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1 Einleitung

1.1 Zigarettenrauch

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit rauchten im Jahr 2015 mehr als 1,1 Billionen Menschen Tabak, wobei
der Anteil der mannlichen Raucher den der weiblichen deutlich Gbersteigt (World
Health Organization, 2015).

In Deutschland hatten im Jahr 2013 die Raucher einen Anteil von 29,7 % an der
Gesamtbevodlkerung zwischen 18 und 79 Jahren (Lampert et al., 2013), wobei
starkes Rauchen (mehr als 20 Zigaretten taglich) eher unter Mannern alterer
Altersklassen verbreitet war. Zudem haben der soziale Status, das
Bildungsniveau, der Beruf und das Einkommen Einfluss auf das Rauchverhalten.
Seit einigen Jahren ist die Zahl der Raucher in Deutschland jedoch in allen
Altersgruppen rucklaufig (Deutsches Krebsforschungszentrum, 2015). Die
Weltgesundheitsorganisation WHO erwartet bis 2025 einen Rickgang des
Raucheranteils in der deutschen Bevodlkerung auf ca. 23 % (World Health

Organization, 2015).

Tabakkonsum ist jahrlich verantwortlich fir den Tod von sechs Millionen
Menschen weltweit, 600.000 Todesfalle durch Passivrauchen eingeschlossen
(World Health Organization, 2015). Zu den haufigsten mit Tabakrauch
assoziierten Todesursachen zahlen kardiovaskulare Erkrankungen, die
chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) sowie unterschiedliche

Krebsarten, allen voran Lungenkrebs (Talhout et al., 2011).

1.1.2 Molekulare Effekte von Zigarettenrauch
Zigarettenrauch ist ein komplexes Stoffgemisch und enthalt mehrere tausend

schadliche Inhaltsstoffe (MacNee, 2001), die teils gasformig, teils gebunden an
Tabakrauchpartikel vorliegen (Church and Pryor, 1985). Viele dieser Inhaltsstoffe
sind hoch reaktiv und kdénnen sowohl pro-inflammatorisch (Gongalves et al.,
2011) als auch immunsuppressiv (Stampfli and Anderson, 2009) wirken. Sie
konnen miteinander wechselwirken und sich gegenseitig verstarken, sodass die

schadliche Wirkung nicht allein auf dem Vorliegen der einzelnen Substanzen,



sondern vielmehr auf ihrem Gemisch beruht (Deutsches
Krebsforschungszentrum, 2015).

Rauchen flhrt zu einer erheblichen Belastung des Organismus mit Oxidantien.
Pro Zug an einer Zigarette werden ca. 10" Molekile mit oxidativer Wirkung
eingeatmet (Pryor and Stone, 1993). Dazu zahlen beispielsweise Alkyle,
organische Peroxy-Radikale und Aldehyde (Eiserich et al., 1995). Die Folgen auf
molekularer Ebene sind weitreichend. Rauch-exponierte Zellen setzen ROS
(reactive oxygen species) frei und zellulare Makromolekule wie DNA, Proteine
oder Lipide werden in der Folge oxidativ modifiziert oder peroxidiert (Yanbaeva
et al., 2007), wodurch auch Zellmembranen geschadigt werden kdnnen (van der
Vaart, 2004). Die Spiegel an Antioxidantien wie Vitamin A und C, B-Carotin,
Cystein oder Glutathion sinken (Yanbaeva et al., 2007). AuRerdem beeinflusst
Zigarettenrauch die Lebensdauer von Zellen, indem er dosisabhangig bei
niedrigeren Konzentrationen eher Apoptose, bei hoheren Nekrose induziert
(Messner et al., 2012).

Erwiesen ist zudem ein pro-inflammatorischer Effekt von Zigarettenrauch. Er
wirkt chemotaktisch auf Neutrophile und Makrophagen und aktiviert diese.
Verglichen mit Nichtrauchern haben Raucher als Ausdruck einer chronischen
Entzindungsreaktion im peripheren Blut mehr weiRe Blutkdrperchen, ein
erhdhtes Level an Entzindungsmarkern wie C-reaktivem Protein (CRP) und pro-
inflammatorischen Zyto- und Chemokinen (Rom et al., 2013). Dazu zahlen
vorwiegend der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sowie verschiedene Interleukine
(IL-1, IL-6, IL-8) (Arnson et al., 2010).

