoglobulin und dem Haptoglobulin
related Protein zwei Protease-homologe Proteine identifiziert, die jedoch keine
proteolytische Aktivitat besitzen. Des Weiteren wurden mit Alpha-1-Antitrypsin, Alpha-
2-Macroglobulin, Antithrombin-IIl, Alpha-1-Antichymotrypsin, dem Inter-alpha-Trypsin-
Inhibitor und Kininogen-1 funf Serinproteaseinhibitoren und ein Thiolproteaseinhibitor
identifiziert. Die Protease- bzw inhibitorische Aktivitaten der identifizierten Proteine
sind ebenfalls in Tabelle 3.3 angegeben. Bei allen identifizierten Proteasen (CFl,
B, Kallikrein) handelt
Serinproteasen. In der Literatur sind jeweils die fur Trypsin-&hnliche Proteasen

Komplementfaktor es sich in um stark glycosylierte
typische Schnittspezifitdten nach Arginin (CFl und Komplementfaktor B) bzw. Arginin
und Lysin (Kallikrein) beschrieben [111]. Eine Ubersicht der Eigenschaften aller
identifizierten Proteasen liefert Tabelle 3.4.

Tabelle 3.4: Ubersicht der Eigenschaften der in den Eluatfraktionen der Antikérper-

Affinitdtschromatographie identifizierten Proteasen

Protease MW Glycosylierun De-Glycosylierung ol sscegﬂiigt
ycosylierung beeinflusst Aktivitat? | [112] p[111]
6 N-Glycosylierungen .
Komplementfaktor | 63 kDa (GIcNAC) [86] nein [86] 6,49 Nach R
Komplementfaktor B 83 kDa 4 N-Glycosylierungen unbekannt 6,66 Nach R
(GIcNAcC) [113] ’
ealikrai 5 N-Glycosylierungen .
Plasma-Kallikrein 64 kDa (GIENAC) [114] nein [115] 8,57 Nach R, K
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3.2 Nachweis der proteolytischen Aktivitaten von re kombinant
exprimiertem Komplementfaktor |

Die Reinigung des CFIl aus humanem Plasma oder Plasmafraktionen wie den Cohn-
Fraktionen ist eine mogliche Quelle fir die Reinigung eines zirkulierenden
Zielproteins, gleichzeitig birgt dieser Weg jedoch das Problem der Verunreinigung
durch begleitende Proteine. Eine alternative Quelle fur Proteine liegt in der
rekombinanten Expression in vitro. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. John P. Atkinson
der Washington University School of Medicine stellte rekombinant in HEK-293T-Zellen
(Humane embryonale Nierenzellen, Human Embryonic Kidney, HEK) synthetisiertes
CFI zur Verfigung. Dabei handelte es sich neben dem CFI-Wildtyp (WT) auch um die
Mutante D501N. Bei dieser Mutante ist die Aminosaure Asparaginsaure an Position
501 des aktiven Proteins gegen die Aminosaure Asparagin ausgetauscht.
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Abbildung 3.10: Nachweis der C3b-abbauenden Aktivitat des rekombinant exprimiert en CFI
(Wildtyp und Mutante). Western Blot mit polyclonalem anti-C3-Erstantikbrper aus Ziege und
einem AP-konjugierten Zweitantikdrper aus Kaninchen. Probenauftrag: 1 C3b, 2 kommerziell
erworbenes CFl, 3 FH, 4 C3b + kommerziell erworbenes CFIl, 5 C3b + FH, 6 C3b + kommerziell
erworbenes CFl + FH, 7 CFl-Fraktion, 8 C3b + CFI-Fraktion, 9 CFI-Fraktion + FH, 10 C3b + CFI-

Fraktion + FH. Aufgetragen wurde ein Volumen von 15 pl je Inkubationsansatz.
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Die rekombinanten exprimierten CFI-Fraktionen wurden zunachst mit dem
physiologischen Substrat auf C3b-abbauende Aktivitat getestet. Das Ergebnis ist als
Western Blot in Abbildung 3.10 dargestellt. Werden der rekombinante CFl und C3b
zusammen inkubiert, wird das Substrat C3b nicht gespalten. Bei der Inkubation von
C3b mit FH und dem CFI-WT entsteht die typische Bande des al-Spaltprodukts. Bei
der Inkubation des CFI D501N mit C3b und dem FH entsteht auf dieser Hohe nur eine
sehr schwache Bande.

Das Ergebnis des Nachweises der proteolytischen CFI-Aktivitdt mit dem
Fluoreszenzsubstrat Boc-Asp(OBzl)-Pro-Arg-AMC ist in Abbildung 3.11 gezeigt.
Sowohl der CFI-WT als auch die Mutante D501N zeigen einen deutlichen Anstieg der
Emission bei 465 nm. Beide Proteine waren demnach in der Lage, das kurze
Fluoreszenzsubstrat zu spalten, die proteolytischen Aktivitdten unterschieden sich

hierbei kaum.

1,5-104 O

+
1,0.10% - Ak
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T
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A CHIWT + CFI D501IN
Abbildung 3.11 Nachweis der proteolytischen Aktivit at der CFI-WT und der Mutante D501N
per Fluoreszenz-Assay. Inkubation des CFI-WT und der CFI-Mutante D501N mit dem

Fluoreszenzsubstrat Boc-Asp(OBzl)-Pro-Arg-AMC. Die Messung erfolgte alle 30 Minuten bei einer

Anregungswellenldnge von 360 nm und einer Emissionswellenlange von 465 nm.
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Die Urotensin-ll-generierende Aktivitat wurde durch Inkubation der CFI-Fraktionen mit
dem UCE-S getestet. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der C3b-abbauenden
Aktivitaten mit dem C3b-Peptidsubstrat C3b-S. Aufgrund der geringen Proteinmengen
erfolgten die Inkubationen in Losung, die Proteine wurden nicht immobilisiert. Nach
Abnahme von Aliquots zu definierten Inkubationszeiten erfolgte die Messung des
Reaktionsprodukts (Urotensin-Il bzw. C3b-R) mit ESI-IT-SRM.

Das Ergebnis dieser Messungen nach 24 Stunden Reaktionszeit ist in Abbildung 3.12
dargestellt. Es wird ersichtlich, dass die CFI-Mutante sowohl in der C3b-abbauenden,
als auch in der Urotensin-ll-generierenden Aktivitat gegeniiber dem CFI-WT deutlich
reduzierte proteolytische Aktivitdt aufwies. Die Mutante war jedoch nicht vollsténdig
inaktiv, in den Inkubationen wurde sowohl C3b-R als auch Urotensin-Il gebildet.

1,0-10°1

5,0-10°

Relative Intensitat

WT D501N WT D501N

Abbildung 3.12: Signalintensitaten von C3b-R und Ul | nach Inkubation der Proteine der CFlI-
Fraktion aus der Antikodrper-Affinitatschromatograph ie nach Reinigung aus Plasma. Die
Inkubation erfolgte mit einer 10* M C3b-S- bzw. Ull_105-124-Lésung, die Messung der
Reaktionsprodukte erfolgte nach 24 Stunden Inkubationszeit mit ESI-IT-SRM.
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3.3 Nachweis proteolytischer  Aktivitaten in  humanen
Plasmaproben

Bei verschiedenen Krankheiten wurden erhdhte Urotensin-lI-Plasmalevel
beschrieben. Diese erhohten Level kénnten ein Hinweis auf eine erhohte UCE-
Aktivitdat und damit auch einer erhohten CFI-Aktivitat sein. Plasmaproben
ausgewahlter Patientengruppen wurden daher mit MES-Assays auf ihre proteolytische
Aktivitat getestet.

3.3.1 Nachweis von Urotensin-ll-generierender und C 3b-abbauender

Aktivitat im Plasma Dialysepflichtiger Patienten

Die Hamodialyse fuhrt durch Bioinkompatibiltdt zu einer Aktivierung des
Komplementsystems [116] und somit mdglicherweise auch zu einer Aktivierung des
CFI, welche sich in einem Anstieg der Ull-generierenden und C3b-abbauenden
Aktivitdt auf3ern muisste. Um diese These zu uberprifen, wurden die Ull-
generierenden und C3b-abbauenden Aktivitaten im Plasma dialysepflichtiger
Patienten vor und nach Dialyse getestet. Dazu wurde diesen Patienten (bezeichnet
als 1 bis 9) vor Beginn sowie 4 Stunden nach Beginn der Dialyse Blut entnommen.
Die Plasmaproteine dieser Proben wurden immobilisiert und mit den Substraten
Ull_105-124 bzw. C3b-S inkubiert. Die Messung der Reaktionsprodukte Ull und C3b-
R erfolgte mit ESI-IT-SRM.
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Abbildung 3.13: Signalintensitditen von Ull nach Ink ubation von immobilisierten
Plasmaproteinen dialysepflichtiger Patienten vor (V ) und nach (N) Dialyse. Die
immobilisierten Plasmaproteine wurden mit einer 10* M Ull_105-124-Lésung inkubiert, die
Messung des Reaktionsprodukts Urotensin-1l erfolgte nach 24 Stunden Inkubationszeit mit ESI-IT-
SRM.

Das Ergebnis der Messung der UCE-Aktivitat wird in Abbildung 3.13 gezeigt. Bei acht
der neun untersuchten Patienten war die Signalintensitat von Ull vor der Dialyse (V)
niedriger als nach der Dialyse (N). Lediglich die Proben des neunten Patienten
unterschieden sich kaum, die Signalintensitaten von Ull waren in beiden Inkubationen
(V und N) deutlich niedriger als bei den anderen acht Patienten. Der P-Wert, der eine
Aussage Uber die Signifikanz des Unterschiedes zwischen den Wertepaaren V und N
treffen soll, liegt bei 0,0475. Ein P-Wert von 0,05 gilt Schwellenwert fir Signifikanz.

Der Unterschied zwischen den beiden Probengruppen ist also statistisch signifikant.
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Abbildung 3.14: Signalintensititen von C3b-R nach | nkubation von immobilisierten

Plasmaproteinen dialysepflichtiger Patienten vor (V ) und nach (N) Dialyse. Die
immobilisierten Plasmaproteine wurden mit einer 10 M C3b-S-Losung inkubiert, die Messung des
Reaktionsprodukts C3b-R erfolgte nach 6 Stunden Inkubationszeit mit ESI-IT-SRM.

Abbildung 3.14 zeigt das Ergebnis der Messung der C3b-abbauenden Aktivitat der
Plasmaproteine der dialysepflichtigen Patienten. Die Signalintensitat des C3b-R war
bei acht der neun Patienten vor der Dialyse hoher als nach der Dialyse. Lediglich ein
Patient (Patient 8) wies vor der Dialyse niedrigere C3b-abbauende Aktivitat auf als
nach der Dialyse. Der P-Wert zwischen den Werten der Patientengruppen V und N
lag hier bei 0,0515. Der Unterschied ist also nicht statistisch relevant, es lassen sich

lediglich Trends ablesen.
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3.3.2 Nachweis von Urotensin-ll-generierender Aktiv itat im Plasma von

Patienten mit diabetischer Nephropathie

Eine weitere getestete Patientengruppe ist die der Patienten mit diabetischer
Nephropathie. Hierbei wurden die Plasmaproben von neun Patienten mit dieser
Erkrankung auf ihre UCE-Aktivitat getestet. Dazu erfolgte die Messung einer Probe
eines gesunden Probanden. Die Messung des Reaktionsprodukts Ull erfolgte mit ESI-
IT-SRM, die Ergebnisse der Messung nach 24 Stunden Inkubationszeit sind in
Abbildung 3.15 gezeigt. Die Signalintensitaten von Ull waren bei allen neun
Patientenproben (1-9) deutlich héher als bei der gesunden Kontrollprobe (10).
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Abbildung 3.15: Signalintensitdten von Ull nach Ink ubation von immobilisierten

Plasmaproteinen von Patienten mit diabetischer Neph ropathie. Die immobilisierten
Plasmaproteine wurden mit einer 10 M Ull_105-124-L6sung inkubiert, die Messung des
Reaktionsprodukts  Urotensin-Il  erfolgte nach 24 Stunden Inkubationszeit mit einer
Dreifachmessung mit ESI-IT-SRM. Referenz (10): immobilisierte Plasmaproteine eines gesunden
Probanden. Negativkontrolle  (11): Glycin-derivatisierte ~ Chromatographiepartikel  ohne

immobilisiertes Protein.
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3.4 Nachweis der Urotensin-ll-generierenden Aktivit at im
Plasma von Komplementfaktor I-defizienten Patienten

In der Literatur sind verschiedene Mutationen des CFI beschrieben [94, 117, 118], die
mit einem Verlust der proteolytischen Aktivitat einhergehen kénnen oder dazu fuhren,
dass CFI nicht mehr sezerniert wird. Beides resultiert in einem erhdhten Umsatz von
C3 zu C3b im Plasma dieser Patienten.

Das Plasma von acht CFl-defizienten Probanden wurde auf UCE-Aktivitat getestet.
Tabelle 3.5 liefert eine Ubersicht der Mutationen der untersuchten Patienten sowie der

physiologischen Konsequenzen dieser Mutationen.
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Abbildung 3.16: Signalintensitdten von Ull nach Ink ubation von immobilisierten

Plasmaproteinen von Patienten (Patient 1-8) mit Mut  ationen im CFI-Gen. Die immobilisierten
Plasmaproteine wurden mit einer 10 M Ull_105-124-L8sung inkubiert, die Dreifachmessung des
Reaktionsprodukts Urotensin-ll erfolgte nach 20 Stunden Inkubationszeit mit ESI-IT-SRM.
Referenz (9): immobilisierte Plasmaproteine eines gesunden Probanden. Negativkontrolle (K):

Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein.
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Zum Nachweis der UCE-Aktivitdten im Plasma der CFI-defizienten Patienten wurden
Plasmaproteine dieser Proben immobilisiert und mit dem Substrat Ull_105-124
inkubiert. Die Messung des Reaktionsprodukts Ull erfolgte mit ESI-IT-SRM. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.16 dargestellt. In den Fraktionen der Inkubation der
Plasmaproteine aller CFl-defizienten Patienten (Balken 1 bis 8) entstehen hohe SRM-
Signale fur Urotensin-ll, die auf eine deutliche UCE-Aktivitdt hinweisen. Die
Signalintensitat von Urotensin-Il in der Inkubation der Plasmaproteine der gesunden

Kontrolle (Balken 9) liegt im unteren Bereich der gemessenen Intensitaten.

