Kinderklinik und Poliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital

der Ludwig Maximilians Universitat Mnchen

Direktor: Prof. Dr. D. Reinhardt

Proteolytische Degradation von Surfactant Protein D

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Zahnmedizin
an der Medizinischen Fakultét der
Ludwig Maximilians Universitéat

zu Minchen

vorgelegt von
Annegret Wiesener
aus Potsdam
2002



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét

der Universitét Munchen

Berichterstatter: Prof. Dr. med. M. Griese

Mitberichterstatter: Prof. Dr. E. Fink
Priv. Doz. Dr. J. Behr

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h. c. K. Peter

Tag der mundlichen Prifung: ~ 29.10.2002



meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

|nhaltsverzeichnis

ADKUrZUNGSVEIZEIChNIS. ..o Seite 6
ZUSAMMENTBSSUNG. ...ttt sr b e b e s Seite 7

L EINIBITUNG. ... Seite 8-12

2. Material und Methoden

N IV (- S Seite 13-15
211 Gerédte
2.1.2. Materid
2.1.3. Patientenmaterial

2.2. MEINOEN. .......oeeeieciece et Seite 15-26
2.2.1. Gesamtproteinbestimmung
2.2.2. SP-D™P|solierung
2.2.3. Bestimmung der SP-D™* K onzentration
2.2.4. Bestimmung der Humanen Leukozyten Elastase Aktivitét
2.2.5. Gelelektrophorese
2.2.6. Enzymatische Degradation des SP-D™"
2.2.7. Darstellung und funktionelle Assays des Abbauproduktes
2.2.8. Statistik

3. Ergebnisse

B SP-DT e Seite 27-32
3.1.1. SP-D™"Isolierung
3.1.2. Darstellung in der SDS/PAGE
3.1.3. Darstellung in der 2D PAGE
3.1.4. CFund SP-D



Inhaltsverzeichnis

3.2. Enzymatische Degradation des SP-D™F ..........c.ccooovvevvevevereenne, Seite 33-45
3.2.1. Humane Leukozyten Elastase
3.2.2. Cathepsin G
3.2.3. Proteinase 3
3.2.4. Pseudomonas Elastase

3.3, FUNKLIONE 1@ ASSAY ..ot Seite 47-49
3.3.1. Maltosebindungsassay
3.3.2. Agglutination

3.4. Darstellung des degradierten SP-D™.............coooevevevererenrinrnnnne, Seite 50-54
3.4.1. Géfiltration
3.4.2. Sequenzierung

4. DISKUSSION....cueiniiieriisiesie ettt s Seite 55-60
5. ANNBNG. ... Seite 61-64
LiteraturVerZeiChNiS..........cooerieieeees s Seite 65-67
DANKSAgUNG .....ovieiiiiiinieeiieeee et s Seite 68

LEDENSIAUT ...cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Seite 69



Abkirzungen

Verzeichnis der haufigsten Abkurzungen:

2D PAGE
BAL

CF

HLCG
HLE
HLP3

|EF

IPG
Mol.W
P.aeruginosa
PAP

SDS
SDS/PAGE
SP-D
SP_DPAP
SP-p™
SP-p™
Sp-p™

Zweidimensionale Polyacrylamid Gel Elektrophorese

Bronchoalveolére Lavage
Cystische Fibrose

Humanes Leukozyten Cathepsin G
Humane Leukozyten Elastase
Humane L eukozyten Proteinase 3

| soel ektrische Fokussierung
Immobilisierter PH Gradient
Molekulargewicht

Pseudomonas aeruginosa
Alveolarproteinose

Sodium Dodecy! Sulfat
SDS-Elektrophorese

Surfactant Protein D

Surfactant Protein D von PAP-Patienten isoliert
Surfactant Protein D von Ratten
Rekombinantes humanes SP-D
Rekombinantes Ratten SP-D



Zusammenfassung 7

Zusammenfassung

Surfactant Protein D (SP-D) spielt eine wichtige Rolle in der pulmonalen Immunabwehr und
im Surfactantmetabolismus der Lunge. Friihere in vitro Studien zeigten, dass SP-D resistent
gegenliber einer enzymatischen Proteolyseist. Das Ziel dieser Arbeit war es, den Umfang und
die funktionelle Bedeutung der proteolytischen Degradation von SP-D durch Proteasen weiter
zu untersuchen, die in hohen Konzentrationen bei suppurativen Lungenerkrankungen wie
Mukoviszidose (CF) vorkommen.

