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1 Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten sind der myeloischen Zellreihe entstammende Immunzellen, die
essenzielle Effektoren der angeborenen Immunantwort sind, aber auch maBgeblich zu
Entzindungsprozessen beitragen. Wesentliche Bestandteile sind die Serinproteasen
Neutrophilen Elastase (HNE), Proteinase 3 (PR3), Cathepsin G (CathG) und Neutrophilen
Proteinase 4 (NSP4), die auf Grund phylogenetischer und struktureller Gemeinsamkeiten den
»<aranula-Associated Serine Proteases of Inmune Defense” (GASPIDs) zugerechnet werden.
Wahrend der Granulopoese werden sie als Zymogene synthetisiert, durch die Cysteinprotease
Cathepsin C (CathC) prozessiert und anschlieBend in enzymatisch aktiver Form in azurophilen
Granula gespeichert. Da die Synthese ausschlieBlich wéahrend der Zellreifung im
Knochenmark erfolgt verfigen im Blut zirkulierende Neutrophile Granulozyten Uber eine

festgelegte Ausstattung dieser Proteasen.

Ziel dieser Arbeit war es, die in peripheren Neutrophilen enthaltenen Mengen der GASPIDs
HNE, PR3, CathG und ihres Aktivators CathC mittels klassischer enzymkinetischer Assays zu
quantifizieren. Ausgehend von Peptidsubstraten, die zum Nachweis der GASPIDs identifiziert
worden waren, wurden zundchst aktivitdts-basierte Assays etabliert und hinsichtlich der
Quantifizierung validiert. Beim Einsatz isolierter Proteasen ist die gemessene Aktivitat in allen
vier Assays direkt proportional zur eingesetzten Enzymkonzentration (r?2 > 0,99), die unteren
Nachweisgrenzen liegen dabei jeweils im subnanomolaren Bereich (< 0,5 nM). Technische
Stoérfaktoren wahrend der Messungen kénnen anhand der Beobachtung des linearen Anstiegs
des Substratumsatzes Uber die Zeit (r2 > 0,90) ausgeschlossen werden. Da Peptidsubstrate
nicht vollig spezifisch sind wurde fir jede der Proteasen ein selektiver Inhibitor identifiziert, mit
dem die Aktivitdt zusétzlich auf die jeweilige Protease zurlckgefuhrt werden kann
(Restaktivitat < 3 %)

Im néchsten Schritt wurde die Ubertragbarkeit der Assays auf Zelllysate untersucht. Dazu
wurden Neutrophile Granulozyten mittels immunomagnetischer Depletion anderer Zellen aus
Vollblut isoliert und mit tensidhaltigen Puffern lysiert. In diesen Lysaten ist die Aktivitats-
messung aller vier Proteasen problemlos moglich; beim Einsatz von ~ 100 bis 40.000 Zellen
ist die Aktivitat linear von der eingesetzten Zellzahl abhangig (r2 > 96). Matrixeffekte werden
nicht beobachtet. Die Beeinflussung der Assays durch andere in den Lysaten vorhandene
Enzyme wurde mithilfe der zuvor etablierten selektiven Inhibitoren weitgehend

ausgeschlossen (Restaktivitat < 10 %).

Bei vergleichsweise hoher Ausbeute der Isolation (55 + 10 %) und Reinheit der Leukozyten-
population (99 + 0,5 Neutrophile/100 Leukozyten) verblieben trotz zweimaliger hypotoner Lyse
5
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im Mittel 18 + 21 Erythrozyten pro 100 Leukozyten. Deshalb durchgefihrte Untersuchungen
zum Einfluss von Hamoglobin zeigen, dass die Zugabe von > 0,1 mg/dl Hdmoglobin die
gemessene Aktivitat von PR3 im PR3-Assay reduziert; die HNE-, CathG- und CathC-Assays
werden dagegen auch durch 10-fach héhere Hb-Konzentrationen (1 mg/dl) nicht beeinflusst.
Bei der Bestimmung in Neutrophilen-Lysaten korrelieren hohe Hb-Konzentrationen allerdings
nicht mit niedrigen PR3-Werten (r <0,19; p = 0,32), sodass ein relevanter Einfluss auf die

Quantifizierung hier weitgehend ausgeschlossen ist.

Nach Abschluss der Validierung wurden die Assays zur Analyse der Lysatproben von 28
Probanden (Alter 24 + 4,4 Jahre) verwendet. Die Aktivitdt aller vier Proteasen konnte
erfolgreich in allen Proben quantifiziert und somit erstmals der intrazelluldre Gehalt der
GASPIDs und von CathC in einer gréBeren Probandenkohorte bestimmt werden. Im Mittel
enthielten die Neutrophilen Granulozyten 0,5 + 0,2 pg HNE, 0,8 + 0,3 pg PRS, 0,6 + 0,2 pg
CathG und 0,2 + 0,07 pg CathC pro Zelle (MW + SD, n = 28). Die Messwerte zeigen deutliche
interindividuelle Unterschiede, die bei der PR3-Bestimmung am ausgepragtesten sind
(PR3 0,3 -1,4 pg, HNE 0,2 - 0,9 pg, CathG 0,2 - 0,9 pg, CathC 0,07 - 0,34 pg). Insbesondere
wurden signifikant geringere Mengen aller vier Proteasen bei Probandinnen im Vergleich zu
Probanden nachgewiesen (z.B. CathG weiblich 0,5 + 0,2 pg, mannlich 0,7 £ 0,2 pg, MW + SD).
Korrelationen der GASPIDs untereinander und mit ihrer Aktivatorprotease Cathepsin C
ergeben eine positive Abhangigkeit (r > 0,5 bzw. 0,55; p = 0,006 bzw. 0,002). Kein relevanter
Zusammenhang hingegen besteht zur Myeloperoxidase, einer weiteren in azurophilen

Granula enthaltenen Protease (r < 0,29; p = 0,29).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die hier etablierten Assays einen
technisch einfachen und gleichzeitig préazisen Ansatz fir die Quantifizierung der GASPIDs und
ihres Aktivators in zirkulierenden Neutrophilen Granulozyten bieten. Diese Assays scheinen —
ggf. nach weiterer Optimierung der Handhabbarkeit — geeignet zu sein, um die aufgezeigten
interindividuellen und geschlechtsspezifischen Unterschiede an einem gréBeren Kollektiv
naher zu analysieren und mdégliche Variationen im Zusammenhang mit GASPID-assoziierten
Erkrankungen aufzudecken. Diese Untersuchungen werden zeigen, inwieweit die GASPIDs
als unabhéngige Biomarker fir diagnostische und prognostische Zwecke eingesetzt werden

kdénnen.



2 Einleitung
2.1 Neutrophile Granulozyten

2.1.1 Allgemeine Grundlagen

Neutrophile Granulozyten sind der myeloischen Zellreihe zugehdrige polymorphkernige
Leukozyten, die als Effektorzellen des angeborenen Immunsystems eine tragende Rolle in der
Wirtsabwehr innehaben [1]. Mit einem Anteil von 50 - 70% stellen sie die gréBte Subpopulation

der zirkulierenden Leukozyten im menschlichen Organismus dar.

Die erste Beschreibung erfolgte im Jahr 1872 durch b‘ - - - 9
den russischen Naturwissenschaftler Elie Metschnikoff : ® e@/ !
[2]. Er bezeichnete die im Versuch an Seestern-Larven < C’Q ﬂ% 4 "’q 6
entdeckten Immunzellen zuné&chst als ,Mikrophagen®, ‘ a b :; :
da er ihre Fahigkeit zur Phagozytose von Erregern Qe 06 o ’ > =)
beobachtet hatte. Erst durch die Arbeiten von Paul “ /’&' Q 3 0’
Ehrlich etablierte sich im weiteren Verlauf der heute % &

verwendete Begriff ,Neutrophiler Granulozyt® [3]. 'Q’Q S L > ’;

Dieser Begriff leitet sich von dem typischen Verhalten
Abbildung 2.1: Neutrophile

in der Farbung nach Pappenheim ab: Die Granulozyten im Blutausstrich.
kugelférmigen, ca. 15 ym groBen Zellen weisen ein Farbung nach Pappenheim;

VergréBerung 1000-fach. (vgl. Kap.
zart-rosa oxyphiles Zytoplasma auf, da der Zellinhalt 4.3.4)

durch basische und saure Farbstoffe nur schwach

angefarbt wird (s. Abb. 2.1). Wahrend unreife Formen einen einteiligen Zellkern enthalten, liegt
in den reifen Formen der typische mehrsegmentierte Kern vor. Eine weitere Besonderheit
dieser Immunzellen sind die im Zytoplasma vorliegenden Granula, welche verschiedene in der

Immunabwehr relevante Mediatoren speichern [4].

Im Rahmen der Granulozytopoese im Knochenmark entstehen zunédchst Myeloblasten,
welche sich Uber verschiedene Zwischenstufen zu stabkernigen und anschlieBend zu reifen
segmentkernigen Granulozyten entwickeln [5, 6]. FUr die regelrechte terminale Differenzierung
sind dabei die Transkriptionsfaktoren C/EBP-a und PU.1 unabdingbar [7, 8]. Auf diese Weise
werden pro Tag mehr als 10" Zellen produziert und aus dem Knochenmark freigesetzt [9].
AnschlieBend zirkulieren Neutrophile Granulozyten mit einer Halbwertszeit von etwa 5 Tagen
in den BlutgefaBen [10]. Ein Teil von ihnen sammelt sich in physiologischen ,Reserve-Pools®
in Milz, Leber und Lunge, ein anderer Teil wird bei Entziindungsprozessen durch

chemotaktische Gradienten zur Transmigration ins Gewebe angeregt [11]. Dies geschieht in
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mehreren aufeinanderfolgenden Schritten. Zunéchst entsteht eine reversible Bindung der
Neutrophilen Granulozyten an das Endothel, welche durch P- und E-Selektine bedingt ist.
Diese Phase wird auch als Rolling und Tethering bezeichnet. AnschlieBend entsteht eine
durch Integrine (LFA-1, Mac-1) und intrazelluldare Adhé&sionsmolekile (ICAM1, ICAM2)
vermittelte irreversible Bindung, die die Diapedese, also die transendotheliale Migration zur
Folge hat [12]. Durch Chemo-, Nekro- und Haptotaxis gelangen die Immunzellen schlieBlich

an den Ort des entzlindlichen Geschehens innerhalb des Gewebes [13].

2.1.2 Funktionen

Dem angeborenen Immunsystem zugehérig spielen Neutrophile Granulozyten eine
entscheidende Rolle in der frihen Immunantwort und sind dabei an vorderster Front an der
direkten Bekdmpfung von Bakterien, Pilzen und Protozoen beteiligt [14, 15]. Sind zu wenig
Neutrophile Granulozyten in einem Organismus vorhanden, wie zum Beispiel bei einer
erworbenen oder angeborenen Neutropenie, kommt es zu einer signifikanten Einschréankung
der Immunabwehr [16]. Ebenso sind Neutrophile Granulozyten Teil des adaptiven
Immunsystems und regulieren beispielsweise die T-Zell-Proliferation und Aktivierung [17].
Eine weitere wichtige Funktion besteht in der Regulation und Modulation von
Entzindungsprozessen durch die Expression von Chemokinen (z.B. CXCL1, CXCL2),
Cytokinen (IFNy, TNF, IL-4, and IL-10) und anderer humoraler inflammatorischer Mediatoren
(z.B. Fc-Rezeptoren) [18-20]. Dabei wirken Neutrophile Granulozyten nicht nur pro- sondern
auch antiinflammatorisch [21, 22]. Neuesten Erkenntnissen zur Folge beeinflussen
Neutrophile Granulozyten mit diesen Mechanismen sowohl das Tumorwachstum als auch die
Metastasierung bei malignen Erkrankungen [23, 24]. Weiterhin bewirken sie eine intensive
bidirektionale Kommunikation mit anderen Immunzellen wie Makrophagen oder Dendritischen

Zellen und modulieren so deren Aktivitat [25].

Neutrophile Granulozyten verfligen tber drei wichtige Wirkmechanismen. Dazu gehért die seit
Uber 100 Jahren bekannte Phagozytose, im Rahmen derer Fremdkdrper in die Zelle
aufgenommen und anschlieBend im Phagolysosom zerstdrt werden [26]. Eine weitere, erstim
Jahr 2004 entdeckte Funktion ist die Ausbildung von ,Neutrophil Extracellular Traps® (NETSs)
[27]. Dabei kommt es zu einer Freisetzung und netzartigen Anordnung von DNA-Stiicken, in
der Histone und verschiedene Enzyme verankert sind. Pathogene verfangen sich hierin und
werden anschlieBend zerstort [28]. Der dritte Hauptmechanismus besteht in der Ausschuttung
eines Arsenals von antimikrobiellen Proteinen, die die Elimination von Pathogenen

unterstltzen [29].
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2.2 Granula Neutrophiler Granulozyten

Neutrophile Granulozyten transportieren eine Fille schnell mobilisierbarer pro-
inflammatorischer Substanzen [30]. Da diese Proteine zum Teil Uber ein hohes destruktives
Potential verfugen, ist die prézise Regulation ihrer Freisetzung essenziell. Dies wird Uber die
Speicherung der aktiven Substanzen in Granula erreicht [31]. Es handelt sich dabei um im
Zytoplasma vorliegende, von einer Biomembran umgebene Hohlrdume. Sie ermdglichen
durch die Separation im Zellinneren einen sicheren Transport der hochpotenten Proteine [32].
Der Vorteil des Transports von bereits aktivierten Substanzen ist die Mdglichkeit einer
unmittelbaren und schnellen Reaktion auf Fremdkérper, die im Rahmen der unspezifischen

Immunreaktion unabdingbar ist.

In Neutrophilen Granulozyten liegen vier Subtypen von Granula vor, azurophile, spezifische
und Gelatinase-Granula sowie sekretorische Vesikel [33]. Sie werden wéahrend der
Granulozytopoese gebildet und jeweils mit einer spezifischen Zusammensetzung an Proteinen
beladen [34]. Azurophile Granula stellen die wichtigste Gruppe dar und enthalten eine Vielzahl
an auBerst effektiven antimikrobiellen Proteinen [35]. Inhaltsstoffe der Gelatinase- und der
spezifischen Granula ermdéglichen die Migration im Gewebe, sektretorische Vesikel verfligen

Uber Integrine, die die Rekrutierung von Neutrophilen aus den BlutgefaBen bedingen [4].

Kommt es zur Aktivierung der Neutrophilen Granulozyten, fusionieren die Granula mit Hilfe
von Ca?* abhéngigen SNARE-Komplexen mit der Membran der ZellauBenwand oder des

Phagolysosoms und es kommt zur Degranulation [14, 36].

2.3 Granula-assoziierte Serinproteasen der Immunabwehr

2.3.1 Allgemeines

Unter den in azurophilen Granula gespeicherten Effektorproteinen sind vier Serinproteasen,
die zu den sog. ,Granula-assoziierten Serinproteasen der Immunabwehr” (GASPIDs) gezahit
werden [37]. Es handelt sich dabei um die Neutrophilen Elastase (HNE), Proteinase 3 (PR3),
Cathepsin G (CathG) sowie die erst 2012 entdeckte Neutrophilen Proteinase 4 (NSP4). Da die
NSP4 bisher nur ansatzweise untersucht ist, die in Neutrophilen Granulozyten vorhandenen
Mengen gering sind und Substrate, die eine Diskriminierung von den Gerinnungsproteasen
mit einer &hnlichen tryptischen Substratspezifitdt erlauben nicht bekannt sind, wird in dieser
Arbeit nicht weiter auf sie eingegangen. HNE, PR3 und CathG sind homologe, phylogenetisch
und strukturell verwandte Hydrolasen aus der Familie der Endopeptidasen [38, 39]. Die Gene
von HNE (ELANE) und PR3 (PRTN3) sind beide auf dem kurzen Arm des Chromosom

9
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19p.13.3 verortet [40], wahrend CathG (CTSG) auf Chromosom 14q11.2 codiert wird [41]. Die
Anordnung in Clustern sowie der Vergleich der Primarstrukturen lasst Rlckschlisse auf den
gemeinsamen evolutiondren Ursprung zu [42]. Die in den letzten Jahrzehnten gewonnenen
Erkenntnisse zur Struktur und zur proteolytischen Aktivitat aller drei Proteasen wurden durch
Korkmaz et al. ausfihrlich zusammengetragen [43]. So wird die Quartarstruktur von jeweils
zwei homologen, aus sechs antiparallelen p-Faltblattern bestehenden -Fassern sowie einer
C-terminalen a-Helix gebildet (s. Abb. 2.2) [44-46]. Im Bereich der Verbindung der B-Fasser
ist das aktive Zentrum lokalisiert, welches die sogenannte katalytische Triade enthélt. Diese
besteht aus dem namensgebenden Serin-, sowie einen Aspartat- und Histidin-Rest [47]. Diese
Anordnung ermdglicht die Einleitung der hydrolytischen Spaltung durch einen nukleophilen
Angriff auf die Carbonylgruppe von Peptidbindungen der jeweiligen Substrate. Die flr die
Substratspezifitdt maBgeblichen S1-Taschen werden im Allgemeinen durch Salzbriicken am
Seitenast der ASP194-Reste gebildet. Die unterschiedlichen Spezifitatsprofile der drei
Proteasen kommen durch die unterschiedliche Anordnung der S1-Tasche und von

Oberflachenloops zustande.

Abbildung 2.2: Dreidimensionale Strukturdarstellung der Granula-assoziierten Serinproteasen
Neutrophiler Granulozyten nach [48]

HNE, PR3 und CathG werden zunachst als inaktive Zymogene synthetisiert [49]. Erst nach

der Abspaltung eines Signalpeptids durch die Signalpeptidase sowie der Abspaltung einer N-
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terminalen Propeptidsequenz durch die Dipeptidylpeptidase | (Cathepsin C) im Golgi-Apparat
liegen die Proteasen in ihrer aktiven Form vor [50, 51]. Dieser Mechanismus stellt eine
effektive Méglichkeit der posttranslationalen Regulation dar [43]. Die Bildung und Speicherung
der Proteasen findet ausschlieBlich wahrend der Granulopoese statt; verlassen die
Neutrophilen Granulozyten das Knochenmark weisen sie keine relevante Syntheseleistung

mehr auf.

2.3.2 Elastase

Die Neutrophilen-Elastase (HNE) ist die wohl potenteste und am haufigsten untersuchte
Serinprotease Neutrophiler Granulozyten [52]. Sie besteht aus 218 Aminoséauren, hat eine
molekulare Masse von etwa 30 kDa und wurde im Jahr 1968 durch Janoff und Scherer
erstmals beschrieben [53, 54]. AuBer in polymorphkernigen Leukozyten wird sie auch in
Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen exprimiert, allerdings in deutlich geringerem
AusmalB. Durch die Fahigkeit, das unlésliche Strukturprotein Elastin zu spalten unterscheidet
sie sich von den meisten anderen Proteasen. Eine Voraussetzung hierfir ist die
Substratspezifitat der Protease, die Valin-, Cystein-, Alanin- oder Serin-Reste an der P1-
Position und Prolin-Reste an der P2-Position préaferiert [48, 55]. Ihre katalytische Effizienz ist
im leicht basischen Bereich (pH 8-8,5) am gréBten. Die Regulation der enzymatischen Aktivitat
erfolgt durch die Plasmainhibitoren o-Pl (ai1-Proteinase-Inhibitor) und a.-Makroglobulin und

Gewebeinhibitoren wie SLPI (Secretory Leukocyte Peptidase Inhibitor) und Elafin [48, 56].

2.3.3 Proteinase 3

Die Proteinase 3 (PR3), auch Myeloblastin genannt, wurde 1989, also 20 Jahre nach der HNE
durch Baries et al. im Rahmen von Untersuchungen zur Promyelozyten-Leuk&mie entdeckt
[57]. In ihrer Struktur ist die PR3 mit 222 Aminosauren etwas langer als die HNE, sie zeigt die
beste katalytische Effizienz bei neutralen pH-Werten um 7 [58]. Die PR3 wird wie die HNE in
Neutrophilen Granulozyten und Monozyten exprimiert, zudem sind sie auch in Basophilen
Granulozyten und Mastzellen nachgewiesen worden [59]. Die Substratspezifitdten von HNE
und PR3 sind sehr &hnlich, jedoch bevorzugt die PR3 kleine aliphatische Reste an der P1-
Position der Substrate, was durch die im Vergleich kleinere und weniger hemisphérisch
geformte S1-Tasche bedingt ist [45]. Bedeutende endogene Inhibitoren der PR3 sind o-PlI
aus der Gruppe der Serpine und Elafin aus der Familie der Chelone. Im Gegensatz zur HNE
wird die PR3 nicht durch SLPI inhibiert [48].
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2.3.4 Cathepsin G

Cathepsin G ist die dritte der Granula-assoziierten Serinproteasen in Neutrophilen
Granulozyten und wurde von Starkey und Barett im Jahr 1976 identifiziert [60]. Sie besteht aus
235 Aminoséauren und wird von Neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Mastzellen
exprimiert. Ihre strukturellen Eigenschaften entsprechen weitgehend denen der HNE und PR3,
wobei eine 35%ige Sequenzidentitat besteht [61]. Das pH-Optimum liegt wie bei der HNE bei
8 [62]. Unterschiede zu den beiden anderen Proteasen bestehen in der Genlokalisation und
Substratspezifitat. CathG liegt dabei getrennt von HNE und PR3 in einem Cluster mit der
Mastzell-Chymase und verschiedenen Lymphozyten-Granzymen [63]. CathG unterscheidet
sich von den anderen beiden Proteasen durch eine deutlich geringere Selektivitat. Dies ist
darauf zuriickzufihren, dass die CathG Uber eine Zweiteilung der S1-Tasche und damit eine
duale Substratspezifitat verfligt [55]. Praferierte Aminosduren an der P1-Position sind
aromatische und basische Aminos&uren wie Phenylalanin, Tryptophan und Lysin. An der P2
Position bevorzugt die Protease analog der HNE Prolin-Reste [48]. Zu den Hemmstoffen
gehdren a4-Antichymotrypsin, a1-Pl, Eglin C und der Limabohnen-Trypsin-Inhibitor [64].
Intrazellulares P16 fuhrt zur Inaktivierung von akzidentell aus Granula freigesetztem CathG
[65].

2.3.5 Aktivierung durch Cathepsin C

Die Dipeptidylpeptidase I, auch als Cathepsin C bezeichnet, ist eine lysosomale Cystein-
Exopeptidase und der Papain-Proteasen-Familie zu zuordnen. |hre Entdeckung erfolgte im
Jahr 1948 durch die Wissenschaftler Gutman und Fruton [66]. Als inaktives Zymogen
synthetisiert wird sie durch die Abspaltung eines Propeptids aktiviert [67]. Als einzige der
Cathepsine zeigt sie einen tetrameren Aufbau aus 4 Monomeren, die jeweils aus einer
schweren, einer leichten Kette und einer ,Exclusion-Domain“ bestehen [68]. Die schweren
Ketten beinhalten jeweils das aktive Zentrum mit der katalytischen Diade (Cys234 und
His381). lhre enzymatische Aktivitat besteht in der Abspaltung von N-terminalen Dipeptiden
[69]. CathC hat eine breite Substratspezifitat, da die S1-Tasche fir groBe und hydrophobe
Aminoséaurereste geeignet ist [70]. Cath C wird vornehmlich in der Lunge, Milz und Niere
exprimiert [71]. Eine wichtige Funktion ist die Aktivierung der Granula-assoziierten
Serinproteasen in Neutrophilen Granulozyten, Mastzellen, zytotoxischen T-Zellen und

Naturlichen Killerzellen [72].
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2.3.6 Regulation und Funktionen

Die proteolytische Aktivitat der GASPIDs wird primér nicht wie die der meisten anderen
Proteasen durch die Zymogen-Aktivierung, sondern durch die Speicherung in Granula und
Degranulation reguliert. Innerhalb der Granula verhindern die Bindung an kationische
Proteoglykane [73, 74] sowie eine hohe Packungsdichte der Enzyme die enzymatische
Aktivitat effektiv. Die klassische Inhibition durch endogene intra- und extrazellulare
Hemmestoffe tragt zusatzlich zur Kontrolle der proteolytischen Aktivitét bei. Diese entstammen
den Inhibitor-Familien der Serpine, Chelone und Makroglobuline und blockieren die aktiven

Zentren der Proteasen reversibel oder irreversibel [75-77].