Zusatzlich wurde die Konzentration von Ull im Plasma dieser Probanden bestimmt.
Die Messung wurde freundlicherweise von Prof. Leong Ng von der Universitat
Leicester durchgefuhrt. Das Plasma wurde dabei Uber eine
GroRRenausschlusschromatographie fraktioniert und in den Fraktionen anschlie3end
Ull Gber einen RIA quantifiziert [50]. Neben Ull kénnen dabei auch langere Ull-
Fragmente (Ullc) quantifiziert werden (vgl. Tabelle 3.5). Die Ull-Konzentration des
Probanden 8 konnte aufgrund einer zu geringen Menge an Plasma nicht bestimmt

werden.
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Tabelle 3.5: Ubersicht der CFl-defizienten Patiente n [87, 94, 119]. Angegeben sind die Patientennummern von 1 bis 9
entsprechend der Nummerierung aus Abbildung 3.16, eventuelle Verwandschaftsverhaltnisse/sonstige Bemerkungen, bekannte
Erkrankungen im Zusammenhang mit der CFI-Defizienz, die Plasmalevel von CFl und C3 soweit bekannt, von Ull und Ullc (bestimmt
mit RIA) sowie den Ort der Mutation. *: Polymorphismus; **: Referenzbereich CFI: 38-58 mg/ml; ***Referenzbereich C3: 730-
1400 mg/ml

Physiologische Plasmalevel CFl und C3 [mg/ml] L
Nr. | Bemerkung Effekte und Ull und Ullc [fmol/ml] Mutation in
CFI** C3#x* ull Ullc Nukleotid AS Domane
bakterielle Meningitis,
1 Schwester von 2 und 3 Pneumokokken- 9,56 2,86
Infektion ) Intron 7/
Nicht C.804G>A* LDLr2
nach- N
. - : Niedrig
2 Bruder von 1 und 3 lymphoide Meningitis | weis- 1,96 0
bar C.772G>A S268S Exon 5 fehlt /
LDLr1
3 | Brudervon 1 und 2 Eitrige Otitis 2,20 0
4 | Schwester von 5 bakterielle Meningitis | Nicht 4,18 0
q,\mmm_ Niedrig c.739T>G | C247G Exon 5/LDLrl
5 Schwester von 4 Symptomfrei bar 7,55 0
HUS,
6 wiederkehrende 29,2 870 0,47 0
Infektionen C.463G>A | W145Stop | CD-5
7 | Vatervon 6 Symptomfrei 33,7 1400 16,71 | O
8 HUS 29 0,3 - - €.893delC C293 LDLr2
9 Gesunde Kontrolle Symptomfrei 8,47 0
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3.5 Untersuchung der Prozessierung des Urotensin-ll -
Vorlauferpeptids

Das aktive Peptidhormon Urotensin-Il besteht aus den 11 C-terminal-standigen
Aminosauren des 124 Aminosauren langen Transkripts des UTS-Gens. Es ist eine N-
terminale Sequenz von 20 Aminosduren Lange annotiert, welche als Signalsequenz
abgespalten wird [18]. Das verbleibende Vorlauferpeptid hat eine Lange von
104 Aminosauren, welches nachfolgend als Ull_21-124 bezeichnet wird. Uber eine
weitere Prozessierung dieses Vorlaufers lagen bisher keine Ergebnisse vor, so dass
nicht bekannt war, ob Ull direkt aus dem Vorlaufer-Peptid gespalten wird oder ob es
weitere inaktive Zwischenstufen gibt. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde
das Ull_21-124 mit immobilisierten Plasmaproteinen inkubiert, zu definierten
Inkubationszeiten Aliquots abgenommen und diese mit der MALDI-TOF-MS

analysiert.

Das 104 Aminoséduren lange Substrat hat eine Grof3e von rund 12 kDa. Fir Peptide,
die kleiner als etwa 5 kDa sind, ist die Messung im Reflektor-Modus des verwendeten
MALDI-TOF-MS sehr gut geeignet. Durch den Reflektor wird die Auflosung stark
erhoht, sie ist jedoch fur den groReren Massenbereich oftmals nicht geeignet. Fir den
Bereich ab 4,5 kDa wurde daher im linearen Modus gemessen, um gute Signale zu

erhalten.

Die Massenspektren der Messungen der Aliquots nach 2 bzw. 20 Stunden
Inkubationszeit im GroRenbereich von 4,5 bis 13 kDa sind in Abbildung 3.17
dargestellt. Es konnten in diesem Grof3enbereich nur zwei Signale identifiziert werden,
die nicht auf das Substrat oder unspezifische Peaks, die auch in der Kontrolle
vorkommen, zurtckzufihren sind. Bei den Signalen des Substrats handelt es um den
Peak des einfach geladenen lons bei 12060 kDa und des zweifach geladenen bei
rund 6030 kDa. Die beiden zusatzlich gemessenen Signale und die zugeordneten
Sequenzen sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Durch die niedrige Auflésung sind
die Massenabweichungen recht grof3, wie beispielsweise in den Abweichungen der
Massen des Substratpeaks zwischen der Inkubation mit Plasmaproteinen und der
Negativkontrolle (Abbildung 3.17) ersichtlich wird. Diese Abweichungen erschweren

die ldentifizierung der Signale.
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Abbildung 3.17: Inkubation immobilisierter Plasmapr oteine mit dem UIll_21-124. Die
Inkubation erfolgte mit 5.10" M Substratlésung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte nach
definierten Inkubationszeiten mit MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB, abgebildet ist die Messung
fur den GroRenbereich von 4500 bis 13000 Da. Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte
Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Identifizierte Peptide sind in Tabelle 3.6

zusammengefasst.
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Tabelle 3.6: Ergebnisse der Inkubation immobilisier  ter Plasmaproteine mit dem Ull_21-124

nach 2 Stunden Inkubationszeit. Aufgetragen sind Signale, die im Massenspektrum der
Inkubation von Plasmaproteinen mit dem Substrat deutlich unterschiedlich waren im Vergleich zur
Kontrolle. Es ist der gemessene m/z-Wert angegeben, dazu die Sequenzen der Peptide, die diesen

m/z-Werten zugeordnet werden konnten und die theoretische Masse dieser Peptide.

Gemessenes Mogliche Sequenz Kirzel Theoret.
m/z Masse

GAERGDILRKADSSTNIFNPRGNLRKFQDFSGQDPNI

LLSHLLA Ull_61-104 4881,6

4880

ILRKADSSTNIFNPRGNLRKFQDFSGQDPNILLSHLLA

RIWK UIl_67-108 4880,5

ISFQLSAPHEDARLTPEELERASLLQILPEMLGAERGD
9186 ILRKADSSTNIFNPRGNLRKFQDFSGQDPNILLSHLLA | UII_29-109 9188
RIWKP

Die Massenspektren der Messungen der Aliquots nach 2 bzw. 20 Stunden
Inkubationszeit im GroRenbereich bis 4,5 kDa sind in Abbildung 3.18 dargestellt.
Sowohl in den Spektren der Inkubation der immobilisierten Plasmaproteine als auch in
den proteinfreien Kontrollproben sind zu beiden Inkubationszeiten viele Signale zu
erkennen. Zur Auswertung wurden lediglich jene Signale herangezogen, die
ausschlie3lich in den Spektren der Inkubation der immobilisierten Plasmaproteine
vorhanden waren oder zumindest deutlich hhere Signalintensitaten aufwiesen als in
der Kontrollprobe. Signale, die mit signifikanten Intensitaten auch in der Kontrollprobe
gemessen werden konnten, gehen nicht auf die proteolytische Aktivitat der
Plasmaproteine zuriick und wurden daher nicht in die Auswertung einbezogen. Die
m/z-Werte dieser Signale wurden mit den Massen aller theoretisch mdglichen
Reaktionsprodukte verglichen, um den Signalen Peptidsequenzen zuordnen zu
konnen. Die identifizierten Peptide sind in Tabelle 3.7 fur den Inkubationszeitpunkt
t=2 Stunden und Tabelle 3.8 fir den Inkubationspunkt t=20 Stunden aufgelistet. Die
vollsténdige Liste aller m/z-Werte befindet sich im Anhang dieser Arbeit.
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Abbildung 3.18: Inkubation immobilisierter Plasmapr oteine mit dem UIll_21-124. Die
Inkubation erfolgte mit 5-10™ M Substratldsung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte nach
definierten Inkubationszeiten mit MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB, abgebildet ist die Messung
fur den Gr6Renbereich von 1000 bis 4500 Da. Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte
Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Identifizierte Peptide sind in Tabelle 3.7 und

Tabelle 3.8 zusammengefasst.

Nach zwei Stunden Inkubation konnten zwei Peptide identifiziert werden. Dabei
handelt es sich einerseits um das Peptid mit der Sequenz DSREISFQLSAPHEDAR,
das aus den Aminosauren 5 bis 21 des Urotensin-Vorlaufers besteht. Das zweite
identifizierte Peptid besteht aus den letzten 30 Aminoséuren des C-terminalen Teils
des Peptids (Aminosauren 95 bis 124).
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Tabelle 3.7: Ergebnisse der Inkubation immobilisier  ter Plasmaproteine mit dem Ull_21-124

nach 2 Stunden Inkubationszeit. Aufgetragen sind Signale, die im Massenspektrum der
Inkubation von Plasmaproteinen mit dem Substrat deutlich unterschiedlich waren im Vergleich zur
Kontrolle. Es ist der gemessene m/z-Wert angegeben, dazu die Sequenzen der Peptide, die diesen
m/z-Werten zugeordnet werden konnten und die theoretische Masse dieser Peptide. Eine

vollstandige Liste aller Peaks befindet sich im Anhang.

Gemessenes Mogliche Sequenz Kirzel Theoret.
m/z Masse
1956,8 DSREISFQLSAPHEDAR uUll_25-41 1956,9
3717,4 PNILLSHLLARIWKPYKKRETPDCFWKYCV Ull_95-124 3717,0

Tabelle 3.8: Ergebnisse der Inkubation immobilisier  ter Plasmaproteine mit dem Ull_21-124

nach 20 Stunden Inkubationszeit.  Der Inhalt dieser Tabelle entspricht dem von Tabelle 3.7.

Gemessenes Mogliche Sequenz Kurzel Theoret,
m/z Masse
1770,7 PNILLSHLLARIWKP Ull_95-109 1770,1
1956,8 DSREISFQLSAPHEDAR Ull_25-41 1956,9
2828,0 QLSAPHEDARLTPEELERASLLQIL Ull_32-56 28285
3222,2 LLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERA Ull_23-50 3221,6
GAERGDILRKADSSTNIFNPRGNLRKFQDF Ull_61-90 3421.8

3422,2 LLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASL Ull_23-52 3421,7
LDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASLL Ull_24-53 3421,7

3518.2 LPLLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERAS Ull_21-51 3518,8
PLLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASL Ull_22-52 3518,8
LPLLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASL Ull_21-52 3631,9

3632.2 PLLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASLL Ull_22-53 3631,9
DARLTPEELERASLLQILPEMLGAERGDILRK Ull_39-70 3632,0
RLTPEELERASLLQILPEMLGAERGDILRKAD Ull_41-72 3632,0

3876,4 RGDILRKADSSTNIFNPRGNLRKFQDFSGQDPNI Ull_64-97 3876,0
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Nach 20 Stunden Inkubationszeit entstanden eine Reihe weiterer Peptide, die meisten
davon waren Peptide, die einen Teil der Sequenz der ersten 33 Aminosduren des
Vorlaufer-Peptids beinhalten, also Abbauprodukte des Peptids mit der N-terminalen
Sequenz LPLLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASLL. Zudem entstanden einige
weitere Peptide, darunter auch das Peptid mit der Sequenz PNILLSHLLARIWKP, das
durch die proteolytische Spaltung nach der Aminoséure an Position 94 entsteht. Diese
Spaltung fuhrt auch zu dem nach 2 Stunden Inkubationszeit beobachteten

30 Aminoséauren langen Peptid.

Um diese proteolytische Reaktion genauer zu untersuchen, wurde ein Peptid
synthetisiert, welches die Schnittstelle zwischen den Aminoséuren 94 und 95 enthalt.
Es handelte sich hierbei um ein 21 Aminosauren langes Peptid mit der Sequenz
RKFQDFSGQDPNILLSHLLAR, also den Aminosauren 85-105 des Vorlaufer-Peptids.
Es wird daher nachfolgend als Ull_85-105 bezeichnet. Die proteolytische Spaltung
nach Position 94 sollte durch eine Inkubation immobilisierter Plasmaproteine mit
Ull_85-105 dberpriuft werden. Die zu definierten Reaktionszeiten abgenommenen

Aliguots wurden mit einem MALDI-TOF-Massenspektrometer analysiert.

Abbildung 3.19 zeigt das Ergebnis dieser Inkubation. Wahrend nach null Stunden nur
die Signale des Substrats, sowohl als einfach als auch als zweifach geladenes lon,
messbar waren, war der Peak des Substrats nach einer Stunde Inkubation mit den
immobilisierten Plasmaproteinen kaum noch sichtbar. Er ist nach zwei Stunden
Inkubationszeit komplett verschwunden. Es entstand ein neuer Peak mit dem m/z-
Verhaltnis von 2298, dabei handelte es sich um das Substrat verkurzt um die C-
terminale Aminoséaure Arginin. Des Weiteren waren nach einer Stunde Inkubationszeit
Signale mit den m/z-Werten von 1091 und 1228 messbar. Hierbei handelte es sich um
die Peptide RKFQDFSGQD und PNILLSHLLA, also um die Aminosauren 85-94 und
95-86 des Urotensin-Vorlauferpeptids, welche durch die proteolytische Aktivitat einer
Endoprotease entstehen. Zudem entstanden nach langeren Inkubationszeiten weitere
Peptide mit gréReren m/z-Werten als Ergebnis eines aminoterminalen Abbaus. Eine
Ubersicht der entstehenden Peptide und dem Inkubationszeitpunkt, an welchem diese

gemessen werden konnten, liefert Tabelle 3.9.
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Abbildung 3.19: Inkubation

immobilisierter Plasmapr

oteine (P) mit dem UIl_85-105.

Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die

Inkubation erfolgte mit 1-10* M Substratlésung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte nach
definierten Inkubationszeiten mit MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB.
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Tabelle 3.9: Per MALDI-TOF-Messung identifizierte P roteolyseprodukte der Inkubation von
Ull_85-105 (RKFQDFSGQDPNILLSHLLAR) mit immobilisier ten Plasma-Proteinen nach
definierten Inkubationszeiten.  Angegeben ist jeweils das Masse-Ladungs-Verhaltnis (m/z) eines
identifizierten Peptids, die dazugehoérige Sequenz sowie die durch ein x indizierte Angabe, zu

welchen Inkubationszeitpunkten das jeweilige Peptid detektiert werden konnte.

Gemessenes m/z  [Sequenz Oh 1h 2h 4h
1091,4 PNILLSHLLA X X X
1228,3 RKFQDFSGQD X X X
1740,3 DFSGQDPNILLSHLLA X X
1868,4 QDFSGQDPNILLSHLLA X X
2015,5 FODFSGQDPNILLSHLLA X X
21445 KFQDFSGQDPNILLSHLLA X X
2299,8 RKFQDFSGQDPNILLSHLLA X X X
2456,3 RKFQDFSGQDPNILLSHLLAR X X

Durch eine Inkubation der immobilisierten Proteine der Eluatfraktion der CFlI-
Antikorper-Affinitaitschromatographie mit dem 30 Aminosauren langen Ull_95-124
sollte Uberpruft werden, ob CFl in der Lage ist, auch aus diesem Substrat das Ull zu
generieren. Die Ergebnisse dieser Inkubation sind in Abbildung 3.20 gezeigt. Nach 24
Stunden Inkubationszeit entstanden dabei die drei typischen Signale fir Urotensin-II
(m/z = 1389), der des UlI+R (m/z=1545) sowie der des UII+KR (m/z = 1673). Das
Substrat war nicht mehr messbar. In der Kontrollinkubation des Substrats ohne
immobilisierte Proteine mit den derivatisierten Sepharosebeads tauchten im
Massenspektrum nur unspezifische Signale mit niedriger Signalintensitat auf. Das
Substrat war auch hier nicht mehr messbar. Die nachlassende Signalintensitat des
Substrats war jedoch nicht auf einen proteolytischen Abbau zurickzufiihren. Die
Konzentration des verwendeten Peptidsubstrats nimmt bei Inkubation dieser Art stetig
ab, was vermutlich durch elektrostatische Wechselwirkungen des Peptids mit dem

Reaktionsgefald und den Sepharosebeads verursacht wird [120].