|soliertes Surfactant Protein D von Patienten mit Alveolarproteinose (SP-D™F) wurde mit
humaner L eukozytenel astase, humaner Leukozytenproteinase 3, humanem Leukozyten-
cathepsin G und Pseudomonas Elastase inkubiert. Die Reaktionsprodukte wurden mit Hilfe
der SDS Elektrophorese dargestellt und durch Immunblotting mittels polyklonalem
Antikorper detektiert. Zusétzlich wurden proteolysierte Fragmente mit Hilfe der Aminosaure-
Sequenzanalyse identifiziert.

Alle untersuchten Proteasen degradierten SP-D™P

in Abhangigkeit von der Zeit. Die
Fragmente hauften sich um 38 kDa unter reduzierenden Bedingungen an. Durch Zugabe von
Ca'" kam es zu einer zeitlichen Verzogerung der Degradation, jedoch nicht zu einer
kompletten Hemmung. Die Sequenzanalyse zeigte, dass durch humane Leukozytenel astase,
hauptséchlich Fragmente des Kohlenhydrat-Erkennungs-Bereiches (CRD) generiert wurden
und so SP-D™" partiell proteolysiert wurde. Nach limitierter Proteolyse war sowohl die
Bindungsfshigkeit von SP-D™ an seinen Kohlenhydratliganden Maltose, als auch die
funktionelle Aktivitdt in Form der Aggregation des gram-negativen Keimes Pseudomonas
aeruginosa aufgehoben.

Diese Untersuchungen zeigen, dass eine limitierte Proteolyse von SP-D™ durch Proteasen in
einem Konzentrationsbereich ablaufen kann, welcher fir Lungenerkrankungen mit einer
vorwiegend von neutrophilen Granulozyten gepragten Entziindungsreaktion typisch ist. Eine
derartige partielle Proteolyse resultiert in einer eingeschrankten funktionellen Aktivitdt von
SP-D. Daher sind bei verschiedenen Lungenerkrankungen, die mit einer neutrophilen
Inflammationsreaktion einhergehen, biochemische und funktionelle Alterationen von SP-D zu

erwarten.
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1. Einleitung

Surfactant Protein D

Die Surfactantproteine sind wichtige Bestandteile des Abwehrsystems der Lunge und bilden
neben den Phospholipiden etwa 10 % des Gesamtlungensurfactants. Man unterscheidet die
hydrophoben lipidassozierten Proteine (Surfactantproteine B und C) und die hydrophilen
Proteine (Surfactantproteine A und D) [Crouch, 1998].

Das Surfactantprotein D (SP-D) gehdrt zur Gruppe der kollagenen Glycoproteine und
calciumabhangigen Lectine und wird in der Lunge von den Alveolarepithelzellen Typ Il und
nicht ciligren Bronchialepithelzellen synthetisiert [Mason et al., 1998].

Die komplexe Quartérstruktur (Abb. 1), ein Dodecamer, wird aus 4 Trimeren gebildet, welche
wiederum aus identischen Monomeren zusammengesetzt sind. Diese Monomeren enthalten
einen Aminoterminus, einen kollagenen Anteil, einen Halsbereich und einen Kohlenhydrat-
Erkennungsbereich (CRD).

Aming-  Collagenous Carbohydrate
Terminus  Domain Neck Recognition
Domain

Irimer Dodecamer

., | 0
'_"Eul \rf
ﬁ i ~
. { |24
i s — i = —
E5 O CR . | 1 '
- |“ = i =
. |

Abb. 1: Struktur von Surfactant Protein D [aus Mason et ., 1998]