1.1.3 Zigarettenrauch in der Pathogenese der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist per definitionem eine
verhinderbare Erkrankung, die durch eine nicht vollstandig reversible
Atemflussbehinderung charakterisiert ist, meist progredient verlauft und mit einer
pathologischen Entzindungsreaktion der Lunge auf schadliche Gase oder
Partikel assoziiert ist. Je nach Schweregrad wird sie in vier Gruppen eingeteilt,
die von der Global Initiative for Chronic Obstrucive Lung Disease (GOLD)

definiert wurden. Bis 2011 erfolgte die Einteilung strikt anhand der



Lungenfunktion in die Kategorien GOLD 1 - 4, seither gewannen jedoch auch
Aspekte wie Exazerbationshaufigkeit oder klinisches Befinden des Patienten an
prognostischer Bedeutung, sodass eine neue Einteilung in GOLD A - D eingeflihrt
wurde, die diese berucksichtigt (GOLD Report 2017). Weltweit rangiert die COPD
auf Platz 4 der haufigsten Todesursachen, wobei durch die Zunahme der
Raucher-Pravalenz in Entwicklungslandern und das Erreichen von hdéherem
Lebensalter in Industriestaaten ein Anstieg in Pravalenz, Mortalitat und Morbiditat
erwartet wird (Lopez, 2006; Vogelmeier et al., 2007). COPD fuhrt zudem zu einer
erheblichen wirtschaftlichen Belastung. In der europaischen Union nehmen
Atemwegserkrankungen 6 % des Gesundheitsbudgets ein, wovon wiederum 56
% der COPD zuzurechnen sind (GOLD Report 2017).

Rauchen ist mit fast 90 % der Hauptrisikofaktor der COPD. Jedoch sind lang nicht
alle COPD-Erkrankungen — gerade bei Frauen oder jlingeren Patienten — durch
Zigarettenrauch zu erklaren. Als weitere Risikofaktoren gelten mehrere
genetische Syndrome (z.B. ai-Antitrypsinmangel), Luftverschmutzung durch
Verkehr oder andere Faktoren, Passivrauch und berufsbedingte
Schadstoffbelastung (Li et al., 2016; Paulin et al., 2015; Vogelmeier et al., 2017).
Auch Umwelteinflisse in Utero und in friher Kindheit sind maldgeblich fur das

Outcome der COPD im Erwachsenenalter (Postma et al., 2015).

Man geht davon aus, dass die Pathogenese der COPD stark durch die
immunmodulatorische Wirkung des Zigarettenrauchs beeinflusst wird.
Zigarettenrauch |0st, entweder direkt durch einzelne Rauchkomponenten oder
indirekt durch Epithelzellschadigung, durch die Freisetzung sogenannter
damage-associated molecular patterns (DAMPs), eine angeborene
Immunantwort aus. Bestimmte Rezeptoren wie Toll-like Rezeptoren erkennen
DAMPs und flhren zu einer unspezifischen Entziindungsreaktion (Opitz et al.,
2010). Die Freisetzung von Zytokinen (Tumornekrosefaktor-a, Interleukin 1 und
8) triggert das Recruitment von Makrophagen, Neurophilen und dendritischen
Zellen zum Ort der Entzindung (Barnes, 2014). Aktivierte Neutrophile und
Makrophagen verursachen Schadigungen des Lungengewebes durch die
Freisetzung von ROS und proteolytischen Enzymen (Brusselle et al., 2011).

Zusatzlich zu diesen Immunfunktionen des angeborenen Immunsystems wird
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auch das adaptive Immunsystem aktiviert. Unreife dendritische Zellen
prasentieren ,Selbst-Antigene®, die aus beschadigtem Gewebe freigesetzt
wurden, und externe Antigene nativen T-Zellen in den Lymphknoten (Decramer
et al., 2012). Nach ihrer Aktivierung zu T-Helfer-Zellen werden diese zusammen
mit spezifischen Antikorper-produzierenden B-Zellen zur Neutralisierung der
Antigene in die Lunge geschickt. Bei Fortschreiten der Krankheit bilden sich um
die kleinen Atemwege tertiare Lymphaggregate, die oligoklonale B- und T-Zellen
enthalten (van der Strate et al., 2006; Sullivan, 2006). Mehrere Studien wiesen
bereits einen Zusammenhang zwischen diesem sogenannten iBALT (inducible
bronchus-associated lymphoid tissue) und einem Fortschreiten der COPD nach
(Hwang et al., 2016; Jia et al., 2018; Polverino et al., 2015). Dementsprechend
findet man in der Lunge von COPD-Patienten nicht nur ein erhohtes Level der
Zellen des angeborenen Immunsystems (Neutrophile und Makrophagen),
sondern auch des adaptiven Immunsystems (B- und T-Zellen) (Barnes, 2008).
Die zytotoxische CD8+-T-Zelle ist eine der vorherrschenden T-Zellen im
Lungengewebe von COPD-Patienten. Nach ihrer Aktivierung setzt die CD8+-T-
Zelle proteolytische Enzyme wie beispielsweise Perforin frei, welche Apoptose

oder Nekrose struktureller Zellen verursachen konnen (Brusselle et al., 2011).