Die CFl-haltige Fraktion war demnach in der Lage, Ull aus dem 30 Aminosauren
langen Substrat zu generieren. Dies geschah jedoch erst nach relativ langen

Inkubationszeiten.
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Abbildung 3.20: Inkubation der immobilisierten CFI- Fraktion mit Ull_95-124. Negativkontrolle:
Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die Inkubation erfolgte
mit 10 M Substratlosung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte mit MALDI-TOF-MS mit
der Matrix DHB.
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3.6 Urotensin-ll-generierende Aktivitat von Plasma-  Kallikrein

Durch tryptischen Verdau der Proteine aus den Eluatfraktionen der CFI-Antikbrper-
Affinitdtschromatographie und anschlieBender LC/MS-Messung konnten neben dem
CFI zwei weitere Proteasen in der Eluatfraktion identifiziert werden. Dabei handelte es
sich um Plasma-Kallikrein sowie den Komplementfaktor B (vgl. Abschnitt 3.1.5). Beide
Proteine wurden kauflich erworben und nach Immobilisierung auf ihre Urotensin-II-
generierende Aktivitdt Uberprift. Als  Substrat diente Ull_95-124 (Sequenz:
PNILLSHLLARIWKPYKKRETPDCFWKYCYV). Die Analyse der Reaktionsprodukte
erfolgte mit MALDI-TOF-MS.
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Abbildung 3.21: Inkubation von immobilisiertem Plas ma-Kallikrein  mit Ull_105-124.
Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die
Inkubation erfolgte mit 10> M Substratiésung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte mit
MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB.
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Bei der Inkubation des Komplementfaktor B mit dem Peptidsubstrat Ull_105-124
entstand kein Urotensin-II (Abbildung siehe Anhang).

Bei der Inkubation von Kallikrein mit dem Substrat Ull_95-124 (Abbildung 3.21)
entstanden hingegen bereits nach sehr kurzen Reaktionszeiten die Peptide Urotensin-
I (Ul_114-124), UlI+R (Ull_113-124) und UIlI+KR (Ull_112-124). Die Protease weist
demnach offenbar eine deutliche UCE-Aktivitat auf.
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Abbildung 3.22: Inkubation von immobilisiertem Plas ma-Kallikrein  mit Ull_95-124.

Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die

Inkubation erfolgte mit 10 M Substratiésung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte mit

MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB.
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Um diese Aktivitat weiter zu Uberprifen, wurde Kallikrein auch mit dem
30 Aminoséauren langen Substrat Ull_95-124 inkubiert. Auch bei dieser Inkubation
entstanden die drei typischen Peptide Ull, Ull+R und UII+KR, der Substratpeak
verschwand vollig. Die in der Kontrollprobe entstandenen Signale sind auf
Verunreinigungen der Substratlosung oder unspezifischen Abbau des Substrats
zurlckzufiihren. Sie tauchten auch in den Massenspektren der Inkubation des
Kallikreins mit dem Substrat auf, wurden jedoch zum Teil von den starken Signalen
von Ull, Ull+R und UII+KR Uberlagert und sind daher nicht in der Abbildung zu
erkennen. Weitere Signale, die auf weitere Peptide neben den beschriebenen Ull,

UIlI+R und UII+KR zurtckzufuhren sind, wurden nicht beobachtet.
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Abbildung  3.23: Inkubation von immobilisiertem Plas ma-Kallikrein ~ Ull_95-124.
Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die
Inkubation erfolgte mit 10 M Substratiésung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte mit
MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB, abgebildet ist der Massenbereich von 800 — 1800 Da.
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Zur besseren Ubersicht ist in Abbildung 3.23 eine Zoomansicht des Massenspektrums
fur den GrofRRenbereich 800 bis 1800 Da gezeigt. Zur Auswertung dieser Spektren
wurden jene Signale herangezogen, die in den Spektren ausschlief3lich in der der
Inkubation des Kallikreins vorhanden waren. Die m/z-Werte dieser Signale wurden mit
den Massen aller theoretisch moglichen Reaktionsprodukte verglichen, um den
Signalen Peptidsequenzen zuordnen zu koénnen. Die identifizierten Peptide sind in

Tabelle 3.10 fur den Inkubationszeitpunkt t=1 Stunde aufgelistet.

Tabelle 3.10: Ergebnisse der Inkubation von immobil isiertem Plasma-Kallikrein mit dem
Ull_95-124

Massenspektrum der Inkubation von Plasma-Kallikrein mit dem Substrat deutlich unterschiedlich

nach einer Stunde Inkubationszeit. Aufgetragen sind Signale, die im

waren im Vergleich zur Kontrolle. Es ist der gemessene m/z-Wert angegeben, dazu die Sequenzen
der Peptide, die diesen m/z-Werten zugeordnet werden konnten und die monoistopische Masse M

dieser Peptide.

m/z Mogliche Sequenz Kirzel M

989,3 RIWKPYK ull_105-111 989,6
KRETPDCFW Ull_112-120 1180,5

1180,4 -
RETPDCFWK Ull_113-121 1180,5
1245,6 | PNILLSHLLAR Ull_95-105 1245,8
KKRETPDCFW Ull_111-120 1308,6

1308,5 -
KRETPDCFWK uUll_112-121 1308,6
1389,4 ETPDCFWKYCV Ull (114-124) 1389,6
PNILLSHLLARIW Ull_95-107 1544,9

1545,5

RETPDCFWKYCV | UlI+R (113-124) 1545,7
1673,7 KRETPDCFWKYCV | UlI+KR (112-124) 1673,8
WKPYKKRETPDCF uUll_107-119 1696,8
1697,7 KPYKKRETPDCFW Ull_108-120 1696,8
PYKKRETPDCFWK Ull_109-121 1696,8
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Abbildung  3.24: Inkubation von immobilisiertem Plas ma-Kallikrein ~ Ull_21-124.
Negativkontrolle: Glycin-derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein. Die
Inkubation erfolgte mit 10 M Substratlésung, die Messung der Reaktionsprodukte erfolgte mit
MALDI-TOF-MS mit der Matrix DHB, abgebildet ist der Massenbereich von 1250 — 3300 Da.

Um zu Uberprifen, ob Kallikrein auch in der Lage ist, das Vorlauferpeptid zu spalten,
wurde eine Inkubation mit immobilisiertem Kallikrein und dem Ull_21-124 als Substrat
angesetzt. Die zu definierten Reaktionszeiten abgenommenen Aliquots wurden mit
MALDI-TOF-MS analysiert. Fur die Analyse der kleineren Reaktionsprodukte wurde
DHB als Matrix verwendet. Die Ergebnisse dieser Messung sind in Abbildung 3.24
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gezeigt. In dem Inkubationsansatz des Kallikrein entstanden einige Signale bereits
nach zwei Stunden Inkubationszeit, darunter auch die Signale des Urotensin-Il, des
UII+R sowie des UII+KR. Eine tabellarische Ubersicht aller identifizierten Peptide ist
im Anhang gegeben. Reaktionsprodukte mit m/z Uber 3300 Da konnten nicht

identifiziert werden.

3.6.1 Inhibition der Urotensin-ll-generierenden-Akt ivitat mit einem Plasma-
Kallikrein-Inhibitor

Die physiologische Relevanz der Ull-generierenden Aktivitat des Kallikreins sollte mit
einem Inhibitor untersucht werden. Hierfir wurde der spezifische Plasma-Kallikrein-
Inhibitor PK 15 eingesetzt, der freundlicherweise von der Gruppe um Sir G. Winter
von der Universitat Cambridge zur Verfigung gestellt wurde.

Um die Inhibition der UCE-Aktivitat des Kallikreins zu testen und die optimale
Einsatzkonzentration des Inhibitors innerhalb des MES-Assays zu bestimmen, wurde
zunéchst immobilisiertes Kallikrein mit verschiedenen Inhibitorkonzentrationen von
null bis 320 nM und dem Substrat Ull_105-124 inkubiert und die gebildete Menge an
Ull Uber eine SRM-Messung relativ quantifiziert. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.25
dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen die deutliche Generierung des Ull bereits nach 30 Minuten
Inkubationszeit in der Inkubation des Kallikreins ohne Inhibitor. Die gemessene Ull-
Menge nahm bei der niedrigsten Inhibitorkonzentration (80 nM) leicht zu. Dabei
handelte es sich vermutlich um Abweichungen, die durch Schwankungen des Assays,
Pipettier- oder Messfehler entstanden sind. Bei einer Inhibitorkonzentration von
160 nM nahm die gebildete Menge an Ull leicht und bei 320 nM stark ab gegenuber
der gebildeten Menge an Ull in der Inkubationsldsung ohne Inhibitor. Auch in der
hochsten eingesetzten Konzentration war jedoch noch Ull messbar, von 320 nM liegt
die Signalintensitat des Ull nur noch bei etwa einem Drittel der Signalintensitat der
Inkubation ohne Inhibitor, die UCE-Aktivitat der Proteinfraktion war nicht vollstandig
inhibiert. Die notwendige Menge an Inhibitor in dem verwendeten Assay uberstieg
also deutlich die in der Literatur beschriebene Konzentration von 20 nM [121]. Die

Ursachen sind vermutlich in der Verwendung der Sepharosebeads zu suchen, der
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Inhibitor kdnnte ahnlich wie auch die Peptide Ull_95-124 und Ull_105-124 zumindest
teilweise an die Sepharosebeads adsorbieren. Es konnte aber gezeigt werden, dass
die durch den Einsatz des spezifischen Kallikrein-Inhibitors PK 15 die UCE-Aktivitat
der Fraktion deutlich abnahm.

25000

20000 -

15000

10000

5000+

Relative Signalintensitat

0 80 160 320
Konzentration PK 15 [nM]

Abbildung 3.25: Signalintensitaten von Ull nach Ink  ubation von immobilisierten Plasma-
Kallikrein mit dem Plasma-Kallikrein-Inhibitor PK 1 5. Das immobilisierte Plasma-Kallikrein
wurde mit verschiedenen Konzentrationen von PK 15 und einer 10° M Ull_105-124-L6sung
inkubiert, die Doppelbestimmung des Reaktionsprodukts Urotensin-Il erfolgte nach 30 Minuten
Inkubationszeit mit ESI-QQQ-SRM.

Der Kallikrein-Inhibitor wurde anschlieRend fir eine Inkubation von immobilisierten
Plasmaproteinen mit dem Substrat Ull_105-124 eingesetzt. Die Inkubation erfolgte bei
0 nM, 500 nM und 1000 nM PK 15-Konzentration mit den Plasmaproteinen von zwei
gesunden Probanden, einer kommerziellen Plasma-Kallikrein-Fraktion und einer
Negativkontrolle  mit  Glycin-derivatisierten ~ Chromatographiepartikeln ~ ohne

immobilisiertes Protein.
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Abbildung 3.26: Signalintensitditen von Ull nach Ink ubation von immobilisierten

Plasmaproteinen und Plasma-Kallikrein mit dem Plasm a-Kallikrein-Inhibitor PK 15.  Die
immobilisierten Plasmaproteine von zwei gesunden Probanden und das immobilisierte Plasma-
Kallikrein wurden mit einer 10° M Ull_105-124-L6sung und verschiedenen Konzentrationen von
PK 15 (angegeben auf der X-Achse) inkubiert, die Doppelbestimmung des Reaktionsprodukts
Urotensin-Il erfolgte nach 16 Stunden Inkubationszeit mit ESI-QQQ-SRM. Kontrolle: Glycin-

derivatisierte Chromatographiepartikel ohne immobilisiertes Protein.

Abbildung 3.26 zeigt die Ergebnisse der SRM-Messung des Reaktionsprodukts
Urotensin-Il. Die Signalintensitadt von Ull in der Inkubation der Plasma-Kallikrein-
Fraktion mit dem Substrat nahm mit Zugabe von 500 nM PK 15 um den Faktor 3,8 ab
gegenuber der Inkubation ohne Inhibitor. Bei 1000 nM PK 15-Konzentration sank sie
noch einmal, die Signalintensitat war um Faktor 7,5 gegentber der Inkubation ohne
Inhibitor verringert. Im Plasma des ersten Probanden entstanden wéhrend der
Inkubation der Plasmaproteine mit dem Substrat Ull_105-124 deutliche Mengen an
Ull. Bei zusatzlicher Inkubation mit 500 nM Inhibitor lag die Ull-Menge deutlich
niedriger (Verringerung um Faktor 2,6), stieg jedoch bei einer Inhibitor-Konzentration
von 1000 nM wieder an (Verringerung um Faktor 1,3 gegeniber der Inkubation ohne
Inhibitor). Bei der Inkubation der Plasmaproteine des zweiten Probanden lag die

gebildete Menge an Ull ohne Inhibitor deutlich héher als beim ersten Probanden, fiel
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bei 500 nM PK 15 deutlich ab (Verringerung um Faktor 3,9) und stieg bei 1000 nM
PK 15 nur leicht wieder an (Verringerung um Faktor 3,3 gegenuber der Inkubation
ohne Inhibitor). In der Negativkontrolle ohne immobilisiertes Protein wurden nur

geringe Mengen an Ull gemessen. Tabelle 3.11 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 3.11: Zusammenfassung der Ergebnisse der In  kubation des Inhibitors PK 15 mit den
immobilisierten Plasmaproteinen von zwei Probanden sowie immobilisiertem Kallikrein. Es
sind die Mittelwerte der Signalintensitaten des Ull in den SRM-Messungen fur die Inkubation der
Proteinfraktionen mit den verschiedenen Inhibitorkonzentrationen angegeben sowie der Faktor, um
welchen sich die Signalintensitaten bei Zugabe des Inhibitors gegeniiber der Inkubation ohne
Inhibitor verringerten.