SP-D ist in der Lage, gram-negative und gram-positive Bakterien zu binden. Hierbei kommt
es zu einer calciumabhangigen Wechsalwirkung des CRD mit Zellmembranbestandteilen. So
werden z.B. die Kernoligosaccharide des L PS von Pseudomonas aeruginosa oder E.coli
gebunden [Mason et al., 1998]. SP-D agglutiniert ebenfalls Influenza A Viren [Crouch, 1998],
hemmt das Hamagglutinin und steigert die Bindungsfahigkeit neutrophiler Granulozyten
[Mason et al., 1998].
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SP-D spielt auch eine Rolle in der Abwehr von Pilzinfektionen [Reid, 1998]. So bindet SP-D
an Aspergillus fumigatus Conidien [Allen et a., 1999] und steigert deren Phagozytose und
Abt6tung durch Leukozyten und alveolare Makrophagen [Mason et al., 1998]. Die Adhérenz
von Pneumo-cystis carinii an Makrophagen wird durch SP-D ebenfalls stimuliert [Mason et
al., 1998]. Aufgrund dieser Eigenschaften spielt das SP-D in der Immunabwehr eine grof3e
Rolle.

Surfactant Protein D und Cystische Fibrose (CF)

Cystische Fibrose ist eine autosomal -rezessive Funktionsstérung der exokrinen Driisen,
verursacht durch Mutationen im Gen des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR). Zentrale Folge dieses Defektes ist eine pathologische, zéhe Atemwegs-
sekretion und eine chronisch persitierende Inflammationsreaktion der Lungen.

Die chronische bakterielle Infektion der Atemwege und die resultierende Zerstérung des
Lungengewebes ist hauptverantwortlich fir die Mortalitdt und Morbiditét bei CF. Besonders
héufig sind die Infektionen durch Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosas zu
beobachten [Postle et al., 1999].

Einige Studien zeigten, dass die Konzentrationen der Surfactantproteine A und D in BAL von
Patienten mit CF deutlich erniedrigt sind [Postle et al., 1999; Griese et al., 1997] (siehe auch
Tabl.).

Tab. 1. Konzentrationen von SP-D und SP-A in BAL bel CF und Kontrollgruppen
[aus: Postle et al., 1999]

SP-A and SFP-I concenirations in pediatrfe BALF samples
. . Subiject Group

Contral Infection Cysiic Fibrosis

(= 1 (n= 1 (r=10
SP-a, pg/ml median (95% CI) 12.35 (B.57-10.83) 078 (3.05-23.26) 2.65* (0.03-8.63)
SP-D, ng/ml. median {95% CI} B41 (B.43-1216) 1217 {4.75-1313) 0.4 {0.1-11.79)
[-'_.[:-.n;p"::-:'.sphnhpln:l_ ng'nmodl, mvecian (95% CI) 184 (B0-588) 148 {55-458) 22.6% (1-101)
SP-Dr:phospholipid, ng/nmol, median (95% CT) 5.52 (0.231-33.06) 0.206* (QL038-8. L6} 0 G017 (0001 0,1 18)

Concentratiors of SP-A and SP-I in BALF were memsured by ELISA and expressed as shaolute coseentracion and redative to cotal phosphalipid, Results ate pre

serded as median values with 85% conlidence Intervals specilied. Signiflcant differences betwesn groaps wene estimated by the Mann-Whitney L' tesls *F < .05 ver
ug comwirol group; TP < .05 versus infoction growp

Wiedie Tab. 1 zeigt, war die SP-D Konzentration bel nicht-CF lungenkranken Kindern mit

Atemwegsinfektion gegentiber lungengesunden Kindern signifikant erniedrigt. Jedoch ist eine
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ausgepragte Erniedrigung von SP-A und SP-D bel CF kranken Kindern in dieser Studie

deutlich zu erkennen.

Lungenrelevante Proteasen und CF

Neutrophile Granulozyten sezernieren verschiedene Proteasen, wobel pathogenetisch vor
allem die Serinproteasen und hier die neutrophile Elastase, Cathepsin G und Proteinase 3 eine
bedeutende Rolle spielen [Hubbard et a., 1991]. Das zellulére Infiltrat in den Atemwegen bel
CF weist eine z.T. extrem starke Neutrophilie auf (siehe Abb. 2) [Konstan et al., 1994;
Hubbard et al., 1991; Birrer et al.,1994]. Daher sind bei CF-Patienten besonders hohe
Konzentrationen dieser Proteasen in den Atemwegen zu erwarten und auch bereits
nachgewiesen worden [Caughey, 1994; Witko-Sarsat et al., 1999].