Die durch Zigarettenrauch wiederholt ausgelosten inflammatorischen
Veranderungen im Lungengewebe tragen auf mehrere Arten zu einer
zunehmenden Verschlechterung der Lungenfunktion bei COPD-Patienten bei.
Durch die Entzindungsreaktion kommt es zu abnormen tissue-repair- und
remodeling-Prozessen, die zu einer Verengung der kleinen Atemwege und zum
Verlust der Elastizitdt des Lungengewebes fuhren (Hogg and Timens, 2009;
McDonough et al., 2011). Aul3erdem erfolgt eine vermehrte Mukusproduktion, die
die Lumina zusatzlich verlegt. Diese Prozesse begunstigen ein ,air trapping®, was
bedeutet, dass die Luft aufgrund der fehlenden Elastizitat und der verlegten
Atemwege nicht mehr vollstandig abgeatmet werden kann (Hogg and Timens,
2009). So kommt es zur Emphysembildung und zur Zerstérung von
Lungengewebe, was auch eine Limitation des Gasaustauschs nach sich zieht
(Elbehairy et al., 2015).



Neben den lungenassoziierten Komplikationen wie Emphysembildung und small
airway remodeling ist die COPD auch mit weiteren Erkrankungen wie
ischamischen  Herzkrankheiten, Diabetes mellitus, Osteoporose und
Lungenkrebs assoziiert, was sicherlich zu einem grof3en Teil an gemeinsamen
Risikofaktoren wie dem Zigarettenrauchen liegt (Decramer et al., 2008; Fabbri et
al., 2008).

1.1.3.1 Exazerbationen
Unter Exazerbationen versteht man anhaltende Verschlechterungen des

Zustands des Patienten, die akut auftreten, Uber normale tagliche
Schwankungen hinausgehen und eine Therapiednderung nétig machen
(Rodriguez-Roisin, 2000). Rauchen erhoht zusatzlich die Anfalligkeit des
Organismus fur respiratorische Infekte (Feldman and Anderson, 2013), wobei
bisher unklar ist, ob dies auf der erhohten Anfalligkeit gegenuber
mikrobiologischen Erregern, auf einer Unfahigkeit, infektidse Agentien effektiv zu
eliminieren oder auf einer Uberschielfenden Inflammationsreaktion beruht
(Stampfli and Anderson, 2009). Dies erhdoht das Exazerbationsrisiko bei
rauchenden COPD-Patienten. Ein Grofteil der akuten Exazerbationen ist durch
Infektionen bakterieller (Uberwiegend Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus und Pseudomonas
aeruginosa) oder viraler (Uberwiegend Rhino-, Influenza-, respiratory-syncytial-
(RSV-) und Parainfluenzaviren) Genese verursacht (Papi et al., 2006). Je
haufiger Exazerbationen auftreten, desto schlechter ist die Prognose des
Patienten (Halpin et al., 2017; Soler-Cataluna, 2005; Vestbo et al., 2013). Die
neue GOLD-Einteilung in Kategorien von A-D gewahrleistet eine bessere
Beurteilung des Exazerbationsrisikos des Individuums, was wiederum eine
genauere Einschatzung der Prognose ermoglicht (Lange et al., 2012). Auch die
Symptomdauer bei Exazerbationen ist ein prognostisch ungustiger Faktor. Je
langer die Symptome andauern, desto groRer ist das Risiko fur ein neues
Ereignis und desto schlechter ist der gesundheitliche Gesamtzustand
(Donaldson et al., 2015).
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1.2 Das Proteasom

1.2.1 Funktion und Aufbau des Proteasoms
Proteine in Zellen unterliegen einem standigen Abbau zu Aminosauren und

werden von neu synthetisierten Proteinen ersetzt (Goldberg, 2003). Die
SchlUsselrolle beim Proteinabbau spielt das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).
Es ist fur Gber 90 % des intrazellularen Proteinabbaus verantwortlich (Sorokin et
al., 2009). Damit spielt das Ubiquitin-Proteasom-System eine essenzielle Rolle
bei Uberlebenswichtigen Prozessen in der Zelle, wie der Regulation des
Zellzyklus, der Reaktion der Zellen auf Stress, DNA-Reparatur, Immunantwort
und Apoptose (Bader and Steller, 2009; Schwartz and Ciechanover, 2009).