Probe | mhibiorkonzentiation | SeutUCC TN | gnalinenatat um Fakior
0nM 4066
Proband 1 500 nM 1536 2,6
1000 nM 3095 1.3
0nM 16977,5
Proband 2 500 nM 4406,5 3,9
1000 nM 5089,5 3,3
0nM 5074,5
Kallikrein 500 nM 1323,5 3,8
1000 nM 678,5 7,5
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4 Diskussion

Die Protease Komplementfaktor | (CFI) wurde vor kurzem von Kurzawski als Ull-
generierendes Enzym identifiziert, was im Rahmen meiner Diplomarbeit bestatigt
werden konnte [120]. Ein Ziel dieser Arbeit war die Uberpriifung der physiologischen
Relevanz der Urotensin-ll-generierenden Aktivitat des Komplementfaktor 1. Um
dessen proteolytische Aktivitat zu untersuchen, sollte dieser aus einer geeigneten
Quelle aufgereinigt werden. Bei dem CFI handelt es sich um eine zirkulierende
Serinprotease [77], es kann mit einer dreistufigen Reinigung nach einer Vorschrift von
Sim et al. aus humanem Plasma [96], bzw. mit einer angepassten zweistufigen
Reinigung aus der humanen Cohn-Fraktion IV-4 gereinigt werden. In den erhaltenen
Eluatfraktionen konnten mit verschiedenen Methoden proteolytische Aktivitaten
gemessen werden. So wiesen die CFI-haltigen Fraktionen sowohl C3b-abbauende als
auch Ull-generierende Aktivitaten auf. Die zum Teil sehr langen Inkubationszeiten
wiesen jedoch auf eine eher geringe UCE-Aktivitat hin. Zudem entstanden weitere
Reaktionsprodukte, die auf proteolytische Aktivitditen anderer Proteasen als CFI
zurlckzufihren sind, welche durch die Affinitatschromatographie nicht vollstandig
abgereichtert wurden. Zur Charakterisierung wurden die Proteine der Eluatfraktionen
der Antikorper-Affinitatschromatographie der Reinigung des CFl aus der Cohn-
Fraktion IV-4 tryptisch verdaut und anschlieend massenspektrometrisch identifiziert.
Dabei wurden mit Alpha-1-Antitrypsin, Alpha-2-Macroglobulin, Antithrombin-Ill, Alpha-
1-Antichymotrypsin, dem Inter-alpha-Trypsin-Inhibitor und Kininogen-1 funf
Serinproteaseinhibitoren und ein Thiolproteaseinhibitor identifiziert. Da es sich bei der
Ull-generierenden Protease vermutlich um eine Serinprotease handelt [24] und auch
der CFI zu den Serinproteasen z&hlt, kbnnten die Serinproteaseinhibitoren also eine
deutlich verringerte Aktivitat dieser Proteinfraktion bewirken. Zudem wurden neben
dem CFIl zwei weitere Proteasen identifiziert, der Komplementfaktor B und Plasma-
Kallikrein (nachfolgend auch Kallikrein), beides zirkulierende Serinproteasen. Der
Komplementfaktor B wird nach Aktivierung durch den Komplementfaktor D und
Bindung der Komplementkomponente C3b als C3- oder C5-Konvertase [122] (vgl.
auch Abschnitt 1.2). Plasma-Kallikrein ist eine Protease des Kinin-Kallikrein-Systems
(KKS). Die Aktivierung von Faktor Xl zu Faktor Xlla kann Uber geladene Oberflachen
geschehen [123], es ist jedoch unklar, ob dies in vivo von Bedeutung ist [124]. Der

Faktor Xlla aktiviert Plasma-Kallikrein durch proteolytische Freisetzung aus dem
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inaktiven Vorlauferprotein Prékallikrein. Kallikrein kann seinerseits auch Faktor XII zu
Xlla aktivieren, wodurch eine Amplifikation der Aktivierung auftritt [125]. Auch durch
Thromben kann Faktor Xl aktiviert werden [126]. Aktiviertes Kallikrein kann dann aus
dem Protein High-molecular-weight-Kininogen (HK) das vasoaktive Peptid Bradykinin
spalten [127].

Das KKS interagiert zudem mit dem Renin-Angiotensin-System (RAS), da aktiviertes
Plasma-Kallikrein Prorenin zu Renin spaltet, welches dann Angiotensinogen zu
Angiotensin-I, Vorlaufer des vasoaktiven Peptids Angiotensin-ll, umwandeln kann
[128]. Das Angiotensin-konvertierende Enzym (ACE) inaktiviert seinerseits Bradykinin

durch proteolytische Spaltung [129].

Eine Ubersicht der biochemischen Eigenschaften der drei identifizierten Proteasen
liefert Tabelle 3.4. In allen drei Féllen handelt es sich um zirkulierende Trypsin-
ahnliche Serinproteasen. In der Literatur sind jeweils die fur Trypsin-dhnliche
Proteasen typischen Schnittspezifitaten C-terminal der Aminoséuren Arginin (fir CFlI
und Komplementfaktor B) bzw. Arginin und Lysin (Kallikrein) beschrieben [111]. Der
CFI und Kallikrein sind mit 63 bzw. 64 kDa etwa gleich grof3, der Komplementfaktor B
ist mit etwa 80 kDa deutlich gréRRer, jedoch beziehen sich diese Angaben lediglich auf
die reine Aminosauresequenz ohne posttranslationale Modifikationen. Alle drei
Proteasen sind stark N-glykosyliert, die Berechnung des isolektrischen Punktes ergibt
Werte um 6,5 fir CFl und den Komplementfaktor B und 8,5 fiir Kallikrein [112]. Diese
Werte sind jedoch wie das Molekulargewicht anhand der Aminosauresequenz
bestimmt und berlcksichtigen weder posttranslationale Modifikationen noch die
Tertiarstruktur der Proteine. Eine Trennung der drei Proteasen in einem einzigen

Reinigungsschritt ist aufgrund der hohen Ahnlichkeit schwierig.

Um zu Uberprifen, ob diese verunreinigenden Proteasen selbst Ull-generierende
Aktivitdt besitzen, wurden diese Enzyme kommerziell erworben und auf mit dem
MALDI-basierten MES-Assay auf ihre Aktivitdt getestet. Bei der Inkubation des
Komplementfaktor B mit dem Substrat Ull_105-124 entstand kein Ull (vgl. Anhang
Abbildung 6.4). Es konnte also keine UCE-Aktivitat nachgewiesen werden. Aufgrund
des sehr spezifischen physiologischen Hintergrundes des Komplementfaktor B im
Kontext des Komplementsystems entspricht dies auch den Erwartungen, da der
Komplementfaktor B seine proteolytische Aktivitat nur nach Aktivierung und Bindung

an andere Komplementkomponenten ausbildet. Ob der Komplementfaktor B
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physiologisch nicht als Ull-generierendes Enzym fungiert, kann mit diesen
Experimenten aufgrund fehlender Kofaktoren zwar nicht endgultig geklart werden,
erscheint aber aufgrund der Ergebnisse und des Wissens iber diese Protease als

eher unwahrscheinlich.

Bei der Inkubation von Kallikrein mit dem Substrat Ull_105-124 (Abbildung 3.21)
entstanden hingegen bereits nach sehr kurzen Reaktionszeiten die Peptide fur Ull,
UlI+R und UlI+KR. Die Kallikrein-Fraktion wies also eine deutliche UCE-Aktivitat auf.
Die in der Eluatfraktion der CFI-Antikdrpersaule nachgewiesene UCE-Aktivitdt ging
also moglicherweise nicht oder nur zum Teil auf die proteolytische Aktivitat des CFI

zurick.

Neben der Reinigung des CFl aus dem Plasma oder einer Plasmaproteinfraktion
besteht auch die Mdglichkeit, rekombinant exprimiertes Protein zum Nachweis von
proteolytischen Aktivitdten einzusetzen. Hier besteht der Vorteil, dass keine
abundanten Plasmaproteine die Proteinfraktion verunreinigen und dass das Protein
durch einen Affinitatstag einfacher gereinigt werden kann. Auch das Kallikrein als
Plasmaprotease mit UCE-Aktivitat oder andere verunreinigende Proteasen kdnnen in
einer solchen Fraktion nicht anwesend sein. Rekombinant exprimierter CFl wurde
freundlicherweise von der Gruppe von Prof. Dr. John P. Atkinson der Washington
University School of Medicine zur Verfigung gestellt. Dieses wurde in einer humanen
Nierenzell-Kultur exprimiert und nach der Reinigung mit einer eindimensionalen SDS-
PAGE und anschlieRender Silberfarbung auf Verunreinigungen untersucht. Dabei
wurden auf3er den beiden Banden der leichten und schweren Kette keine weiteren
Banden gefunden. Die zur Verfigung gestellte Proteinfraktion wies demnach eine
sehr hohe Homogentitat auf und war also ideal geeignet um die CFI-Aktivitat in vitro
zu belegen. Neben dem Wildtyp-CFl (WT) wurde auch eine CFI-Fraktion mit einer
Mutation zur Verfigung gestellt. Es handelte sich dabei um die Mutante D501N, bei
der die Aminosaure Asparaginsaure (D) an Position 501 des aktiven Proteins gegen
die Aminosaure Asparagin (N) ausgetauscht ist. Die dreidimensionale Struktur des
CFl ist in Abbildung 4.1 dargestellt. Darin sind in blau die drei Aminosaurereste des
katalytischen Zentrums dargestellt: ein Histidinrest an Position 362, ein
Asparaginsaurerest an Position 411 sowie ein Serinrest an Position 507. Die Position
der Mutation D501N ist durch eine rote Kugel gekennzeichnet. Sie befindet sich nur
sechs Aminosauren vom Serinrest des aktiven Zentrums entfernt. In der Literatur

wurde postuliert, dass diese Mutation an der Wand der Substratbindungstasche
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lokalisiert ist [77], das Protein wird als minimal aktiv beschrieben [93]. Demnach sollte
diese Fraktion im Gegensatz zu dem rekombinant exprimierten WT keine oder nur

eine geringe UCE-Aktivitat aufweisen.

Abbildung 4.1: Dreidimensionale Struktur des CFI. Die Reste der Aminosauren des aktiven
Zentrums sind in blau dargestellt. Die Position der Mutation D501N ist durch eine rote Kugel
markiert. Die Sekundarstrukturmotive alpha-Helices und beta-Faltblattstruktur sind in rosa bzw.

goldfarben dargestellt. Abbildung aus [130].

Um die Aktivitat der rekombinant exprimierten Proteinfraktionen zu testen, wurden sie
zunachst mit dem oben beschriebenen Assay nach Kananagh et al. auf C3b-
abbauende Aktivitat getestet. Das Ergebnis des Western Blots der Inkubationsansatze
ist in Abbildung 3.10 gezeigt. Es zeigt in der Inkubation des WT-CFI mit dem C3b in
Anwesenheit von Faktor H eine deutliche Bande des al-Spaltprodukts. Der CFI ist
also proteolytisch aktiv und in der Lage, das Substrat umzusetzen. Die Spur des
Inkubationsansatzes der Mutante D501N mit dem Substrat und dem Cofaktor zeigt
auf dieser Hohe lediglich eine sehr schwach angefarbte Bande. Es war also deutlich
weniger des al-Spaltprodukts entstanden, die Mutante ist erwartungsgemaf kaum
aktiv. Um die proteolytische Aktivitdt genauer zu untersuchen, wurden die CFI-
Fraktionen auch mit dem Fluoreszenzsubstrat Boc-Asp(OBzl)-Pro-Arg-AMC inkubiert.
Abbildung 3.11 zeigt das Ergebnis dieses Versuchs. Sowohl die Fraktion des WT-CFlI

als auch die der Mutante zeigten eine deutliche proteolytische Aktivitat in beiden
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Proteinfraktionen. Die Mutante D501N zeigte keine verlangsamte Kinetik gegenuber
der Fraktion des WT-CFI. Die drei Aminosauren des aktiven Zentrums sind nicht
direkt von der Mutation betroffen, insofern ist die proteolytische Aktivitdt nicht
zwingend verringert, was in diesem Experiment gezeigt werden konnte. In der
Literatur wird postuliert, dass sich die Aminosaure 501 an der Wand der
Bindungstasche befindet und an der Substratbindung beteiligt ist [77]. Das kleine
Fluoreszenzsubstrat kann offenbar ohne die Hilfe der Aminoséure D501 in die

Bindungstasche gelangen und gespalten werden.

Die Proteaseaktivitat der beiden CFl-Fraktionen wurde anschliel3end per MES-Assay
auf ihre C3b-abbauende und Ull-generierende Aktivitdt getestet. Die Ergebnisse
dieser Inkubationen sind in Abbildung 3.12 dargestellt. In den Inkubationen des
Wildtyps mit den Peptidsubstraten entstanden deutliche Mengen der
Reaktionsprodukte C3b-R und Urotensin-1l. Das rekombinant exprimierte CFI war also
in der Lage, ohne Cofaktor sowohl das peptidische C3b-Substrat als auch das 20
Aminosauren lange Ull_105-124 zu spalten. Da es sich bei der Fraktion um eine sehr
homogene Proteinfraktion handelte, die noch dazu nicht auf dem bisher beschrittenen
Weg der Isolierung des CFl aus Plasmaproteinfraktionen isoliert wurde, ist dieses
Ergebnis ein wichtiger Hinweis, dass es sich bei dem CFI tatsachlich um ein Ull-
generierendes Enzym handelt, da die Anwesenheit von verunreinigenden Proteasen

hier wenig wahrscheinlich war.

In beiden Inkubationen der Mutante D501N entstand dagegen deutlich weniger
Reaktionsprodukt, die C3b-abbauende und Ull-generierende Aktivitat war also
deutlich verringert, aber nicht vollstandig verschwunden. Die verminderte Aktivitat der
Proteinfraktion gegeniber beiden Peptidsubstraten ist ein wichtiger Hinweis darauf,
dass der CFI UCE-AKktivitdt besitzt und diese nicht auf verunreinigenden Proteasen
zurlckzufiihren war, da diese Proteasen aufgrund der gleichen Reinigungsprozedur

mit hoher Wahrscheinlichkeit in beiden Fraktionen anwesend gewesen sein misste.

Die GroRRe der eingesetzten Peptidsubstrate liegt mit rund 20 Aminoséauren zwischen
dem Fluoreszenzsubstrat, das nur drei Aminosduren zuzlglich der chemischen
Modifizierung grof3 ist und den naturlichen Substraten des CFl wie der a’-Kette des
C3b mit mehreren hundert Aminoséauren Lange. Die naturlichen Substrate kdnnen in

Abwesenheit des Cofaktors nicht gespalten werden, mdoglicherweise sind die
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Cofaktoren fur Substraterkennung und —ausrichtung mitverantwortlich [131]. Far
kiirzere Substrate in der Lange Ublicher Fluoreszenzsubstrate bendtigt der CFI jedoch
keine Cofaktoren [80]. Auch die beiden eingesetzten Peptidsubstrate kdnnen vom CFI
ohne Cofaktoren gespalten werden [25, 120]. Anders als fur die Spaltung des
Fluoreszenzsubstrates scheint hier jedoch eine Interaktion des Substrats mit der
Wand der Bindungstasche vorteilhaft zu sein, was die deutlich verringerte Aktivitat der

Mutante D501N gegeniiber den Peptidsubstraten erklaren konnte.