20 =
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-
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Abb. 2: Darstellung der Anzahl neutrophiler Granulozyten, M akrophagen und
Lymphozyten bei Patienten mit CF und gesunden Patienten (NL) in ELF
(Epithelial lining Fluid)

[aus: Konstan et al., 1994]

Die humane Leukozyten Elastase (HLE), die bedeutendste Serinprotease (M olekulargewicht

29 kDa), kommt in den azurophilen Granula der neutrophilen und basophilen Granulozyten

und ebenso in Mastzellen vor [Hubbard et al., 1991]. HLE besitzt die Fahigkeit, Elastin,

welches in besonders hoher Konzentration im Lungengewebe vorkommt, zu hydrolysieren.

Das Enzym weist eine besondere Spezifitdt zu Alanin und Valin auf [Caughey, 1994; Witko-

Sarsat et al., 1999]. Neben der Gewebeschadigung durch Hydrolysieren von Proteinen in

Basalmembranen, extrazellulérer Matrix und zellassozierter Glycokalix, kann HLE

Endothelzellen, Epithelialzellen und serése Zellen aktivieren. Eosinophile Granulozyten
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werden durch HLE degranuliert [Liu et al., 1999]. Sehr hohe Konzentrationen von HLE sind
mehrfach in den CF-Atemwegssekreten gemessen worden (im Sputum [Witko-Sarsat et al.,
1999] und in der Lungensplilflissigkeit [Birrer et al., 1994; Konstan et al., 1994]).

Die gleiche Spezifitdt wie HLE besitzt die humane Leukozyten Proteinase 3 (HLP 3). Sieist
ebenfalls eine Serinprotease, hat ein Molekulargewicht von 27 kDa und ist jedoch
ausschliefdlich in den neutrophilen Granulozyten zu finden [Caughey, 1994]. Witko-Sarsat
und Mitarbeiter [Witko-Sarsat et al., 1999] fanden im Sputum von Patienten mit CF sogar
deutlich héhere Konzentrationen von Proteinase 3 als HLE. Bei Patienten mit chronischer
Bronchitis ohne CF waren die Werte der HLE erhoht gegentiber der Proteinase 3. HLP 3 ist
wie HLE in der Lage, Proteine der extrazelluldren Matrix zu degradieren.

Eine hohe Aktivitdt von Leukozyten Cathepsin G (HCG) wurde auch im Sputum von
Patienten mit CF gemessen [Rochat et a., 1996]. Leukozyten Cathepsin G kommt ebenfalls
nur in neutrophilen Granulozyten vor. Diese ,, Chymotrypsin-ahnliche® Serinprotease besitzt
die gleiche Substratspezifitat wie das Chymotrypsin und spaltet Proteine vor allem zwischen
den Aminosduren Phenylalanin und Thyrosin [Caughey, 1994; Hubbard et al., 1991]. Daher
hat Cathepsin G die Fahigkeit, eine grof3e Zahl von Proteinen der pulmonalen Matrix
insbesondere Kollagene vom Typ | und 111 sowie Fibronectin abzubauen [Hubbard et a.,
1991].

Eine bakterielle elastolytische Protease ist die Pseudomonas Elastase. Diese Metall oprotease
(Cofaktoren Zink und Kalzium) wird von Pseudomonas aeruginosa gebildet und sezerniert.
Aufgrund der hohen Keimbesiedelung durch Pseudomonas aeruginosa der Atemwege bei CF,
kommt es zu hohen Aktivitéten dieses Enzymes im Sputum bei Infektionen mit Pseudomonas
aeruginosa [Bruce et al., 1985].

In einer vorausgegangenen Studie wurde gezeigt, dass SP-D™ eine hohe Resistenz gegeniiber
einer Proteolyse aufweist. Eine proteolytische Degradation war in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen worden [Brown-Augsburger et al., 1996]. Andererseits haben Dong und Wright
die Degradation von SP-D™ durch Alveolarmakrophagen in vitro gezeigt [Dong Q, Wright
JR, 1998].
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Diese Ergebnisse wurden aufgegriffen und detailliert untersucht, da eine hohe Konzentration
an Proteasen bei schweren suppurativen Lungenerkrankungen zu einer Schadigung von SP-D
fuhren konnten. Dadurch wirde eine funktionelle Schadigung des Abwehrmechanismus des
SP-D bei der Keimbesiedelung und Infektion durch pathogene Erreger, wie Pseudomonas
aeruginosa, begunstigt und eine entsprechende Korrektur kdnnte maégliche neue

therapeutische Ansétze er6ffnen.
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2. Material und M ethoden

2.1. Material
2.1.1. Gerdte

Fur die SDS/PAGE wurde das NuPAGE Elektrophorese System (bestehend aus Xcell 11 Mini-
Cell; Xcell Blot Module) von der Firma Novex/Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) genutzt.