FUr den Abbau vorgesehene Proteine werden ATP-abhangig mit Ubiquitinketten
markiert. Eine Enzymkaskade bestehend aus E1, E2 und E3 knUpft Ubiquitin
mittels seines C-Terminus an Lysin-Reste in Zielproteinen (Finley, 2009). Diese
Proteine werden vom 26S-Proteasom erkannt und abgebaut (Glickman and
Ciechanover, 2002). Das Proteasom baut die Proteine zu Peptiden mit einer
Lange von 3-22 Aminosauren ab (Rock et al., 1994). Diese kdnnen einerseits
weiter zu Aminosauren abgebaut und dann zu neuen Proteinen recycelt werden,
andererseits auf MHC-I (major histocompatibility class I) -Komplexe geladen und

so auf der Zelloberflache dem Immunsystem prasentiert werden (Finley, 2009).

Den katalytischen Kern des Proteasoms bildet ein 20S core particle (CP), an den
verschiedene Regulatoren binden kdnnen. Der core particle ist fassahnlich
aufgebaut und besteht aus vier Ringen, zusammengesetzt aus jeweils sieben
Untereinheiten. Die beiden auflieren Ringe werden durch die sieben a-
Untereinheiten a1-a7 gebildet, die inneren Ringe bestehen aus den je sieben [3-
Untereinheiten B1-B7 (Groll et al., 2000).

Drei der sieben B-Untereinheiten (81, B2 und B5) besitzen aktive Zentren, die zur
Proteolyse befahigt sind. Diese unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Spaltungseingenschaften: 31 spaltet nach sauren (caspase-like), B2 nach
basischen (trypsin-like) und B5 nach hydrophoben (chymotrypsin-like)
Aminosauren (Finley, 2009).
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1.2.2 Das Immunoproteasom
In lymphatischen und hamatopoetischen Geweben sowie induziert durch

verschiedene inflammatorische Zytokine wie Interferon-y (IFNy) und
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) koénnen die konstitutiven proteasomalen
Untereinheiten 31, B2 und B5 durch ihre Immuno-Gegenstlicke B1i (LMP2), B2i
(MECL-1) und B5i (LMP7) ersetzt werden und so das Immunoproteasom bilden
(Aki et al., 1994; Niewerth et al., 2014). Durch die Inkorporation der Immuno-
Untereinheiten wird die chymotrypsin-like Aktivitat erhoht und die caspase-like
Aktivitat erniedrigt, was dazu fuhrt, dass Immunoproteasomen vermehrt Peptide
mit hydrophoben C-Termini generieren. Diese binden mit héherer Affinitat an
MHC-I-Rezeptoren (Groettrup et al., 2010). Dies hat zur Folge, dass die
Herstellung von Peptiden, die auf dem MHC-I-Rezeptor prasentiert werden
konnen, gesteigert werden kann.

Es gibt Hinweise, dass das Immunoproteasom daruber hinaus einige weitere
wichtige Funktionen uUbernimmt. Es scheint eine entscheidende Rolle im
schnelleren und effizienteren Proteinabbau zur Aufrechterhaltung der
Proteostase in Stresssituationen, z.B. bei oxidativem Stress (Pickering et al.,
2010), zu spielen und somit auch Zellproliferation und -differenzierung, Signalling
und Transkription zu beeinflussen (Ebstein et al., 2012; Seifert et al., 2010).

Es existieren jedoch auch Mischformen zwischen Standard- und
Immunoproteasom, bei denen nur einzelne der konstitutiven Untereinheiten
durch die dementsprechende Immuno-Untereinheit ersetzt sind. So ergibt sich
eine Vielzahl von Kombinationsmoglichkeiten (Abbildung 1) (Dahlmann, 2016;
Guillaume et al., 2012). Zudem gibt es eine Thymus-spezifische Untereinheit
(B5t), die zusammen mit B1i und B2i das Thymoproteasom (t20S) bildet (Murata
et al., 2009). Eine Ubersicht Giber die Nomenklatur der 20S-Untereinheiten findet

sich in Tabelle 1.
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Abbildung 1: Verschiedene Kompositionsmaoglichkeiten der katalytischen Untereinheiten
im 20S core particle des Proteasoms: Die drei konstitutiven Untereinheiten 31, f2 und B5
kénnen durch ihre Immuno-Gegenstiicke B1i (LMP2), p2i (MECL-1) und B5i (LMP7) ersetzt
werden und so das Immunoproteasom i20S bilden. Auch Mischformen zwischen Standard- und
Immunoproteasom sind moglich. Zudem existiert eine thymus-spezifische Form (120S), die 35t

enthalt (Meiners et al., 2014).