Um Hinweise auf die physiologische Relevanz der UCE-Aktivitdt des CFl und des
Kallikreins zu sammeln, wurden verschiedene Patientengruppen auf ihre UCE-
Aktivitat getestet. Zunachst wurde dabei die Gruppe der dialysepflichtigen Patienten
untersucht. Die Hamodialyse fuhrt durch Bioinkompatibiltat zu einer Aktivierung des
Komplementsystems [116] und somit wahrscheinlich auch zu einer Aktivierung des
CFI, welche sich in einem Anstieg der Ull-generierenden und C3b-abbauenden
Aktivitdt auflern musste. Um diese These zu prifen, wurden die immobilisierten
Plasmaproteine von neun dialysepflichtigen Patienten in einem MES-Assay mit den
Substraten Ull_105-124 und dem peptidischen C3b-S inkubiert. Die nach einer
definierten Reaktionszeit gebildeten Mengen an Ull und C3b-R wurden mit einer
SRM-Messung relativ quantifiziert. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in
Abbildung 3.13 und Abbildung 3.14 gezeigt. Bei den Patienten 1 bis 8 lagen die
Signalintensitaten von Ull nach Inkubation mit den Plasmaproteinen abgenommen vor
der Dialyse deutlich unter denen der Plasmaproben, die nach der Dialyse
abgenommen wurde. Lediglich bei dem Probanden 9 war die generierte Menge an Ull
nach der Dialyse etwas niedriger. Die Signalintensitaten, die nach der Inkubation der
Plasmaproteinen dieses Patienten entstanden, waren insgesamt deutlich niedriger als
die der anderen Patienten, so dass hier moglicherweise eine weitere Anomalie
vorliegt. Denkbar ware eine Beeinflussung der UCE-Aktivitat durch Defekte des
Urotensin-ll-generierenden Enzyms oder mdoglicher Cofaktoren, aber auch ein
besonders schneller Abbau des gebildeten Ull durch andere Plasmaproteasen. Da
der P-Wert, der eine Aussage uber die Signifikanz des Unterschiedes zwischen den
beiden Probengruppen (vor bzw. nach Dialyse) treffen sollte, unter 0,05 lag, war die
Abweichung der Messungen statistisch signifikant. Die UCE-Aktivitat der
Patientengruppe wurde also durch die Hamodialyse erhdht. Diese Ergebnisse sind

konform zu der in der Literatur beschriebenen Aktivierung des KKS durch die
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Hamodialyse [132], welche im Extremfall zu hypersensitiven und anaphylaktischen
Reaktionen fihren kann, welche mit einer Erh6hung der Bradykinin-Konzentration in
Zusammenhang gebracht wurden [133]. Diese tritt insbesondere bei Patienten auf, die
eine Medikation mit ACE-Inhibitoren erhalten, da ACE an der Metabolisierung des
Bradykinins beteiligt ist [134]. Auch im Krankheitsbild der diabetischen Nephropathie
wird eine Beteiligung des KKS und des RAS diskutiert. Die Gabe von ACE-Inhibitoren
hat einen protektiven Effekt, der einerseits auf die Reduzierung der konstriktorischen
Wirkung des durch das ACE generierten Angiotensin-Il und andererseits auf eine
Erhéhung der vasodilatatorischen Effekte des Bradykinins durch verminderten Abbau

verursacht werden konnten [135-137].

Die Quantifizierung des C3b-R ergab ein anderes Bild. Hier waren die
Signalintensitaten des Reaktionsproduktes bei acht der neun Patienten bei der
Inkubation mit dem Plasma abgenommen nach der Dialyse niedriger als der
Inkubation mit dem Plasma abgenommen vor der Dialyse. Die Abweichungen waren
dabei zum Teil sehr klein, beispielsweise bei den Patienten 2 und 3. Lediglich der
Patient 8 wies nach Dialyse deutlich hohere Mengen an generiertem C3b-R auf als
vor der Dialyse. Der P-Wert der beiden Gruppen lag leicht tber dem Grenzwert von
0,05, es kann also nicht von statistischer Signifikanz gesprochen werden. Es war
jedoch ein klarer Trend zu beobachten. Die Hamodialyse scheint die UCE-Aktivitat zu
erniedrigen oder die Aktivitat einer C3b-R-abbauenden Protease deutlich zu erhéhen.
Zu bemerken ist auflerdem, dass der Proband neun, dessen Ull-generierende
Aktivitat im Plasma sehr schwach war, die hoéchsten C3b-S-abbauende Aktivitat
aufweist. Eine fehlende Aktivitdt des CFI kann also zumindest fur dieses Substrat
(C3b-S) ausgeschlossen werden. Moglich wére eine reduzierte Aktivitat des CFI
gegenuber dem Substrat Ull_105-124 beispielsweise durch eine Mutation einer
Aminoséaure aufRerhalb des aktiven Zentrums des CFl, die bei der Substraterkennung
eine Rolle spielt. Insgesamt muss jedoch festgestellt werden, dass die Ergebnisse
dieses Versuches die physiologische Relevanz der UCE-Aktivitat des CFI nicht

untermauern konnten.

Eine weitere untersuchte Patientengruppe war die der Patienten mit diabetischer
Nephropathie. Dabei handelt es sich um eine chronische Nierenerkrankung aufgrund
einer Angiopathie, also einer krankhaften Veranderung der Blutgefal3e. Die
diabetische Nephropathie zeichnet sich im Speziellen durch eine Angiopathie der

Kapillargefal3e der Nierenkorperchen aus, die insbesondere bei Patienten mit
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Diabetes durch den erhdhten Blutzuckerspiegel auftritt. Die charakteristischen
Merkmale der diabetischen Nephropathie sind eine Verdickung der Basalmembran an
den Glomeruluskapillaren der Niere, sowie krankhafte Veradnderungen im
Bindegewebe der Nierenkorperchen (Verdickung und Vernarbung) [138]. Im
Zusammenhang mit diabetischen Angiopathien wurde auch eine Aktivierung des
Komplementsystems  beobachtet [139, 140]. Der Mechanismus der
Komplementaktivierung ist jedoch noch unklar. Diskutiert wurde dabei die
Fehlregulierung von Komplementkomponenten durch Glykation, also

nichtenzymatischer Glykosylierung durch den erhthten Blutzuckerspiegel [141-143].

Langham et al. beobachteten eine erhthte mRNA-Expression des Urotensin-II-
Vorlaufers im Nierengewebe von Patienten mit diabetischer Nephropathie, welche
aufgrund der hohen Ull-immunreaktivitat dieser Geweberegionen dem Epithelium
zugeordnet wurde [144]. Ein Antagonist des Urotensin-Rezeptors als Medikament bei
diabetischer Nephropathie konnte jedoch in ersten klinischen Studien nicht

Uberzeugen [145].

Die Plasmaproteine von acht Patienten mit diabetischer Nephropathie sowie eines
gesunden Probanden wurden auf ihre UCE-Aktivitat getestet. Es konnten nach einer
definierten Inkubationszeit bei allen acht Patienten deutlich héhere Mengen an Ull
verglichen mit der gesunden Kontrolle gemessen werden (vgl. Abbildung 3.15).
Demnach ware bei Patienten nicht nur die Expression von Ull, sondern auch die UCE-
Aktivitat erhoht, was eine héhere Konzentration von zirkulierendem, aktivem Ull zur
Folge héatte. Es ist jedoch zu beachten, dass nur eine gesunde Kontrollprobe
verwendet werden konnte und auch die Varianz der UCE-Aktivitdt beim Gesunden
eine starke Varianz aufweist (vgl. Abbildung 3.26). Auch eine erhohte Kallikrein-
Konzentration im Plasma wird als Risikofaktor fir die Ausbildung von vaskuléren
Erkrankungen bei Diabetes diskutiert [146], ohne dass die Grinde dafir aufgeklart
werden konnten. Im Zusammenhang mit den erhéhten UCE-Aktivitaten der Patienten
mit diabetischer Nephropathie muss die Méglichkeit der vasokontriktorischen Aktivitat
durch hohe Ull-Konzentrationen in Betracht gezogen werden, die durch die UCE-

Aktivitat des Kallikreins auftreten kdnnten.

Auch bei anderen Krankheiten wurde eine Beteiligung des KKS beobachtet. Bei
Lebererkrankungen wie der Leberzirrhose wurde eine verringerte Kallikrein-

Konzentration durch verringerte Synthese, aber gleichzeitig eine verschlechterte
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Clearance des Kallikreins beobachtet [147]. Andere Studien berichten von einer
verstarkten Synthese, ausgelost durch eine Akute-Phase-Reaktion [148, 149] und von
erhdhten Bradykinin-Konzentrationen, was auf eine erhdhte Kallikrein-Aktivitat bei
diesen Patienten zurlickzufihren sein kdonnte [150]. Der Kallikrein-Inhibitor Aprotinin
verbessert die hamodynamischen und renalen Parameter von Patienten mit
Leberzirrhose [151, 152]. Auch die Ull-Level sind bei Patienten mit Leberzirrhose
erhoht [153, 154], was auf einen Zusammenhang zwischen der Urotensin-
Generierung und dem KKS hindeutet. Jedoch ist die Leberzirrhose ein pathologischer
Vorgang mit starken Auswirkungen auf den Organismus, so dass viele Prozesse einer
Veradnderung unterliegen und damit die pathophysiologische Relevanz der UCE-

Aktivitat des Kallikreins nicht endguiltig belegt werden kann.

Bei der dritten untersuchten Patientengruppe handelte es sich um Patienten mit einer
Defizienz des CFI. In der Literatur sind verschiedene Mutationen des CFI beschrieben
[87, 94, 117-119], die mit einem Verlust der proteolytischen Aktivitat einhergehen
kénnen oder dazu fuhren, dass CFI nicht mehr sezerniert wird. Durch den Mangel an
CFI kénnen C3b und C4b nicht gespalten werden, wodurch die Regulierung der C3-
Konvertasen gestort ist. Die dauerhafte Aktivitat von C3-Konvertasen fuhrt zu einem
standigen Verbrauch von C3. Hierdurch entsteht ein Mangel an zirkulierendem C3,
welches dann zur Opsonierung fremder Oberflachen fehlt. Die Gruppen von Prof. Tim
Goodship  (Universitdst  Newcastle) und Dr. Margerita LOpez-Trascasa
(Universitatsklinikum La Paz, Madrid) stellten freundlicherweise das Plasma von CFI-
defizienten Patienten zur Verfligung. Die Mutationen der einzelnen Patienten und ihre
physiologischen Auswirkungen sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Es handelt sich
bei den Patienten 1 bis 3 um Geschwister mit einer Punktmutation, welche das
Splicing der CFI-mRNA beeinflusst. Dadurch wird das Exon 5 des CFI nicht
exprimiert. Diese Verdnderung betrifft die Domane LDLrl der schweren Kette. Der
CFl ist im Plasma dieser drei Patienten nicht nachweisbar, die C3-Level entsprechend
sehr niedrig. Auch bei den Patienten 4 und 5, ebenfalls Geschwister, betrifft die
Mutation diese Domane mit denselben Folgen fur die CFI- und C3-Plasmalevel. Die
Patienten ohne nachweisbare Mengen von CFI in ihrem Plasma sollten bei hoher
physiologischer Relevanz des CFI idealerweise sehr niedrige oder gar keine UCE-
Aktivitaten aufweisen. Bei den Patienten 6 und 7 handelte es sich um eine Frau und
deren Vater mit einer heterozygoten Punktmutation im Bereich der Domé&ne CD-5,
durch welche ein Stop-Codon eingeflgt wird und ein groRer Teil des Proteins
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inklusive der Serinprotease-Doméane nicht exprimiert wird. Die Probanden wiesen
aufgrund der heterozygoten vorliegenden Mutation nur leicht verringerte CFI-
Plasmalevel auf, die C3-Spiegel lagen im Normalbereich. Trotzdem entwickelte die
Patientin das Hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS), das bei CFI-defizienten

Patienten haufig vorkommt [94, 117]. Der Vater dagegen war symptomfrei.

Der Patient 8 wies eine Deletion auf, bei der betroffenen Region handelte es sich um
die LDLr2-Domane. Die CFI-Plasmalevel lagen leicht unter dem Referenzbereich, der
C3-Spiegel war sehr niedrig. Der CFl konnte also sezerniert werden, war aber nicht
proteolytisch aktiv. Auch bei diesem Patienten sollte idealerweise keine oder nur sehr

wenig UCE-Aktivitdt messbar sein.

Die Ergebnisse des MES-Assays (Abbildung 3.16) zeigten dagegen eine Erhdhung
der UCE-Aktivitat der CFl-defizienten Patienten gegeniber der Aktivitdt der
Kontrollprobe (Proband 9). Bei den drei Geschwistern (Probanden 1 bis 3) waren die
Aktivitaten sehr verschieden, Die Probanden 1 und 3 wiesen die hdochsten Aktivitaten
auf, wahrend bei Proband 2 im Vergleich zu den anderen Inkubationen eher niedrige
generierte Ull-Mengen entstanden. Auch bei den anderen verwandten Probanden (4
und 5 bzw. 6 und 7) waren die generierten Mengen an Ull sehr unterschiedlich. Ein
Zusammenhang zwischen der Art der Mutation und der gebildeten Menge an Ull

konnte in diesem Experiment nicht gefunden werden.

Zusatzlich wurde die Konzentration von Ull im Plasma dieser Probanden bestimmt.
Die Messung wurde freundlicherweise von Prof. Leong Ng von der Universitat
Leicester durchgefihrt, die Ergebnisse sind in Tabelle 3.5 aufgefuhrt. Die
nachgewiesenen Konzentrationen an Ull schwanken zwischen 0,67 und
16,71 fmol/ml. In einer Gruppe von 220 gesunden Probanden wurden mit dieser
Methode Ull-Plasmakonzentrationen von 3,1 bis 42,6 fmol/ml gemessen [50]. Die
gemessenen Werte liegen bei drei der gemessenen Proben unter diesem Wert,
jedoch vor allem bei Proband 6 (0,67 fmol/ml) deutlich erniedrigt. Diese Ergebnisse
stehen im Widerspruch zu den erhohten UCE-Aktivitaten, was auf eine komplexe
Regulierung des Ull im Plasma hindeutet.

Neben der 11 Aminosauren langen Form konnte bei einem der Probanden auch eine
langere Form des Ull (Ullc) beobachtet werden. Dies ist ein Hinweis auf einen
zirkulierenden, inaktiven Vorlaufer des Ull, auf diese Mdglichkeit soll an spéaterer

Stelle dieser Arbeit eingegangen werden.
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Die Tatsache, dass die CFl-defizienten Patienten vergleichsweise hohe UCE-
Aktivitaten im Plasma aufweisen, kann auf verschiedene Tatsachen zurlckzufiihren
sein. Eine Mdglichkeit ist die Redundanz der Ull-Generierung. Aus anderen Systemen
wie dem Renin-Angiotensin-System (RAS) oder dem Endothelin-System ist bekannt,
dass die proteolytische Generierung der zugehdrigen aktiven Peptidhormone in vivo
von mehreren verschiedenen Proteasen katalysiert werden kann [155, 156]. Eine UlI-
generierende Protease wie das Plasma-Kallikrein kdonnte also den Ausfall der
proteolytischen Aktivitat der CFIl-defizienten Patienten kompensieren. Als weitere
Moglichkeit muss jedoch auch in Betracht gezogen werden, dass CFI fur die
Generierung des Ull in vivo nicht relevant ist. Die erhohten UCE-Aktivitaten der CFlI-
defizienten Patienten konnten durch eine Aktivierung des Kallikreins durch die
uberschiel3ende Komplementaktivierung verursacht sein. Belege fir eine direkte
Aktivierung des Kallikreins durch die Komplementaktivierung konnten in der Literatur
jedoch nicht gefunden werden. Eine erhohte Kallikrein-Aktivitdt durch verringerte
Konzentrationen des Kallikrein-Inhibitors C1-Inhibitors, welcher auch den klassischen
Weg der Komplementaktivierung reguliert, scheint unwahrscheinlich, da die CFlI-
defizienten Patienten keine verringerten Cl-Inhibitor-Konzentrationen aufweisen
[119].