Die Funktionen der GASPIDs sind &uBerst vielfaltig und schlieBen insbesondere die
Erregerabwehr und Inflammationsregulation ein. Wohl am léngsten bekannt ist das
ausgepragte antimikrobielle Potential, welches sie durch direktes Abtdten von Bakterien
entfalten [78]. Intrazellular geschieht dies, indem die Granula mit dem Phagolysosom
verschmelzen, wobei alle drei Proteinasen freigesetzt werden und sowohl grampositive als
auch gramnegative Bakterien abtdten kdnnen [79]. Weiterhin sind die Proteasen Teil eines
wichtigen extrazellularen Abwehrmechanismus, den sogenannten Neutrophil extracellular
Traps (NETs), einem aus DNA-Bruchstiicken bestehenden Netzes, in welchem sich Erreger
verfangen [27]. Dieses ist reichlich mit Proteasen besetzt, die so direkt verschiedene
bakterielle Virulenzfaktoren (z.B. Flagellin durch HNE und CathG) [80, 81] oder
Bakterienmembran-assoziierte Proteine (z.B. OmpA durch HNE) [82] spalten und so
inaktivieren. Die HNE spaltet insbesondere eine Reihe von Virulenzfaktoren (z.B. SipA, YopB)
der Gruppe der Enterobactericae [81]. Darlber hinaus aktiviert PR3 das antibakterielle
Transportprotein Cathelicidin (hCAP18 bzw. LL-37), das seinerseits Uber verschiedene

antimikrobielle Eigenschaften wie z.B. der Elimination von Biofilmen verfligt [83, 84].

Eine weitere wichtige Rolle kommt den GASPIDs innerhalb der Regulation und Modulation der
angeborenen Immunantwort zu [85, 86]. Entzindungsvorgdnge werden durch die
Prozessierung verschiedener Chemokine (z.B. CXCL12 durch HNE, CXCL 8 durch PR3),
Zytokine (z.B. TNF-a. durch PR3) und Interleukine (z.B. IL-2, IL-2-Ra, IL-6, IL-8, IL-12-p40
durch HNE; IL-B, IL8, IL18 und IL 32 durch PR3) moduliert und so die Migration und
Kommunikation  weiterer Immunzellen induziert [87-89]. Die Spaltung von
Transmembranproteinen wie dem Toll-like-Rezeptor 4 durch PR3 hat die Expression und
Ausschittung weiterer inflammatorischer Proteine (z.B. CXCL8) zur Folge [90]. Selbige
Wirkung hat die Prozessierung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren PAR1 und -2 durch
HNE und PR3 [91, 92].
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Das Wirkspektrum der GASPIDs reicht allerdings noch deutlich weiter. Beispielsweise wirkt
PR3 durch die Spaltung von NFkB und der Procaspase 3 als einzige der drei Proteasen
proapoptotisch und kann so durch die Elimination von Entziindungszellen antiinflammatorisch
wirken [93, 94]. CathG ist hingegen in der Lage, den Rezeptor PAR-4 auf Thrombozyten zu
prozessieren und damit deren Aktivierung und Aggregation zu induzieren [95]. Kontrovers wird
diskutiert, ob die Induktion der NET-Bildung durch proteolytische Degradation von Chromatin
durch HNE im Zellkern bedingt sein kdnnte [96, 97]. Darlber hinaus existieren Hinweise auf
zahlreiche weitere Funktionen wie z.B. die Inaktivierung von antiinflammatorischen
Signalstoffen (z.B. Progranulin) [88] oder die Beeinflussung der Anordnung des Zytoskeletts
von Neutrophilen Granulozyten [98], deren vollumfangliche Darstellung jedoch den Rahmen

dieser Arbeit Ubersteigen wurde.

2.3.7 Pathophysiologie

Im physiologischen Zustand wird die proteolytische Aktivitat der GASPIDs durch die zuvor
beschriebenen Mechanismen eng reguliert und so die UberméBige Spaltung von Funktions-
und Strukturpoteinen (z.B. Beispiel Kollagen) verhindert [99]. Kommt es zu einer Dysbalance
dieses Gleichgewichts sind verschiedene akute und chronische Erkrankungen die Folge. In
diesem Zusammenhang sind vor allem zwei haufige Erkrankungen des respiratorischen
Systems, das Akute Lungenversagen (ARDS) [100, 101] und die Chronische obstruktive
Lungenerkrankung (COPD) [102] zu nennen. In beiden Fallen kommt es zu einer
UberschieBenden Immunantwort mit der Ansammlung und Aktivierung von Neutrophilen
Granulozyten. Die in der Erregerabwehr nutzlichen und hochwirksamen, aber auch
zytotoxischen Effektoren, zu denen die GASPIDs gehdren, entfalten ihr destruktives Potential

in diesem Fall gegen korpereigene Strukturen.

Im Rahmen des ARDS kommt es nach der Auslésung der Entziindungsreaktion zu einer
massiven Neutrophilen-Invasion und Freisetzung von Mengen von GASPIDs, die die der
Antiproteasen ubersteigen. Durch die deshalb unkontrollierte proteolytische Aktivitat der
GASPIDs kommt es zur Destruktion des Endothels und zu mikrovaskularen Schaden, so dass
sich proteinreiche Odeme in den Alveolen ausbilden [103, 104]. Zusétzlich entstehende
reaktive Sauerstoffspezies flhren durch Inaktivierung von Proteaseinhibitoren zu einer
Verstarkung der Auswirkungen der GASPIDs [43]. Weiterhin induziert die HNE eine deutlich
vermehrte Expression und Ausschittung von Zytokinen und Muzinen [105]. Im Verlauf kommt
es so zu einer zunehmenden Reduktion der alveolokapillaren Permeabilitdt und einer
fortschreitenden respiratorischen Insuffizienz. Insgesamt stellt das ARDS ein hochakutes

Krankheitsbild mit schlechter Prognose dar [106].
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Der Entwicklung einer COPD liegt eine langjahrige Exposition gegeniber Noxen wie
Tabakrauch oder aber ein funktioneller Mangel des Inhibitors a4-Pl zu Grunde [107, 108].
Erstere 16st eine chronische Entzindungsreaktion aus, in deren Rahmen Neutrophile
Granulozyten von residenten Makrophagen chemotaktisch angelockt werden und
anschlieBend Serinproteasen freisetzen [109, 110]. Liegt eine hereditdre verminderte
Expression oder eine Strukturvariante von as-Pl vor, féllt die schitzende Inhibition der
GASPIDs, insbesondere der HNE und PR3 weg. In beiden Féllen flhrt die unkontrollierte
proteolytische Aktivitdt zur Zersetzung der Extrazellularmatrix des Lungengerusts, wobei
gleichzeitig proinflammtorische Mediatoren freigesetzt werden [111]. Weiterhin werden auch
hier Muzine (z.B. MUC5AC) UberméaBig exprimiert [112]. Eine Obstruktion der Atemwege
sowie eine gestdrte Ventilation durch die Abnahme des funktionellen Lungengewebes sind die
Folge [113].

Wahrend die Entstehung des ARDS und der COPD auf die durch eine Protease-Antiprotease-
Dysbalance bedingte UberméaBige Aktivitdt der GASPIDs zuriickgefuhrt wird, handelt sich es
bei der ANCA-assoziierten Vaskulitis - einer weiteren bedeutenden GASPID-assoziierten
Pathologie - um eine Autoimmunerkrankung. Hierbei kommt es zur Bildung von
zytoplasmatischen Antikérpern gegen Epitope der PR3. Die Folge ist die UberméaBige
Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten, deren Effektoren eine nekrotisierende
Entzindung der kleinen und mittelgroBen GefaBe hervorrufen [114, 115]. Weiterhin sind die
GASPIDs maBgeblich an inflammatorischen Prozessen weiterer Krankheiten wie z.B. der
Cystischen Fibrose [116] oder der Rheumatoiden Arthritis [88] beteiligt.

Auf die Pathophysiologie von CathC soll hier nicht im Detail eingegangen werden. Jedoch ist
nennenswert, dass es durch eine Funktionsstérung von CathC und damit einer verminderten
Aktivierung von HNE, PR3 und CathG zu Erkrankungen wie z.B. dem Papillon-Lefévre oder
dem Haim-Munk-Syndrom bzw. der Prépubertalen Peridontitis kommt [117-119]. Auf Grund
der Schlusselfunktion in der Aktivierung der GASPIDs stellt CathC eine interessante
therapeutische Zielstruktur dar. Bisher entwickelte Inhibitoren konnten sich auf Grund
mangelnder Stabilitdt und ungentigenden pharmakokinetischen Eigenschaften bisher nicht
klinisch durchsetzen [120]. Vielversprechend zeigte sich zuletzt der Inhibitor Brensocatib
(INS 1007) [121].
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2.4 Quantifizierung der GASPIDs und von Cathepsin C

2.4.1 Methoden

Eine Reihe von Methoden ist prinzipiell geeignet, Proteasen wie die GASPIDs und CathC
nachzuweisen bzw. zu quantifizieren. Grundsétzlich ist dies auf der Ebene der
Genexpression/mRNA z.B. mittels PCR, des Proteins z.B. mittels Immunoassay oder der
enzymatischen Aktivitat z.B. mittels Substraten und Aktivitats-basierten Sonden moglich.
Der Nachweis der mRNA und damit der Genexpression mittels Polymerase-Kettenreaktion
stellt einen technisch einfachen Ansatz dar. Das Ergebnis gibt jedoch keine Auskunft dartber,
ob das Protein jemals translatiert, in seine aktive Form prozessiert und biologisch relevant wird
[122, 123]. Mittels mono- oder polyklonaler Antikérper, die an visualisierbare Elemente
gekoppelt sind, kann mit Immunoassays (z.B. ELISA oder Westernblot) der Gehalt eines
spezifischen Proteins in Analyten detektiert werden. Dieses Verfahren stellt ebenfalls eine
einfach handhabbare Methode dar, da Antikérper und z.T. Kit-Systeme kommerziell verfigbar
sind. Eine entscheidende Limitation hierbei ist jedoch in der Regel die fehlende
Diskriminierung zwischen der enzymatisch aktiven Protease und inaktiven Formen wie dem

Zymogen oder der durch einen Inhibitor gehemmten Protease [124, 125].

Die enzymatische Aktivitat wird in der Regel mit chromo- oder fluorogenen Peptidsubstraten
oder FRET-Substraten bestimmt [126-129]. Peptidsubstrate sind Ublicherweise aus 3-4
Aminosauren bestehende Peptidketten, die mit einer Schutzgruppe zur Verhinderung
unerwilnschter Spaltung sowie einer Detektionsgruppe (p-Nitroanilin bzw. Amino-Methyl-
Coumarin) versehen sind [130]. Die Aminosauresequenz der Peptidketten wird entsprechend
der Spezifitdt des Enzyms gewahlt [48, 131]. Die mittels Photo- bzw. Fluorimeter
quantifizierbare pro Zeiteinheit freigesetzte Detektionsgruppe bildet die enzymatische Aktivitat
ab [132]. Einem etwas anderem Prinzip folgen die sogenannten FRET-Substrate (Foérster-
ResonanzenergieTransfer) [133-135]. Hier kommt es durch die Spaltung einer Peptidbindung
des Substrats zu einer Reduktion des hemmenden Einflusses eines Quenchers und
konsekutiv zu einem messbaren Anstieg der Fluoreszenz. Da die Spaltstelle in diesen
Substraten zentral und nicht C-terminal liegt, kann durch die Wahl von zwei Protease-
spezifischen flankierenden Aminosduresequenzen eine Zunahme der Spezifitdt erreicht
werden [136]. Alle Substrate eignen sich fir den Einsatz in klassischen enzymkinetischen
Assays, innerhalb derer enzymatische Spaltung unter definierten Reaktions-Bedingungen (pH,

Temperatur, Analyt-Konzentrationen) Gber die Zeit beobachtet wird [137, 138].

Eine weitere Entwicklung, die derzeit mit groBem Interesse verfolgt wird und in vivo bzw.

in cellulo Aktivitatsbestimmung ermdoglicht, sind sog. ,Aktivitdts-basierte Sonden®. Diese
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bestehen typischerweise aus einer reaktiven Gruppe, einer Reporter-Gruppe, sowie einem
hydro- oder lipophilen Linker [139-141]. Die reaktive Gruppe entspricht dabei einem selektiven
Inhibitor, der eine kovalente irreversible Bindung mit dem aktiven Zentrum des Enzyms eingeht
[142]. Die sogenannte ,Reporter-Gruppe® enthalt Signalelemente wie z.B. Fluorophoren
(Fluorescein, Rhodamin [143], BODIPY [144]) oder Biotin. Nach der Bindung der reaktiven
Gruppe an ein Enzym kann dieses visualisiert werden [145]. Der entscheidende Vorteil dieser
Methode stellt der modulare Aufbau dar, der die Verwendung einer Vielzahl von Reporter-
Gruppen mdglich macht. Der Nachweis der Proteasen kann so mit unterschiedlichsten
Techniken, wie z.B. dem In vivo Imaging oder der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie
erfolgen. Andererseits birgt auch diese Methode Limitationen. Allen voran ist hierbei die im
Vergleich zur Quantifizierung mit Peptidsubtraten deutlich verminderte Sensitivitat zu nennen.
Wahrend ein Enzym jeweils nur mit einer einzigen Sonde interagieren kann, kann dieses im
gleichen Beobachtungszeitraum eine Vielzahl an Substratmolekilen spalten. Dartiber hinaus
ist es problematisch, intrazellulare Sonden, die nicht an aktive Proteasen binden,

abzureichern, sodass es zur Verfélschung des gemessenen Signals kommen kann [146].

2.4.2 Anwendungsbeispiele

Unter Verwendung der beschriebenen Methoden sind seit den 70-ger Jahren einzelne oder
auch Kombinationen von mehreren GASPIDs in einer Reihe von Studien quantifiziert worden
(s. Tab. 2.1). Die Mehrzahl dieser Arbeiten adressiert dabei die extrazellularen, durch
Degranulation bereits sezernierten Proteasen in vielfaltigen biologischen Matrizes (z.B.
Serum, Wundflissigkeit, uvm.). Einzelne Arbeiten beschaftigen sich zudem mit dem Nachweis
auf Zelloberflachen [136]. In diesen Arbeiten wurden Uberwiegend einzelne oder zwei
Proteasen simultan quantifiziert. Unter anderem wurde HNE in Kombination mit PR3, CathG
oder CathC, sowie PR3 gemeinsam mit der CathG bestimmt [147-149]. In einer umfassenden,
aber naturgemaB limitierten Literaturrecherche fand sich zum Zeitpunkt der experimentellen
Durchfiihrung lediglich eine Arbeit, in der alle drei GASPIDs gleichzeitig untersucht wurden.
Unter Verwendung von Aktivitats-basierten Sonden gelang Kasperkiewicz et al. die
Quantifizierung der intrazellularen Mengen der GASPIDs [125, 150]. In keiner Arbeit wurden
jedoch bisher die drei GASPIDs in Kombination mit CathC bestimmt.

Am haufigsten wurden fir den Nachweis klassische immunologische Nachweisverfahren
genutzt, seltener kamen Substrate oder Sonden zum Einsatz. Eine aktivitatsbasierte
Bestimmung der intrazelluldren Mengen aller drei GASPIDs und von CathC in zirkulierenden
Granulozyten und damit die Untersuchung der enzymatischen Ausstattung der Zellen wurde

durch andere Arbeitsgruppen bisher nicht versucht.
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Studie Nachweismethode Nachweismedium Protease(n)
Campbell, E.J. et al; 1989 [147] ELISA Intrazellular HNE, CathG
Witko-Sarsat, V. et al, 1999 [151] ELISA Intrazellulér PR3, CathG
Campbell, E.J. et al; 2000 [152] ELISA Intrazellular PR3

Attucci S. et al; 2002 [153] FRET-Substrate Zelloberflache CathG
Hashimoto, S. et al; 2008 [154] Chromogenes Substrat Plasma HNE
Hasmann, A. et al; 2011 [148] Chromogenes Substrat Wundfllssigkeit HNE, CathG
Mantyla, P. et al; 2012 [155] Chromogenes Substrat Speichel HNE
Turkoglu, O. et al; 2014 [149] ELISA Gingivale Crevicularflissigkeit HNE, CathC

Kasperkiewicz P. et al; 2017 [125]
Liu, H. et al; 2017 [156]

Choi S.R. et al; 2018 [157]
Cagnone, M. et al; 2019 [158]
Thulborn, S. et al; 2019 [159]
Ferdous, M. et al; 2020 [123]
Barry, R. et al; 2019 [160]
Patterson, E. K. et al; 2021 [161]
Liu, Y. et al; 2022 [162]
McElvaney, O.F. et al; 2022 [163]

Aktivitats-basierte Sonden
ELISA

ELISA

Chromogene Substrate

ELISA

PCR

Fluorogenes Substrat

ELISA

ELISA, Chromogenes Substrat

Western Blot, Chromogenes Substrat

Intrazellulér

Serum

Zervikalsekret
Bronchoalveolére Lavage
Sputum

Vollblut

Stuhl

Plasma

Serum

Plasma, Bronchialgew., Trachealsekret

HNE, PR3, CathG
PR3

HNE

HNE, PR3

HNE

HNE

HNE

HNE, PR3

HNE

HNE

Tabelle 2.1: Auswahl von Publikationen, in denen eine oder mehrere GASPIDs quantifiziert wurden.
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2.5 Ziele und Vorgehensweise

Die GASPIDs Neutrophiler Granulozyten HNE, PR3 und CathG werden wahrend der
Granulopoese gebildet und in aktiver Form in den Granula gespeichert. Da zirkulierende
Neutrophile Granulozyten keine weitere relevante Syntheseleistung aufweisen, verfiigen sie

also uber ein begrenztes Repertoire.

Es existieren zahlreiche Arbeiten zur Quantifizierung der immunologisch nachweisbaren
Mengen, aber auch der Aktivitdt der GASPIDs in extrazellularen Medien wie WundflUssigkeit,
Speichel oder Plasma. Dagegen sind die intrazellularen Mengen entweder nur anhand von
einzelnen Proteasen oder durch die Anwendung von Aktivitats-basierten Sonden untersucht
worden. Simultan und unter der Verwendung von klassischen enzymkinetischen Assays
wurden die intrazelluldren Mengen aller drei Proteasen und ihres Aktivators Cathepsin C

bisher noch nicht bestimmit.

In dieser Arbeit sollten daher kommerzielle Peptid- und FRET-Substrate anhand von isolierten
Proteasen und Lysaten humaner Neutrophiler Granulozyten fir den Einsatz zur Mengen-
bestimmung mittels enzymkinetischer Assays validiert werden. AnschlieBend sollte die
Methodik hinsichtlich der Verwendung geringer Probenvolumina optimiert werden. Mit der
entwickelten Methodik sollten alle vier Proteasen in einer Kohorte gesunder Probanden
quantifiziert sowie die Messungen in Bezug auf Stérfaktoren und den Zusammenhang zu

anderen zelluldren Markern gepruft werden.
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3 Materialien und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Mikroskope
Axioskop
Olympus IMT-2
Zentrifugen
Centrifuge 5424 R
Varifuge 3.0 R
Rotofix 32 mit Zyto-Rotor
Mikrozentrifuge Perfect Spin Mini
Klihlschrédnke und Gefriergeréte
-80°C HERAfreeze HFU T Series
Kuhl-Gefriergerat KGE 3613
Gefriergerat LGex 3410 MediLine
Gefriertruhe GTS 6112
Autoklav LTA 400
Trockenschrank Kelvitron T
Eismaschine AF 10
CASY-1-Zellzahlgerat
Sicherheitswerkbank SterilGard
Kreisschttler KS 250 B
Thermomixer Comfort 5355
Thermomixer C 5382
MS1 Minishaker
RCT Basic-Magnetrihrer
WTW InoLab pH Level 2
Prészisionswaage Modell 2842

MACSIMAG Separator

Multimode-Mikroplatten-Reader “Saphire”
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Zeiss, Oberkochen

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Sepatech, Osterode
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Thermo Fisher Scientific, Asheville, USA
Bosch, Stuttgart

Liebherr, Biberach a. d. RiB

Liebherr, Biberach a. d. RiB

Zirbus, Bad Grund

Haeureus, Hanau

Scotsman, Vernon Hills, USA

Schérfe System GmbH, Reutlingen

The Baker Company, Sanford, USA
IKA-Werke GmbH und CO. KG, Staufen
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

IKA-Werke GmbH und CO. KG, Staufen
IKA-Werke GmbH und CO. KG, Staufen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sartorius, Goéttingen

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch
Gladbach

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz
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Bezeichnung

Hersteller

Multimode-Mikroplatten-Reader “Spark”
HeiBluftgeblase Typ EKP - 0016
Pipetten (Ein- u. Mehrkanal)

Laborprobentransportbox

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz
AEG, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt AG & Co. KG, Nirmbrecht

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Pipettenspitzen (10, 100, 200, 1000 ul)
ReaktionsgefaBe (1,5 & 5 ml)
Schraubréhrchen (25 & 50 ml)

Original Perfusor Spritze 50 ml (8728810F-06)
Spritzenvorsatzfilter Whatman FP 30/0.2 CA-S
CASY Cups

SuperFrost Plus Menzel Glaser
Zyto-System fiir RotoFix 32
Monovette EDTA 9 ml
Monovette Lithium-Heparin 9 ml

Multiwellplatte Costar Assay Plate, schwarz,
flacher Boden, 96-Well

Multiwellplatte BRANDplates, pureGrade,
transparent, flacher Boden, 96-Well

Kimtech Science Praszisionstiicher

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
GE Healthcare, Solingen

OMNI Life Science GmbH und Co KG,
Bremen

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen
Sarstedt AG & Co. KG, Nirmbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Nirmbrecht

Corning Inc, Kennebunk, USA

Brand GmbH und CO KG, Wertheim

Kimberly-Clark, Dallas, USA

3.1.3 Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (+/- MgCI2 und

CaCl2)

CASYton

Lysepuffer (LP)

137 mM NaCl; 2,89 mM KCI; 8,1 mM
Na2HPO4 2H20; 1,47 mM KH2PO4 (+/- 10
mM Na2HPO4 und 1,8 mM KH2PO4)

bezogen von Sigma-Aldrich, Steinheim

OMNI Life Science GmbH und Co KG,
Bremen

100 mM Tris-HCI; 1 M NaCl, 0,1% Tween;
0,01 % Na-Azid; pH 7,4
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Bezeichnung Zusammensetzung

Assaypuffer 1 (AP1) 100 mM Tris-HCI; 1 M NaCl; 0,01% Tween;
0,01 Na-Azid; pH 7,5

Assaypuffer 2 (AP2) 25 mM MES; 50 mM NacCl; Brij 35 0,01%; pH
6,0; + 5mM DTT

Neutrophilen-Resuspensionspuffer PBS mit MgCI2 und CaClI2 + Glucose (1 g/l)

Lysepuffer und Assaypuffer wurden mit destilliertem Wasser hergestellt und vor der Zugabe
von Tensiden mittels SpritzenvorsatZfilter filtriert. Im Assaypuffer 2 wurde DTT erst unmittelbar

vor der Verwendung hinzugegeben.

3.1.4 Enzyme
Bezeichnung Hersteller
Humane Neutrophilen Elastase Sigma Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt
Humane Proteinase 3 Elastin Products Company Inc., Owensville,
USA
Bovines Cathepsin C Sigma Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt
Humanes Cathepsin G Athens Research & Technology Inc.,
Athens, USA
3.1.5 Substrate und Fluoreszenz-Standards
Bezeichnung Hersteller
7-Amino-4-methylcoumarin (AMC) Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
MeoSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC Bachem, Bubendorf, Schweiz
Suc-Val-Pro-Phe-pNA Bachem, Bubendorf, Schweiz
H-Gly-Arg-AMC Bachem, Bubendorf, Schweiz
Abz-Val-Ala-Asp-Nva-Arg-Asp-Arg-GIn-EDDnp Pepta Nova GmbH, Sandhausen
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3.1.6 Inhibitoren

Bezeichnung Hersteller

HR-57 Prof. N. Schaschke, Universitat Aalen
Sivelestat Sigma Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt
Aprotinin Sigma Aldrich by Merck KGaA, Darmstadt

Alvelestat (AZD9668)

MedChemExpress, Sollentuna, Schweden

3.1.7 Labor-Kits

Bezeichnung

Hersteller

MACSxpress Whole blood Neutrophil Isolation-Kit
Quant-It Pico Green dsDNA Assay-Kit
Micro BCA Protein Assay-Kit

Human S100A8/S100A9 Heterodimer Quantikine
ELISA-Kit

MPO ELISA-Kit

Haema-Schnellfarbung/Diff-Quick

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA

R&D Systems Inc., Minneapolis, USA

Abcam, Cambridge, UK
Eberhard Lehmann GmbH, Berlin

3.1.8 Software

Bezeichnung

Hersteller

Office 365
ProFit Version 7
Prism Version 8

R Version 4

Microsoft, Redmond, USA

Quantum Soft, Uetikon am See, Schweiz
GraphPad Software, San Diego, USA
The R Foundation, Indianapolis, USA

Alle hier nicht separat aufgefiihrten Standard-Reagenzien wurden von den Herstellern Merck
KGaA (Darmstadt), Sigma Aldrich (Steinheim) bzw. Gerbu Biotechnik GmbH (Heidelberg)

bezogen.