20S a-Untereinheiten

Alte Nomenklatur

Gen-Nomenklatur

al PSMAG
a2 PSMA2
a3 PSMA4
a4 PSMA7
ad PSMAS
a6 PSMA1
a7 PSMA3

20S B-Untereinheiten

Alte Nomenklatur

Gen-Nomenklatur

81 PSMB6
B1i LMP2 PSMB9
B2 PSMB7
B2i MECL-1 PSMB10
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B3 PSMB3
B4 PSMB2
B5 PSMB5
B5i LMP7 PSMBS
B6 PSMB1
g7 PSMB4

Tabelle 1: Ubersicht iiber die hier verwendete Nomenklatur der 20S a- und B-
Untereinheiten (Baumeister et al., 1998; Finley et al., 1998)

1.2.3 Regulation des Proteasoms

1.2.3.1 Regulatoren

Der Zugang zum Hohlraum im 20S-Komplex ist durch die N-Termini der aufden
liegenden a-Untereinheiten versperrt (Groll et al., 2000). Um einen effektiven
Proteinabbau zu gewahrleisten, sind daher Aktivatoren notwendig, die einen

Proteintransport in das Innere des CP ermoglichen.

Der am besten erforschte Regulator ist der 19S regulatory particle (RP; PA700),
der einzige Aktivator, der ATP-abhangig Proteine abbaut (de la Pefia et al.,
2018). Dieser kann an ein oder an beide Enden des CP binden und so das 26S-
bzw. das 30S-Proteasom bilden (Stadtmueller and Hill, 2011). Er besteht aus 18
Untereinheiten, die sich aufteilen auf eine ,base®, die der dem CP zugewandten
Seite entspricht, und ein weiter distal gelegenes ,lid“ (Finley, 2009). Die base ist
aus neun Untereinheiten zusammengesetzt, von denen sechs ATPase-
Eigenschaften besitzen (Rpt1-Rpt6). Diese sind essentiell fur die Bildung des CP-
RP-Komplexes. Die weiteren Untereinheiten dienen entweder als Gerustproteine
(Rpn1 und Rpn2) oder als intrinsischer Ubiquitin-Rezeptor (Rpn13). Das lid
besteht aus 8 non-ATPase-Untereinheiten. Sechs davon (Rpn3, Rpn5, Rpn6,
Rpn7, Rpn9, Rpn12) bilden Uber ihre spezifischen Protein-Domanen eine
hufeisenformige Grundstruktur, die beiden Ubrigen Untereinheiten (Rpn8 und
Rpn11) bilden ein flexibles Dimer, wobei Rpn11 Deubiquitinase-Eigenschaft
besitzt. Rpn 10, der zweite intrinsische Ubiquitin-Rezeptor des Proteasoms,
bindet an einen Arm des lid (Lander et al., 2013).
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Zwei weitere Aktivatoren sind PA28a/f sowie PA28y. Diese oligomeren
Ringkomplexe sind durch Bindung an die Taschen zwischen a-Untereinheiten
fahig, den Zugang zum CP zu 6ffnen. Im Vergleich zum 19S RP fehlt ihnen
jedoch die ATPase-Aktivitat, sodass sie nicht zur Translokation des Proteins in
den CP beitragen konnen. Eine Bedeutung wird diesen Regulatoren vor allem fur
den Abbau kleiner Substrate ohne Tertiarstruktur beigemessen, die in den CP

diffundieren kénnen, sobald dieser gedffnet ist (Finley et al., 2016).

Als vierter Aktivator ist PA200 bekannt, welcher fast komplett aus HEAT
(Huntingtin-elongation factor 3-PR65/A subunit of PP2A-lipid kinase TOR)-
Wiederholungen besteht. Er formt eine flexible Superhelix, die sich in zwei
Schichten Uber den Eingang des CP legt und diesen so offnet (Savulescu and
Glickman, 2011).