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der proteolytischen
Prozessierung des Urotensin-llI-Prohormons. Es wird als 124 Aminosauren langes
Protein synthetisiert, eine 20 Aminosauren lange Sequenz wurde als N-terminales
Signalpeptid fir die Sekretion des Proteins annotiert [18]. Uber die weitere
Prozessierung des 104 Aminosauren langen Urotensin-Vorlauferproteins (Ull_21-124)
ist jedoch wenig beschrieben. Die Gruppe von Prof. Ng konnte in den Plasmaproben
der CFl-defizienten Patienten langere Formen des Ull nachweisen (vgl. Tabelle 3.5).
Takahashi et al. fanden im Uberstand von Karzinomzellen aus der Nebenniere nach
einer Reversed Phase-Chromatographie mehrere Fraktionen mit Ull-Immunreaktivitat
[19]. Chartrel et al. fanden keine Hinweise fur die Existenz eines 16 oder 19
Aminosauren langen Vorlauferpeptids, welche durch die Spaltung nach den basischen
Aminosauren R*® bzw. K!® entstehen wiirden [21]. Die Autoren vermuten, dass die
dibasischen Sequenzen RK* und RK®® als Spaltstelle fungieren kénnten, da Seidah
et al. die Prozessierung bioaktiver Proteine und Peptide durch nach einzelnen oder
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doppelten basischen Aminosaureresten spaltenden Vorlaufer-Konvertasen (Precursor

Convertases, PC) postulieren [20].

Die proteolytische Prozessierung inaktiver Vorlauferproteine oder —peptide dient bei
Peptidhormonen als wichtiges regulatorisches Element. So wird beispielsweise das
vasoaktive Peptidhormon Angiotensin-ll aus dem inaktiven Vorlauferprotein
Angiotensinogen zunéchst durch die Protease Renin gespalten, wobei das 11
Aminosauren lange und ebenfalls nicht vasoaktive Peptid Angiotensin-1 entsteht.
Dieses wird beispielsweise durch die Protease Angiotensin-konvertierendes Enzym

(Angiotensin converting enzyme, ACE) zu Angiotensin-1l prozessiert [157].

Um die Prozessierung des 104 Aminosauren langen Ull_21-124 zu untersuchen,
wurde das synthetisierte Protein mit immobilisierten Plasmaproteinen inkubiert (vgl.
Abbildung 3.17 und Abbildung 3.18). In einem GroRenbereich von 4,5 kDa bis 13 kDa
(vgl. Abbildung 3.17) konnten zwei grol3ere Fragmente des Substrats gemessen
werden. Es koénnte sich bei dem Signal bei m/z = 9186 um das Fragment Ull_29-109,
also ein Peptid, das aus den Aminoséauren 29 bis 109 des unprozessierten Urotensin-
[I-Proteins besteht, handeln. Das Signal bei m/z = 4880 konnte auf die Fragmente
Ull_61-104 oder Ull_67-108 zuruckgehen. Dabei fallt auf, dass Ull_29-109 und
Ull_67-108 C-terminal ahnliche Sequenzen aufweisen, es findet eine Spaltung
zwischen einer sauren Aminosdure (Glutaminsdure bzw. Asparaginsaure) und
Isoleucin (bei beiden Peptiden) statt. Diese Schnittspezifitdit kann jedoch keiner
definierten Protease zugeordnet werden, in der Datenbank MEROPS [158] finden sich
viele Proteasen, die diese Spezifitat aufweisen. Die Schnitte kdnnten also durch
dieselbe Protease entstanden sein. C-terminal unterscheiden sich die beiden Peptide
nur um eine Aminosaure, dabei konnte es sich um einen Abbau durch eine

Carboxypeptidase handeln.

Im GroRRenbereich bis 4,5 kDa (vgl. Abbildung 3.18) entstanden sowohl in der
Inkubation des Substrats mit den immobilisierten Plasmaproteinen als auch bei der
Negativkontrolle, der Inkubation des Substrats mit Glycin-derivatisierten
Sepharosebeads ohne immobilisiertes Protein viele Signale. Nach zwei Stunden
Inkubationszeit konnten zwei Peptide identifiziert werden (vgl. Tabelle 3.7). Es handelt
sich dabei um das Ull_25-41, sowie das Peptid Ull_95-124, die 30 C-terminalen
Aminosauren des Urotensin-Il. Die Schnittstelle nach Aminosdure 41 passt dabei in

das Konzept von Seidah et al., da es sich bei dieser Aminosaure mit Arginin um eine
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basische Aminosaure handelt. Die N-terminalen Schnittstellen beider Peptide passen
mit dem Schnitt hinter den Aminosaureresten Leucin+Leucin (Ull_25-41) bzw.
Glutamin+Asparaginsaure (Ull_95-124) nicht in dieses Schema. Fur die Schnittestelle
nach dem Aminoséurerest 24 konnte in der Protease-Datenbank MEROPS keine
zirkulierende Protease identifiziert werden. Fur die Schnittstelle zwischen den
Aminosaureresten 94 und 95 kommt laut MEROPS nur die Protease Granzym B in
Frage. Es handelt sich dabei um eine Serinprotease, die in der Immunantwort durch
die Einleitung der Apoptose von koérperfremden Zielzellen eine wichtige Rolle spielt
[159]. Da Granzym B intrazellular vorkommt, sollte dieses Enzym fir die identifizierte

proteolytische Aktivitat jedoch nicht verantwortlich sein.

Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden konnten weitere Peptide identifiziert
werden (vgl. Tabelle 3.8). Darunter ist das Ull_95-109, das also wie das Ull_95-124
durch eine Spaltung nach der Aminosaure 94 entsteht, jedoch nur 14 Aminosauren
lang ist sowie Ull_25-41, das auch nach zwei Stunden Inkubationszeit identifiziert
werden konnte. Des Weiteren entstanden einige Peptide, die aus Teilen der 33
Aminosauren langen, N-terminalen Sequenz des Substrats bestehen. Diese Peptide
konnten durch eine initiale Spaltung von Endoproteasen nach Position 53 und
anschlieende Prozessierung durch Amino- und Carboxypeptidasen sein. Die initiale
Spaltung kdnnte jedoch auch nach der Position 51 oder 52 erfolgt sein. Da jeweils
zwei Leucinreste an den Positionen 23 und 24 sowie 52 und 53 vorkommen,
entstehen durch Spaltung in dieser Region isobare Reaktionsprodukte, welche mit
einer MS-Messung nicht differenziert werden konnen. Unter den identifizierten
Sequenzen handelt es sich nur bei dem Peptid Ull_39-70 um eines, das hinter einer

dibasischen Sequenz (RK"®) gespalten wird.

Die proteolytische Spaltung nach der Aminosaure 94 erschien besonders interessant,
da es sich hierbei um einen Schnitt handelte, der mehrfach identifiziert werden konnte
und ein Fragment produziert, welches ein Vorlaufer des C-terminal-standigen aktiven
Ull darstellt. Um die proteolytische Spaltung zu verifizieren, wurde ein 21
Aminosauren langes Peptid synthetisiert, das diese Schnittstelle beinhaltete. Es
handelte sich dabei um das Peptid Ull_85-105. Auch dieses Peptid wurde mit
immobilisierten Plasmaproteinen inkubiert, die Reaktionsprodukte anschlielend mit
MALDI-TOF-MS untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.19 und Tabelle 3.8
zusammengefasst. Bei der Inkubation entstand bereits nach kurzen Inkubationszeiten

ein Proteolyseprodukt, das um die C-terminale Aminoséure Arginin verkurzt war.
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Diese wurde vermutlich durch eine Carboxypeptidase abgespalten. Der Abgleich
dieser Schnittspezifitat mit der Enzymdatenbank MEROPS ergab als einzigen Treffer
die Carboxypeptidase N. Da es sich hierbei um ein Plasmaprotein handelt [160],
konnte diese Peptidase fur die Reaktion verantwortlich gewesen sein. Des Weiteren
entstanden aus dem um eine Aminoséaure verkirzten Substrat die Reaktionsprodukte
RKFQDFSGQD  (UIl_85-94) und PNILLSHLLA (Ull_95-104), was dem
Endopeptidase-Schnitt zwischen den Aminosauren 94 und 95 des Urotensin-II-
Vorlauferproteins  entspricht.  Alle  weiteren identifizierten Fragmente sind
Leiterpeptide, die durch die Aktivitat einer oder mehrerer Aminopeptidasen entstanden

sind.

Es gibt also im Plasma eine Protease mit einer Schnittspezifitat fur das Urotensin-II-
Vorlauferprotein nach dem Aminoséaurerest an Position 94. Es konnte mit diesem
Versuch jedoch nicht belegt werden, ob das 30 Aminosauren lange, C-terminale
Fragment des Ull physiologisch von Bedeutung ist. Neben der Prozessierung durch
eine zirkulierende Plasmaprotease besteht auch die Mdglichkeit, dass das Urotensin-
Vorlauferprotein durch eine membranstandige Protease oder auch einer
intrazellularen Protease prozessiert wird. Diese Moglichkeiten wurden innerhalb
dieser Arbeit nicht untersucht. Diesem Thema koénnte man sich beispielsweise durch
die Inkubation mit entsprechenden Proteinfraktionen (z.B. Membranproteinfraktion,

cytosolische Fraktion) nédhern.

Um zu klaren, ob der CFI in der Lage ist, aus diesem 30 Aminosauren langen
Vorlaufer das aktive Ull zu generieren, wurde die Eluatfraktion der CFI-Antikorper-
Affinitdtschromatographie mit dem UIl_95-124 inkubiert (Abbildung 3.20). Dabei
entstanden die drei Peptide Ull, UlI+R und UlI+KR, jedoch erst nach relativ langen
Inkubationszeiten. Aus dem kirzeren Fragment Ull_105-124 wurde das Ull schon
nach deutlich kirzeren Inkubationszeiten generiert (Abbildung 3.8), was dafur spricht,
dass die Enzymaktivitat gegentuber dem langeren Peptid deutlich verlangsamt ist.
Dafur spricht, dass das CFIl grofl3e Substrate wie das C3b nur in Anwesenheit eines
Cofaktors spalten kann, wahrend fir kleine Substrate kein Cofaktor nétig ist. Mit dem
30 Aminoséauren langen Substrat befindet man sich mdglicherweise etwa an der

Grenze dessen, was der CFl ohne Cofaktor umsetzen kann.
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Auch Kallikrein wurde auf seine Aktivitat gegeniber dem Substrat Ull_95-124
getestet. Abbildung 3.22 zeigt die Ergebnisse dieser Inkubation. Wie schon bei der
Inkubation des Kallikreins mit dem Substrat Ull_105-124 entstanden auch bei dieser
Inkubation bereits nach sehr kurzen Inkubationszeiten die Reaktionsprodukte Ull,
UlI+R und UII+KR. Zusatzlich zu den drei identifizierten Urotensin-Peptiden
entstanden bei der Inkubation des Kallikreins mit dem Substrat weitere Signale, die
identifizierten Peptiden sind in Tabelle 3.9 zusammengefasst. Zum Teil konnten diese
Signale nicht eindeutig zugeordnet werden, da Peptide mit gleicher Masse entstanden
sein konnen. Diese konnen mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie nicht
unterschieden werden. Vermutlich wurde das Substrat neben den drei proteolytischen
Schnitten an den Positionen K**, K2 und R™? zur Generierung von Ull, UII+R und

105 K% ynd K™ prozessiert. Dafiir

UlI+KR zusétzlich hinter den Aminosauren R
spricht, dass es sich dabei in allen Fallen um eine Schnittspezifitat hinter Arginin oder
Lysin handelt und dass somit eine einzelne Protease, in diesem Fall also Kallikrein,
fur alle Schnitte verantwortlich gewesen sein kdnnte. Daneben ist es natirlich auch
maoglich, dass eine die Fraktion verunreinigende Protease fir diese Schnitte

verantwortlich war.

Nachdem die UCE-Aktivitat des Kallikreins mit dem 30 Aminosauren langen Ull_95-
124 gezeigt werden konnte, wurde auch das Urotensin-lI-Vorlauferprotein (Ull_21-
124) mit dem immobilisierten Kallikrein inkubiert um zu testen, ob Kallikrein das Ull
auch aus dem 104 Aminosauren langen Vorlaufer generieren kann (Abbildung 3.23)
gezeigt. Es entstanden bei der Inkubation des Kallikreins mit dem Substrat Ull_21-124
bereits nach kurzen Inkubationszeiten einige Peaks, darunter auch die drei typischen
Signale der Peptide Ull, UlI+R und UIlI+KR. Alle identifizierten Peptidsequenzen sind
im Anhang zusammengefasst. Bei einigen, jedoch nicht bei allen identifizierten
Peptiden handelte es sich dabei um Schnitte hinter den basischen Aminosauren Lysin
und Arginin. Es musste also auch weiterhin die Mdglichkeit berlicksichtigt werden,
dass neben Kallikrein weitere Proteasen in der Proteinfraktion vorhanden waren. In
der Kontrollinkubation des Substrats ohne immobilisierte Proteine mit den

derivatisierten Sepharosebeads entstanden keine Reaktionsprodukte.
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Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass immobilisiertes Plasma-
Kallikrein in der Lage ist, aus verschieden langen Vorlauferpeptiden bzw. —proteinen
das Ull zu generieren und dass die Reaktionsprodukte dabei das typische Muster der
drei Peptide von Ull, UlI+R und UlI+KR aufweisen. Es kann anhand dieser Versuche
jedoch nicht festgestellt werden, ob die beobachtete UCE-Aktivitat des Kallikreins
physiologisch relevant ist. Um dieser Frage nachzugehen, wurde in der Literatur nach
einem Inhibitor des Kallikreins gesucht. Tats&chlich ist ein solcher Inhibitor von
klinischem Interesse, mit dem Medikament KALBITOR® der Firma Dyax ist im
Dezember 2009 ein Plasma-Kallikrein-Inhibitor als Wirkstoff gegen das hereditare
Angioddem in den USA zugelassen [161, 162]. Bei dieser Krankheit handelt es sich
um eine seltene Erbkrankheit, bei der es zu einem Mangel an dem Protein
Plasmaprotease-C1-Inhibitor kommt. Dieser inhibiert unter anderem Kallikrein, die
fehlende Regulation fuihrt zu einer Ubermé&Rigen Ausschittung an Bradykinin.
Unbehandelt fuhrt die Krankheit zur Ausbildung von Odemen, die je nach Lokalisation
im Korper lebensbedrohlich werden kénnen [163]. Da KALBITOR® von der Firma
jedoch nicht zur Verfigung gestellt werden konnte, musste weiter nach einem
passenden Inhibitor gesucht werden. Dieser Inhibitor sollte hoch spezifisch sein,
bekannte Plasma-Kallikrein-Inhibitoren wie Aprotinin sind nicht spezifisch genug, da
von solchen Inhibitoren auch andere Serinproteasen wie beispielsweise der CFlI
inhibiert werden. Eine Aussage uber den Anteil des Kallikreins an der Ull-Generierung
ist damit nicht mdglich. Die Gruppe von Sir Greg Winter konnte einen solchen
spezifischen Plasma-Kallikrein-Inhibitor durch die Erstellung einer kombinatorischen
Bibliothek von polyzyklischen Peptiden in Bakteriophagen produzieren. Bei dem
potentesten identifizierten Inhibitor, PK 15, handelt es sich um ein bizyklisches Peptid
[121]. Die chemische Struktur von PK 15 ist in Abbildung 4.2 dargestellt. Der Inhibitor
wurde von der Gruppe auf seine Selektivitdt getestet, indem er mit den homologen
Plasmaproteasen Plasma-Kallikrein aus Maus (79% Sequenzhomologie), Faktor Xla
(human, 63% Homologie) und Thrombin (human, 36% Homologie) inkubiert wurde. Er
inhibierte keine dieser Proteasen in der hochsten eingesetzten Konzentration von
10 mM. Die mittlere inhibitorische Konzentration des Inhibitors gegentber humanem
Plasma-Kallikrein betrug 20 nM.
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Abbildung 4.2: Struktur des Inhibitors PK15 (aus[1  21]).