Fir das Einscannen und Bearbeiten der Gele wurde das Fluor-S Multimager-System

und die dazugehorige Software MULTI ANALY ST der Firma Biorad (Richmond,

CA, USA) benutzt.

Fur die 2D PAGE wurde die Multiphor Elektrophorese Kammer mit Rehydrierungs-

kassette, Gel giel3kassette (bestehend aus Glasplatten, Flexiclamp, Gradientengief3er),
Filmremover, Westernblotkammer und DryStripKitRahmen der Firma Amersham Pharmacia
Biotech (Uppsala, Schweden) verwendet.

2.1.2. Materia

Fur die SDS/PAGE wurden das Novex System der Firma Novex/Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA) mit folgenden Komponenten benutzt: NuPAGE 10 % Bis-Tris Gele, NUPAGE
Antioxidant, NUPAGE MOPS SDS Running Buffer 20X, NUPAGE LDS Sample Buffer,
NuPAGE Reducing Agent, NUPAGE Tris-Acetat (3-8 %) Gele, NUPAGE Tris-Acetat SDS
Running Buffer 20X, Mark 12™ Wide Range (enthaltene Proteine siehe Abb. 4), See Blue™
PreStained Marker (enthaltene Proteine siehe Abb.5).

Fur die 2D PAGE wurden IPG Dry Strips (Pharmacia Biotech; Uppsala, Schweden),
Gel Bond (Biozym; Oldendorf, Deutschland), Filterpapier (Whatman International;
Maidstone, USA), Nitrocellulosemembran (Amersham Pharmacia Biotech; Uppsala,
Schweden) und ECL-Plus System (Amersham Life Science; Buckinghamshire, UK)
verwendet.
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Enzyme

Die Humane Sputum L eukozyten Elastase (HLE) 875 U/mg protein (29500 Da)

[EC 3.4.21.37], das Humane Sputum L eukozyten Cathepsin G (HCG) 4400 U/mg protein
(23500 Da) [EC 3.4.21.20], die Humane Sputum L eukozyten Proteinase 3 (HLP3) (29000 Da)
[EC 3.4.21.76] und die Pseudomonas aeruginosa Elastase (PAE) (53687 Da) 261 U/mg
protein [EC 3.4.24.26] stammten von der Firma Elastin Product Company (Owensville, Mo,
USA).

Antikorper

Anti-human SP-D (polyclonal) nativ war eine freundliche Gabe von Prof. K. B. Reid (Oxford,
UK). Anti-human SP-D (S91) war eine freundliche Gabe von Prof. E. Crouch (St.Louis, MO,
USA). Die Meerettich-Peroxidase (konjugierter Goat Anti-Rabbit polyclonal 1gG) stammte
von der Firma Biorad Hercules (CA, USA).

Surfactant Protein D

Das SP-D™ (rekombinantes human SP-D) und das SP-D"® (rekombinantes Ratten SP-D)
wurden von Prof. E. Crouch (St.Louis, MO, USA) freundlicher Weise zu Verfiigung gestellt.
SP-D™" wurde mit der Methode, welche unter 2.2.2 beschrieben ist, isoliert.

Verwendete Chemikaien

Acrylamid, Ammoniumpersulfat, Bisacrylamid, Dichlordiphenyltrichlorethan (DTT), Glycin,
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Pharmalyte (3-10), Sodiumdodecylsulfat (SDS),
Silikondl Dry Stripcover Fluid, Urea stammten von der Firma Amersham Pharmacia Biotech
(Uppsala, Schweden).

Bromphenolblau, Chaps, Jodacetamid, Molekulargewichtsmarker LMW, N,N,N,N Tetra-
methylethylendimaine (TEMED) von Sigma (St. Louis, USA).