Zudem wurde ein Prolin-reicher Inhibitor des Proteasoms, PI131, identifiziert (Chu-
Ping et al., 1992). Dieser hat einerseits auf das 20S-Proteasom direkt hemmende
Wirkung und, andererseits beeinflusst er die Aktivierung des Proteasoms durch
den 19S RP und PA28 (McCutchen-Maloney, 2000). Die Aktivitat eines bereits
gebildeten 26S-Proteasoms wird jedoch nicht direkt beeinflusst (Li et al., 2014).
Eine Ubersicht (iber die proteasomalen Regulatoren und deren Nomenklatur
findet sich in Tabelle 2.

19S ATPase-Untereinheiten Gen-Nomenklatur
Rpt1 PSMC2
Rpt2 PSMC1
Rpt3 PSMC4
Rpt4 PSMC6
Rpt5 PSMC3
Rpt6 PSMC5
19S non-ATPase-Untereinheiten Gen-Nomenklatur
Rpn1 PSMD2
Rpn2 PSMD1
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Rpn3 PSMD3
Rpn4 PSMD9
Rpn5 PSMD12
Rpn6 PSMD11
Rpn7 PSMD6
Rpn8 PSMD7
Rpn9 PSMD13
Rpn10 PSMD4
Rpn11 PSMD14
Rpn12 PSMD8
Weitere Aktivatoren/Inhibitoren Gen-Nomenklatur
PA28a PSME1
PA2883 PSME2
PA28y PSME3
PA200 PSME4
PI31 PSMF1

Tabelle 2: Ubersicht iiber die hier verwendete Nomenklatur der proteasomalen
Regulatoren (Baumeister et al., 1998; Chu-Ping et al., 1992; Finley et al., 1998; Savulescu
and Glickman, 2011)

1.2.3.2 Regulation auf transkriptioneller und posttranslationeller Ebene
Zellen sind standig wechselnden Herausforderungen ausgesetzt, auf die sie

reagieren mussen. Hierzu gehort die Regulation der Menge aktiver
Proteasomkomplexe in Reaktion auf unterschiedliche Stimuli. Dies geschieht
sowohl auf transkriptioneller als auch auf co- und posttranslationeller Ebene
(Meiners et al., 2014).

Beim Menschen wurden die Transkriptionsfaktoren TCF11 (Transkripitionsfaktor
11) und seine kurzere Isoform Nrf1 (nuclear factor erythroid-derived 2-related
factor 1) sowie Nrf2 identifiziert, welche bei Bedarf fur die transkriptionelle

Hochregulation proteasomaler Untereinheiten verantwortlich sind. Es scheint so,

16



als ware Nrf2 fur die Antwort auf oxidativen Stress zustandig, wohingegen
TCF11/Nrf1 bei anderen Stimuli wie proteotoxischem Stress greift (Koch et al.,
2011). Eher fir die Regulation der basalen Expression vieler proteasomaler
Gene verantwortlich ist der Transkriptionsfaktor NF-Y  (Nuklearer
Transkriptionsfaktor-Y), der an die CCAAT Box deren Promoter bindet (Xu et al.,
2012). Die proteasomale Regulation auf Transkriptionsebene ist alles in allem
betrachtet ein Prozess, der Zeit braucht und damit weniger geeignet ist als eine

akute Antwort auf kurzfristige zellulare Herausforderungen (Meiners et al., 2014).

Eine weitere Regulationsmaoglichkeit des Proteasoms ist die posttranslationelle
Modifikation. Proteasomale Untereinheiten werden auf vielerlei unterschiedliche
Arten modifiziert, wodurch Aktivitat und Zusammensetzung reguliert werden
(Hirano et al., 2016). Am haufigsten kommen Modifikationen an den
Untereinheiten vor, die an der Schnittstelle zwischen 19S und 20S liegen.
Phosphorylation und Acetylation steigern die proteasomale Aktivitat (VerPlank
and Goldberg, 2017), Glycosylation und Monoubiquitination hemmen diese.
Aulerdem sind oxidative Modifikationen wie beispielsweise Carbonylation
beschrieben, die die Aktivitdt des Proteasoms beeinflussen. Vor allem bei
Alterungsprozessen eine Rolle spielen Ubigitination, Glycation und Carbonylation
(Meiners et al., 2014).