Bei einer Inkubation des Inhibitors mit humanem Plasma war eine Konzentration von
160 nM nétig, um die Aktivitat des durch Kallikrein aktivierten Faktors Xlla zu
halbieren [121].

Um die inhibitorische Wirkung von PK15 =zu testen und die optimale
Einsatzkonzentration zu finden, wurde zunachst ein ESI-basierter MES-Assay
aufgebaut. Dafur wurde Kallikrein an Sepharosebeads immobilisiert und mit dem
Substrat Ull_105-124 sowie PK 15 in variierenden Konzentrationen inkubiert. Die
gebildete Menge an Ull wurde mit einem ESI-Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
relativ quantifiziert (vgl. Abbildung 3.25). Die Ergebnisse zeigen die deutliche
Inhibition der Generierung des Ull bei Inhibitorkonzentrationen ab 160 nM. Auch in der
hdchsten eingesetzten Konzentration war jedoch noch Ull messbar, die UCE-Aktivitat
der Proteinfraktion war nicht vollstandig inhibiert. Die notwendige Menge an Inhibitor
in dem verwendeten Assay uberstieg also deutlich die in der Literatur beschriebene
Konzentration von 20 nM [121]. Die Ursachen sind vermutlich in der Verwendung der

Sepharosebeads zu suchen, der Inhibitor kdnnte &hnlich wie auch die Peptide Ull_95-
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124 und Ull_105-124 zumindest teilweise an die Sepharosebeads adsorbieren. Es
konnte aber gezeigt werden, dass durch den Einsatz des spezifischen Kallikrein-
Inhibitors PK 15 die UCE-Aktivitdt der Fraktion deutlich abnahm. Das sichert die
bisherigen Ergebnisse der UCE-Aktivitat des Kallikreins ab, die Mdglichkeit der
Generierung des Ull durch eine Verunreinigung der Kallikrein-Fraktion erscheint

aufgrund der hohen Spezifitat des Inhibitors dagegen wenig wahrscheinlich.

Nachdem die Wirksamkeit des Inhibitors im verwendeten Assay belegt werden
konnte, sollte anschlieRend die physiologische Relevanz der UCE-Aktivitat des
Kallikreins Uberprift werden. Dies sollte durch eine Inkubation immobilisierter
Plasmaproteine mit dem Inhibitor und dem Substrat Ull_105-124 erfolgen. Um die
Kallikrein-Aktivitat im Plasma maoglichst vollstandig zu inhibieren, wurde PK 15 in den
Konzentrationen 0,5 uM und 1 pM eingesetzt. Zusatzlich wurde auch Kallikrein mit
diesen Inhibitorkonzentrationen inkubiert. Die eingesetzte Kallikreinmenge (1,4 ug
Protein) lag dabei bei im Bereich der Kallikreinmenge, die der durchschnittlichen
Menge an Prakallikrein im eingesetzten Volumen an Plasma entspricht [103].
Prékallikrein wird durch Kalte aktiviert [103]. Die Plasmaproben wurden bei -80 C
gelagert, so dass durch das Einfrieren der Plasmaproben das Kallikrein zumindest
zum Teil aktiviert wurde. Die Ergebnisse dieser Inkubation sind in Abbildung 3.26 und
Tabelle 3.11 zusammengefasst. Die gebildete Menge an Ull in der Inkubation des
Kallikreins mit 0,5 uM Inhibitor ging deutlich zuriick und nahm auch bei der Inkubation
mit 1 uM PK 15 noch weiter ab. Bei dem Plasma beider Probanden nahm die
gebildete Menge an Ull bei der Inkubation mit 0,5uM PK 15 gegeniuber der
Inkubation ohne Inhibitor deutlich ab. Die Verringerung lag bei Proband 2 in der
gleichen GroRenordnung wie bei der Inkubation von Kallikrein bei dieser
Inhibitorkonzentration. Bei Proband 2 war die Verringerung der gebildeten Ull-Menge
etwas weniger stark. Jedoch war auch die gebildete Menge an Ull bei der Inkubation
ohne Inhibitor deutlich niedriger als bei Proband 1 und Kallikrein. Bei der Inkubation
des Kallikreins sank die gebildete Menge an Ull bei héheren Inhibitorkonzentrationen
weiter ab, dagegen nahm sie bei beiden Plasmaproben wieder zu. Diese
Beobachtung geht vermutlich auf die hohe Komplexitat der Plasmaproben zurlck. Bei
der Inkubation von Kallikrein mit dem Inhibitor ist lediglich die proteolytische Aktivitat
des Kallikreins selbst zu bertcksichtigen. Wird diese inhibiert, sinkt die gebildete
Menge an Ull entsprechend der Inhibitorkonzentration. Beim Plasma jedoch mussen
durch die hohe Komplexitat weitere Effekte berlcksichtigt werden. So kann der
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spezifische oder unspezifische Abbau des Ull nach seiner Generierung durch weitere
anwesende Plasmaproteasen die Kinetik der Ull-Generierung beeinflussen. Wird eine
solche Protease durch den Inhibitor bei hdheren Konzentrationen unspezifisch
gehemmt, steigt die Menge an Ull in der Reaktionsldsung, weil das gebildete Ull

langsamer abgebaut wird als in der Vergleichsprobe ohne PK 15.

Es konnte also gezeigt werden, dass sowohl der CFl als auch Kallikrein in vitro in der
Lage sind, das Urotensin-1l aus verschieden langen Vorlauferpeptiden zu generieren.
Das Kallikrein weist dabei eine deutlich hoéhere Aktivitat auf als der CFI, die
verwendeten Substrate Ull_95-124 und Ull_105-124 kénnen vom Kallikrein deutlich
schneller umgesetzt werden als vom CFI. Kallikrein ist anders als der CFI auch in der
Lage, das 104 Aminoséuren lange Vorlauferprotein zu UIl zu spalten. Die
physiologische Relevanz der UCE-Aktivitat des CFI konnte nicht weiter untermauert
werden. Insbesondere die Versuche mit CFl-defizienten Patienten zeigen, dass das
CFI nicht das einzige Urotensin-lI-generierende Enzym ist, sondern dass es mit hoher
Wabhrscheinlichkeit ein anderes UCE ist, das in vivo den héheren Anteil an der Ull-
Generierung hat. Es konnte dagegen durch die Versuche mit dem spezifischen
Kallikrein-Inhibitor gezeigt werden, dass das Kallikrein im Plasma einen deutlichen
Anteil an der Ull-Generierung tragt. Diese Tatsache sowie die Ergebnisse der UCE-
Aktivitdten im Plasma von Patienten mit diabetischer Nephropathie bzw. vor und nach
Hamodialyse untermauern die physiologische Relevanz dieser proteolytischen
Aktivitat.

Der Nachweis der UCE-Aktivitat des Kallikreins erweitert das Wissen uber diese
Protease, die bereits aus dem Kontext von zwei gegensatzlich wirksamen
Peptidhormon-Systemen bekannt ist. Wahrend sie im KKS-System durch die
Generierung des Bradykinins eine vasodilatatorische Aktivitat verursacht, bewirkt die
Aktivierung des RAS durch Kallikrein einen gegensatzlichen, da vasokonstriktorischen
Effekt. Die UCE-Aktivitat des Kallikreins erweitert das Wirkungsspektrum des
Kallikreins auf ein drittes, ebenfalls sehr komplexes Peptidhormon-System. So kann
die Ull-Generierung in Abhangigkeit des vaskularen Bettes sowohl eine starke
Vasokonstriktion als auch eine Vasodilatation verursachen, beides Aktivitaten, die
auch im KKS- und RAS-System durch das Kallikrein induziert werden. Es bleibt dabei
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zu untersuchen, ob die UCE-Aktivitat des Kallikreins in beiden Kontexten von
Bedeutung ist.

Die Ergebnisse bedeuten einen grofRen Fortschritt in der Urotensin-Forschung, da mit
dem Wissen um die Generierung auch die bisher schwer zu fassende physiologische
Bedeutung des Ull besser untersucht werden kann.
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6  Anhang

6.1 Chromatogramme und Tabellen
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Abbildung 6.1: Chromatogramm der

Reinigung aus humanem Plasma (erster Probenauftrag)
Verlauf der UV-Absorption bei 220 nm an, die gestrichelte Linie den Verlauf der Leitfahigkeit, die

CFI-haltigen Eluatfraktionen sind durch den Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung 6.4: Inkubation von immobilisiertem Kompl ementfaktor B und Kallikrein mit dem
Substrat Ull_105-124. Die Inkubation erfolgte mit 1-10-4 M Substratlésung, die Messung der
Reaktionsprodukte erfolgte nach definierten Inkubationszeiten mit MALDI-TOF-MS mit der Matrix
DHB.
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Tabelle 6.1: Ergebnisse der Inkubation immobilisier  ter Plasmaproteine mit dem Substrat

Ull_21-124 nach 2 Stunden Inkubationszeit. =~ Aufgetragen sind Signale, die im Massenspektrum
der Inkubation von Plasmaproteinen mit dem Substrat deutlich unterschiedlich waren im Vergleich
zur Kontrolle. Es ist der gemessene m/z-Wert angegeben, die jeweilige Signalintensitat des Peaks
sowie das Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis (S/N), dazu die Sequenzen der Peptide, die diesen m/z-

Werten zugeordnet werden konnten und die theoretische Masse (M) dieser Peptide.

m/z |Intensitdt | S/N | Mdgliche Sequenz Kirzel Thel\c/>|ret.
1956,8 | 489,7 | 20,6 | DSREISFQLSAPHEDAR ull_25-41 1956,9
3717,4| 4659 |39,4|PNILLSHLLARIWKPYKKRETPDCFWKYCV UIl_95-124 3717,0
3773,4 92,2 8,1 |-

Tabelle 6.2: Ergebnisse der Inkubation immobilisier  ter Plasmaproteine mit dem Substrat
Ull_21-124 nach 20 Stunden Inkubationszeit. = Der Inhalt dieser Tabelle entspricht dem von
Tabelle 6.1.

m/z | Intensitat | S/N | Mdgliche Sequenz Kirzel Thel\c/)lret.

981,4 243,5 9,8 |-

1079,4| 3332 |[138]|-

1094,4| 14183 |[59,8 |-

1136,4| 2316 |101 |-

1207,5| 2361,9 [995 |-

1304,5| 3122 |126|-

1320,6 | 2103,7 |845|-

1406,6 | 212,4 8,7 |-

1616,7| 195,8 6,9 |-

1672,6| 3923 |[135]|-

1730,7| 227,4 81 |-

1770,7| 616,0 |20,6 | PNILLSHLLARIWKP UlIl_95-109 1770,1

1843,7| 586,7 [18,9|-

1956,8 | 3847,3 139 | DSREISFQLSAPHEDAR Ull_25-41 1956,9

2026,8| 235,3 9,3 |-

2296,9| 4171 |21,2]-

2468,1| 1816 |10,0]-

2717,0| 119,6 7,9 |-

2828,1| 407,7 |27,2| QLSAPHEDARLTPEELERASLLQIL Ull_32-56 2828,5

3222,2| 1253 |12,0|LLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERA Ull_23-50 3221,6
SQERGDILRKADSSTNIFNPRGNLRKFQ Ull_61-90 34218

3422,2 146,9 4.7 LLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASL Ull_23-52 3421,7
LDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERASLL Ull_24-53 3421,7
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m/z | Intensitdt | S/N | Mdgliche Sequenz Kurzel Thel\c/)lret.
'I&FS’LLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELER Ull_20-51 3518 8

3518,2 65,3 7,1
gtLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERA UIl_21-52 3518.8
'I&I;LLLDSREISFQLSAPHEDARLTPEELER UIl_20-52 3631.9
gttDSREISFQLSAPHEDARLTPEELERA UIl_21-53 36319

3632,2 163,8 14,6
ERAELTPEELERASLLQILPEMLGAERGDI Ull_39-70 36320
RLTPEELERASLLQILPEMLGAERGDILR Ul 41-72 36320
KAD

3715,3 180,8 17,3 |-

3876,5 50,3 75 ggI[D)IFI)_NRIKADSSTNIFNPRGNLRKFQDFS UIl_64-07 3876,0

Tabelle 6.3: Ergebnisse der Inkubation von immobili

Substrat Ull_21-124 nach 2 Stunden Inkubationszeit.

von Tabelle 6.1.

siertem Plasma-Kallikrein mit dem

Der Inhalt dieser Tabelle entspricht dem

m/z | Intensitat | S/N | Mogliche Sequenz Kirzel Thel\c/>|ret.
1350,2 281,0 13,6 | RKADSSTNIFNP UlIl_69-80 1348,7
KADSSTNIFNPR ull_70-81 1348,7
LLSHLLARIWK Ull_98-108 1348,8
1389,1 366,2 17,5 | ETPDCFWKYCV Ull_114-124 1389,6
1545,2 2068,7 90,5 | RETPDCFWKYCV Ull_113-124 1545,7
1673,2 555,8 23,9 | KRETPDCFWKYCV Ull_112-124 1673,8
17254 | 473,8 21,0 | FNPRGNLRKFQDFS ull_78-91 17249
ARLTPEELERASLLQ Ull_40-54 17249
1790,4 | 1460,4 |66,9 | STNIFNPRGNLRKFQ Ull_74-88 1791,0
2195,6 | 13955 |86,3 | DFSGQDPNILLSHLLARIW ull_89-107 2194,2
LTPEELERASLLQILPEML Ull_42-60 21942
RASLLQILPEMLGAERGDIL UlI_49-68 21942
ASLLQILPEMLGAERGDILR UII_50-69 21942
REISFQLSAPHEDARLTPE UII_27-45 21951
EDARLTPEELERASLLQIL Ull_38-56 2195,2
2211,6 194,0 11,8 | TPEELERASLLQILPEMLGA Ull_43-62 2209,2
LERASLLQILPEMLGAERGD Ull_47-66 2210,2
ERASLLQILPEMLGAERGDI Ull_48-67 2210,2
2299,6 1418,7 96,6 | ILRKADSSTNIFNPRGNLRK UIl_67-86 2299,3
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Tabelle 6.4: Ergebnisse der Inkubation von immobili  siertem Plasma-Kallikrein mit dem

Substrat Ull_21-124 nach 6 Stunden Inkubationszeit. Der Inhalt dieser Tabelle entspricht dem

von Tabelle 6.1.

m/z | Intensitdt | S/N | Mdgliche Sequenz Kirzel Thel\c/>|ret.
1350,6 496,3 26,7 | RKADSSTNIFNP Ull_69-80 1348,7
KADSSTNIFNPR ull_70-81 1348,7

LLSHLLARIWK Ull_98-108 1348,8

1389,4 819,4 44,1 | ETPDCFWKYCV Ull_114-124 | 1389,6
1545,6 4324,3 214,3 | RETPDCFWKYCV Ull_113-124 1545,7
1673,7 945,1 51,8 | KRETPDCFWKYCV Ull_112-124 1673,8
1790,9 464,8 27,0 | STNIFNPRGNLRKFQ Ull_74-88 1791,0
2196,3 139,8 10,5 | DFSGQDPNILLSHLLARIW Ull_89-107 21942
LTPEELERASLLQILPEML Ull_42-60 2194,2