23



— Material und Methoden —

3.2 Methoden

3.2.1 Grundlagen enzymkinetischer Assays

Die enzymatische Aktivitait von Proteasen wurde mittels klassischer kontinuierlicher
kinetischer Assays quantifiziert. Dafir wurde die Protease unter optimierten Bedingungen bei
37 °C mit einem jeweils spezifischen fluorogenen, chromogenen oder FRET-Peptidsubstrat
inkubiert. Die Abspaltung der fluorogenen (AMC) bzw. chromogenen (pNA) Detektions-
Gruppe und der daraus resultierende Anstieg der Fluoreszenz bzw. Absorption wurde mit
einen Multimode-Mikroplatten-Reader (Saphire bzw. Spark, Tecan) Uber die Dauer von
einigen Minuten verfolgt. Im Falle der FRET-Substrate flhrt die enzymatische Spaltung des
Substrats zu einer Abnahme des intramolekularen Quenchings und in der Folge ebenfalls zu
einer Zunahme der Fluoreszenz. Die Substratkonzentration sollte hierbei so gewahlt werden,
dass sie - sofern es Ldslichkeit und Verflugbarkeit erlauben - weitestmdéglich Uber der
entsprechenden Michalis-Menten-Konstante (k) liegen. So kann man naherungsweise von
Séattigungsbedingungen ausgehen, und verhindern, dass der Substratverbrauch die Reaktion
einschrankt. Unter der Annahme, dass
E+S S[ES] - E+P

gilt, entspricht die Anderung der Fluoreszenz bzw. Absorption pro Zeiteinheit (RF/min bzw.
OD/min) der Bildung von [P] und ist damit ein MaB fiir die enzymatische Aktivitat der

Proteasen.

3.2.2 Aktivitats- und Mengenbestimmung

Zur Vorbereitung der Assays wurden isolierte Proteasen als Enzymstandards in 10 bzw. 20-
facher Konzentration verdiinnt. Zuvor hergestellt Zelllysate wurden aufgetaut und auf eine
Konzentration von 1000 bzw. 100 Zellen/ul (PR3-Assay) eingestellt. Proteasen sowie

Zelllysate wurden bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

AnschlieBend wurden Peptidsubstrate (s. Tab. 3.1) im entsprechenden Assaypuffer verdinnt
(1,1- bzw. 1,05-fache der Endkonzentration) und lichtgeschitzt bei 37 °C gelagert. 10 bzw.
20 yl der Proben/Lysate oder Standards wurden in temperierten (37 °C) 96-Well-
Mikrotiterplatten mit flachem Boden vorgelegt (s. Tab. 3.2). Im Anschluss wurde mit Hilfe einer
Multi-Kanal Pipette die Substrat-Puffer Mischung ad 200 ul hinzugegeben, wobei auf ziigiges
Arbeiten geachtet wurde. Unmittelbar danach wurde die Messung im Multimode-Mikroplatten-
Reader “Saphire” gestartet. Dabei wurden fir die jeweiligen Assays spezifische
Messeinstellungen verwendet (s. Tab. 3.3). Alle Messungen erfolgten in technischen
Triplikaten. Als Kontrolle wurde Assaypuffer mit und ohne zugesetztem Substrat mitgefihrt.
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Assay Substrat Kcat/Km [1/Ms]
HNE MeoSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC (MeoSuc-AAPV-AMC) 3,24 x 104
PR3 Abz-Val-Ala-Asp-Nva-Arg-Asp-Arg-GIn-EDDnp (FRET-K) 4.79 x 104

CathG Suc-Val-Pro-Phe-pNA (Suc-VPF-pNA) 4,18 x 104

CathC H-Gly-Arg-AMC (H-GA-AMC) 1,60 x 106

Tabelle 3.1: Verwendete fluorogene, chromogene und FRET- Peptidsubstrate.
Die Angaben fiir die jeweilige katalytischen Effizienz (Kcat/Km) wurden den Herstellerangaben entnommen.

Assay Standard/Probe Substrat-Puffer Mischung
10 190
HNE HNE (1 nM) bzw. MeoSuc-AAPV-AMC in AP1
Lysat (10.000 Zellen/200 ul) (10 uM)
20 ul 180 ul
PR3 PR3 (0,5 nM) bzw. FRET-K in AP1
Lysat (2000 Zellen/200 pl) (10 uM)
20 ul 180 ul
CathG CathG (2,5 nM) bzw. Suc-VPA-pNA in AP1
Lysat (20.000 Zellen/200 ul) (200 pM)
20 ul 180 ul
CathC CathC (1 nM) bzw. H-GA-AMC in AP2
Lysat (20.000 Zellen/200 ul) (10 uM)

Tabelle 3.2: Pipettierschema fiir die Durchfiihrung der Aktivitdtsmessung mit den verschiedenen Assays.
Es sind jeweils die Endkonzentrationen im Test angegeben.

Assay Exzitation Emission Absorption Zyklen (Messdauer)
HNE, CathC 360 nm 465 nm - 30 (12 min)
PR3 320 nm 420 nm - 50 (14 min)
CathG - - 405 nm 50 (10 min)

Tabelle 3.3: Einstellung des Multimode-Mikroplatten-Readers “Saphire”.

Ausgehend von der Anderung der Fluoreszenz bzw. Absorption (iber die Zeit (RF/min bzw.

OD/min) wurde mithilfe eines simultan auf jeder Mikrotiterplatte bestimmten Fluoreszenz-
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standards (0-0,5 uM AMC) bzw. des Lambert-Beer'schen Gesetzes die Konzentration des
Produkts und damit der Prozentsatz des gespaltenen Substrats bestimmt. Die graphische
Darstellung und Auswertung erfolgte mit einem laborintern entwickelten Computerprogramm
(Profit, C. Sommerhoff V.2.0.).

Far die Mengenbestimmung in den Zelllysaten wurde zuné&chst die Aktivitat pro nM Protease
anhand der mitgefuhrten Enzymstandards ermittelt. Unter Einbezug des jeweils
entsprechenden Molekulargewichts, sowie des Testvolumens konnte anschlieBend die
Aktivitdt pro ng Standard errechnet werden. Der Quotient aus dieser und der gemessenen

Aktivitat pro Zelle entspricht dem absoluten Gehalt der Proteasen pro Zelle.

3.2.3 Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitat der Assays wurde mit Hilfe einer Reihe von Hemmstoffen untersucht
(s. Tab. 3.4). Reversible und irreversible Inhibitoren wurden in Assaypuffer vorgelegt (100 ul;
2 x konzentriert) und anschlieBend die Lysate bzw. isolierten Proteasen (10 bzw. 20 ul)
hinzugegeben. Die Reaktion wurde in der HNE-, PR3- und CathG-Messung sofort durch die
Zugabe der Substrat-Puffer Mischung (80 bzw. 90 ul; 2,2 x bzw. 2,5 x konzentriert) gestartet.
Im CathC-Assay wurden die Lysate bzw. das isolierte CathC Uber einen Zeitraum von 20 min
vor Substratzugabe mit dem Inhibitor inkubiert. Die Restaktivitdt wurde wie vorbeschrieben
bestimmt (s. Tab. 3.2; Tab. 3.3). Als Kontrolle wurde auf der jeweils gleichen Mikrotiterplatte

die Aktivitat von unbehandelten Lysaten und Standardenzymen bestimmt.

Assay Inhibitor Eigenschaft Ki bzw. ko/Ki
HNE & Sivelestat reversibel 0,017 uM (HNE);
PR3 0,11 uM (PR3)
HNE & Alvelestat reversibel 0,012 yM (HNE);
PR3 137 uM (PR3)

CathG Aprotinin reversibel ~1uM
CathC HR 57 irreversibel 56.000 M1 s

Tabelle 3.4: Verwendete Proteaseinhibitoren.
Die Affinitét (Kibzw. k2/Ki) wurde den Herstellerangaben bzw. persénlichen Daten entnommen.
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3.2.4 Blutspende zur Isolierung von Neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden aus anonymisierten Spenden von Probanden isoliert (Ethik-
Antrag ,lrreversibel anonymisierte Blutspenden zur Isolierung von Leukozyten fir in vitro-
Untersuchungen® Projekt-Nr.: 018-09). Mittels Safety-Multifly-Kanile wurde jeweils die
V. mediana cubiti punktiert und 6 bis 9 ml Vollblut in einer 9 ml EDTA-Monovette gewonnen.
Die Proben wurden anschlieBend mit einer Kennung versehen, die das Geschlecht des
Probanden zeigte, eine persdnliche Zuordnung aber nicht mehr zulieB. Ein Anteil der

Blutproben wurde zur Anfertigung eines maschinellen Differentialblutbildes verwendet.

3.2.5 Isolation Neutrophiler Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden mit Hilfe des MACSxpress Whole blood Neutrophil Isolation
Kits (Miltenyi) gemé&B den Herstellerangaben isoliert. Hierbei wird durch Sedimentation der
Erythrozyten und Inkubation mit immunomagnetischen Beads eine Abreicherung der anderen
Leukozyten-Populationen bewirkt. Um anschlieBend verbliebene Erythrozyten zu entfernen,
wurde die isolierte Zellpopulation zweimal einer Hypotonen Lyse unterzogen. Dafur wurde das
Zellpellet in 2 ml 0,9 % NaCl-Lésung (4 °C) und 2,5 ml destillietem Wasser (4 °C)
resuspendiert und fir 30 Sekunden inkubiert. Der Lysevorgang wurde durch die Zugabe von
1,8 % NaCl-Lésung gestoppt, die Proben zentrifugiert (285 x g, 4 °C, 6 min) und der Uberstand
entfernt. AbschlieBend wurden die Zellpellets zweimal in 4 ml PBS + Glucose (4 °C)
aufgenommen, zentrifugiert (400 x g, 4 °C, 10 min) und der Uberstand durch kraftiges
Invertieren verworfen. Danach wurden die Zellpellets in 7 ml PBS + Glucose (4 °C)

resuspendiert.

Far die Bestimmung der Anzahl isolierter Neutrophiler Granulozyten in der Zellsuspension
wurde das CASY-Zahlgerat genutzt. Hierbei wurden zunachst CASY-Cups mit jeweils 6 ml
CASYton befllt, 30 ul des Isolats hinzugegeben und beides durch vorsichtiges Schwenken

vermengt. Die Messung erfolgte entsprechend der Herstelleranweisung.

Zur Herstellung von Lysaten wurde die Zellsuspension zunéachst in 1,5 ml ReagiergefaB3e
aliquotiert, sodass in jedem 1 x 106 Zellen enthalten waren. AnschlieBend wurden die Proben
zentrifugiert (400 x g, RT, 10 min) und der Uberstand abgenommen. Das verbliebene Zellpellet
wurde mit 1 ml Lysepuffer versetzt, sodass sich eine Zellzahl von 1000 Zellen pro ul ergab.
Die Lysate wurden dreimal fur jeweils 1 Minute im Vortexmischer gemischt, 5 Minuten bei 4 °C
gelagert und abschlieBend fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Zelldebris wurde durch eine
weitere Zentrifugation (2100 x g, RT, 10 min) entfernt. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml

Reagiergefa3 tberfuhrt und bei - 80 °C gelagert.
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Um Zellpellets zu lagern, wurden jeweils Volumina der Zellsuspensionen bestimmt, in denen
1 x 108 Zellen vorhanden waren und diese dann in 1,5 ml ReagiergefaBe tberfiihrt. Es folgte
ein Zentrifugationsschritt (1000 x g, RT, 10 min). Der Uberstand wurde entfernt und die
verbliebenen Zellpellets unmittelbar auf Trockeneis eingefroren. Die Proben wurden im

Anschluss bei - 80 °C gelagert.

3.2.6 Herstellung, Farbung und Beurteilung von Zytospins

Um Objekttrager mit einer Monolayerschicht der isolierten Zellpopulation herzustellen, wurde
das Hettich Zyto-System verwendet. Die vier Zytokammern wurden mit je 200 yl der
Zellsuspension (5 x 10° Zellen/ml) geflllt und die Zellen anschlieBend durch Zentrifugation
(29 x g, RT, 10 min) auf den Objekttrager verbracht. Im Anschluss wurde der Uberstand durch

Invertieren entfernt, die Objekttrager entnommen und luftgetrocknet.

Fir die hamatologische Farbung wurde das Haema-Schnellfarbungs/Diff-Quick-Set
verwendet. Die mikroskopische Beurteilung wurde an einem Axioskop-Mikroskop (Zeiss) in
1000-facher VergréBerung durchgefiihrt. Dabei wurden pro Objekttrager zwei Gesichtsfelder

mit jeweils etwa 200 Neutrophilen Granulozyten ausgezahit.

3.2.7 AQuantifizierung von Doppelstrang-DNA

Die Konzentration von Doppelstrang-DNA (dsDNA) in den Zelllysaten wurde unter
Verwendung des PicoGreen Farbstoffs (Hoechst) fluorometrisch quantifiziert. Lysate wurden
aus Zellpellets (1 x 10% Zellen) hergestellt, wobei die verbleibenden Zellreste nicht
abzentrifugiert wurden. Flr die Messungen wurden Reagenzien aus dem Quant-It Pico Green-
Kit in Kombination mit einem laborinternen Protokoll verwendet. Jeweils 5 pl der Lysate
(5x 105 Zellen/ml), 95 pl TE-Puffer und 100 pyl Working Solution wurden in schwarzen
Multiwellplatten vorgelegt und Uber 4 min lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert.
AbschlieBend wurde die Fluoreszenz bei einer Exzitationswellenldnge von 480 nm und einer
Emissionswellenlange von 520 nm im Multimode-Mikroplatten-Reader ,Spark” gemessen. Die
Bestimmung der absoluten dsDNA-Mengen erfolgte mittels Interpolation der Messwerte mit
einer Lambda-DNA-Standardkurve (0 - 100 pg/ml) unter Verwendung des Programms
GraphPad Prism.

3.2.8 AQuantifizierung des Gesamtproteins

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben wurde das Micro BCA-Protein-
Assay-Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Zelllysate (2 x 10* Zellen/ml) wurden

ausgehend von Zellpellets (1 x 106 Zellen) angefertigt, zur Entfernung von Debris zentrifugiert
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(15.000 x g, RT, 10 min), 1:20 in PBS verdinnt und anschlieBend in transparenten
Multiwellplatten mit flachem Boden vorgelegt. Alle nachfolgenden Schritte wurden wie im
Herstellerhandbuch beschrieben durchgefihrt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch

die Interpolation der Messwerte anhand der mitgefiihrten Standardkurve in GraphPad Prism.

3.2.9 Quantifizierung von Calprotectin

Das Protein Calprotectin wurde in den Zelllysaten mit Hilfe des Immunoassay-Kits Human
S100A8/S100A9 Heterodimer Quantikine ELISA quantifiziert. Dazu wurden Lysate aus bei
- 80°C gelagerten Pellets hergestellt und anschlieBend erneut bei - 80°C eingefroren. Am
Folgetag wurden die Lysate aufgetaut, zentrifugiert (2100 x g, RT, 10 min) und der Uberstand
abgenommen. Nach Verdinnung in Assaypuffer (1:3000) wurde Calprotectin entsprechend
der Herstellervorschrift quantifiziert. Die Calprotectinkonzentration wurde basierend auf

mitgefiihrten Standards mit Hilfe des Programms GraphPad Prism berechnet.

3.2.10 Quantifizierung von Myeloperoxidase

Myeloperoxidase wurde mittels Immunoassay quantifiziert (MPO ELISA Kit, Abcam). Hierfur
wurden Lysate aus Pellets hergestellt (1 x 108 Zellen/ml) und nach einem Frier-Auftau-Zyklus
in einer Verdiinnung von 1:500 verwendet. Alle Inkubations- und Waschschritte wurden geman
den Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Waschpuffer wurde PBS (0,01 M) gewahlt. Die
Auswertung der absoluten Mengen erfolgte mittels Interpolation im Vergleich zu mitgefuhrten

Standards mit Hilfe des Programms in GraphPad Prism.

3.2.11 Untersuchungen zum Einfluss von Hamoglobin

Die Mengen residualen Hamoglobins in den Lysaten wurden photometrisch quantifiziert.
Hierfir wurden Triplikate (20 pl) der Lysate (Zellen/ul)) zusammen mit 180 ul NaxCOs-
Assaypuffer in transparenten 96-Well-Platten vorgelegt. AnschlieBend wurde die Absorption
bei einer Wellenldnge von 415 nm im Multimode-Mikroplatten-Reader “Saphire” gemessen.
Die absoluten Hamoglobinwerte in den Lysaten wurden durch Interpolation auf der Basis eines

laborinternen Standards unter Verwendung des Programms GraphPad Prism ermittelt.

Far die Herstellung des Standards wurden 3 ml Vollblut in einer Heparin-Lithium-Monovette
gewonnen und anschlieBend in einem Reagiergefa3 zentrifugiert (1000 x g, RT, 10 min).
Uberstand und Buffy-Coat wurden entfernt und das Pellet in PBS resuspendiert. Die
Erythrozyten wurden durch eine 10-minutige Inkubation mit H.O im Verhéltnis 4:1 lysiert.
Mittels Zentrifugation (1200 x g, RT, 30 min) wurde anschlieBend Zelldebris abgetrennt und

die verbleibende Hamoglobin-reiche Lésung in Aqua ad injetabilia auf 50 mg/d| eingestellt. Die
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Standardreihe im Test entsprach einer geometrischen Verdinnung tber 11 Schritte in 200 pl

Na>COs pro Well, beginnend mit einer Konzentration von 5 mg/dl.

3.2.12 Statistische Methoden

Alle Messungen wurden in technischen Triplikaten untersucht. Fir statistischen Berechnungen
wie Mittelwerte + Standardabweichungen, Variabilitdt, die Durchfihrung von Regressions-
analysen sowie die Herstellung der Abbildungen wurde das Programm GraphPad Prism
(Version 7) verwendet. Weiterfihrende statistische Verfahren wie die Korrelationsmatrix oder
Two-way ANOVA Analyse wurden mit Hilfe der Programmiersprache R (Version 4)

durchgefinhrt.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen einer vorrausgegangenen Studie in der Arbeitsgruppe war die Eignung
verschiedener Peptidsubstrate zum Nachweis der Granula-assoziierten Serinproteasen
Neutrophile Elastase (HNE), Proteinase 3 (PR3) und Cathepsin G (CathG) sowie derer
gemeinsamer Aktivatorprotease Cathepsin C (CathC) untersucht worden (J. Leding,
AG Sommerhoff, 2022) [164]. In der hier vorgelegten Arbeit wurden jetzt auf diesen Substraten
basierende enzymkinetische Assays zun&chst anhand von isolierten Proteasen evaluiert.
AnschlieBend wurde die Ubertragbarkeit der Assays auf Zelllysate humaner Neutrophiler

Granulozyten und Proben einer Probanden-Gruppe gepruft.

4.1 Assayevaluierung mit Hilfe isolierter Proteasen

Um die Eignung der Peptidsubstrate fur die Quantifizierung der Proteasen zu bewerten,
wurden darauf aufbauende enzymkinetische Aktivitdtsassays mit isolierten Enzymen in
Hinblick auf den Verlauf der Progresskurven, die Linearitat, die analytische Spezifitat, die

Interferenz und die Selektivitat untersucht.

4.1.1 Linearitit der Progresskurven

Um die Progresskurven der enzymatischen Reaktionen der Assays hinsichtlich ihrer Linearitat
zu untersuchen, wurde die Substratspaltung anhand der Zunahme der Fluoreszenz bzw.

Absorption Uber einen Zeitraum von bis zu 700 Sekunden aufgezeichnet.

Dazu wurden die isolierten Proteasen HNE (0 - 6 nM), PR3 (0 - 4 nM), CathG (0 - 16 nM) und
CathC (0 - 2 nM) in sechs aufsteigenden Konzentrationen in Assaypuffer (10 bzw. 20 yl AP1
fir den HNE-, PR3- und CathG-Assay; 20 ul AP2 fir den CathC-Assay) in einer 96-Well
Mikrotiterplatte vorgelegt und anschlieBend mit 180 bzw. 190 ul der entsprechenden Substrat-
Lésung im gleichen Puffer versetzt. Fur die Messung von HNE und CathC wurden die
fluorogenen Substrate MeoSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC (MeoSuc-AAPV-AMC; 10 yM) bzw. H-
Gly-Arg-AMC (HGA-AMC; 10 uM), fir den PR3-Assay das FRET-Substrat Abz-Val-Ala-Asp-
Nva-Arg-Asp-Arg-GIn-EDDnp (FRET-K; 10 yM) und fir CathG das chromogene Substrat Suc-
Val-Pro-Phe-pNA (Suc-VPF-pNA; 200 uM) verwendet (s. Tabelle 3.1). Die Messung im
Multimode-Mikroplatten-Reader wurde unmittelbar im Anschluss an die Substratzugabe
gestartet. Der zeitliche Abstand der Messpunkte betrug 24 (HNE, CathC), 12 (PR3) bzw. 14

(CathG) Sekunden. Auf Grund der substratspezifischen Exzitations- und Emissionsbereiche
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wurden die Messungen des HNE- und CathC-Assays mit einer Exzitationswellenlange von
360 nm und einer Emissionswellenlange von 465 nm durchgefiihrt, wahrend im PR3-Assay
320 nm und 420 nm verwendet wurden. Fir das chromogene Substrat im CathG-Assay
wurden die Absorptionswellenldange 405 nm und deshalb durchsichtige anstatt schwarzer

Mikrotiterplatten (Polystyrol) ausgewahlt (37° C; Messeinstellungen: s. Tab. 3.3).

In allen vier Assays zeigt sich bei allen verwendeten Enzymkonzentrationen ein
kontinuierlicher Anstieg der Fluoreszenz bzw. Absorption Uber die Zeit (s. Abb. 4.1). In keiner
der Messungen wurden relevante Springe oder Knicke der Progresskurve beobachtet. Je
héher die eingesetzte Konzentration der Protease, desto gréBer die Steigung der
Ausgleichsgeraden. Ein streng linearer Zusammenhang Uber die Zeit ergibt sich bei den
eingesetzten Enzymkonzentrationen > 0,1875 nM HNE (r2 > 0,94), > 0,5 nM PR3 (r2 > 0,90),
>4 nM CathG (r2 > 0,98) und > 0,125 nM CathC (r2 > 0,92).

HNE - Assay PR3 - Assay
6x10% e 3x10%
2 ' — 6nM T — 4nM
E 3nM g 2nM
N 4x10%4 15nM ~ 2x10%1 .
5 0.75nM S 0.5nM
N - — 0.375nM N — 025nM
O 2x104 . — 0.1875nM D 1x10%4 — 0425nM
o 5 )
=] 0nM =) onM
(T (T
0- O T T T
0 0 200 400 600
Zeit [s]
CathG - Assay CathC - Assay
0.37 6%104
(=} T — 2nM
o, o 4 1M
p= N 4x10%1 0.5nM
g @ 0.25nM
2 0 — 0425nM
3 Q 2x10% e — 0.0625 1M
< E e nanORRSe R 0nM
L e
0-0 T T T O T T T
0 200 400 600 0 200 400 600
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 4.1: Progresskurven der enzymkinetischen Aktivitidtsmessungen.

Die Spaltung der Substrate durch die Proteasen HNE (0 - 6 nM), PR3 (0 - 4 nM), CathG (0 - 16 nM) und CathC
(0 - 2 nM) wurde durch die Anderung der Fluoreszenz bzw. Absorption Uiber einen Zeitraum von 600 bzw. 700
Sekunden bei 37° C quantifiziert. Der Messbereich der Fluoreszenz und Absorption liegt zwischen 0-60.000 RFU
bzw. 0-1 OD.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in einem Zeitraum von < 700 Sekunden in den Messungen mit
den oben genannten Enzymkonzentrationen ausschlieBlich Reaktionen mit weitgehend

linearen Progresskurven beobachtet werden. Die Messung wird nicht z.B. durch Luftblasen im
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Testansatz, Temperaturschwankungen im Messgerat oder unzureichende Mischung der
einzelnen Assaykomponenten beeinflusst. Im Verlauf der Experimente konnten die
Einstellungen des Multimode-Mikroplatten-Readers dahingehend optimiert werden, dass der
gesamte Messbereich 0 - 60.000 RFU bzw. 0 - 1 OD weitgehend ausgenutzt wurde; im PR3-
Assay erreichen die Messungen dieses Limit nicht, Grund hierfur ist die Kombination aus
niedriger Quantenausbeute und limitierter Konzentration bzw. Verflgbarkeit des verwendeten
FRET-Substrats. Zusammenfassend zeigten diese Versuche, dass die Progresskurven die
Entstehung des Reaktionsprodukts Gber die Zeit und damit deren Steigung die enzymatische

Aktivitat verlasslich abbilden.