Essigsdure, Formaldehyd, Glycerin, HCI, Methanol, Natriumcarbonat, NaCl, Natriumacid,
Natriumthiosulfat, Pefablock, Ponceau SC, Silbernitrat, Tris HCI von Merck (Darmstadit,
Deutschland).
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Kerosin, Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF), Trichloressigséure von Fluka Chemie AG
(Neu-Ulm, Deutschland). Serdolit MB-1 lonenaustauscher p.a. von Serva-Elektrophoresis
GmbH (Heidelberg, Deutschland). Das Aqua dest (Millipore), Ethanol, stammten von der
Apotheke des Klinikum der Innenstadt (M Ginchen, Deutschland).

Als Mager-Milchpulver wurde Bebita der Firma Salamon Vertriebs GmbH (M tnchen,
Deutschland) verwendet. Rinderalbumin (BSA) stammte von der Firma Paesel & Lore
(Hanau, Deutschland).

2.1.3. Patientenmateria

BAL PAP

Gepoolte bronchoalveolédre Lavage von adulten Patienten mit idiopatischer PAP wurde uns
vom Krankenhaus Gauting (Gauting, Deutschland) freundlicher Weise zur Verfligung gestellt.
Die Lavage wurde aus therapeutischen Griinden durchgefiihrt und das anderweitig verworfene

Material zur Isolierung des SP-D verwendet.

CEBAL

Die Proben der BAL der 4 Patienten mit klinisch manifester und durch positiven Schweil3test
bestétigter CF wurden einer Studie zur Darstellung des Effektes von inhaliertem 41 Anti-
trypsin auf proteolytische veréndertes CF Lungengewebe [Griese et al., 2001] entnommen.

Eine Aufklarung und eine Einverstandniserklérung der Eltern lag vor Beginn der BAL vor.

2.2. M ethoden

2.2.1. Gesamtprotei nbestimmung

Der Gesamtproteingehalt der Proben wurde spektophotometrisch mit dem Photometer Anthos
Il (Anthos, Salzburg, Osterreich) mit Hilfe der Biolise-Software (Biolise, Hombrechtikon,
Schweiz) nach der Methode von Bradford [Bradford, 1976] bestimmt. Dieser Nachwels
beruht auf der spezifischen Bindung des Farbstoffes Coomassie Brillant G an Proteine, wobei
das Absorptionmaximum des Farbstoff-Proteinkomplexes bei 595 nm liegt. Als Standard
wurde Rinderserumalbumin verwendet. Die Bestimmung erfolgte in 96 well Microtiterplatten

(Greiner, Frickenhausen, Deutschland) und wurde bel Raumtemperatur durchgefihrt. Die
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Proben wurden anschlief3end zu je 80 pg Gesamtprotein aliquotiert und bei —70 °C
eingefroren.

2.2.2. SP-D™P |solierung

Die Isolierung des humanen SP-D™F erfolgte aus gepoolter bronchoalveolérer Lavage (BAL)
von Patienten mit pulmonaler Alveolarproteinose mit Hilfe der Maltose-Agarose Affinitéts-
chromatographie nach der Methode von Strong et a. [Strong et al., 1998] unter Verwendung
des Purifier Akta (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden).

Dazu wurde BAL mit 20 mM Tris-HCI und 10 mM EDTA bei pH 7,4 eingestellt. Nach einer
Zentrifugation bei 10 000 g tiber 40 min wurde der Uberstand auf 20 mM CaCl, rekalzifiziert
und anschlief3end auf eine Maltose-Agarose Saule (M 8896, Sigma, St. Louis, USA) aufge-
tragen. Nach Waschen der Saule wurde das gebundene SP-D™* anschlieRRend durch 50 mM
Mangan(l1)-chlorid, 20 mM Tris-HCI pH 7,4 heruntergespuihlt. Die weitere Aufreinigung des
SP-D™ erfolgte durch eine Gelfiltration-Chromatographie tiber Superose 6 ( No. 9834044,
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Die Aquilibrierung der Saule erfolgte
durch 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl und 5 mM EDTA bei pH 7,4. Die durch diese Auf-
trennung gewonnenen Fraktionen wurden bel —70 °C aufbewahrt. Die Fraktionen des
markierten Peaks (siehe Abb. 6, Abschnitt 3.1.1.) enthielten SP-D™F und mit diesen
ungepoolten Fraktionen wurde weiter gearbeitet.