1.3 Das Proteasom unter Einfluss von Zigarettenrauch und bei
COPD

1.3.1 Regulation des Proteasoms durch oxidativen Stress
Unter oxidativem Stress versteht man Schaden, die durch reactive oxygen

species (ROS) oder deren Derivate verursacht werden. Dabei kénnen fast alle
Komponenten einer Zelle, wie Kohlenhydrate, DNA, Fette und eben Proteine
betroffen sein (Shang and Taylor, 2011). Die Proteostase, also der ,Protein-
Haushalt® einer Zelle, unterliegt einer komplexen Regulation, die ein
Zusammenspiel von Proteinfaltung, deren Entfaltung und Abbau erfordert.
Veranderungen in diesem System konnen zu einem Funktionsverlust der
Proteine oder zu einer Akkumulation fehlgefalteter Proteine fuhren (Balch et al.,
2014). Oxidative Veranderungen an Proteinen durch Zigarettenrauch flihren zu

einer Akkumulation fehlgefalteter Proteine, die ihre Funktion nicht mehr erfillen
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konnen. Falschgefaltete Proteine exponieren hydrophobe Oberflachen, die an
umgebende Proteine binden kénnen und somit zu einer Aggregation von
Proteinen in der Zelle beitragen. Um Aggregatbildung zu verhindern, mussen
diese rasch abgebaut werden (Goldberg, 2003). Studien haben gezeigt, dass
fehlgefaltete Proteine zu Stressreaktionen des endoplasmatischen Reticulums
(ER) fuhren (Wei et al., 2013). Bei exzessivem oxidativem Stress kann die
Proteostase nicht mehr aufrecht erhalten werden, die Kapazitat des Ubiquitin-
Proteasom-Systems wird uberschritten. Dies kann sogar in Proteotoxizitat gipfeln
(Balch et al., 2014).

In vitro konnten in Zellen, die mit CSE (cigarette smoke extract) behandelt worden
waren, erhohte Level an oxidativ modifizierten und polyubiquinierten Proteinen
nachgewiesen werden (van Rijt et al., 2012; Somborac-Bacura et al., 2013). Min
et al. wiesen im Lungengewebe von Patienten mit COPD eine erhdhte Menge
unloslicher,  ubiquinierter  Proteine nach. Zudem zeigten humane
Bronchialepithelzellen nach Behandlung mit CSE eine Abnahme im
Proteinabbau, was die Vermutung eines negativen Einflusses von Rauchen auf

das Proteasom nahelegt (Min et al., 2011).

Mehrere Studien haben gezeigt, wie wichtig der proteasomale Abbau
modifizierter und fehlgefalteter Proteine in Reaktion auf
Zigarettenrauchexposition ist: Oxidative Modifikationen an bestimmten
Molekulen wie epidermal growth factor receptor (EGFR), Interferon-y, Histon-
Deacetylasen, Glutaredoxin-1 und relB, einem Mitglied der NF-kB-Familie,
beeinflussen deren Funktion und machen einen schnellen Abbau nétig (HuangFu
et al., 2008; Khan et al., 2007; Kuipers et al., 2011; Osoata et al., 2009; Yang et
al.,, 2009). Die hieraus resultierenden Konsequenzen flr Signalkaskaden,
Entzindungsbekampfung, Wachstum und Reaktion auf oxidativen Stress sind
erheblich und spielen eine mal3gebliche Rolle in der Pathogenese der COPD
(Meiners and Eickelberg, 2012).
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Auch oxidative Veranderungen am Proteasom selbst oder seinen Regulatoren
konnen Anlass flir eine veranderte proteasomale Aktivitat sein. So zeigte sich
beispielsweise bei oxidativen Veranderungen an der Rpt3 ATPase-Untereinheit
des 19S-Regulators eine Abnahme der ATPase-Aktivitat und eine
Funktionseinschrankung des gebildeten 26S-Proteasoms (Ishii et al., 2005).
Auch bei einigen Krankheitsbildern wie Alzheimer oder kardialen Myopathien
wurden oxidative Modifikationen am UPS selbst nachgewiesen (Cecarini et al.,
2007; Predmore et al., 2010).