4.1.2 Linearitit der Assays

Um die Linearitat der Enzymassays zu Uberprifen und geeignete Messbereiche festzulegen,
wurde der Zusammenhang zwischen nachgewiesener Aktivitat (ARFU/min bzw. AOD/min) und
verschiedenen Enzymkonzentrationen untersucht. Dazu wurden analog der Vorgehensweise
im vorherigen Kapitel isolierte Proteasen in aufsteigenden Konzentrationen vorgelegt,
Substrate hinzugegeben und anschlieBend die Zunahme der Fluoreszenz bzw. Absorption

gemessen.

Es zeigt sich, dass die nachgewiesene Aktivitat (ARFU/min bzw. AOD/min) proportional zur
eingesetzten Konzentration der Proteasen zunimmt (s. Abb. 4.2). Regressionsanalysen der
Messungen ergeben BestimmtheitsmaBe von r2 > 0,99 in allen vier Assays und bestatigen
damit einen weitgehend linearen Verlauf. Insbesondere im PR3-Assay zeigt sich optisch
allerdings eine leichte Krimmung im Verlauf der einzelnen Messpunkte, die einen relevanten
Substratverbrauch in den Messansatzen mit héheren Enzymkonzentrationen vermuten lasst;
wird in einer enzymatischen Reaktion die notwendige (konstante) Substratkonzentration zu

stark reduziert, kommt es zu einer verminderten Produktentstehung Uber die Zeit.

Mittels der Fluoreszenzwerte eines in den Messungen simultan mitgefihrten Fluoreszenz-
Standards (0,5uyM AMC) bzw. des Lambert-Beer'schen Gesetzes wurde der
Substratverbrauch in den Testansatzen berechnet. Im HNE- und CathC-Assay liegt dieser bei
allen Enzymkonzentrationen < 10 %. Gleiches gilt fir die Ansatze mit bis zu 0,5 nM Protease
im PR3-Assay und 8 nM im CathG-Assay. In diesen Féllen betragt die rechnerische
Abweichung der Reaktionsgeschwindigkeit im Verlauf der Messungen weniger als 5 % und ist
damit akzeptabel. Messungen des PR3- und CathG-Assays mit hdéheren Enzym-
Konzentrationen zeigen dagegen ein Substratverbrauch von mehr als 10 % (PR3: 34 %, 20 %
und 11 % bei 4 nM, 2 nM und 1 nM; CathG: 18 % bei 16 nM). Die BestimmtheitsmaBe von

r > 0,99 der Ausgleichsgeraden legen allerdings nahe, dass die Linearitat trotz eines deutlich
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héheren Substratverbrauches (max. 34 %) ausreichend ist. Im Hinblick auf die limitierte
Verfligbarkeit der Substrate, insbesondere des PR3-Substrats, und die adaquate Linearitat

sahen wir vom Einsatz héherer Substrat-Konzentrationen in weiteren Experimenten ab.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass in den untersuchten Konzentrationsbereichen
weitgehend lineare Messungen durchgefihrt werden kénnen, da die Zunahme der
Fluoreszenz bzw. Absorption pro Zeiteinheit proportional zur Konzentration der Proteasen im
Test ist. Die Ausgleichsgeraden verlaufen anndhernd durch den Nullpunkt; dies stellt eine gute
Grundlage fur die Mengenbestimmung der nachzuweisenden Proteasen dar. Der Messbereich
betragt im HNE-Assay 0,19 - 6 nM, im PR3-Assay 0,13 - 4 nM, im CathG-Assay 0,5 - 16 nM

und im CathC-Assay 0,06 - 2 nM.
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Abbildung 4.2: Darstellung der enzymatischen Aktivitét in Abhédngigkeit von der Enzymkonzentration.
Die Spaltung der jeweiligen Substrate (HNE-, PR3-, CathC-Assay: 10 yM, CathG-Assay: 200 yM) pro Zeit durch
die verschiedenen Konzentrationen der isolierten Proteasen (0 - 16 nM) wurde (iber die Anderung der Fluoreszenz

bzw. Absorption pro Zeiteinheit bestimmt. Angaben als Mittelwert + SD von Triplikaten sowie der

Regressionsgeraden.

34



— Ergebnisse —

4.1.3 Analytische Selektivitat

Da in den Lysatproben von Neutrophilen Granulozyten zwangslaufig immer alle drei Granula-
assoziierten Proteinasen (HNE, PR3 und CathG) und deren Aktivator CathC nebeneinander
vorliegen, wurde die Selektivitdt der Enzymassays untereinander Uberprift. Dies erschien
insbesondere wichtig, da die Substratspezifititen von HNE und PR3 sehr &hnlich sind [165].
Dazu wurden in jeden der vier Assays neben der zu quantifizierenden Protease auch die
jeweiligen drei anderen Proteasen eingesetzt und somit die enzymatische Aktivitat aller vier
Proteasen in allen vier Assays bestimmt. In den vier separaten Anséatzen pro Assay wurden
dabei einheitliche Konzentrationen aller Proteasen verwandt (HNE-Assay 1 nM, PR3-Assay
0,5 nM, CathG-Assay 2,5 nM, CathC-Assay 1 nM) und die enzymatische Aktivitat unter den
zuvor beschriebenen Assay-spezifischen Bedingungen (Substrat, Konzentrationen, Puffer,
Zeiten; s. Kap. 4.1.1) bestimmt. Die Ergebnisse der Messung wurden in % der Aktivitat der

nachzuweisenden Protease dargestellt.

Wie zu erwarten, wird in jedem der Assays die jeweils zu quantifizierende Protease
nachgewiesen (s. Abb. 4.3). Dagegen wurde in allen Ansatzen mit den jeweiligen anderen
Proteasen keine wesentliche Anderung der Fluoreszenz bzw. der Absorption iber die Zeit
beobachtet; lediglich im PR3-Ansatz des HNE-Assays wurde eine geringe enzymatische
Aktivitat von 0,26 % beobachtet.

Die Ergebnisse zeigen, dass in allen vier Assays jeweils nur die nachzuweisende Protease
detektiert wird. Die Messungen sind damit weitgehend selektiv fur die Quantifizierung der
einzelnen GASPIDs und CathC. Zusatzlich zeigen diese Ergebnisse, dass die als Standard
verwendeten Protease-Praparationen keine relevante Kontamination durch die anderen

Enzyme aufweisen.
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Abbildung 4.3: Bestimmung der Selektivitét der Assays.

Alle isolierten Proteasen (HNE, PR3, CathG und CathC) wurden in alle Assays eingesetzt und die Aktivitét
bestimmt. Die Enzymkonzentrationen entsprechen dabei in allen Ansétzen eines Assays der der nachzuweisenden
Protease (HNE-Assay 1 nM, PR3-Assay 0,5 nM, CathG-Assay 2,5 nM, CathC-Assay 1 nM). Alle Messwerte wurden
auf die Aktivitét der Kontrolle normalisiert. Angaben als Mittelwert + SD von Triplikaten.

4.1.4 Interferenz

Da die verwendeten Peptidsubstrate zwei bis acht Aminosauren umfassen und damit mehrere
Peptidbindungen bzw. potenzielle Spaltstellen aufweisen, ist es denkbar, dass eine Protease
das Substrat einer anderen Protease nicht-produktiv spaltet und damit zerstért. Um zu
untersuchen, ob so der Nachweis der zu quantifizierenden Proteasen durch die Anwesenheit
der anderen GASPIDs in den Messungen gestort wird, wurden die Proteasen in der Gegenwart

von jeweils allen anderen Proteasen mit den beschriebenen Assays quantifiziert.

Fir jeden Assay wurden vier separate Ansatze verwendet, in denen jeweils die zu
quantifizierende Protease (HNE 1 nM, PR3 0,5 nM, CathG 2,5 nM, CathC 1 nM) (10 bzw.
20 ul) vorgelegt wurde. Zu drei der Ansatze wurde schlieBlich eine der anderen Proteasen in

der gleichen Konzentration (10 bzw. 20 ul) hinzugegeben. Der vierte Ansatz wurde mit

36



— Ergebnisse —

entsprechendem Volumen Puffer versetzt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der Substrat-
Puffer Lésung (160 bzw. 180 pl) und die Messung der enzymatischen Aktivitat aller vier
Ansatze unter den Bedingungen des jeweiligen Assays. Die Messwerte wurden in % der

Aktivitat der primar nachzuweisenden Protease dargestellt.

Die Gegenwart der jeweils anderen Proteasen flihrt in allen vier Assays nur zu geringen
Anderungen der gemessenen Aktivitat (s. Abb. 4.4). Der im Vergleich zur Aktivitat der
nachzuweisenden Protease gréBte Unterschied liegt bei 12 % und wird im PR3-Assay unter
Zugabe von CathG beobachtet. Alle weiteren Ansatze des Experiments weisen Abweichungen
von unter 10 % (min. 2 %, max. 9 %) auf. Insbesondere interferiert HNE im PR3-Assay bzw.
PR3 im HNE-Assay nur wenig (0 bzw. 7 %).
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Abbildung 4.4: Untersuchung der Interferenz.

Jede Protease (HNE 1 nM; PR3 0,5 nM; CathG 2,5 nM; CathC 1 nM) wurde mit den drei anderen Proteasen in
jeweils gleicher Konzentration versetzt und anschlieBend die Aktivitdt bestimmt. Messwerte werden in % der
Aktivitdt der jeweils nachzuweisenden Protease dargestellt. Angaben als Mittelwert + SD von Triplikaten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Gegenwart der jeweils anderen Granula-assoziierten
Serinproteasen Neutrophiler Granulozyten zu keiner relevanten destruktiven Spaltung der

jeweiligen Substrate fihrt und damit den Nachweis der zu quantifizierenden Proteasen nicht
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wesentlich beeinflusst. Darlber deutet sich hier an, dass eine verlassliche Unterscheidung

zwischen HNE und PR3 mit den Assays moglich ist.

4.1.5 Analytische Spezifitit - Einsatz von Inhibitoren

Peptidsubstrate bzw. Proteasen sind nie vollstdndig spezifisch. Daruber hinaus ist nicht
vollstdndig auszuschlieBen, dass mdglicherweise weitere in biologischen Proben enthaltene
Proteasen die Substrate der Assays spalten. Auf Grund der Fulle an physiologisch
vorhandenen Proteasen ist es nicht méglich, den Einfluss aller Enzyme auf die Assays zu
untersuchen. Daher wurden spezifische Inhibitoren als Werkzeuge etabliert, um die

gemessene Substratspaltung auf die nachzuweisenden Proteasen zurtickzufihren.

Far den CathG-Assay wurde der Hemmstoff Aprotinin verwandt, der eine verlassliche
Abgrenzung von der eng verwandten Granula-assoziierten Protease Chymase ermdglicht
[166] und in der Arbeitsgruppe etabliert worden ist. Zur Hemmung von CathC stand der
synthetische, irreversible Inhibitor HR 57 zur Verfigung, der zusammen mit Prof. N.
Schaschke (Hochschule Aalen) entwickelt worden ist [167]. Inhibitoren, die selektiv PR3 und
HNE hemmen, waren zum Zeitpunkt der Versuche dagegen nicht bekannt. Daher wurde
zunéchst die Inhibition von PR3 und HNE durch eine Reihe in der Literatur beschriebener
HNE-Inhibitoren (MeoSuc-AAPV-CMK, alphail-Pl, Pefabloc SC, DMP 777, Eglin C, GW
311616, SSR 69071, Alvelestat und Sivelestat) Uberpruft. Dazu wurden geometrische
Verdiinnungen dieser Inhibitoren in Assaypuffer (100 ul) vorgelegt und anschlieBend 50 ul
isolierte HNE oder PR3 (1 nM bzw. 0,5 nM) hinzugeben. Nach einer Inkubationszeit von 15
Minuten (37 °C) wurde die Substrat-Puffer-Mischung (50ul) hinzugeben und die Messung

gestartet.

Beispielhaft sind die hier die Ergebnisse der inhibitorkinetischen Untersuchungen mit den
synthetischen Inhibitoren Alvelestat (AZD9668) und Sivelestat (ONO 5046) dargestellt
(s. Abb. 4.5 a, b). Sivelestat flihrt zu einer effektiven Inhibition beider Proteinasen. Eine
Konzentration von >2,5uM fihrt zu einer nahezu vollstindigen Hemmung der HNE
(Restaktivitdt < 1 %) und der PR3 (Restaktvitdt < 9 %). Mit dem Einsatz von Alvelestat
hingegen wird mit einer Konzentration von > 0,1 yM eine fast vollstindige Hemmung der HNE
(=90 %) erzielt, wahrend die Aktivitdt der PR3 erst bei Konzentrationen > 30 yM deutlich

beeinflusst wird.

Tragt man die ermittelten Inhibitonskonstanten (Ki) fir HNE vs. PR3 aller untersuchten
Hemmestoffe gegeneinander auf (s. Abb. 4.5 c), liegen die Inhibitoren am n&chsten an der

Gleichungsgerade, die beide Proteasen in ahnlicher Weise hemmen (z.B. Sivelestat) und
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solche entfernter, die eine der beiden effektiver hemmen (z.B. Alvelestat). So wird deutlich,
dass sowohl Alvelestat auch als Eglin C HNE deutlich besser hemmen als PR3. Die K von
Alvelestat fur die Hemmung von PR3 ist dabei zwar um den Faktor 10000 héher als die von
Eglin C, da dieser als synthetischer Inhibitor jedoch besser verfligbar ist als das rekombinant

hergestellte Eglin C wurde dieser flr die weiteren Experimente verwendet.

Sivelestat Alvelestat
-o— HNE
100 . HNE 125  ers
\'? -+ PR3 \'?
°.: 75 o:. 100
Y o
S 50 S 75
5 § 50
o 25 5
x (04 25
0 0
N N N N N Q NN XN XN NN QO O
Q N Q Q- N S O & O o N QO
O Q ) S O O . N
a o o ° b) & & o °
Inhibitor-Konzentration [uM] Inhibitor-Konzentration [UM]
. DMP
1x10% m EglinC
GW
= 1x100- Vv Sivelestat
e v ® SSR
& u * Al
& 1x102 e
s
1x104-
1)(10'6 T T T T
1x106 1x10% 1x102 1x100 1x102
c
) K; HNE [uM]

Abbildung 4.5: Validierung von Inhibitoren fiir HNE und PR3.

(a) Isolierte HNE (1nM) wurde mit 12 aufsteigenden Konzentrationen von Sivelestat (0 - 1 M) und Alvelestat
(0 - 0,05 M) inkubiert und anschlieBend die Aktivitdt gemessen. (b) Ebenso wurde mit isolierter PR3 (0,5 nM) und
12 aufsteigenden Konzentrationen von Sivelestat (0 - 5 yM) und Alvelestat (0 - 60 yM) verfahren. (c) Die
errechneten Werte der K; (M) der verschiedenen Inhibitoren fiir HNE und PR3 wurden gegeneinander aufgetragen.
Angaben als Mittelwert + SD, n = 3 bzw. 4 Versuche.

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse werden in allen folgenden Experimenten jeweils zwei
Inhibitoren (Sivelestat 30 M und Alvelestat 10 yM) zur Verifizierung und Differenzierung von
HNE und PR3 in den Assays eingesetzt. Sivelestat wird dabei in einer Konzentration
verwendet, die zu einer verlasslichen Inhibition beider Proteasen fuhrt (30 yM), wéahrend die

verwendete Konzentration von Alvelestat (10 yM) lediglich die HNE hemmt.
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Im Anschluss an diese Vorversuche wurden Messungen in Gegenwart und Abwesenheit der
gewahlten Inhibitoren durchgefiihrt, um in allen vier Assays die Aktivitdt auf die zu
quantifizierenden Proteasen zurtckzufuhren. Dazu wurde der jeweilige Assaypuffer ohne und
mit Inhibitor (Sivelestat 30 yM, Alvelestat 10 yM, Aprotinin 10 uM bzw. HR-57 4 yM) in einer
96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt. Im Anschluss wurden die isolierten Proteasen (HNE 1 nM,
PR3 0,5 nM bzw, CathG 2,5 nM bzw. CathC 1 nM) hinzugegeben und die Messung durch die
Zugabe der Substrat-Puffer-Mischung gestartet; im CathC-Assay ist eine vorherige Inkubation
der Protease mit dem irreversiblen Inhibitor HR57 tGber 20 Minuten erforderlich. Die Messwerte

der Inhibitor enthaltenden Messungen sind als % der Aktivitat der Ansatze ohne Hemmestoff

dargestellt.
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Abbildung 4.6: Bestimmung der Spezifitét der Assays.

Die isolierten Proteasen (HNE 1 nM, PR3 0,5 nM, CathG 2,5 nM, CathC 1 nM) wurden jeweils mit selektiven
Inhibitoren (Alvelestat 10 yM, Sivelestat 30 /M, Aprotinin 10 uM, HR 57 4 pM) inkubiert. Im Anschluss wurde die
enzymatische Aktivitdt gemessen. Im HNE- und PR3-Assay wurden Sivelestat (30 yM), das beide Proteasen
hemmt, und Alvelestat (10 yM), das HNE-selektiv ist, eingesetzt. Alle Messwerte sind in % der nachzuweisenden
Protease dargestellt. Alle Messungen in Triplikaten, Angaben als Mittelwert + SD.
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Im Vergleich zu den Ergebnissen der Puffer-Kontrolle fihrt die Zugabe der Inhibitoren im
CathG- und CathC-Assay zu einer weitgehenden Hemmung (>97 %) der Aktivitat
(s. Abb. 4.6). Im HNE-Assay zeigt sich eine vollstdndige Hemmung durch den Einsatz beider
Inhibitoren, wahrend im PR3-Assay die Aktivitat lediglich im Ansatz mit Sivelestat effektiv
gehemmt wird (Restaktivitdt 2,6 + 0,3 %), wahrend die Zugabe von Alvelestat keinen

wesentlichen Einfluss (Restaktivitat 95 %) auf die enzymatische Aktivitat zeigt.

Die Ergebnisse bestédtigen, dass die gewdahlten Inhibitoren geeignet sind, um in weiteren
Versuchen mit biologischen Flussigkeiten die in den Assays quantifizierte Aktivitat auf die
jeweils nachzuweisende Protease zurlickzuflhren. Zudem kann angenommen werden, dass
die als Standard verwendeten isolierten Proteasen nicht durch weitere Enzyme verunreinigt
sind. DarlUber hinaus zeigen die Messungen, dass auch eine verlassliche Unterscheidung von
HNE und PR3 mit den Assays mdglich ist. Die Tatsache, dass es unter Zugabe von dem fur
PR3 nicht selektiven Inhibitors Alvelestat im PR3-Assay lediglich zu einer geringen Anderung
der Aktivitdt kommt (A 5 %), belegt, dass die Substratspaltung weitgehend auf PR3 und nicht
auf kontaminierende HNE zurlickzufihren ist. Andererseits kommt es unter dem Einsatz von
Alvelestat im HNE-Assay zu einer fast vollstdndigen Hemmung (> 99 %), sodass hier
offensichtlich ebenfalls keine PR3-Aktivitat detektiert wird.

4.2 Assayevaluierung mit Zelllysaten

Die Ergebnisse des ersten Teils dieser Arbeit zeigen, dass die enzymkinetischen Assays
prinzipiell zur Quantifizierung der Granula-assoziierten Proteasen HNE, PR3 und CathG,
sowie deren Aktivator CathC geeignet sind. Vor diesem Hintergrund wurde im nachsten Schritt
die Ubertragbarkeit der Assays von isolierten Proteasen auf Zelllysate humaner Neutrophiler

Granulozyten untersucht.

4.2.1 Detektion der GASPIDs und von Cathepsin C im Lysat Neutrophiler

Granulozyten

Um zu Uberprifen, ob die Assays geeignet sind, die Proteasen auch in Zelllysaten Neutrophiler
Granulozyten nachzuweisen und zu ermitteln, welche Zellzahlen fir eine Quantifizierung nétig
sind, wurden Neutrophile Granulozyten aus Vollblut isoliert, Zelllysate hergestellt und die

Aktivitat in diesen Lysaten in verschiedenen Verdiinnungen gemessen.

Nach Aufklarung und Einwilligung wurde sechs Probanden unter der Verwendung von EDTA-

Rohrchen 9 ml Vollblut mittels vendser Punktion entnommen. Aus jeweils 4 ml der Proben
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wurden Neutrophile Granulozyten mit dem ,MACSxpress Whole blood Neutrophil Isolation*-
Kit (Miltenyi) isoliert; dieses Verfahren beruht darauf, dass andere Leukozyten-Populationen
mittels immunomagentischer Beads abgereichert werden (s. Kap. 3.2.5). Dazu wurden zu den
Blut-Proben jeweils 2 ml des Isolations-Cocktails hinzugegeben, diese Suspension Uber 5
Minuten bei Raumtemperatur gemischt, und anschlieBend weitere 15 Minuten im Separations-
Magneten inkubiert. Danach wurde der Neutrophilen-reiche Uberstand vorsichtig mit der
Pipette abgenommen und die Neutrophilen durch Zentrifugation (300 x g, RT, 5 min)
gewonnen. Im Anschluss daran wurden verbliebene Erythrozyten durch zwei hypotone Lysen
eliminiert. Dazu wurden die Zell-Suspensionen mit dem gleichen Volumen eines hypotonen
Puffers versetzt, fir 30 Sekunden inkubiert und dann die Isotonizitdt durch Zugabe von
hypertoner L6sung wieder hergestellt. Nach einer weiteren Zentrifugation (285 x g, 4 °C, 6 min)
erfolgte die Abnahme des Uberstands. Das verbliebene Zellpellet wurde im Anschluss an zwei
weitere Waschschritte (400 x g, 4 °C, 10 min) in 7 ml einer 0,1 %-igen PBS-Glucose-Ldsung
aufgenommen. AbschlieBend wurde die Zell-Konzentration der Isolate mittels Casy-Zahlgerat
bestimmt. Auf diesen Messungen basierend wurden Zelllysate (1000 Zellen/ul) hergestellt;
dies erfolgte durch Zugabe eines Tensid-haltigen Puffers (LPD) und das abwechselnde
Schitteln auf dem Vortexmischer und Inkubation bei 4°C (jew. dreimal). Die Lysate wurden

dann unmittelbar im Anschluss bei - 80°C eingefroren.

Far die Aktivitatsmessungen wurden in einer 96-Well-Platte geometrische Verdinnungsreihen
der Lysate in Assaypuffer (AP1 bzw. AP2) angefertigt. Hierfir wurden in das erste Well 200 pl
Lysat bzw. Standardenzym (2 x konzentriert) vorgelegt, anschlieBend 100 yl enthnommen, in
das nachste Well tberfuhrt und sorgfaltig vermischt. So wurde insgesamt viermal verfahren.
Im letzten Well lag ein Puffer-Substrat-Leerwert vor. 100 ul der Substrat-Puffer Mischungen
wurden in der Ublichen Konzentration dazugegeben und die Messung im Multiplatten-Reader
gestartet. Da erste Versuche zeigten, dass der Lysepuffer die Aktivititsmessung im CathC-
Assay verfalscht, wurde bei diesem Assay subsequent jeder Verdinnungsschritt separat in

Assaypuffer (AP2) hergestellt.