2.2.3. Bestimmung der SP-D™"-K onzentration

Die Konzentration des SP-D™F der Fraktionen wurde durch einen Zweiseiten-EL | SA
bestimmt, wobei das nachzuweisende SP-D™F an zwei Antikérper (1. Antikdrper: VI F 11
monoklonaler mouse anti-rat SP-D, kreuzreaktiv mit human SP-D, BMA Biomedicals AG,
Augst, Schweiz; 2. Antikérper: 11 E 11-Biotin monoklonaler mouse anti-rat SP-D, BMA
Biomedicals AG, Augst, Schweiz) gebunden und mit einem Antiglobulin-Enzymkonjugat
(Avidin-Peroxidase Komplex, DAKO, Glostrup, Danemark) nachgewiesen worden. Als SP-D
Standard wurde rekombinantes human SP-D verwendet.

2.2.4. Messung der Humanen Leukozyten Elastase Aktivitét

Die Humane Leukozyten Elastase (HLE) Aktivitét der BAL von CF wurde spektro-
photometrisch mit dem Photometer Anthos |1 (Anthos, Salzburg, Osterreich) mit Hilfe der
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Biolise-Software (Biolise, Hombrechtikon, Schweiz) unter Verwendung des Sustrates N-Suc-
Ala-Ala-Ala p-Nitro anilide (320 pg/ml) (Elastin Products Company, Owensville, Mo, USA)
bestimmt [von Bredow et al., 2001]. Dieser Assay wurde bel Raumtemperatur in 96 well
Mikrotiterplatten (Greiner, Frickenhausen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Anderung der
Absorption wurde photometrisch tiber 5 min kontinuierlich bei 410 nm gemessen. Die
Aktivitét der HLE wurde durch Vergleich mit der Standardkurve (0-12,26 U/ml) ermittelt.

2.2.5. Gelelektrophorese

Eindimensionale SDS Elektrophorese (1D SDSPAGE) und Westernblotanalyse

Die lyophilisierten Proben wurden nach Vorschrift des NOVEX-Systems im NUPAGE-LDS-
Sample-Buffer (20 il pro Lane) fur 10 min bei 70 °C inkubiert. Durch die Zugabe des

NuPA GE-Reducing-Agent wurden die Proben reduziert. Aus dem NuPAGE System wurden
die Bis-Tris-HCI gepufferten (ph 6,4) Polyacrylamid-Gele mit einer Acrylamidkonzentration
von 10 % und die Tris-Acetat gepufferten (ph 7,0) Polyacrylamid-Gele mit der
Acrylamidkonzentration von 3-8 % verwendet.

Fur die Bis-Tris (10 %) Gele wurde als Laufpuffer der NUPAGE-M OPS-SDS-Running-
Buffer-20X benutzt. Dieser wirkt aufgrund seines SDS-Gehaltes denaturierend. Fir stabile
reduzierende Bedingungen sorgte die Zugabe von NuPAGE-Antioxidant zum NUPAGE-SDS-
MOPS- Buffer.

Fur die nativen Tris-Acetat (3-8 %) Gele wurde als Laufpuffer NUPAGE-Tris-Acetat-SDS
Running- Buffer-20X verwendet, welcher ebenfalls denaturierend wirkt, aufgrund der
fehlenden Zugabe eines NuPAGE-Reducing-Agent aber nicht reduzierend ist.

Die Elektrophorese erfolgte in den Mini-Cell-Kassetten unter folgenden L aufbedingungen:

Fur Bis-Tris-Gele: 200 V, Start: 100 mA, Ende 60 mA pro Gel tber 50 min.
Fur Tris-Acetat-Gele: 150 V, Start: 55 mA, Ende 40 mA pro Gel tber 60 min.

Als Protein Standard wurde Mark-12™ Wide-Range bzw. See-Blue™ PreStained Marker von
Novex/ Invitrogen verwendet (Siehe Abb.3 und 4).