1.3.2 Regulation der proteasomalen Expression und Aktivitat
Mehrere Studien fanden in den Lungenzellen berauchter Mause Veranderungen

in der Expression proteasomaler Gene. Nach Langzeit-
Zigarettenrauchexposition war in Mausen eine reduzierte Expression einer
Vielzahl von Genen, die fir Komponenten des Ubiquitin-Proteasom-Systems
kodieren, beobachtet worden (Rangasamy et al., 2009). Eine Hochregulation
mehrerer proteasomaler Untereinheiten des 20S CP konnte als akute Reaktion
auf H202-induzierten oxidativen Stress beobachtet werden (Pickering et al.,
2010). Kammerl et al. konnten eine leicht erhdhte Expression von 20S-
Untereinheiten in Alveolarepithelzellen nach akuter Behandlung mit CSE
nachweisen (Kammerl et al., 2019). Die Anderung der Genexpression
proteasomaler Untereinheiten als Reaktion auf Zigarettenrauch in PMBCs wurde
bisher nicht erforscht, jedoch wurde in PBMCs gesunder Probanden nach
Inhalation von Dieselabgasen eine Hochregulation der Expression von mehreren
Genen des UPS beobachtet (Pettit et al., 2012).

In vitro fanden bereits mehrere Studien einen direkten Einfluss von
Zigarettenrauch auf die proteasomale Aktivitat. Alle drei proteasomalen
Aktivitaten waren in Zellen des Lungengewebes nach mehrstindiger Behandlung
mit CSE signifikant reduziert (van Rijt et al., 2012; Somborac-Bacura et al., 2013).
Die Expression von proteasomalen Untereinheiten war jedoch nicht verandert
(van Rijt et al., 2012). Kontrar hierzu fanden Pickering et al. in embryonalen
Fibroblasten von Mausen als Reaktion auf durch H202 verursachten oxidativen
Stress eine Zunahme der drei proteasomalen Aktivitaten (Pickering et al., 2010).

Diese Diskrepanz legt nahe, dass unterschiedliche Formen von oxidativem
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Stress in unterschiedlichen Zellformen verschiedene Effekte am Proteasom

auslosen konnen.

Eine direkte Wirkung von Zigarettenrauch auf das Proteasom in vivo konnte
erstmals von van Rijt et al. 2012 nachgewiesen werden. Mause, die mit
Zigarettenrauch beraucht worden waren, zeigten in Zellen des Lungengewebes
eine signifikant erniedrigte trypsin-like Aktivitat, die anderen Aktivitaten waren nur
tendenziell verandert (van Rijt et al., 2012). In Lungengewebe von COPD-
Patienten zeigte sich eine deutlich verminderte Aktivitat und Assemblierung des
26S-Proteasoms (Kammerl et al., 2016). Eine Regulation der Expression
proteasomaler Untereinheiten wurde jedoch weder in vivo noch im
Lungengewebe von COPD-Patienten beobachtet. Eine direkte Regulation auf
posttranskriptioneller Ebene kann somit nicht ausgeschlossen werden. Mause
mit verminderter Chymotrypsin-like Aktivitat zeigten nach
Zigarettenrauchexposition eine vermehrte Apoptoseneigung mit Zerstérung von
Zellwanden und Emphysembildung (Yamada et al., 2015). Diese Daten deuten
darauf hin, dass eine verminderte Proteasomenaktivitat kausal zur Entstehung

einer Zigarettenrauch-vermittelten Emphysemausbildung beitragt.

Kammerl et al. beschaftigten sich mit den Veranderungen des
Immunoproteasoms bei Rauchexposition bzw. bei manifester COPD.
Immunzellen, die mit CSE behandelt worden waren, zeigten in vitro reduzierte
Immunoproteasom-Aktivitdt und beeintrachtigte Immunoproteasom-spezifische
MHC-I Antigen-Prasentation. In BAL- (broncheoalveolare Lavage-) Zellen
berauchter Mause war eine dosisabhangige Regulation des Immunoproteasoms
und der MHC-I Prasentation zu finden. Bei Patienten mit COPD ergab sich
sowohl in der BAL als auch in isolierten Alveolarmakrophagen eine reduzierte
MHC-I mRNA-Expression (Kammerl et al., 2016). Auferdem konnte
nachgewiesen werden, dass Zigarettenrauch eine destabilisierende Wirkung auf
26S- und 20S-Proteasomen hat, ohne diese jedoch oxidativ zu modifizieren
(Kammerl et al., 2019).

Zusammengenommen legen diese Daten nahe, dass Zigarettenrauch einen
direkten Effekt auf die Aktivitdt des Proteasoms hat. Angesichts der zentralen

Rolle des proteasomalen Proteinabbaus fur die zellulare Proteinhomdostase
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kann auch eine geringfugige Veranderung der proteasomalen Aktivitat massive
Auswirkungen auf die zellulare Stressantwort auf Zigarettenrauch haben, die
potenziell eine veranderte Immunantwort auslos