In den Neutrophilen-Lysaten aller Probanden konnte die enzymatische Aktivitat aller vier
Proteasen nachgewiesen werden. In den Assays wurde beim Einsatz von 625 - 10.000,
125 - 4000, 1250 - 40.000 bzw. 625 - 20.000 Zellen (HNE-, PR3-, CathG- bzw. CathC) ein
weitgehend linearer Anstieg der Aktivitat in Abhangigkeit von der eingesetzten Zellzahl
beobachtet (s. Abb. 4.7); die Regressionsgeraden haben BestimmtheitsmaBe zwischen 0,96
und 0,99. Der Substratverbrauch lag mit nur einer Ausnahme im gewlnschten Bereich von
<10 %, lediglich die héchste in den PR3-Assay eingesetzte Zellzahl (4000 Zellen) fuhrte zu

einem Verbrauch von 14 %.
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Abbildung 4.7: Detektion der GASPIDs und von CathC in Zelllysaten Neutrophiler Granulozyten.
Die enzymatische Aktivitét aller vier Proteasen wurde in Abhédngigkeit von der Zellzahl (0 - 40.000 Zellen/Well)
bestimmt. n = 6 bzw. 5 Probanden, Angabe jeweils als Mittelwert + SD von Triplikaten.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Nachweis der Granula-assoziierten Proteasen HNE, PR3,
CathG sowie deren Aktivator CathC auch in Zelllysaten Neutrophiler Granulozyten méglich ist.
Um alle vier Assays in Triplikaten durchzufiihren, sind insgesamt ~ 200.000 Zellen notwendig.
Beim Einsatz der o.g. Zellzahlen wurde ein direkt proportionaler, linearer Zusammenhang
zwischen eingesetzter Zellzahl und der enzymatischen Aktivitat nachgewiesen. Eine relevante
Stérung der Messungen durch Matrix-Effekte oder in Zelllysaten vorhandenen Modulatoren
wird so weitgehend ausgeschlossen; allerdings muss darauf geachtet werden, dass
Konzentrationen des Lysepuffers, die das Verhéltnis von 1:10 im Testansatz tberschreiten,
die Messungen des CathC-Assays stéren. Fir den Einsatz der Zelllysate in den folgenden
Versuchen wurden anhand der Ergebnisse geeignete Zellzahlen (10.000, 2000, 20.000 bzw.
20.000 Zellen/Well fir HNE, PR3, CathG bzw. CathC) innerhalb des linearen Messbereichs

ausgewahlt.

4.2.2 Analytische Spezifitat

Um zu bestatigen, dass die in den vier Assays gemessenen Aktivitat vollstéandig auf die jeweils
zu quantifizierende Protease zurtickzufiihren ist, wurde die Aktivitat in den Zelllysaten mit und

ohne Zugabe der zuvor etablierten selektiven Inhibitoren bestimmt. Dazu wurden Zelllysate
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mit den im Vorversuch festgelegten Zellzahlen (10.000, 2000, 20.000 bzw. 20.000 Zellen fir
HNE, PR3, CathG bzw CathC) mit den in Kapitel 4.1.5 etablierten Inhibitoren (Alvelestat
30 uM, Sivelestat 10 yM, Aprotinin 10 yuM und HR 57 4 uM) versetzt. Zuséatzlich wurden
isolierte Proteasen als Kontrollen mit und ohne Inhibitor mitgefihrt. Zur Abgrenzung von HNE
und PR3 wurden im HNE- und PR3-Assay jeweils Sivelestat und Alvelestat eingesetzt. Im
HNE, PR3 und CathG Assay wurde unmittelbar anschlieBend die Substrat-Puffer-Mischung
hinzugegeben und die Messung gestartet. Im CathC-Assay war zuvor eine Inkubationszeit von

20 Minuten nétig, da der irreversible Inhibitor langsamer mit der Protease reagiert.
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Abbildung 4.8: Bestimmung der Assay-Spezifitidt mit Zelllysaten.

Lysatproben (HNE 10.000, PR3 2000, CathG 20.000, CathC 20.000 Zellen) wurden mit den zuvor etablierten
Inhibitoren (Alvelestat 10 yM, Sivelestat 30 /M, Aprotinin 10 uM, HR 57 4 pM) inkubiert. Im Anschluss wurde die
enzymatische Aktivitét bestimmt. Die Messwerte sind in % der Aktivitét der nicht inhibierten Probe dargestellt. Alle
Messungen wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Angabe als Mittelwert + SD, n = 6 Probanden.

In allen Assays wird die Substratspaltung in Anwesenheit des jeweiligen Inhibitors nahezu
vollstdndig gehemmt (s. Abb. 4.8). Die Restaktivitat betragtim HNE-, CathG- und CathC-Assay

< 1 %, lediglich im PR3-Assay war eine héhere residuale Aktivitdt von 6 % zu verzeichnen.
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Wie zu erwarten war, fihrt die Zugabe von Sivelestat und Alvelestat im HNE-Assay zu einer
effektiven Hemmung der Aktivitdt (Restaktivitdt < 1%); im PR3-Assay bedingt Sivelestat
ebenfalls eine nahezu vollstdndige Inhibition, wahrend Alvelestat kaum Einfluss auf die
Aktivitat zeigt (Restaktivitat 96 %).

Die nahezu vollstandige Hemmung der Aktivitat im HNE-, CathG- und CathC-Assay bestéatigt,
dass sie auf die jeweiligen nachzuweisenden Proteasen zuriickzufihren ist. Insbesondere
scheinen die in Neutrophilen Granulozyten ebenfalls enthaltenen Metalloelastasen sowie
Aminopeptidasen, welche ebenfalls das CathC-Substrat (H-GA-AMC) spalten kénnten, keinen
wesentlichen Einfluss auf die Assays zu haben. Die dagegen im PR3-Assay beobachtete
héhere Restaktivitdt kann dadurch bedingt sein, dass eine andere Protease das FRET-
Substrat an einer der vergleichsweise hohen Anzahl potenzieller Spaltstellen spaltet.
Angesichts der Tatsache, dass die detektierte Aktivitdt nach Zugabe der Inhibitoren in allen
Assays weniger als 10 % betragt zeigt, dass mit den Assays ausreichend spezifische
Messungen mdglich sind. Die Ergebnisse zeigen auch, dass die HNE- und PR3-Assays auch

im Lysat zwischen den beiden Proteasen diskriminieren.

4.2.3 Stabilitat der Zelllysate Neutrophiler Granulozyten

Zur Uberpriifung der Stabilitat und Lagerungsfahigkeit der Zelllysate wurde die Aktivitat aller
vier Proteasen in den Proben nach einem, zwei und drei Zyklen des Einfrierens und Auftauens
gemessen. Fir diesen Versuch wurden jeweils drei Lysat-Aliquots (s. Kap. 4.2.1) von sechs
Probanden hergestellt, wovon je zwei Proben ein bzw. zwei weitere Male aufgetaut und wieder
eingefroren (- 20°C) wurden. Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat wurden alle Lysate
gemeinsam aufgetaut, in Triplikaten in eine 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt und die Messung

durch die Zugabe der Substrat-Puffer-L6sung gestartet.

Im Vergleich zur Messung nach dem ersten Frier-Tau-Zyklus wurde in den Messungen des
HNE-, PR3- und CathC-Assays nach zwei und drei Zyklen im Durchschnitt die gleiche oder
eine etwas hdhere Aktivitat beobachtet (119 £ 4 % und 122 £ 4 %, 104 = 4% und 100 = 4 %,
118 £17 % und 112 £ 10 % nach 2 und 3 Frier-Tau-Zyklen) (s. Abb. 4.9). Nur im CathG-Assay
ist die Aktivitdt nach zwei- bzw. dreimal Frieren und Tauen im Mittel geringer als nach dem
ersten Zyklus (87 + 18 % bzw. 92 + 11 %). Diese Abnahme ist allerdings insbesondere auf
eine Probe zurtckzufihren, die im Vergleich zur initialen Messung eine um 30 % geringere

Aktivitat zeigt.

45



— Ergebnisse —

HNE - Assay PR3 - Assay
150 150
= 100 = 100 * ——1
3 E
= =
< 50 < 50
0 0
1 2 3 1 2 3
Frier-Tau Zyklus Frier-Tau Zyklus
CathG - Assay CathC - Assay
150 150
S S . .
g [0 3 —— = 100 5
2 z ‘ =
< 50 X 50
0 0
1 2 3 1 2 3
Frier-Tau Zyklus Frier-Tau Zyklus

Abbildung 4.9: Bestimmung der Lagerungsstabilitat von Lysaten Neutrophiler Granulozyten.

Jeweils drei Zelllysate (1000 Zellen/ul) jedes Probanden wurden 1, 2 bzw. 3 Zyklen des Frierens und Tauens
unterzogen und anschlieBend die enzymatische Aktivitédt bestimmt. Darstellung als Mittelwert + SD von technischen
Triplikaten der 6 (HNE, PR3, CathC) bzw. 5 (CathG) Probanden.

Insgesamt ergeben die Aktivitdtsmessungen nach ein bzw. zwei Frier-Tau-Zyklen im Vergleich
zur ersten Messung Uberwiegend ahnliche oder etwas héhere Werte. Da die durchschnittliche
Abweichung der Messwerte aller flinf bzw. sechs Proben eine Zu- oder Abnahme der Aktivitat
von 20 % in keinem der Assays Uberschritt, wurde die Stabilitat als ausreichend bewertet, um
die Proben flr weitere Untersuchungen zu lagern. Die beobachteten Zunahmen kénnten durch
eine initial unvollstdndige Lyse und fortschreitendes Aufbrechen von Zellstrukturen und
Granula durch mehrmaliges Einfrieren bedingt sein. Da das Lyse-Vorgehen mdglichst
zeitsparend und fur die gleichzeitige Verarbeitung mehrerer Proben geeignet sein sollte,
haben wir derzeit davon abgesehen, zusétzliche Inkubationsschritte bei - 20 °C in unser Lyse-

Protokoll zu integrieren.

4.3 Weiterfuhrende Evaluation der Assays

In den vorangegangenen Versuchen war die Eignung der Assays fir den quantitativen
Nachweis der Granula-assoziierten Serinproteasen sowie von Cathepsin C mit isolierten

Enzymen und in Lysaten Neutrophiler Granulozyten bestétigt worden. Nachdem auBerdem

46



— Ergebnisse —

gezeigt wurde, dass die Lysat-Proben lagerungsstabil sind, wurden jetzt zusétzliche Proben
von Probanden zur weiteren Evaluation der Assays herangezogen. Dabei sollte die
Anwendbarkeit der Assays fur die Charakterisierung der Proteasen untermauert und der

Einfluss weiterer potenzieller Stérfaktoren untersucht werden

4.3.1 Zellisolation

Zunachst wurden Blutproben von weiteren 22 Probanden aufgearbeitet. Dazu wurde analog
zum Vorgehen in Kapitel 4.2.1 EDTA-Vollblut entnommen, Neutrophile Granulozyten mittels
immunomagnetischer Depletion isoliert und verbleibende Erythrozyten durch hypotone Lyse
reduziert. Insbesondere auf Grund der limitierten Platze im Separationsmagneten und dem
zeitlichen Ablauf des Isolationsprotokolls wurden dabei maximal 8 Blutproben gleichzeitig
prozessiert. Nach der CASY-Zellzahlung wurden die Neutrophilen Granulozyten bei einer
Dichte von 1000 Zellen/ul in Lysepuffer aufgenommen und anschlieBend je Proband zwischen
einem und vier Aliquots (1 ml) bei - 80 °C zur weiteren Analyse eingefroren. Zusammen mit
den 6 initial aufgearbeiteten Proben (s. Kap. 4.2.1) standen damit insgesamt 28 Probanden

fur alle weiteren Experimente zu Verfugung.

4.3.2 Auswertung des Differentialblutbildes

Um den Gesundheitszustand der Probanden zu bewerten, wurde parallel zur Zellisolation
maschinelle Blutbilder angefertigt und anhand der aktuell am Klinikum verwendeten

labordiagnostischen Referenzbereiche ausgewertet (s. Tab. 4.1).

Bei funf Probanden liegen auffallige Laborparameter vor. Eine weibliche Probandin zeigt eine
verminderte Leukozyten- und Neutrophilenzahl (3,25 bzw. 1,63 G/I) sowie eine hypochrome,
mikrozytdre Anamie (Hb 10,9 mg/dl; MCH 24,2; MCV 74,7) mit normwertiger
Thrombozytenzahl (279 G/1). Eine weitere weibliche Probandin sowie ein ménnlicher Proband
weisen eine reduzierte Erythrozytenzahl (3,89 bzw. 4,39 T/l) bei normwertigem
Hamoglobinwert (11,5 bzw. 13,8 mg/dl) auf. DarlGber hinaus wird bei einer Studentin eine
Thrombozytose (402 G/l) sowie bei einem anderen Studenten eine Thrombozytopenie
(138 G/I) nachgewiesen. Die restlichen Resultate sind mit den Referenzwerten (s. Tab. 4.1)
zu vereinbaren. Die beobachteten Abweichungen sind im Hinblick auf die Referenzbereiche,
die per definitionem 95% der Bevolkerung abbilden, erwartbar. Da sich zudem alle Probanden
zum Blutentnahme-Zeitpunkt klinisch gesund prasentierten, wurden alle Proben in die

Auswertung eingeschlossen.
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Probandenwerte Referenzbereiche
MW + SD Median

Blutbild w m w m w m
Leukozyten (G/l) 75+1,9 6,8+1,7 7,4 6,8 4,00-10,40 3,90-9,80
Erythrozyten (T/l) 45+04 51+0,4 4,5 5,1 3,96 - 5,16 4,54 - 577
Hamoglobin (g/dl) 13,2+1,0 15,1+0,8 13,4 15,2 11,5-154 135-17,5
Hamatokrit (I/1) 0,4+0,0 04+0 0,4 0,4 0,346 — 0,453 0,396 — 0,506
MCV (fl) 84,8+4,4 855+2,6 85,6 85,5 80,0 - 95,5 80,0 - 95,5
MCH (pg) 29,4+ 21 29,8+ 1,0 29,5 29,5 26,1 -32,6 27,6 - 32,8
MCHC (g/dl) 34,7+1,1 34,8 +0,7 34,7 35,0 31,9-355 32,8 - 36,6
Thrombozyten (G/1) 286,0+529 2388+41,4 2875 242,0 176 — 391 146 - 328
Normoblasten (/100 Leu) 0,0+0,0 0,0+0 0,0 0,0 <1,0 <1,0
RDW-CV (%) 13,1£1,2 12,8 £ 0,6 13,0 12,7 12,1 - 14,8 12,1 - 14,8
PDW (fl) 12,3+2,3 11,8 +1,6 12,0 11,5 10-15 10-16
MPV (fl) 10,6 £1,0 10,3£0,7 10,6 10,1 9,2-12,5 9,2-12,5
Differential-BB (maschinell)
Neutrophile Granulozyten (%) 56,5+ 7,1 56,8 + 6,7 56,5 58,5 40-70 40-70
Lymphozyten (%) 34,6 £ 6,1 31,0£4,7 35,5 31,0 18 - 46 19 - 48
Monozyten (%) 6,8+1,8 9,1+26 6,5 8,5 4-12 5-15
Eosinophile Granulozyten (%) 1,6+1,3 23+1,9 1,0 1,0 <5 <8
Basophile Granulozyten (%) 0,6 £0,5 1,0£0,7 1,0 1,0 <1 <1
Neutrophile Granuloz. (abs.) (G/l) 43+1,4 3,8+1,1 4,5 3,6 1,91 -7,37 1,78 - 6,23
Lymphozyten (abs.) (G/l) 25+0,6 2,1+0,8 2,3 1,9 1,22 - 3,56 1,05 - 3,24
Monozyten (abs.) (G/) 0,5+0,1 0,6+0,2 0,5 0,6 0,25-0,85 0,26 - 0,87
Eosinophile Granuloz. (abs.) (G/) 0,1+£0,1 0,2+ 0,1 0,1 0,1 0,03-0,44 0,03 -0,44
Basophile Granuloz. (abs.) (G/l) 0,0+0,0 0,1+0,0 0,0 0,0 0,01 -0,08 0,01 -0,08

Tabelle 4.1: Auswertung der maschinellen Blutbilder der 28 Probanden

4.3.3 Berechnung der Isolations-Effizienz

Um Aufschluss Uber die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut bzw. in den

akquirierten Blutproben zu erhalten und die Effizienz des Isolationsvorgehens zu bewerten,

wurden die mittels des maschinellen Differentialblutbilds ermittelten Leukozytenzahlen mit

denen der CASY-Zellzéhlung nach der Leukozytenisolation verglichen.

Die Auswertung der Blutbilder zeigt eine durchschnittliche Leukozytenzahl von 7,2 + 1,8 G/l
(mé&nnlich und weiblich, n = 28) (Referenzbereich: 3,9 — 10,4 G/I), wobei die Werte von 3,25 G/
bis 9,50 G/l reichen. Die Gesamtzahl Neutrophiler Granulozyten belauft sich bei 4,1 + 1,3 G/I
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(Referenzbereich: 1,8 — 7,4 G/l) und der prozentuale Anteil der Neutrophilen Granulozyten an
der Gesamtleukozytenzahl betragt 60 + 7 % (s. Abb. 4.10 a). Die Menge der zirkulierenden
Neutrophilen Granulozyten verhalt sich dabei proportional zur Leukozytenzahl (r = 0,92)
(s. Abb. 4.10 b).
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Abbildung 4.10: Analyse der Ergebnisse des maschinellen Differentialblutbildes.

(a) Anteil der Neutrophilen Granulozyten an der Gesamtzahl der Leukozyten. Mittelwert + SD. (b) Korrelation der
Gesamtzahl Neutrophiler Granulozyten mit der Gesamtzahl der Leukozyten. Darstellung der Regressionsgeraden,
n = 28 Probanden.

Aus 4 ml Ausgangsmaterial (EDTA-Vollblut) waren 7 ml Isolat hergestellt worden
(s. Kap. 4.2.1). Die CASY-Zellzdhlung ergab im Durchschnitt eine Gesamtzahl von 9,4 + 2,5 x
108 (3,6 x 108 - 1,5x107) Neutrophilen Granulozyten in den Isolaten und damit eine
Konzentration von durchschnittlich 1,4 = 0,4 x 108 Zellen pro ml (5,2 x 105 - 2,1 x 109)
(s. Abb. 4.11 a). Die Ergebnisse variieren damit um den Faktor 4.

Ausgehend von den Werten des maschinellen Blutbildes errechnet sich eine durchschnittliche
Anzahl von 1,6 + 0,5 x 107 Neutrophilen Granulozyten pro 4 ml Vollblut. Setzt man dieses
Ergebnis ins Verhdltnis zu den Messwerten der CASY-Messung zeigt sich, dass
durchschnittlich 55 +10 % der in den Blutproben enthaltenen Neutrophilen Granulozyten
experimentell isoliert wurden (s. Abb. 4.11 b). Die Korrelation der Ergebnisse beider Verfahren

zeigt eine signifikante positive Abhangigkeit (r = 0,89) (s. Abb. 4.11 ¢).

49



— Ergebnisse —

2.0x107 80

1.5x107 . 60 IO

1.0x107 : 40 '

Ausbeute [%]

5.0x108 20

Neutrophile Granulozyten
absolut

0.0 0

—
[
-~
.

O
-

2.0x107

1.5x107

1.0x107

5.0x108

Neutrophile Granulozyten
absolut Isolation

r=0,89

0.0
0.0 1.0x107  2.0x107  3.0x107

Neutrophile Granulozyten
absolut Differentialblutbild

Abbildung 4.11: Bestimmung der Zellzahl und der Effizienz der Neutrophilen-Isolierung.

(a) Die Gesamtzahl, der aus 4 ml Vollblut isolierten Neutrophilen Granulozyten wurde basierend auf den Werten
der CASY-Zellzdhlung berechnet. (b) Berechnung der Isolations-Effizienz durch Bildung des Quotienten aus der
Anzahl der isolierten Neutrophilen Granulozyten und des Absolutwertes der Neutrophilen Granulozyten des
Differentialblutbildes. (c) Korrelation der Mengen isolierter Neutrophiler Granulozyten mit den Werten des
maschinellen Differentialblutbildes. Alle Angaben als Mittelwert + SD, n = 28.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit der verwendeten lIsolationsmethode bei allen 28
Probanden ausgehend von 4 ml Vollblut Gber 3,5 Millionen Neutrophile Granulozyten isoliert
wurden. Die Effizienz der Isolationsmethode ist mit 55 % zufriedenstellend. Die Korrelation
zeigt, dass eine gréBere Anzahl Neutrophiler Granulozyten im Ausgangsmaterial mit einer
héheren Zahl isolierter Zellen einhergeht. Bei vergleichbarer Isolations-Effizienz lassen sich
daher die unterschiedlichen Mengen der isolierten Zellen je Proband durch die individuell
variierenden Werte der tatsachlich zirkulierenden Neutrophilen erklaren. Da die Durchfiihrung
der Assays wesentlich geringere Zellzahlen (200.000) erfordert, wéare in Zukunft zu

Uberprifen, ob eine deutlich kleinere Blutprobe ausreichend ist.
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4.3.4 Bestimmung der Reinheit der Proben

Um die Reinheit der isolierten Neutrophilen Granulozyten zu Uberprifen, wurden Cytospins
aus den Isolaten hergestellt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Dazu wurden unmittelbar im
Anschluss an die Zellisolation Aliquots (200 ul) der Zellsuspension auf eine Konzentration von
5 x 10% Zellen/ml eingestellt und mittels einer Cyto-Zentrifuge (29 x g, RT, 10 min) Cytospins
angefertigt (s. Kap. 3.2.6). In Vorversuchen wurde gezeigt, dass der Einsatz von 100.000
Zellen pro Cytokammer zu der gewlinschten einschichtigen Verteilung auf den Objekttragern
fahrt. Die Cytospins wurden durch Trocknung fixiert und anschlieBend mit einer Haema-
Schnellfarbung gefarbt. Die angefertigten Cytospins wurden abschlieBend bei 100-facher
VergrdéBerung lichtmikroskopisch beurteilt. Pro Slide wurden dazu 200 Leukozyten sowie die

Anzahl von residualen Erythrozyten im gleichen Bereich gezahilt.

Die lichtmikrospkopische Analyse zeigt, dass die einzelnen Zellen addquat angefarbt und gut
voneinander zu differenzieren sind (s. Abb. 4.12 a). Lediglich wenig Zelldebris ist zu sehen.
Die Sichtung von 200 Leukozyten ergibt durchschnittlich 198,9 + 1,7 Neutrophile Granulozyten
sowie 1,4 + 0,9 mononukleare Zellen pro Objekttrager. Die Reinheit aller Proben betragt damit
im Durchschnitt 99 + 0,5 % bzw. bei allen Proben > 98 % (s. Abb. 4.12 b). Die Auszahlung der
Erythrozyten zeigt im Mittel 35,9 + 42 Zellen pro 200 Leukozyten (s. Abb. 4.12 c). Dabei liegen
im GroBteil (21 von 28) der Proben < 35 Erythrozyten im bewerteten Bereich vor, wahrend vier

der Proben eine deutlich héhere Zahl aufweisen (120 - 135 Erythrozyten / 200 Leukozyten).

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die Zellisolation mit hoher Zuverléassigkeit vorwiegend
Neutrophile Granulozyten gewonnen wurden. Auch durch mehrere hypotone Lysen war die
Elimination von Erythrozyten nicht in allen Féallen ausreichend; die vier Isolate mit mehr als
120 Erythrozyten kénnen am ehesten darauf zurickgefuhrt werden, dass wéhrend der
Abnahme des Neutrophilen-haltigen Uberstands im Separations-Magneten zu viele
Erythrozyten aus dem Bodensatz mit der Pipette erfasst wurden und die Volumina der

Reagenzien der hypotonen Lyse fur gréBere Mengen dann nicht ausreichen.
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Abbildung 4.12: Untersuchung der Reinheit der Isolate.

(a) Aus den Isolaten wurden mittels Cytospin-Technik Prdparate mit einer Monolayer-Schicht Neutrophiler
Granulozyten hergestellt, gefdrbt (Haema-Schnellfdrbung) und anschlieBend lichtmikroskopisch beurteilt. (b)
Bestimmung der Reinheit durch Bewertung des Anteils Neutrophiler Granulozyten an 200 beurteilten Leukozyten.
(c) Absolute Anzahl von Erythrozyten im Bereich von 200 gezéhlten Leukozyten. Jeweils ist auch der Mittelwert +
SD angegeben.

4.3.5 Messung der Aktivitat der GASPIDs und von Cathepsin C

Nachdem neben der ausfiihrlichen Uberpriifung des Assayverfahrens (s. Kap. 4.1.1 — 4.2.3)
auch der Erfolg der Zellisolation hinsichtlich Effizienz und Reinheit (s. Kap. 4.3.3 bzw. 4.3.4),
sowie der Gesundheitszustand der Probanden (s. Kap. 4.3.2) geprift worden war, wurde
schlieBlich die enzymatische Aktivitat in den Lysaten aller 28 Probanden mit den vier Assays

gemessen.

Hierfur wurden die Proben aufgetaut und entsprechende Verdiinnungen hergestellt, um die in
den Vorversuchen festgelegten Zellzahlen bzw. Lysatmenge pro Well (10.000, 2000, 20.000
bzw. 20.000 Zellen fur den HNE-, PR3-, CathG- bzw. CathC-Assay) vorzulegen (s. Kap. 4.2.1);
bei einigen Proben wurden im CathG-Assay abweichend 5000 Zellen verwendet. Die Messung
der Aktivitdt wurde nach Ublicher Vorgehensweise durch die Zugabe der jeweiligen Substrat-
Puffer-Mischung gestartet. Flr jede Probe sind die Messungen in technischen Triplikaten

durchgefiihrt worden.