RASLLQILPEMLGAERGDIL Ull_49-68 2194,2

ASLLQILPEMLGAERGDILR Ull_50-69 2194,2

REISFQLSAPHEDARLTPE ull_27-45 2195,1

EDARLTPEELERASLLQIL Ull_38-56 2195,2

2300,3 349,2 27,2 | ILRKADSSTNIFNPRGNLRK UIl_67-86 2299,3
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Tabelle 6.5: Ergebnisse der Inkubation von immobili
Substrat Ull_21-124 nach 8 Stunden Inkubationszeit.

von Tabelle 6.1.

siertem Plasma-Kallikrein mit dem

Der Inhalt dieser Tabelle entspricht dem

m/z | Intensitat SIN | Mégliche Sequenz Kirzel Thel\(jlret.
1072,5 230,1 11,2 |LPEMLGAERG Ull_56-65 1071,5
1247,9 375,1 18,0 |PNILLSHLLAR Ull_95-105 1245,8

IWKPYKKRE Ull_106-114 1246,7
1350,8 1846,3 82,3 | RKADSSTNIFNP Ull_69-80 1348,7
KADSSTNIFNPR ull_70-81 1348,7
LLSHLLARIWK Ull_98-108 1348,8
1389,7 859,4 35,8 | ETPDCFWKYCV Ull_114-124 1389,6
1527,9 501,8 16,1 |ILPEMLGAERGDIL Ull_55-68 1525,8
RLTPEELERASLL uUll_41-53 1525,8
REISFQLSAPHED ull_27-39 1527,7
EDARLTPEELERA Ull_38-50 1527,8
1545,9 6698,8 201,2 | RETPDCFWKYCV Ull_113-124 1545,7
1561,9 465,9 13,2 | ERGDILRKADSSTN Ull_63-76 1560,8
1674,0 1928,4 64,2 | KRETPDCFWKYCV Ull_112-124 1673,8
1726,2 574,7 19,0 | FNPRGNLRKFQDFS uUll_78-91 17249
ARLTPEELERASLLQ Ull_40-54 17249
1791,2 1728,7 62,3 | STNIFNPRGNLRKFQ Ull_74-88 1791,0
2172,4 272,7 11,7 | DSREISFQLSAPHEDARLT Ull_25-43 21711
ILRKADSSTNIFNPRGNLR Ull_67-85 2171,2
2196,5 27129 120,8 | DFSGQDPNILLSHLLARIW uUll_89-107 2194,2
LTPEELERASLLQILPEML Ull_42-60 2194,2
RASLLQILPEMLGAERGDIL Ull_49-68 2194,2
ASLLQILPEMLGAERGDILR Ull_50-69 2194,2
REISFQLSAPHEDARLTPE ull_27-45 2195,1
EDARLTPEELERASLLQIL Ull_38-56 2195,2
2212,5 349,9 16,0 | TPEELERASLLQILPEMLGA Ull_43-62 2209,2
LERASLLQILPEMLGAERGD Ull_47-66 2210,2
ERASLLQILPEMLGAERGDI ull_48-67 2210,2
2285,5 416,2 19,5 | SSTNIFNPRGNLRKFQDFSG Ull_73-92 2284,1
LDSREISFQLSAPHEDARLT Ull_24-43 2284,1
2300,6 7944,0 361,8 | ILRKADSSTNIFNPRGNLRK Ull_67-86 2299,3
2367,6 301,3 134 |-
2453,7 214,0 12,3 |ELERASLLQILPEMLGAERGDI Ull_46-67 24523
3363,4 4147 36,0 | TPEELERASLLQILPEMLGAERGDILRKAD uUll_43-72 3362,8
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6.2 Gefahrstoffinformationen

Gefahrstoffsymbole:

E Explosionsgeféahrlich 0] Brandférdernd
F+ Hochentzindlich f Leichtentziindlich
T+ Sehr giftig T Giftig
C Atzend N Umweltgefahrlich
Xn Gesundheitsschadlich Xi Reizend
Chemikalie Gefahrstoffsymbol R-Satze S-Satze
2,5-Dihydroxybenzoesaure Xi - S 24/25
Acetonitril F, Xn R 11-20/21/22-36 S (1/2)-16-36/37
Ameisensaure C R 35 S (1/2)-23-26-45
AP Conjugate Substrate Kit Xn, Xi R 22-36 S 26-36-60
Coomassie Plus (Bradford) Protein R 11-23/24/25-34-
Assay Kit CRT 39/23/24/25 S 24-26-35-37
Dithiothreitol (DTT) Xn R 20/21/22 -
Ethylendiamintetraessigsaure , i
(EDTA) Xi R 36 S (2)-26
. S (1/2)-26-
Ethanolamin C R 20/21/22-34 36/37/39-45
Magnesiumchlorid Xi R 36/37 -
R 11-23/24/25- S (1/2)-7-16-
Methanol T.F 30/23/24/25 36/37.45
Natriumphosphat Xi R 36/37/38 S 26
Pefabloc-SC / 4-(2-Aminoethyl)- R 20/21/22 S 24/25-37/39
benzensulfonylfluorid
Kaleidoscope Prestained Protein Xn, Xi R 20/22-36/37/38-42 S 60
Standard
Salzsaure 0,1 mol/l C R 34-37 S (1/2)-26-45
Transferpuffer Xn, Xi R 22-36 S 60
. . S (1/2)-9-26-27-
Trifluoressigséaure C R 20-35-52/53 28-45-61
Tris-HCI Xi R 36/38 S 26
. S 2-22-24-26-
Trypsin Xn R 36/37/38-42 36/37-45
XT MES Running Buffer 20x Xn, Xi R 20/22-36/37/38-42 S 60
XT Reducing Agent C, Xi R 34-36/38 S 60
XT Sample Buffer 4x Xn, Xi R 22-36/38 S 60
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6.3 Abkirzungsverzeichnis

a.u.
ACE

ACN

AP

Arg

AS

bzw.

C1, Clq, C1r, C1s
C3, C3a, C3b, C3i
C3b-R

C3b-S

C4, C4a, C4b
C5, C5a, C5b
cDNA

CFI

CID

CNBr

D501N

DAC

DHB

DMSO

DTT

EDTA

ESI

etal.

FA

FB

FH
FIMAC-Domane
HEK

HK

HPLC

hull

HUS

IT

KKS

LC

LC-MS
LDLr-Doméne
L-NAME

Lys

m/z

Absorptionseinheiten (Absorption Units)

Angiotensin-konvertierendes Enzym (Angiotensin Converting
Enzyme)

Acetonitril

Alkalische Phosphatase

Arginin

Aminosaure(n)

beziehungsweise

Komplementkomponente C1 und ihre Untereinheiten
Komplementkomponente C3 und ihre Spaltprodukte
Peptidisches C3b-Reaktionsprodukt

Peptidisches C3b-Substrat (Teilsequenz aus C3b)
Komplementkomponente C4 und ihre Spaltprodukte
Komplementkomponente C5 und ihre Spaltprodukte
komplementéare Desoxyribonukleinsdure (complementary DNA)
Komplementfaktor |

Kollisionsinduzierte Dissoziation (Collison Induced Dissociation)
Bromcyan

CFI-Mutante (Aminosaure 501 ausgetauscht)

Decay Accelaration Factor

2,5-Dihydroxybenzoeséure

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraessigsaure

Elektrospray-lonisation

und andere

Ameisensaure

Komplementfaktor B

Komplementfaktor H

Factor | Membrane Attack Complex Domain

Humane embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney)
High-molecular-weight-Kininogen
Hochleistungsflissigkeitschromatographie

humanes Urotensin-I|

Hamolytisch-uramisches Syndrom

lonenfalle (lon Trap)

Kinin-Kallikrein-System

Flissigkeitschromatographie (Liquid Chromatography)
Flissigkeitschromatographie-gekoppelte Massenspektrometrie
Lowdensity Lipoprotein Receptor-Doméane
N-nitro-L-argininmethylester

Lysin

Masse-zu-Ladungsverhaltnis
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MAC Membranangriffkomplex (Membrane Attack Complex)

MALDI Matrix-assisted Laser-Desorption/lonisation

MASP1, MASP2, MASP3  Mannose-assoziierte Serin-Protease 1, 2 bzw. 3

MBL Mannose-bindendes Lektin

MCP Membrane Cofactor Protein

MES Massenspektrometrie-basierter Enzymassay (Mass Spectrometry
Assisted Enzyme Screening System)

MRNA Boten-Ribonukleinsdure (messenger RNA)

MS Massenspektrometer/Massenspektrometrie

MS/MS Tandemmassenspektrometrie

MW Molekulargewicht (Molecular Weight)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phophat-gepufferte Kochsalzlésung

PC Vorlaufer-Konvertase (Precursor Convertase)

prepro-Ull Urotensin-1I-Vorlauferprotein (Precursor)

QQQ Triple-Quadrupol

RAS Renin-Angiotensin-System

RIA Radioimmuno-Assay

SIN Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis (Signal to Noise)

SP Serinprotease(-doméane)

SRM Selected Reaction Monitoring

TBS Tris-gepufferte Kochsalzlésung

TBS-T Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit 0,1 % Tween 20

TFA Trifluoressigséaure

TIC Totalionenstrom (Total lon Current)

TOF Flugzeit (Time of flight)

UCE Urotensin-ll-konvertierendes Enzym (Urotensin-1l Converting Enzyme)

ull Urotensin-II

Ullc hydrophobe Urotensin-1l-Peptide

URP Urotensin-related Peptide

UTR Urotensin-1l-Rezeptor

UTS Genname des Urotensin-IlI-Gens

vgl. vergleiche

WT Wildtyp

134



Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Die Ziele dieser Arbeit waren die Verifizierung der Urotensin-ll-generierenden (UCE-)
Aktivitat des Komplementfaktor |1 (CFI), die Uberprifung deren physiologischer
Relevanz sowie die Identifizierung moéglicher inaktiver Vorlauferpeptide, die als
physiologische Substrate dienen konnten. Innerhalb der Arbeit wurde zudem eine
weitere Protease mit UCE-Aktivitéat, das Plasma-Kallikrein, identifiziert, auch diese

Entdeckung wurde hinsichtlich ihrer physiologischen Relevanz hin untersucht.

Die UCE-Aktivitat des CFl konnte in verschiedenen gereinigten Proteinfraktionen
gezeigt werden. Eine rekombinant exprimierte Mutante mit deutlich verringerter
Aktivitdt gegentiber dem bekannten CFI-Substrat C3b zeigte auch gegeniber dem
verwendeten Urotensin-Substrat eine deutlich niedrigere Aktivitdt, was die UCE-
Aktivitat des CFI in vitro untermauert. Auch das Plasma-Kallikrein zeigte eine
deutliche UCE-Aktivitat und zudem eine sehr schnelle Umsetzung des Substrats. Zur
Uberpriifung der physiologischen Relevanz wurden verschiedene Patientengruppen
auf ihre UCE-Aktivitat im Plasma untersucht, darunter CFl-defiziente Patienten,
welche keine verringerte, sondern leicht erhdhte UCE-Aktivitdt aufwiesen. Das
Plasma dialysepflichtiger Patienten zeigte nach der Dialyse erhohte UCE- aber
verringerte C3b-abbauende Aktivitaten. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass
physiologisch neben dem CFI weitere Urotensin-ll-generierende Proteasen wie
beispielweise das Plasma-Kallikrein agieren und vermutlich den grof3eren Anteil an
der Ull-Generierung tragen. Der Anteil des Plasma-Kallikreins an der Ull-Generierung
im Plasma wurde Uber einen spezifischen Inhibitor getestet. Die UCE-Aktivitat konnte
in Anwesenheit dieses Inhibitors deutlich gesenkt werden, was fir eine physiologische

Relevanz der UCE-Aktivitat des Plasma-Kallikreins spricht.

Des Weiteren konnte innerhalb dieser Arbeit ein 30 Aminosduren langes Fragment
des Urotensin-Vorlauferproteins als mogliches Vorlauferpeptid und Substrat fir eine
Urotensin-ll-generierende Protease identifiziert werden. Sowohl der CFIl als auch das
Plasma-Kallikrein waren in der Lage, dieses Peptid ohne Cofaktoren zu Urotensin-II

umzusetzen, wobei das Plasma-Kallikrein eine deutlich schnellere Kinetik aufwies.

Die gewonnenen Ergebnisse bestéatigen die UCE-Aktivitdt des CFI in vitro, konnten
jedoch keinen Aufschluss dariiber geben, ob diese Aktivitat auch von physiologischer

Relevanz ist. Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierte UCE-Aktivitat des Plasma-
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Zusammenfassung

Kallikreins dagegen scheint auch physiologisch von Bedeutung. Damit gibt es neben
den zwei bekannten Peptidhormon-Systemen, dem Kinin-Kallikrein-System und dem
Renin-Angiotensin-System, eine weitere proteolytische Aktivitat des Kallikreins,

welche im Kontext der Blutdruckregulierung von Bedeutung ist.
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Summary

8 Summary

The aims of this work were to validate the Urotensin-1l converting (UCE-) activity of
the complement factor | (CFl), to test the physiological relevance of this activity and to
identify candidates for inactive precursor peptides that could serve as physiological
substrates for the UCE. Within this work, a second protease with UCE activity, Plasma
Kallikein, was identified. This activity has subsequently also been evaluated towards

its physiological relevance.

The UCE activity of CFI was shown in several protein fractions obtained by different
purification strategies. A recombinantly expressed mutant with a decreased activity
towards the well-known CFI substrate C3b also showed a decreased UCE activity
which underlines the UCE activity of CFI in vitro. Plasma Kallikrein also showed a
considerable UCE activity and furthermore a very fast turnover of the substrate. The
blood plasma of several patient groups was tested towards their UCE activity, among
them also patients with a functional CFI deficiency. CFI deficient patients did not show
a decrease but a slight increase in their UCE activity. Plasma proteins of patients on
hemodialysis showed an increase in their UCE activities after dialysis but a decrease
in their C3b-degrading activities compared to the activities before hemodialysis. These
results indicate that in vivo proteases other than CFI, e.g. Plasma Kallikrein, act as
Urotensin-Il generating proteases and might even be physiologically more important
than the UCE activity of CFl. The contribution of Plasma Kallikrein to the generation of
Ull in plasma was tested using a specific inhibitor. In the presence of the inhibitor, the
UCE activity was considerably reduced, indicating the physiological relevance of the
UCE activity of Plasma Kallikrein.

Furthermore, within this work a 30 amino acid long fragment of the urotensin-Ii
precursor protein was identified as a potential inactiv precursor peptide and substrate
for the Urotensin-1l converting protease. Both CFl and Plasma Kallikrein were able to
convert this peptide into Urotensin-Il with Plasma Kallikein showing a much faster
kinetic.

The obtained results confirm the UCE activity of CFI in vitro but could not give an
indication of its physiological relevance. In contrast, the newly identified UCE activity
of Plasma Kallikrein seems to have a physiological relevance. Therefore an additional

proteolytic activity of Plasma Kallikrein beside the two already known peptide hormone
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Summary

systems, the Kinin-Kallikrein system and the Renin-Angiotensin system could be

shown, being of vital importance in the regulation of blood pressure.
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