In allen 28 Proben und in jeweils allen vier Assays wurde enzymatische Aktivitat
nachgewiesen. Die durchschnittliche Aktivitat pro 108 Zellen im Test betrug dabei im HNE-
Assay 233.000 +90.000 RFU/min, im PR3-Assay 153.000 +60.000 RFU/min, im CathG-Assay
0,13 £ 0,06 OD/min und im CathC-Assay 116.000 + 42.000 RFU/min (s. Abb. 4.13).
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Abbildung 4.13: Ergebnisse der Aktivitditsmessung der GASPIDs und von Cathepsin C bei 28 Probanden.
Die Messwerte der CathG Messung sind gegen die sekundére y-Achse aufgetragen. Jeweils ist auch der Mittelwert
+ 8D angegeben.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in allen Lysaten der Probanden die Aktivitat aller vier
Proteasen nachgewiesen werden kann. Definiert man einen Messwert als AusreiBer, wenn
dieser sich um mehr als zwei Standardabweichungen vom Mittelwert der Triplikate
unterscheidet, sind unter diesen etwa 300 Messwerten erfreulicherweise keine aufgetreten.
Dennoch ist der Einsatz von technischen Triplikaten sinnvoll, da bei den enzymkinetischen
Untersuchungen im Verlauf des Projekts gelegentlich AusreiBer z.B. durch das Auftreten von

Temperaturschwankungen oder das Vorhandensein von Luftblasen aufgetreten sind.

4.3.6 Quantifizierung der GASPIDs und von Cathepsin C

Um die in den Neutrophilen Granulozyten der 28 Probanden absolut vorhandenen Mengen
der Granula-assoziierten Serinproteasen sowie deren Aktivator CathC zu bestimmen, wurden
bei den Messungen der Lysate jeweils isolierte Proteasen (HNE 1 nM, PR3 0,5 nM,
CathG 2,5 nM, CathC 1 nM) und Nullwerte (Puffer, Lysepuffer) als Standard mitgefuhrt.

Basierend auf der enzymatischen Aktivitat dieser Standards wurde zunéchst die an den
jeweiligen Messtagen giltige Aktivitat pro nM der einzelnen Proteasen bestimmt. Bei einem
Molekulargewicht der Proteasen von ~ 30 kDa (HNE, PR3 und CathG) bzw. ~ 50 kDa (CathC)
entspricht 1 nM isolierter Protease 30 bzw. 50 ng/ml und damit 6 ng bzw. 10 ng pro Well
(200 pl) einer Mikrotiterplatte. Auf dieser Grundlage wurde anschlieBend die Aktivitat pro ng
Standard errechnet. Die Bildung des Quotienten aus der Aktivitdt pro Zelle der einzelnen
Probanden und der Aktivitat der isolierten Proteasen pro ng ergibt schlieBlich die absoluten
Mengen der Proteasen pro Zelle, die abschlieBend zur besseren Darstellung in pg/Zelle

umgerechnet wurden.
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Die auf diese Weise berechnete Gesamtmenge der Proteasen pro Neutrophiler Granulozyt
belauft sich fir HNE bei 0,5 + 0,2 pg, fir PR3 bei 0,8 + 0,3 pg, fir CathG bei 0,6 + 0,2 pg und
flr CathC bei 0,2 + 0,07 pg (s. Abb. 4.14). Die Ergebnisse unterscheiden sich um den Faktor
4 bis 5 innerhalb der einzelnen Probanden; im HNE-Assay reichen die Werte pro Zelle von
0,2- 0,9 pg, im PR3-Assay von 0,3 - 1,4 pg, im CathG-Assay von 0,2 - 0,9 und im CathC-
Assay von 0,07 - 0,34 pg. Die gréBte Spanne zeigte sich bei den Ergebnissen der PR3-
Messungen. Zusammenfassend wird deutlich, dass die durchschnittlichen Gesamtmengen der
drei GASPIDs und von Cathepsin C in der gleichen GréB8enordnung liegen und nur um den
Faktor 4 variieren. Zudem zeigt sich, dass die Proteasen bei einer Gesamtproteinmenge in
Neutrophilen Granulozyten von ~ 26 pg (s. Kap. 4.3.7.2) mit insgesamt ~ 2 pg etwa 10 % des

Proteingehalts pro Zelle ausmachen.
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Abbildung 4.14: Quantifizierung der GASPIDs und von Cathepsin C bei 28 Probanden.
Berechnung (liber einen parallel quantifizierten Standard der isolierten Proteasen. Mittelwert + SD, n = 28.

4.3.7 Validierung der Zellzéhlung

Grundlage fur alle Bestimmungen und Berechnungen ist die Kenntnis der Anzahl der
Neutrophilen Granulozyten, die zur Herstellung der Lysate verwandt wurde. Diese wurden
initial durch die Z&hlung mit dem CASY-Zellzdhlgerat bestimmt (s. Kap. 4.2.1). Da eine
fehlerhafte Zellzahlung zu fehlerbehafteten Messungen bzw. Berechnungen fihren, wurde die
Vergleichbarkeit der Proben bezlglich ihrer Konzentration auf drei unabhangigen Wegen

Uberpruft.
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4.3.7.1 Bestimmung des DNA-Gehalts in den Proben

Um die mit dem CASY-Zahilgerat bestimmte Zellzahl zu Uberprifen, wurde zunéachst der
dsDNA-Gehalt in den Lysatproben aller 28 Probanden bestimmt. Dazu wurde jeweils 5 pl
Zelllysat (1 x 10 Zellen/ml) und 95 ul TE-Puffer pro Well einer Mikrotiterplatte vorgelegt und
diese Suspension dann mit 100 ul des PicoGreen Farbstoffs (200x in DMSO, Héchst) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Fluoreszenz der Proben bei einer Exzitationswellenlange und
Emissionswellenldnge von 480 bzw. 520 nm gemessen (s. Kap. 3.2.7). Uber eine Lambda-
dsDNA-Standardkurve (0,25 - 1000 ng/ml) wurden die absoluten dsDNA-Mengen pro Probe

mittels GraphPad Prism interpoliert.

Die Standardkurve (s. Abb. 4.15 a) zeigt eine ausreichende Linearitat (r2 = 0,99) fir eine valide
Interpolation. Die Messung ergab im Durchschnitt 50 + 5,4 ng/ml dsDNA in den verdinnten
Proben, sodass auf das Vorliegen eines dsDNA-Gehalts von 1 + 0,1 pg/ml bzw.
1 + 0,1 pg/Zelle in den urspringlichen Proben zuriickgerechnet werden kann (s. Abb. 4.15 b).
Der Literatur sind Werte in der gleichen GréBenordnung zu entnehmen [168]. Der
Variationskoeffizient der dsDNA-Bestimmungen der 28 Proben liegt bei 11 %; da der dsDNA-
Gehalt aller Neutrophilen Granulozyten identisch sein sollte, kann man also davon ausgehen,
dass auch die Zellzahlen in den Proben &hnlich sind bzw. um ca. 11 % streuen. Da die
Durchfihrung des dsDNA-Assays als zweiter Assay eine zuséatzliche Variabilitat bedingt, liegt

die Variation der tatsachlich in den Proben enthaltenen Zellzahl eher unter 10 %.

In einer weiterfuihrenden Analyse wurde der dsDNA-Gehalt der Proben mit den zuvor
bestimmten Mengen der Proteasen verglichen. Die Korrelation zeigt keine Abhé&ngigkeiten;
der Korrelationskoeffizient fir alle vier Proteasen liegt anndherungsweise bei 0
(s. Abb. 4.15 c). Dieses Ergebnis bestéatigt ebenfalls die Validitat der Zellzahlung; wirden
niedrigere bzw. hbéhere dsDNA-Gehalte mit jeweils niedrigeren bzw. hdheren
Proteasenmengen in den Proben einhergehen, ware zu vermuten, dass unterschiedliche
Zellzahlen in den Proben vorliegen und die initiale Préparation der Lysate nicht verlasslich
gelungen wére. Zusammenfassend zeigen die dsDNA-Bestimmungen, dass die Zellzéhlung
mittels CASY-Messung (vermutlich) weniger als 10 % fehlerbehaftet ist und die Berechnungen

im Rahmen der Mengenbestimmung dadurch nicht maBgeblich beeinflusst werden.
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Abbildung 4.15: Bestimmung der dsDNA in den Zelllysaten.

Die Zelllysate aller 28 Probanden wurde mit dem Farbstoff PicoGreen (Hoechst) versetzt und anschlieBend die
Fluoreszenz (Ex 480 nm / Em 520 nm) gemessen. (a) Lambda dsDna - Standardkurve (b) dsDNA-Gehalte pro
Probe. Die Werte wurden anhand der Standardkurve interpoliert. Alle Messungen in Duplikaten; Angabe von
Mittelwert + SD, n=28. (c) Korrelation der DNA-Gehalte in den Proben mit den jeweils entsprechenden
Ergebnissen der Mengenbestimmung der Proteasen. Angabe der Regressionsgeraden und der
Korrelationskoeffizienten.

4.3.7.2 Bestimmung des Gesamtproteingehalts

In einem weiteren Ansatz zur Uberpriifung der Zellzéhlung wurde die Proteinkonzentration in
den 28 Proben mittels Micro-BCA ermittelt. Hierfir wurden zunédchst Lysate hergestellt
(2 x 10* Zellen/ml) und 1:20 in Diluent verdiinnt. Diese wurden dann zusammen mit Albumin-
Standards mit der entsprechend dem Herstellerprotokoll angefertigten Bicinchoninsaure-
haltigen Reaktions-Lésung in einer transparenten Mikrotiterplatte versetzt, bei 37° C fur 2
Stunden inkubiert (s. Kap. 3.2.8) und anschlieBend die Absorption bei einer Wellenldnge von
526 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde abschlieBend durch Interpolation anhand
der Standardkurve ermittelt (s. Abb. 4.16 a).
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Die Ergebnisse zeigen, dass eine durchschnittliche Protein-Konzentration von 27 pg/ml in den
analysierten Proben enthalten ist. Auf dieser Grundlage lasst sich eine durchschnittliche
Menge von 27,3 + 6,2 pg Protein pro Neutrophiler Granulozyt errechnen (s. Abb. 4.16 b).
Nimmt man vier AusreiBer aus der Auswertung, sinkt der Durchschnitt geringfligig auf
26,1 £ 3,3 pg/Zelle und der Variationskoeffizient sinkt von 23 auf 13 %. Dies steht in

Ubereinstimmung mit vorbeschriebenen Werten [169].

Der Vergleich der Bestimmung des Gesamtproteins und der Proteasen zeigt ohne und mit
Berlcksichtigung der Ausreier fur alle vier Proteasen eine nicht signifikante negative
Korrelation (HNE r =- 0,25 bzw. - 0,27; PR3 r = - 0,34 bzw. -0,33; CathG = - 0,31 bzw. - 0,38;
CathC =- 0,33 bzw. - 0,35) (s. Abb. 4.16 c).
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Abbildung 4.16: Bestimmung des Gesamtproteingehaltes in den Lysaten.

Zelllysate von allen 28 Probanden wurden mittels Micro-BCA Assay analysiert. (a) Standardkurve mit bovinem
Serum Albumin (b) Gesamiproteingehalt pro Zelle. (c) Korrelation des Proteingehalts mit der Proteasenmenge in
den Proben. n = 28. Alle Messungen in Duplikaten. Angaben als Mittelwert + SD.
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Analog zur Bestimmung des dsDNA-Gehalts zeigen diese Ergebnisse, dass die CASY-
Messung vermutlich mit einem Fehler von < 13 % behaftet ist. Die geringe negative Korrelation
bedeutet, dass hOhere Proteingehalte in den Lysaten mit geringeren Mengen der Proteasen
respektive einer geringeren enzymatischen Aktivitat einhergehen. Dies ist vermutlich darauf
zurUckzufiihren, dass letztlich alle enthaltenen Proteine konkurrierende Substrate im

Aktivitatsassay darstellen und damit die Messung negativ beeinflussen.

4.3.7.3 Bestimmung von Calprotectin

Calprotectin ist ein zytosolisches antimikrobielles Protein und soll in Neutrophilen
Granulozyten etwa 30 - 40 % des zytosolischen Proteins ausmachen [170]. Soweit bekannt ist
die Expression nicht reguliert, sodass der Calprotectin-Gehalt in Neutrophilen vergleichbar
sein sollte. Da zudem ein Immunoassay zur Bestimmung verfligbar ist, wurde die

Quantifizierung von Calprotectin eingesetzt, um die Zellzdhlung weiter zu verifizieren.

Dazu wurden zunachst Zelllysate aller 28 Probanden (1000 Zellen/ul) 1:3000 in Assaypuffer
vorbereitet und Verdiinnungen des Calprotectin-Standards (0,625 - 20 ng/ml) hergestellt. Es
folgte die Inkubation von je 50 pl Probe bzw. Standardlésung in Blockierungs-Puffer Gber die
Dauer von 2 Stunden bei Raumtemperatur. AbschlieBend wurde die Calprotectin-Konjugat-
L6sung hinzugegeben und nach weiteren 30 Minuten Inkubationszeit der Farbumschlag der
HRP-Reaktion mit dem Multi-Mode-Mikroplatten-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm

quantifiziert (s. Kap. 3.2.9).

Die Messungen ergeben eine durchschnittliche Konzentration von 5 ng/ml bzw. von 15 pg/ml
in der verdinnten bzw. urspriinglichen Probe. Die Ergebnisse zeigen daher im Durchschnitt
eine Calprotectin-Menge von 15,3 + 3,9 pg pro Neutrophiler Granulozyt. Dieser Wert ist mit
den Ergebnissen anderer Arbeiten vergleichbar [171]; der Anteil an der hier erbrachten
Gesamtproteinmenge (s. Kap. 4.3.7.2) ist mit 56 % jedoch héher als vorbeschrieben. Innerhalb
der Proben zeigt sich eine interindividuelle Variation von 25 % (s. Abb. 4.17 b). Eine
Auswertung unter Ausschluss von zwei AusreiBern ergibt im Mittel 15,1 pg Calprotectin pro
Zelle; der Variationskoeffizient betragt dann nur 18 %. Die Korrelationsanalyse zeigt bei allen
vier Proteasen eine nicht signifikante negative Abhangigkeit (HNE: r = - 0,19, p = 0,33; PR3
r=-0,32, p=0,09; CathGr=-0,31,p=0,11; CathCr =- 0,34, p = 0,07) (s. Abb. 4.17c).
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Abbildung 4.17: Bestimmung des Calprotectingehalts mittels ELISA.

(a) Standardkurve mit isolietem humanem Calprotectin. (b) Calprotectingehalt in den Lysaten aller Probanden
(n = 28). Die Absolutwerte wurden anhand der Standardkurve interpoliert. (c) Korrelation der Proteasenmengen mit
den Calprotectingehalten in den Proben. Alle Messungen in Triplikaten. Angaben als Mittelwert + SD.

Im Vergleich zu den vorgehenden Experimenten mit ahnlicher Zielsetzung (s. Kap. 4.3.7.1 - 2)
ist der Variationskoeffizient hier mit 18 % etwas héher und die Aussagekraft dieser Ergebnisse
dadurch eher limitiert. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der dsDNA- und
Proteinbestimmung steht jedoch das Fehlen einer positiven Korrelation mit den
Proteasenmengen, und die geringe negative Tendenz, die auf konkurrierende Substrate

hinweisen konnte.

4.3.8 Quantifizierung von Hamoglobin in Zelllysaten

Die lichtmikroskopische Auswertung hat gezeigt, dass nach der Neutrophilen-Isolation in
einigen Isolaten nicht zu vernachldssigende Mengen von Erythrozyten verbleiben
(s. Kap. 4.3.4). Zudem wurde in den vorgehenden Untersuchungen deutlich, dass das
Vorhandensein von Proteinen in den Assays einen negativen Einfluss auf die Aktivitats- bzw.

Mengenbestimmung haben kénnte (s. Kap. 4.3.7.2 - 3).
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Um die Auswirkungen des residualen Hamoglobins auf die Assays zu untersuchen, wurden
zunéchst die Hamoglobin-Gehalte in den Proben photometrisch quantifiziert. Dazu wurde ein
Hamoglobin-Standard aus humanem Vollblut hergestellt, indem Erythrozyten durch
Zentrifugation (1000 x g, RT, 10 min) sedimentiert, der Leukozytenfilm abgenommen und die
Erythrozyten durch die Zugabe hypotonen Puffers lysiert wurden. Die H&moglobin-
Konzentration in den Neutrophilen Lysaten (n = 28) wurden im Vergleich zu diesem Standard
(s. Abb. 4.18 a) uber die Absorption bei 415 nm im Multimode-Mikroplatten-Reader

quantifiziert.

Die photometrische Messung der Verdiinnungsreihe des Standards zeigt einen streng linearen
Verlauf (r2 = 0,99). Die Interpolation der Messwerte der Neutrophilen-Lysate zeigt, dass im
Durchschnitt 0,2 + 0,1 mg/dl Hamoglobin in den Zelllysaten enthalten ist, wobei die Werte
zwischen 0,06 und 0,5 mg/dl schwanken (s. Abb. 4.18 b).
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Abbildung 4.18: Quantifizierung von residualem Hamoglobin in Zelllysaten.

Die Konzentration von Hdmoglobin wurde photometrisch bei 415 nm bestimmt. (a) Standardkurve mittels isolierten
Hémoglobins (b) Bestimmung der verbliebenen Hdmoglobinmengen in den Zelllysaten. Alle Messungen in
Triplikaten. Darstellung als Mittelwert = SD, n = 28.

Die Ergebnisse zeigen, dass die hergestellte Himoglobin-Préaparation fur die Bestimmung der
Absolutwerte geeignet ist. In vier Proben wurde eine Uberdurchschnittliche Hamoglobin-
konzentration (0,3 - 0,46 mg/dl) nachgewiesen. Uberraschenderweise sind nur zwei dieser
Proben identisch mit Proben, in denen auch morphologisch eine hohe Erythrozytenzahl
bestimmt worden ist (s. Kap. 4.3.4). Diese nur partielle Ubereinstimmung fiihren wir darauf
zurlck, dass in den anderen beiden Proben freies, der hypotonen Lyse entstammendes
Hamoglobin nachgewiesen wird. Zudem war, wie man es erwarten wurde, in zwei der

AusreiBer-Proben ein vergleichsweise hoher Gesamtproteingehalt aufgefallen (> 40 pg/Zelle)
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(s. Kap. 4.3.7.2). Angesichts einer Gesamtproteinkonzentration von 1,2 — 3,9 mg/dl in den

Lysaten stellt residuales Hamoglobin daran letztlich nur einen geringen Anteil (~ 15 %) dar.

4.3.9 Einfluss von Hamoglobin auf die Aktivitatsassays

Um den Einfluss von Hamoglobin auf die Bestimmung der Proteasen weiter zu untersuchen,
wurden Aktivitditsmessungen unter Zugabe der zuvor hergestellten Hamoglobin-Praparation
durchgefuhrt. Dazu wurden die vier isolierten Proteasen in jeweils drei Ansétzen vorgelegt und
mit Puffer bzw. 0,1 oder 1 mg/dl Hamoglobin versetzt (s. Kap. 3.2.11). Die Messung im
Mikroplatten-Reader wurde anschlieBend durch die Zugabe der Substrat-Puffer-Lésung

gestartet und unter den ublichen Bedingungen durchgefuhrt.

Die Messungen zeigen, dass die Zugabe von isoliertem Hamoglobin in der Konzentration 0,1
und 1 mg/dl keinen Einfluss auf den Nachweis der enzymatischen Aktivitat im HNE-, CathG-
und CathC-Assay hat (Aktivitat > 90% der Kontrolle) (s. Abb. 4.19 a). Dagegen zeigt sich im
PR3-Assay eine Reduktion der gemessenen Aktivitat auf 77 + 3,8 bzw. 59 + 4 %.

Dieses Phdnomen konnte darauf zurlckzuflhren sein, dass Hamoglobin ein bekanntes
Substrat der PR3 ist, und daher in den Assays mdglicherweise als kompetitierendes Substrat
wirkt [172]. AuBerdem liegt die Emissionswellenldange des PR3-Substrats im Gegensatz zu
den HNE- und CathC-Substraten (. Em 465) mit 420 nm nah am Absorptionsmaximum von
Hamoglobin (415 nm). Dadurch kénnte es zum Quenching des Fluoreszenzsignals und damit

einer Abnahme der im PR3-Assay nachgewiesenen Aktivitat kommen.

AbschlieBend wurden die in den Lysaten bestimmten Proteasemengen (s. Kap. 4.3.6) mit den
zugehoérigen Hamoglobinkonzentrationen verglichen. In keiner der Korrelationen konnte eine
signifikante Abhé&ngigkeit beobachtet werden (r < 0,19) (s. Abb. 4.19 b). Lediglich die
Auswertungen fir den PR3-Assay weisen einen schwach positiven Zusammenhang auf. Es
ist daher davon auszugehen, dass das in den Proben vorhandene Hamoglobin die Ergebnisse
der Aktivitdtsmessungen und damit die Mengenbestimmung der Proteasen nicht wesentlich
beeinflusst. Insgesamt ist zu folgern, dass isoliertes Hamoglobin insbesondere die PR3-
Aktivititsmessungen modulieren kann, signifikante Auswirkungen wurden in dieser Studie

allerdings nicht nachgewiesen.
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Abbildung 4.19: Einfluss von Hamoglobin auf die enzymkinetischen Messungen.

(a) Isolierte Proteasen wurden mit zwei Konzentrationen des Hdmoglobin-Standards (0,1 bzw. 1 mg/dl) bzw. Puffer
versetzt und anschlieBend die Aktivitdt gemessen. Alle Messungen in Triplikaten. Darstellung als Mittelwert + SD.
(b) Korrelation der Proteasemengen mit den Hdmoglobinwerten in den Proben (n = 28).

4.3.10 Bestimmung von Myeloperoxidase

Um in einem letzten Schritt zu prifen, ob die Bestimmung der Granula-assoziierten
Serinproteasen HNE, PR3, CathG bzw. von CathC mit der eines anderen Granula-assoziierten

Enzyms korreliert, wurde Myeloperoxidase in den Zelllysaten mittels ELISA bestimmt.

Hierfur wurden zunéchst die Zelllysate (1000 Zellen/ul) aller 28 Probanden 1:500 in
Assaypuffer verdunnt. Weiterhin wurden Lésungen mit aufsteigenden Konzentrationen eines
rekombinanten Myeloperoxidase-Standards (0,312 - 20 ng/ml) hergestellt. Je 100 ul der
Proben bzw. der Standardverdiinnungen wurden in die Wells der Mikrotiterplatte gegeben, flr
90 Minuten bei 37°C inkubiert und der Uberstand entfernt. Es folgte die Zugabe der Antikérper-
Mischung, eine erneute Inkubation (60 min, 37°C) und dreimaliges Waschen mit PBS. Im
nachsten Schritt wurden die Proben bzw. der Standard mit einer Avidin-Biotin-Peroxidase-
Lésung uber 30 Minuten inkubiert und anschlieBend ungebundene Komplexe durch weitere
Waschschritte entfernt. SchlieBlich wurde die Tetramethylbenzidin-Lésung hinzugeben und

der Farbumschlag der HRP-Reaktion bei 540 nm im Multimode-Mikroplattenreader bestimmt.

Die Ergebnisse des Myeloperoxidase-ELISAs zeigen im Durchschnitt 10,2 + 3,2 ng/ml in den
eingesetzten Proben. Folglich sind 5,1 + 1,7 pg Myeloperoxidase pro Neutrophiler Granulozyt
enthalten (s. Abb. 4.20 b). Ahnliche Werte sind in der Literatur zu finden [173]. In der

Korrelation mit den Proteasenmengen pro Zelle konnte kein signifikanter Zusammenhang
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nachgewiesen werden (HNE (r = 0,19, p = 0,32); PR3 (r = 0,18, p = 0,34); CathG (r = 0,29,
p=0,12); CathC (r = 0,21, p = 0,29)) (s. Abb. 4.20 c).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Gehalt von Myeloperoxidase und den GASPIDs in den
Granula bzw. CathC im Zytosol nicht korreliert sind. Die Expression der Proteasen erscheint
unabhangig reguliert zu sein; die Messung der Myeloperoxidase kann die Bestimmung der
GASPIDs und von CathC nicht ersetzen.
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Abbildung 4.20: Bestimmung von Myeloperoxidase in den Zelllysaten mittels ELISA.
(a) Standardkurve. (b) Myeloperoxidasegehalt in den Zelllysaten (n = 28). (c) Korrelation der Proteasen-Mengen
mit den Myeloperoxidasegehalten in den Proben. Alle Messungen in Triplikaten. Darstellung als Mittelwert + SD.
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5 Diskussion

Die in Neutrophilen Granulozyten exprimierten GASPIDs Elastase (HNE), Proteinase 3 (PR3),
Cathepsin G (CathG) und Neutrophilen Proteinase 4 (NSP4) sowie ihre Aktivatorprotease
Cathepsin C (CathC) sind unabdingbar fir die intra- und extrazellulare Erregerabwehr und die
Regulation verschiedener Signalwege des Immunsystems. Die Speicherung der GASPIDs als
enzymatisch aktive Proteasen und ihr breites proteolytisches Wirkspektrum erfordern zur
Aufrechterhaltung der Homodostase die enge Kontrolle der Aktivitat durch Kompartimentierung
sowie durch zytosolische und extrazellulare Hemmstoffe. Geraten Proteasenmengen und
Kontrollmechanismen aus dem Gleichgewicht, kommt es zur Destruktion von Struktur- und
Funktionsproteinen, was wiederum entzindliche Erkrankungen bis hin zu irreversiblen
funktionellen Schaden zur Folge haben kann. Prominente Beispiele der auf einer Protease-
Antiprotease-Dysbalance beruhenden Stérungen sind folgeschwere Lungenerkrankungen wie
das Akute Lungenversagen (ARDS) oder die chronische obstruktive Lungenerkrankung
(COPD). Im Zusammenhang mit diesen und weiteren GASPID-assoziierten Erkrankungen
wurden insbesondere die HNE und PR3 in verschiedenen extrazellularen Medien quantifiziert,
wobei meist immunologische Verfahren verwendet wurden [174-176]. Insbesondere im
Hinblick auf die Entwicklung diagnostischer Verfahren und Prognostik erscheint es allerdings
auch von Interesse, die intrazellularen Mengen der Proteasen und damit die
»1ransportkapazitat“ Neutrophiler Granulozyten zu betrachten. Da die Proteinsynthese nur
wahrend der Granulopoese erfolgt, verlassen reife Neutrophile das Knochenmark mit
praformierten Mengen vollstandig prozessierter enzymatisch aktiver GASPIDs [177]. Bis auf
die Arbeiten von Kasperkiewicz et al. [125], in denen aktivitdtsbasierte Sonden verwendet
wurden, gibt es bisher keine Anséatze zur Bestimmung der GASPIDs im Zellinneren. Ziel dieser
Arbeit war daher die simultane Aktivitats-basierte Quantifizierung der intrazellularen Mengen

der vier GASPIDs sowie von Cathepsin C in Lysaten Neutrophiler Granulozyten.

Far die Mengenbestimmung der GASPIDs stehen verschiedene Mdglichkeiten zur Verfigung.
Hierzu gehért die Untersuchung der Genexpression, der immunologische Nachweis der
Proteine, sowie die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt. Der Einsatz der beiden
erstgenannten Methoden erscheint weniger geeignet, da zum einen keine Expression bzw.
Transkription in zirkulierenden Neutrophilen erfolgt und zum anderen aktive Proteasen mittels
immunologischer Untersuchungen nicht von ihrer inaktiven Vorstufe und der inhibierten Form
unterschieden werden konnen. Dies wére prinzipiell mit speziellen gegen das aktive Zentrum
von Proteasen gerichteten Antikdrpern méglich; herkémmliche Antikérper sind fir die Bindung

und die Erkennung der aktiven Zentrum von Proteasen jedoch zu groB3 [178]. Von Interesse
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sind deswegen seit einigen Jahren aus Kamelblut isolierte sogenannte ,Nanobodies®, eine
kompaktere Antikérpervariante, die fir den Nachweis aktiver Enzyme bisher aber nur

sporadisch eingesetzt wurden.

Die Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt bietet den entscheidenden Vorteil,
ausschlieBlich den Nachweis aktiver und damit biologisch relevanter Formen der GASPIDs zu
erbringen. Hierflr stehen Substrate oder auch ,Aktivitats-basierte Sonden®, wie sie durch
Kasperkiewicz et al. eingesetzt wurden, zur Verfigung. Wir entschieden uns aus
verschiedenen Grinden fir den Einsatz von klassischen enzymkinetischen Assays und die
Verwendung von Peptidsubstraten. Dabei wird die Spaltung meist synthetischer, mit einer
Reportergruppe versehener Substrate Uber einen definierten Zeitraum beobachtet und tber
die gleichzeitige Verwendung eines Standards auf die Menge des aktiven Analyten in der
Probe zurlickgeschlossen [179]. Wichtige, die Aktivitat der Enzyme beeinflussende Parameter
wie pH, lonenstarke, Temperatur und die Konzentration der Substrate kénnen genau
festgelegt und so optimale Voraussetzungen fir die Messungen in Zelllysaten geschaffen
werden [180]. Im Vergleich erscheint die valide Quantifizierung der GASPIDs mit , Aktivitats-
basierten Sonden” deutlich problematischer. Fraglich ist, ob das saure Milieu in Neutrophilen
Granulozyten die Bindung der Sonden an die Proteasen beeinflusst oder die in den Granula
vorherrschende hohe Packungsdichte eine Verdnderung der Quantenausbeute durch
gegenseitiges Quenching der Sonden bewirkt. Auch die begrenzte Membran-Permeabilitat der

Sonden kénnte einen limitierenden Faktor darstellen.

Fir die Verwendung von Peptidsubstraten sprach auch, dass uns vorausgehende Arbeiten
der Arbeitsgruppe zu deren Eignung fir den Nachweis der GASPIDs zur Verfligung standen.
Leding et al. haben eine Reihe von chromo- und fluorogenen Substraten untersucht und fir
die Detektion der drei GASPIDs HNE, PR3, CathG sowie des Aktivtors CathC geeignete
Substrate (MeoSuc-AAPV-AMC, Abz-Val-Ala-Asp-Nva-Arg-Asp-Arg-Gin-EDDnp, Suc-Val-
Pro-Phe-pNA und H-Gly-Arg-AMC) identifiziert [164]. Letztlich ist nicht zu vernachlassigen,
dass Peptidsubstrate unkompliziert kommerziell verfigbar und die Kosten fir die
Durchfihrung enzymkinetischer Assays deutlich geringer als die der meisten

immunologischen Assays sind.
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5.1 Eignung von Peptidsubstraten zur Quantifizierung der GASPIDs

und von Cathepsin C

Um zu Uberprufen, inwieweit kontinuierliche Assays mit den gewéhlten Peptidsubstraten eine
verlassliche Quantifizierung von HNE, PR3, CathG und CathC ermdglichen, wurden im
Rahmen einer orientierenden Assay- bzw. Methodenvalidierung die Parameter Linearitat,
Selektivitat, Interferenz und Assay-Spezifitét untersucht. Dies erfolgte mit isolierten Proteasen,
die in den weiterfiihrenden Versuchen dann als Standards dienten. Die initial geplante
Quantifizierung von NSP4 wurde aufgegeben, da ihre tryptische Substratspezifitat der
verschiedener ubiquitarer Gerinnungs- und Komplementproteasen aufBerst ahnlich ist und es

auf Grund dessen bis heute keine Substrate zur sicheren Diskriminierung gibt.

Zunéachst wurden die Progresskurven der kontinuierlichen Assays hinsichtlich ihrer Linearitat
gepruft. Hierfir wurde der Substratumsatz Uber die Zeit bei verschiedenen Konzentrationen
der vier Proteasen beobachtet (s. Abb. 4.1). In den Messungen aller Ansatze zeigt sich eine
kontinuierliche Zunahme der Absorption bzw. Fluoreszenz ohne wesentliche Spriinge oder
Briiche der Kurven (r2> 0,90). Der Einfluss technischer Stérfaktoren, wie z.B. Luftblasen oder
Tribungen in den Testansatzen ware hierbei unmittelbar ersichtlich und ist somit sehr gut
beherrschbar [138]. Ebenfalls zeigen diese Ergebnisse, dass der Messbereich des Multimode-
Mikroplatten-Readers (0 - 60.000 RFU bzw. 0 - 1 OD) im HNE-, CathG- und CathC-Assay
weitestgehend ausgeschdpft werden kann. Im PR3-Assay werden auf Grund einer limitierten
Quantenausbeute sowie der begrenzenden Verfligbarkeit des Substrats diese Grenzen nicht

erreicht; das Messignal ist fur reproduzierbare Messungen jedoch véllig ausreichend.

Im Anschluss wurde die Assay-Linearitat untersucht, indem der Zusammenhang zwischen
gemessener Aktivitdt und zunehmenden Enzymkonzentrationen dargestellt wurde
(s. Abb. 4.2). Die Ergebnisse zeigten, dass die Aktivitat in allen vier Assays proportional zur
Konzentration der Proteasen ansteigt; lediglich innerhalb der Messungen im PR3 Assay war
ein Abflachen der Kurve bei héheren Enzymkonzentrationen zu beobachten. Als Ursache
hierfir wurde ein zu hoher Substratverbrauch (bis 34 %), der im Optimalfall 10 % nicht
Uberschreiten sollte, identifiziert. Angesichts der begrenzten Léslichkeit und der limitierten
Verfligbarkeit war der Einsatz héherer Konzentrationen des Substrats jedoch nicht méglich.
Obgleich auch bei hohen Konzentrationen im CathG-Assay der Substratverbrauch deutlich
uber 10 % lag, ergibt die graphische Auswertung aller Kurven BestimmtheitsmaBe r2 > 0,99
und belegt damit eine ausreichende Linearitat. Léslichkeit und Verbrauch der Substrate sowie
der Messbereich des Mikroplatten-Readers bestimmen die sich Uber einen Faktor von ~ 30
erstreckenden Nachweisbereiche der Assays (HNE 0,19 - 6 nM, PR30,13 - 4 nM,
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CathG 0,5-16 nM und CathC 0,06 - 2 nM) und Nachweisgrenzen im subnanomolaren
Bereich. Derartig niedrige Nachweisgrenzen sind insbesondere unter Anwendung
kontinuierlicher Messungen bzw. der Beobachtung von Progresskurven von enzymatischen
Reaktionen unter ndherungsweise Steady-State Bedingungen erreichbar. Anders als bei den
zwar technisch deutlich weniger aufwandigen Endpunktmessungen (Stopped Assay) kommt
es durch den fortlaufenden Substratumsatz zu einer Amplifikation des Messsignals und damit

zu einer Erhéhung der Assay-Sensitivitat.

Da die Proteasen in biologische Proben zwangslaufig nebeneinander vorliegen und die
Synthese von vollstandig selektiven Substraten flr strukturell weitgehend homologe
Proteasen wie die HNE, PR3 und CathG nahezu unmdglich ist, wurde im nachsten Schritt die
Selektivitat der Assays uberpruft. Dazu wurde in jedem der Assays neben der Aktivitat der zu
quantifizierenden Protease jeweils auch die der drei anderen bestimmt und die Mess-
ergebnisse anschlieBend ins Verhaltnis gesetzt (s. Abb. 4.3). Hierbei wird nur bei PR3 im HNE-
Assay ein minimaler Substratumsatz (0,26 %) beobachtet. Da PR3 und HNE eine nahezu
identische Substratspezifitdt haben, ist dies nicht Uberraschend, kann aber auf Grund des
geringen AusmaBes vernachlassigt werden. Im Rahmen dieses Versuchs wurden die
Konzentrationen fiir die Bestimmung der drei anderen Proteasen jeweils entsprechend der der
nachzuweisenden Protease gewahlt. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu erzielen, sollten in
weiterfihrenden Versuchen die drei anderen Proteasen in den Konzentrationen eingesetzt

werden, in denen sie auch in Neutrophilenlysaten vorkommen.

Es ist nicht auszuschlieBen, dass eine der GASPIDs bzw. CathC eins der verwendeten
Substrate destruktiv spaltet und damit zu einer Interferenz innerhalb der Messungen fihrt. Um
dies auszuschlieBen, wurde jede Protease auch in Gegenwart der jeweils drei anderen
quantifiziert. Dabei zeigt sich unter Zugabe einer weiteren Protease in keinem der Ansatze
eine Zu- oder Abnahme der Aktivitdt von mehr als 10 % im Vergleich zum Kontrollansatz
(s. Abb. 4.4). Obwohl die verwendeten Substrate aus bis zu 8 Aminosauren bestehen, spielt

diese Art der Interferenz also keine wesentliche Rolle.

In Neutrophilen-Lysaten liegen nicht nur die GASPIDs und CathC nebeneinander vor, sondern
bedingt durch zellulare oder plasmatische Kontamination wéhrend des Isolationsvorganges
auch eine Reihe weiterer ubiquitdrer Proteasen wie Carboxypeptidasen (z.B. TAFI),
Metalloelastasen (z.B. MMP-12), Chymasen oder Tryptasen, die die verwendeten Peptid-
substrate falsch positiv spalten kdnnten. Um derartige Einflisse auf die Ergebnisse der
Aktivitdtsbestimmung auszuschlieBen, etablierten wir den Einsatz von Inhibitoren als
Werkzeuge zur Abgrenzung von ,kontaminierenden® Enzymen. Gleichzeitig erwiesen sich

diese als geeignetes Mittel, um zu prifen, ob die bekanntermaBen schwierige Differenzierung
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der HNE und PR3 mit den Assays mdglich ist [61, 181]. Da zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch
keine selektiven synthetischen Inhibitoren fir HNE und PR3 beschrieben worden waren,
fihrten wir zunachst hemmkinetische Untersuchungen mit einer Reihe von bekannten HNE-
Inhibitoren an beiden Proteasen durch. Hierbei wurde Alvelestat als Inhibitor mit deutlich
unterschiedlicher Affinitat zu HNE und PR3 identifiziert (s. Abb. 4.5). Die Inhibitionskonstante
(Ki) ist dabei fir HNE ca. 10.000-fach niedriger als fiir PR3 (0,01 bzw. 137 uM), was bedeutet,
dass die gleiche Konzentration des Inhibitors eine vielfach effektivere Hemmung der HNE im
Vergleich zur PR3 bewirkt. Durch die simultane Anwendung eines weiteren Inhibitors
(Sivelestat), der beide Proteasen mit gleicher Affinitdt hemmt, ist die Abgrenzung und

Ruckfuhrung der gemessenen Aktivitat auf die jeweilige Protease moglich.

Zur Bestéatigung der Assay-Spezifitat wurden schlieBlich CathG und CathC mit ihren selektiven
Inhibitoren Aprotinin bzw. HR57 sowie HNE und PR3 jeweils mit Sivelestat und Alvelestat
inkubiert, die enzymatische Aktivitat bestimmt und als Restaktivitat dargestellt (s. Abb. 4.6). Im
CathG- und CathC-Assay wird in den mit Inhibitor versetzen Anséatzen nahezu keine Aktivitat
(£ 8 %) nachgewiesen und auch im HNE-Assay zeigt sich eine weitestgehende Hemmung der
Aktivitat unter Zugabe beider Inhibitoren. Im PR3-Assay flihrt die Zugabe von Alvelestat zu
keiner relevanten Abnahme der Aktivitdt, wahrend der Einsatz von Sivelestat eine nahezu
vollstindige Hemmung zur Folge hat (Restaktivitat 95 bzw. 2,6 %). Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass durch den Einsatz der gewéhlten Inhibitoren bzw. deren Kombination die
gemessene Aktivitat verlasslich auf die einzelnen Proteasen zurlickgefuhrt werden kann und
somit belegt wurde, dass die Assays spezifische Messungen ermdglichen. Ebenso zeigen die
Ergebnisse, dass eine sichere Unterscheidung von HNE und PR3 gelingt. Auch
Kasperkiewicz et al. ist es nicht gelungen, vollstandig selektive Sonden herzustellen; letztlich
erreichten sie die Abgrenzung von HNE und PR3 nur durch einen zeitlichen Versatz der

Zugabe sowie unterschiedliche Konzentrationen von zwei Sonden [125].

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Quantifizierung der GASPIDs und von CathC mit
Peptidsubstraten in unseren Handen mdglich und reproduzierbar ist. Ebenso hélt sich der
technische Aufwand fur die Messungen in Grenzen, kénnte jedoch noch optimiert werden; auf
Grund des Einsatzes von drei verschiedenen Reportergruppen sind bisher drei separate
Messansatze mit entsprechenden Messbedingungen notwendig. Durch die Identifikation
ausreichend sensitiver Substrate mit identischen Reportergruppe kénnte die Quantifizierung

in zuklnftigen Arbeiten weiter vereinfacht werden.
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5.2 Anwendung der Assays auf Zelllysate

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die vier etablierten Assays fur die Quantifizierung der
isolierten Proteasen HNE, PR3, CathG und CathC geeignet sind. Im nachsten Schritt wurde

geprift, ob dies auch in Zelllysaten humaner Neutrophiler Granulozyten mdglich ist.

Hierfur wurden Zelllysate isolierter Neutrophiler in aufsteigenden Konzentrationen in allen vier
Assays eingesetzt und anschlieBend der Substratumsatz auf die Ubliche Art und Weise
bestimmt. Uberraschend problemlos lésst sich die Aktivitat aller vier Proteasen nachweisen.
Die graphische Auswertung der Versuche ergibt untere Nachweisgrenzen fir HNE und CathC
beim Einsatz von 625, flir PR3 bei 125 und fir CathG bei 1250 Neutrophilen sowie einen
weitgehend linearen Bereich bis hin zum Einsatz von 10.000, 4000, 40.000 bzw. 20.000
Neutrophilen (HNE, PR3, CathG bzw. CathC). Innerhalb der beschriebenen Messbereiche
nimmt die Aktivitat stets proportional zur eingesetzten Zellzahl zu; die Regressionsanalyse
ergibt fur alle vier Assays BestimmtheitsmaBe von r2> 0,96 (s. Abb. 4.7). Die Messungen
werden also nicht wesentlich durch Matrixeffekte, d.h. durch weitere Bestandteile der

Zelllysate oder Assaykomponenten beeinflusst.

Wahrend der Herstellung wurden die Proben mit 2100 x g zentrifugiert, um unvollstédndig
lysierte Zellen und korpuskuldre Zellbestandteile wie DNA-Fragmente und Organellen
abzutrennen. Die Bindung der Proteasen bzw. Proteinen an Zelltrimmer sollte durch die
Verwendung eines detergenz- sowie salzhaltigen Lysepuffers (Tween 0,1 % bzw. NaCl 1 M)
weitgehend verhindert werden. Daher ist ein relevanter Verlust von Proteasen durch
Sedimentation nicht zu erwarten; ein expliziter Nachweis diesbezuglich wurde in dieser Arbeit
jedoch nicht erbracht. Nicht vollstédndig geklart bleibt zudem, welchen Einfluss verbleibende
zelluldre Bestandteile im Lysat auf die Mengenbestimmung haben. Einerseits lasst die
Proportionalitdt der Messergebnisse bei verschiedenen Lysatkonzentrationen Interferenzen
innerhalb der Messungen unwahrscheinlich erscheinen. Andererseits ist es jedoch denkbar,
dass ein Teil der Proteasen durch zytoplasmatische Hemmstoffe (z.B. Serpin B1 [182]) der
Aktivititsmessung entzogen werden oder es im Sinne einer positiven Interaktion zur
Aktivierung von im Lysat vorhandener Zymogene durch CathC kommt. Um das Verhéltnis
zwischen den gemessenen und tatséchlich enthaltenen Proteasen und damit die
Wiederfindung (Recovery) zu untersuchen, sollten in Zukunft sogenannte ,,Spike-Experimente”
durchgefuhrt werden. Hierbei wird eine festgelegte Menge einer isolierten Protease zum Lysat
hinzugegeben (,Spiking“) und die Aktivitit bestimmt. Uber den Vergleich mit dem
Messergebnis einer in Puffer gemessenen Enzymkonzentration kann dann ermittelt werden,

ob die Protease in Gegenwart des Lysats vollstdndig nachgewiesen wird.

69



— Diskussion —

Nachdem eine ausreichende Assay-Linearitdt bestétigt worden war, wurde unter
Zuhilfenahme der zuvor etablierten Inhibitoren gepruft, inwieweit mit den Assays der
spezifische Nachweis der Proteasen in den Neutrophilenlysaten méglich ist. Analog den
Experimenten mit isolierten Proteasen wurde HNE und PR3 jeweils in Gegenwart von
Alvelestat und Sivelestat, CathG mit Aprotinin sowie CathC mit HR57 bestimmt und die
Aktivitat mit einem Kontrollansatz ohne Inhibitor verglichen (s. Abb. 4.8). Die Restaktivitat
betragt in allen Ansétzen maximal 10 %; die in den jeweiligen Assays nachgewiesene Aktivitat
ist also weitgehend auf die jeweils nachzuweisende Protease zuriickzuflihren. Auch die
Unterscheidung von HNE und PR3 ist méglich — die Zugabe von Alvelestat im PR3-Assay fuhrt
zu keiner relevanten Verminderung der Aktivitat, die von Sivelestat dagegen zu einer nahezu
vollstéandigen Inhibition (Restaktivitat 96 bzw. 6 %). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass
die Assays spezifisch sind und kein relevanter ,Background“ auf Grund von Substratspaltung

durch ,stérende” Proteasen oder andere biologische Komponenten entsteht.

Zur Herstellung der Neutrophilenlysate wurde Vollblut mit EDTA-R6hrchen entnommen,
Neutrophile Granulozyten unter Verwendung eines kommerziellen Kits (MACSxpress Whole
blood Neutrophil Isolation-Kit, Miltenyi) mittels immunomagentischer Depletion isoliert und
anschlieBend durch Zugabe von Tensid-Puffern lysiert. Die Quantifizierung der isolierten
Neutrophilen mit Hilfe des CASY-Zellzahlgerats zeigte, dass im Mittel 1,4 +0,4 x 106
Neutrophile je ml Vollblut gewonnen wurden. Anhand eines aus den gleichen Proben erstellten
maschinellen Blutbildes errechnet sich eine Ausbeute von ~ 55 %, die mit dem in anderen
Publikationen und Protokollen beschriebenen Isolationserfolg von 1 - 4 x 108 Zellen pro ml
Vollblut vergleichbar ist [183-185]. Die verwendete Methode (Immunodepletion vs.
Dichtgradientenzentrifugation) scheint hierbei keinen relevanten Einfluss auf die Effizienz der

Isolation zu haben.

Die Zusammensetzung der Neutrophilenisolate wurde durch lichtmikroskopische
Untersuchung von Zytospin-Praparaten geprift. Hierbei zeigte sich eine hohe Reinheit
(> 98 %) der Neutrophilen innerhalb der isolierten Leukozyten; es bestétigte sich jedoch die
teilweise bereits makroskopisch in einigen Proben sichtbare hohe Zahl verbliebener
Erythrozyten. Im Durchschnitt wurden in den lIsolaten bis zu 17 Erythrozyten pro 100
Leukozyten gezéhlt, einige wenige Proben wiesen bis zu 70 Erythrozyten pro 100 Leukozyten
auf (s. Abb. 4.12). Die wahrend der Zellisolation durchgefuhrte hypotone Lyse ist folglich zur
vollstdndigen Depletion der Erythrozyten nicht ausreichend und sollte durch zusétzliche
Wiederholungen oder die Anwendung von Ammoniumchlorid-haltigen Puffern verbessert
werden [186].
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Hat Hamoglobin einen Einfluss auf die Quantifizierung der GASPIDs und von CathC? Um
dieser Fragestellung nachzugehen, wurde zunachst die Aktivitat aller vier Proteasen unter
Zugabe isolierten Hamoglobins bestimmt. Im PR3-Assay kommt es dabei zu einer deutlichen
Reduktion der Aktivitdt um bis zu 40 % (s. Abb. 4.19 a). Hadmoglobin wird als bekanntes
Substrat fur viele Proteasen einschlieBlich der PR3 beschrieben [172], sodass dieses Ergebnis
plausibel erscheint. Um zu untersuchen, ob auch die Messungen in Neutrophilenlysaten durch
Hamoglobin beeinflusst werden, wurden zunédchst die darin enthaltene Hb-Konzentration
bestimmt (s. Abb. 4.18). Obwohl dabei durchaus Konzentrationen nachgewiesen wurden, die
einen Einfluss haben kénnten, ergibt die Korrelation der Hamoglobinkonzentration im Lysat
mit den jeweils entsprechenden Ergebnissen der Aktivititsmessungen keinen signifikanten
Zusammenhang (r < 0,19) (s. Abb. 4.19 b). Dies steht offensichtlich im Widerspruch zu den
vorangegangenen Untersuchungen. Erklart werden kénnte dies dadurch, dass in Lysaten
verbliebenes Hamoglobin bereits wahrend der Praparation oder Lagerung durch die PR3
prozessiert wird. Die Protease wéare dann zum Zeitpunkt der Aktivitdtsbestimmung wieder
vollstandig verfliigbar und die Messungen damit ungestért. Ob Hamoglobin intakt oder
gespalten in den Lysaten vorliegt, kann anhand der photometrischen Bestimmung nicht gekléart
werden, es mussten weitere Untersuchungen wie z.B. Gelelektrophorese oder HPLC

durchgefiihrt werden.

Zur Isolation Neutrophiler aus Vollblut wurde ein immunomagnetisches Separationsverfahren
verwendet. Diese Methode ermdglicht durch Abreicherung anderer Leukozytenpopulationen
eine negative Selektion, deren entscheidender Vorteil die Verhinderung einer Aktivierung von
Neutrophilen wahrend der Isolation ist. Allerdings verfugt der fur die Auftrennung verwendete
Magnet lediglich tUber vier Platze, sodass nur diese Anzahl von Proben simultan prozessiert
werden kann. Bei einer gréBeren Probenanzahl wird eine gestaffelte Arbeitsweise notwendig,
die unweigerlich zu Stehzeiten fuhrt. Eine einfache Mdglichkeit dies zu umgehen wére die
Verwendung eines Magneten mit mehr Platzen. Neben dieser Limitation und dem damit
verbundenem hohen zeitlichen Aufwand konnte die Aktivitdtsbestimmung bisher nicht
unmittelbar im Anschluss an die Isolation durchgefihrt werden und die Proben wurden
bei - 20 °C gelagert. Messungen der Proben nach ein bis drei Frier-Tau-Zyklen zeigen
vergleichbare bzw. teilweise héhere Aktivitat in allen vier Assays (s. Abb. 4.9). Die beobachtete
Zunahme kdnnte durch weiteren Zellaufschluss im Rahmen des Frierens und Tauens oder die
weitere Aktivierung von Zymogenen bedingt sein. Insgesamt handelt es sich jedoch um
Anderungen von maximal 20 %, sodass die Probenstabilitit als ausreichend zu bezeichnen

ist.
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Eine Tendenz zur lagerungsbedingten Instabilitdt wurde auch bei isolierten Proteasen
festgestellt. Aus hochkonzentrierten Stammlésungen wurden die fur die Experimente
notwendigen deutlich niedrigeren Verdinnungen hergestellt, die bei 5 - 7 °C gelagert und tber
mehrere Tage in Experimenten eingesetzt wurden, um moglichst sparsam vorzugehen.
Ruckblickend zeigte eine Analyse der Messergebnisse Schwankungen der Aktivitat, sodass
es sich empfiehlt, in Zukunft fir jedes Experiment frische Standardverdiinnungen aus der bei

- 20 °C gelagerten Stammlésung herzustellen.

Da alle Ergebnisse der Quantifizierung der GASPIDs auf die initial mit dem CASY-Messgerat
bestimmte Zellzahl bezogen sind, ist die Genauigkeit der Zellzédhlung von hoher Bedeutung.
Unter der Annahme, dass sich zirkulierende Neutrophile gesunder Individuen in der Go-Phase
befinden und somit Uber einen einfachen Chromosomensatz verfligen, sollten in allen Zellen
identische Mengen dsDNA vorliegen. Weiterhin kann man davon ausgehen, dass Neutrophile
Uber etwa gleiche Mengen Protein sowie des Markerproteins Calprotectin verfligen, sodass
mittels Bestimmung dieser drei Parameter die Vergleichbarkeit der auf eine identische
Konzentration (10® Zellen/ul) eingestellten Lysate geprift werden kann. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Mittelwerte der Bestimmung von dsDNA und Protein um ~ 10 % schwanken
(s. Abb. 4.15 bzw. 4.16). Eine etwas hbéhere Schwankung von 18 % im Rahmen der
Calprotectinmessung ist am ehesten auf die Komplexitdt des verwendeten ELISA
zurlckzufihren (s. Abb. 4.17). Bedenkt man, dass auch bei der Bestimmung von dsDNA und
Protein naturgemaB eine gewisse Variabilitdt durch die Durchfliihrung des jeweiligen Assays
bedingt ist, sind die Werte sehr gut mit der Herstellerangabe zur Genauigkeit der CASY-
Zellz&hlung von + 2 % vereinbar. Es ist also anzunehmen, dass die gemessenen Zellzahlen
in der beschriebenen GréBenordnung variieren und die Zahlung somit geeignet ist, um die
Zahl der Neutrophilen als BezugsgréBe zu quantifizieren. Als Nebeneffekt dieser Versuche
wére es denkbar, die Zellzédhlung in zuklnftigen Experimenten durch die Bestimmung der
dsDNA oder des Proteingehalts zu ersetzen und so das experimentelle Vorgehen zu

vereinfachen.

5.3 Quantifizierung der GASPIDs und von Cathepsin C in

Neutrophilen von Probanden

Nachdem nachgewiesen worden war, dass mit den Assays die Quantifizierung der GASPIDs
und von CathC auch in Neutrophilenlysat verlasslich gelingt, wurden zur weiteren Evaluation

die Proben einer Gruppe von Probanden untersucht.
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5.3.1 Mengenbestimmung

Zur Quantifizierung der Proteasen wurden Neutrophile von 28 Probanden
(Alter 24 + 4,4 Jahre) isoliert, Lysate angefertigt, bei - 20 °C gelagert und anschlieBend die
Aktivitat wie beschrieben bestimmt (s. Abb. 4.13). Der Nachweis gelang problemlos in allen
Proben, womit die Anwendbarkeit der Assays auch fir eine gréBere Zahl von Proben bestatigt
wird. Die Berechnung der Proteasenmengen erfolgte anhand der mitgeflihrten Standards und
ergibt 0,5 + 0,2 pg HNE, 0,8 + 0,3 pg PR3, 0,6 + 0,2 pg CathG und 0,2 + 0,07 pg CathC pro
Zelle (n =28) (s. Abb. 4.14). Die Messwerte fir HNE, PR3 und CathG stehen in sehr guter
Ubereinstimmung mit denen von Kasperkiewicz et al., die unter Verwendung von Aktivitéts-
basierten Sonden 0,70 - 1,02, 0,23 - 0,80 bzw. 0,56 - 1,41 pg bestimmt haben [125]. Unsere
initialen Bedenken, inwieweit diese Methode insbesondere auf Grund der hohen
Packungsdichte in Neutrophilen-Granula verlassliche Messungen zulasst (s.0.), scheinen sich
nicht zu bestatigen. Vorteilhaft erscheint hierbei vor allem die Untersuchung der Proteasen auf
Einzelzellebene, die allerdings technisch komplex ist und bisher nicht von anderen Autoren
aufgegriffen wurde, obwohl das Vorgehen bereits vor Gber 10 Jahren erstmals beschrieben
worden war (2014) [150]. Neben dieser Arbeit existieren nur wenige, Uberwiegend &ltere
Studien, in denen der intrazellulare Gehalt der GASPIDs bestimmt wurde. Darin werden
Mengen zwischen 1 — 9 pg HNE, 2 — 4 pg PR3 und 0,2 — 0,85 pg CathG beschrieben [147,
151-153]. Diese Werte sind tendenziell hdher als die hier und bei Kasperkiewicz et al.
erbrachten Ergebnisse, bewegen sich aber in einer &hnlichen GrdBenordnung. Diese
Diskrepanz erscheint plausibel, da in diesen Arbeiten Uberwiegend immunologische Assays,
die naturgemaB zusatzlich Zymogene und inhibierte Formen erfassen, verwendet wurden.
Méoglich ist auch, dass die GASPIDs im Falle einer Plasmakontamination bereits wahrend der
Isolation inhibiert werden und unsere Messwerte daher niedriger sind. Die sehr gute
Vergleichbarkeit mit den Resultaten von Kasperkiewicz et al. lasst dies jedoch
unwahrscheinlich erscheinen. Weiterhin sind Resultate unterschiedlicher analytischer
Methoden ohne gemeinsamen Standard grundsatzlich nur orientierend ins Verhéltnis zu

setzen.

Interessanterweise zeigt sich eine bis zum Faktor 10 reichende Streubreite der Mengen aller
vier Proteasen. Fir HNE, PR3 und CathG hatten dies auch Kasperkiewicz et al. beschrieben.
Eine durch den Bezug aller Ergebnisse auf die initiale Zellzdhlung bedingte Varianz ist als
Ursache denkbar, wird aber durch unsere Validierung weitgehend ausgeschlossen
(s. Kap. 4.3.7). Es handelt sich daher am ehesten um eine biologische Variabilitat, die
potenziell klinisch und diagnostisch relevant sein kann. Fur den Einsatz von GASPIDs als

Biomarker existieren Bestrebungen, wie zum Beispiel die Entwicklung der ProteaseTag™
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Technologie zur standardisierten Messung von Proteaseaktivitat im Sputum von Patienten mit
entzundlichen respiratorischen Erkrankungen im klinischen Umfeld [187]. Aktuell ist auch das
multizentrisch angelegte Projekt ,FixNet, im Rahmen dessen krankheitsspezifische
Lokalisationsmuster intrazellularer GASPIDs als pradiktive Marker fir die Auspragung der

kongenitalen Neutropenie etabliert werden sollen [188].

5.3.2 Korrelation der GASPIDs untereinander und mit Myeloperoxidase

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den Mengen der einzelnen GASPIDs in
Neutrophilen zu untersuchen, wurden die Ergebnisse der Bestimmung von HNE gegen die
von PR3 und CathG aufgetragen (s. Abb. 5.1 a). Es zeigt sich, dass sowohl der PR3- als auch
der CathG-Gehalt signifikant zur HNE-Menge korreliert ist. Die Korrelation mit CathG fallt
hierbei deutlich starker aus als die mit PR3 (r = 0,50, p = 0,006 bzw. r = 0,81, p = < 0,0001).
Offensichtlich kommt es also zu einer gleichsinnigen Expression bzw. Aktivierung oder

Lagerung der Proteasen, jedoch in unterschiedlichem AusmaB.
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Abbildung 5.1: Korrelation der GASDPIDs untereinander und mit Myeloperoxidase.
(a) Korrelation von HNE mit PR3 bzw. CathG bei Probanden. (b) Korrelation der GASPIDs und CathC mit
Myeloperoxidase (n = 28).

Weiterhin erschien die Frage interessant, ob ein Zusammenhang zum intrazellularen Gehalt
anderer granularer Markerproteine besteht. Exemplarisch hierfir wurde die Myeloperoxidase,
die den gréBten Anteil aller Enzyme in azurophilen Granula ausmacht [15], in allen Proben
quantifiziert und mit HNE, PR3, CathG und CathC korreliert (s. Abb. 5.1 b) [189]. Dabei ist
keine relevante positive oder negative Abhangigkeit zu beobachten (r < 0,29). Nimmt man an,

dass Myeloperoxidase naherungsweise die granulare Beladung von Neutrophilen abbildet,
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bedeuten diese Ergebnisse, dass die GASPID-Mengen nicht lediglich ein MaB flr die

Granularitat darstellen.

5.3.3 Korrelation der GASPIDs mit Cathepsin C

Die enzymatisch aktive Form von HNE, PR3 und CathG entsteht wahrend der Granulopoese
durch Abspaltung des N-terminalen Dipeptids des Zymogens durch die Cysteinprotease
CathC [69]. Um zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen den Mengen der GASPIDs
und ihrer Aktivatorprotease zu beobachten ist, wurden sie gegeneinander aufgetragen
(s. Abb. 5.2). Es besteht jeweils eine signifikante positive, aber unterschiedliche starke
Korrelation (r = 0,55, 0,77 bzw. 0,63 und p = 0,0024, < 0,0001 bzw. < 0,0002 fir HNE, PR3
bzw. CathG), Probanden mit héheren CathC-Mengen weisen tendenziell héhere HNE-, PR3-
und CathG-Mengen auf. Dies deutet darauf hin, dass CathC ein limitierender Faktor bei der
Aktivierung der GASPIDs ist. In diesem Zusammenhang wére es von Interesse zu
untersuchen, ob bei Probanden mit geringen Mengen CathC noch nicht prozessierte

Zymogene der GASPIDs in den Neutrophilen nachweisbar sind.
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Abbildung 5.2: Korrelation CathC mit HNE, PR3 und CathG.
Korrelation der Proteasemengen der CathC mit denen der HNE, PR3 und CathG in den Proben (n = 28).

Der Zusammenhang zwischen CathC und den GASPIDs bei gesunden Erwachsenen ist
unserem Wissen nach bisher nicht untersucht worden. Andererseits zeigt beispielsweise das
Papillon-Lefevre-Syndrom, im Rahmen dessen CathC auf Grund einer Mutation nicht
exprimiert wird, dass die Abwesenheit mit einer nahezu vollstdndigen Reduktion der Aktivitat
der HNE, PR3 und CathG einhergeht [117, 190]. Unter Anwendung synthetischer Inhibitoren
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konnte dieses Phdnomen am Mausmodell experimentell bestatigt werden [50, 191], sodass
angenommen werden kann, dass die Hemmung der CathC eine elegante Mdglichkeit zur
~Upstream“-Kontrolle GiberschieBender GASPID-Aktivitat darstellt [121, 192]. Seit mehr als 25
Jahren werden zahlreiche Hemmstoffe entwickelt, wobei sich die Molekilstabilitat als
maBgeblicher limitierender Faktor fir die ,in-vivo“-Anwendung erwies. Erst im Jahr 2016
gelang mit der Herstellung von Brensocatib, einem reversiblen Nitril-basierten Inhibitor ein
entscheidender Durchbruch [193]. Nachdem in ersten klinischen Studien ein signifikanter
Ruickgang der Elastase-Aktivitat im Sputum von Patienten mit Bronchiektasie nachgewiesen
wurde, wird der Hemmestoff nun seit Marz 2023 im Rahmen einer Phase-llI-Studie fir die

klinische Anwendung erprobt [194, 195].

5.3.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede

Neben der interindividuellen Varianz weisen die Ergebnisse der Mengenbestimmung
interessanterweise deutliche Unterschiede zwischen weiblichen und méannlichen Probanden
auf; der intrazellulare Gehalt aller vier Proteasen war bei Probanden signifikant héher als bei
Probandinnen (p = 0,05) (s. Abb. 5.3).
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Abbildung 5.3: Mengenbestimmung der GASPIDs und CathC in Neutrophilenlysaten bei Probandinnen
bzw. Probanden.

Am meisten divergieren dabei die Mittelwerte der CathG-Messung (+ 38 %); die von HNE und
PR3 liegen um 17 bzw. 9 % auseinander. Interessanterweise besteht bei CathC lediglich ein

minimaler Unterschied (+ 3 %).
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Es gibt zahlreiche Hinweise fur die immunmodulatorische Wirkung von Sexualhormonen [196]
- insbesondere von Ostrogen [197] - und deren Einfluss auf Anzahl, Funktion und Verteilung
von Neutrophilen Granulozyten [198, 199]. Genomanalysen erbrachten zudem geschlechts-
spezifische Unterschiede der Gen-Expression in Neutrophilen Granulozyten [200]. Auch eine
Ostrogenabhéngige Regulierung der Expression und Bildung von HNE, PR3 und CathG wurde
detailliert am Mausmodell gezeigt, sodass es denkbar wére, dass auch die intrazellularen
Proteasengehalte zyklusabhangigen Schwankungen unterliegen [201]. Es ist mdglich, dass
die hier gezeigten zwischengeschlechtlichen Unterschiede unter anderem durch die jeweils
individuellen Hormonspiegel der Probandinnen beeinflusst wurden, sodass in Zukunft der

Zykluszeitpunkt sowie die Einnahme hormonaler Kontrazeptiva erfasst werden sollte.

5.3.5 Korrelation mit den Parametern des Differentialblutbildes

Um festzustellen, ob ein Zusammenhang zwischen den intrazelluldaren Mengen der GASPIDs
und CathC mit anderen routinemaBig bestimmten Parametern besteht, wurden die Ergebnisse
mit den jeweils entsprechenden Werten eines maschinellen Differentialblutbildes korreliert und
anschlieBend die Korrelationskoeffizienten in einer Korrelationsmatrix dargestellt (s. Abb. 5.4).
Farblich hervorgehoben sind dabei nur signifikante Ergebnisse mit p < 0,05. Hier zeigt sich
erneut, dass die Mengen von HNE, PR3 und CathG nicht nur mit ihrem Aktivator CathC
korrelieren, sondern auch untereinander. Wie auch in den vorherigen Auswertungen
beobachtet, besteht der starkste Zusammenhang dabei zwischen CathG und HNE bzw. PR3
und CathC (vgl. Abb. 5.1 a und 5.2). Wahrend fir HNE und PR3 keine weiteren Beziehungen
nachgewiesen werden, korreliert CathG zusétzlich negativ mit der Thrombozytenzahl, sowie
positiv mit der Monozytenzahl und dem Hamoglobinwert. CathC korreliert zudem positiv mit
dem mittleren korpuskuldren Volumen und H&moglobin der Erythrozyten. Zur negativen
Abhéngigkeit von CathG und der Thrombozytenzahl kénnte es dadurch kommen, dass CathG
den Rezeptor PAR-4 auf Thrombozyten hydrolytisch prozessiert und es in der Folge zu einer
vermehrten Aggregation der Thrombozytenzahl kommt [95]. Far alle weiteren

Zusammenhange finden sich keine eindeutigen Hinweise in der Literatur.

Insgesamt lassen diese Ergebnisse annehmen, dass die Mengenbestimmung der GASPIDs
unabhangige, nicht durch andere zelluldre Blutbestandteile abgebildete Erkenntnisse liefert.
Da die GASPIDs mafBgeblich an der Pathogenese vieler entziindlicher Erkrankungen beteiligt
sind, erdffnet sich so relevantes diagnostisches Potential. Um die Auftretenswahrscheinlichkeit
oder Schwere einer Erkrankung vorherzusagen, wurden in der Vergangenheit bereits
Proteasen in extrazellularen Biomaterialien wie WundflUssigkeit oder Sputum quantifiziert

[159, 175, 176]. Die Bestimmung der préformierten intrazellularen Mengen und damit der
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Transportkapazitat hingegen kdnnte insbesondere im Rahmen der Friherkennung kritischer

inflammatorischer Zustéande als neuer Biomarker von Bedeutung sein.

Abbildung 5.4: Korrelationsmatrix der Enzymmengen mit den Ergebnissen eines Differentialblutbildes.
Nur signifikante Ergebnisse (p < 0,05) sind farblich dargestellt.

5.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die etablierten enzymkinetischen Assays gut
geeignet sind, um die Granula-assoziierten Serinproteasen HNE, PR3 und CathG sowie
CathC sowohl in isolierter Form als auch in Neutrophilenlysat zu quantifizieren. Die teilweise
noch aufwendige Durchfiihrung kénnte jedoch in Zukunft optimiert werden. Einen méglichen
Ansatzpunk hierfir bietet unter anderem die Auswahl der Peptidsubstrate. Bei den uns aktuell
bekannten kommerziell erhéltlichen Substraten mit der hdchsten Sensitivitat handelt es sich
um zwei fluorogene (HNE, CathC), ein chromogenes (CathG) sowie ein FRET-Substrat (PR3).
Die verschiedenen Reportergruppen flhren dazu, dass die Messungen auf Grund spezifischer
Messeinstellungen separat durchgefihrt werden missen. Durch die Verwendung von
Substraten mit einheitlichen Reportergruppen wirde die Verarbeitung erheblich vereinfacht

und die Messzeit im Fluorimeter bzw. Photometer von tGber 30 auf 10 Minuten verkUrzt werden.

Far die Messung aller vier Proteasen sind etwa 50.000 Zellen ausreichend, die in nur 20 ul
Vollblut enthalten sind. Dies entspricht beispielsweise der mit einer Kapillarpipette

entnehmbaren Blutmenge, was eine mogliche, spatere klinische Anwendung beglnstigen
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wirde. Derzeit ist fir die Neutrophilenisolation jedoch noch die 100-fache Probenmenge von
mindestens 2 ml erforderlich. Eine Volumenreduktion kénnte durch die Verwendung eines
Separationsmagneten mit kleineren Platzen oder die Sortierung der Zellen z.B. mittels
Durchflusszytometrie erreicht werden. Im Hinblick auf die Aktivititsmessung in
Mikrotiterplatten ware die Entwicklung einer Neutrophilen-lsolationsmethode direkt in der 96-

Well Platte von besonderem Interesse.

Alle Assays wurden einer ausfihrlichen Validierung unterzogen, die eine verlassliche
Anwendung der Methode bestétigte. Jedoch kann auch hier die Durchfihrung, die bei der
Etablierung neuen Probenmaterials nétig ist, weiter optimiert werden. Beispielsweise wirde
die Identifikation eines spezifischen PR3-Inhibitors die Verwendung von jeweils zwei
Hemmstoffen zur Bestatigung der Spezifitdt im HNE- und PR3-Assays ersetzen. Eine
zusatzliche Inkubationszeit des CathC-Inhibitors HR-57 wiirde durch die Verwendung eines
reversiblen Hemmstoffes entfallen. Versuche zur Bestatigung der Assay-Linearitéat in
Zelllysaten zeigten weiterhin, dass zu hohe Konzentrationen des Lyse-Puffers (> 1:10) die
Aktivitdtsmessung von CathC beeintréachtigen. Urséchlich hierfir kénnte ein pH-Anstieg durch
den alkalischen Lyse-Puffer (pH 7,5) oder das verminderte Vorliegen von freien
Sulfhydrylgruppe sein. Die Etablierung einer in allen vier Assays einsetzbaren Pufferlésung fur

die Aktivitdtsmessungen wirde das Vorgehen deutlich vereinfachen.

Im Rahmen einer weiterflUhrenden Validierung sollte insbesondere die Wiederfindung
(Recovery) der Proteasen an verschiedenen Stellen der Probenverarbeitung gepruft werden.
Um zu bestimmen, ob etwa die Zentrifugation wéhrend der Lyse einen Verlust von mit
Zelltrimmern komplexierten Proteasen zur Folge hat, sollten die Sedimente z.B. mittels
Immunoblot weiter untersucht werden. Dass Lysatbestandteile, wie zum Beispiel zytosolische
Inhibitoren die Quantifizierung beeinflussen, sollte in Zukunft mit Hilfe von Spike-Experimenten

ausgeschlossen werden.

Nach der Validierung wurden die Assays zur Untersuchung der Neutrophilenlysate einer
gréBeren Gruppe von Probanden verwendet. Dabei kénnen die intrazellularen Mengen der
HNE, PR3, CathG und CathC problemlos in allen Proben bestimmt werden. Die Werte stehen
in sehr guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer vorherigen aktivitatsbasierten
Quantifizierung, sind jedoch geringer als die mit immunologischen Assays erbrachten. Dieser
Unterschied kénnte dadurch erklart werden, dass letztere Methode zusatzlich Zymogene
erfasst. Der aktuell vorherrschenden Meinung nach werden die Proteasen jedoch
ausschlieBlich wahrend der Granulopoese synthetisiert und unmittelbar aktiviert, sodass in
zirkulierenden Neutrophilen keine inaktiven Vorstufen enthalten sein sollten [202, 203].

Andererseits gibt es Hinweise, dass es nach Freisetzung der Neutrophilen aus dem
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Knochenmark durchaus zu Anderungen des Transkriptoms kommen kann [204]. Inwiefern

dies auch auf die GASPIDs zutrifft, ist bisher allerdings unklar.

Im Rahmen der Probenentnahme wurde dabei lediglich das Alter und Geschlecht der
Probanden erfasst. Um die in der Analyse der Ergebnisse gezeigten interindividuellen
Unterschiede der Proteasenmengen besser einordnen zu kénnen, sollten in Zukunft weitere
Charakteristika wie das Rauchverhalten oder Vorerkrankungen erhoben werden. In dieser
Arbeit wurde zudem erstmalig ein geschlechtsspezifischer Unterschied der intrazellularen
Proteasenmengen gezeigt. Zur Bestétigung dieser Beobachtung sollten jedoch einerseits
Messungen an einer gréBeren Kohorte von Probanden und Probandinnen erfolgen, und
andererseits bleibt es zu klaren, inwiefern dieses Phdnomen im Zusammenhang mit dem

weiblichen Zyklus steht.

Im Hinblick auf die Bedeutung der GASPIDs in der Pathogenese einer Vielzahl
inflammatorischer Prozesse erscheint es von besonderem Interesse, auch die intrazellularen
Proteasenmengen erkrankter Individuen zu quantifizieren. Es ist denkbar, dass diese mit dem
Vorliegen oder der Auspragung von GASPID-assoziierten Erkrankungen wie beispielsweise
der COPD korrelieren und somit zur Friherkennung oder Diagnostik verwendet werden

kdénnen.
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