Nach dem Elektrophoreselauf erfolgte entweder eine Silberférbung, eine Coomassiefarbung
oder ein Proteintransfer (Westernblott) auf eine Nitrocellulosemembran.
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Abb. 3: Mark 12™ Standard
(aus NUPAGE Electrophoresis System:
Instruction Booklet von Novex- Invitogen)

Protein:
200 kDa - Myasin
116 kDa i B-Galactosidase
97 kDa - Phos B
66 kDa sinai BSA
55kDa | — GDH
36 kDa o
kpa | — | EDB
21 kDa - Trypsin Inhib
14 kDa Lysozyme
6 kDa o Aprotinin
35 kDa | == | [Insulin B chain
2.5 kDa Insulin A chain
Protein:
210 kDa | === Myosin
78 kDa - BsA
55 kixa — GDH
45 kDa | == ADH
34 kDa — CAH
23 kDa S Myoglobin
16 kDa —— Lysozyme
7 kDa weme= | Aprotinin
4 kla m—— Insulin B chain

Abb. 4: SeeBlue™ Pre Stained Marker
(aus NUPAGE Electrophoresis System:
Instruction Booklet von Novex/ Invitrogen)
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Silberférbung und Coomassi efarbung

Fur die Silberfarbung der NUPAGE Gele wurde das NOV EX-SilverX press-Silver-Staining-
Kit verwendet.

Nach der Fixierung der Gele Uber 10 min in 50 % Methanol, 10 % Essigsaure und 40 % Aqua
dest, erfolgte die Silberfarbung nach Vorschrift des Kits (Novex/ Invitrogen).

Fur die Coomassieférbung wurde das NOV EX-Colloidal-Blue-Kit verwendet. Der Vorteil lag
hierin, dass die Proteinbanden nach der Farbung und Dokumentation anschlief3end auf
Nitrocellulosemembranen geblottet werden konnten. Auch hier wurde nach der Vorschrift der

Firma Novex/ Invitrogen vorgegangen.

Westernblot und Entwicklung der Nitrocellulosemembran

Der Proteintransfer erfolgte im vertikalen ,, SemiDry* Verfahren unter Nutzung der NOVEX
X Cell-Appartur (X-Céll-11-Mini-cell; Blot-Module) auf eine Nitrocellulosemembran fr

60 min bel 30 V und Anfangsstromstérke von 170 mA, Endstromstérke 110 mA im
NuPAGE-Transfer-Buffer.

Die Membran wurde 30 min in 5 % Milchpulverl6sung inkubiert zur Absdéttigung der noch
freien Bindungsstellen. Uber Nacht erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper (Anti-
human SP-D nativ, polyclonal; 1:250) in 5 % Magermilchpulver bel 4 °C und nach Entfernen
von Uberschiissigen nicht gebundenen Molekiilen durch folgende Waschschritte

(1) 10 minin TBS (50 mM Tris HCI pH 7,4, 200 mM NaCl)
(2) 10 minin TTBS (0,01 % Triton X in TBS)
(3) 10minin TBS

wurde mit einem 2. Antikorper (M eerrettich-Peroxidase konjugiertes goat anti-rabbit
polyclonales IgG in Magermilchpulver 1:10000) fur 60 min bel 4 °C inkubiert. Die Membran
wurde erneut fur zweimal 10 min in TBS gewaschen und schliefdlich durch das Chemi-
lumineszenz-V erfahren (ECL-System) entwickelt.

Mit Hilfe des Fluor-D Multimager-System wurden die geférbten Gele und die entwickelten
Filme eingescannt und unter Verwendung der dazugehoérigen Software Multianalyst

ausgewertet. Aufgrund der Bandenbreite wurde fr die Beschreibung des Molekulargewichtes



Material und Methoden 20

der obere und der untere Rand der einzelnen Banden bewertet und ein Mittelwert zur
einfacheren Handhabung angegeben. Die Verteilung der Banden innerhalb einer Lane
(Gesamtbandenflache 100 %) wurde ermittelt und ist in Tab. 4- 10 im Anhang dargestellt.

Zweidimensional e Polyacrylamid Gel Elektrophorese (2D PAGE)

Fur die Elektrophorese wurde die Probe entsalzt durch Dialyse gegen Aquadest im Verhdtnis
1:100 in Dialyseschlauchen mit einer Molekulargewichtstrenngrenze (Spectrum Laboratories
NC, Rancho, Dominguez, CA, USA) von 1.000 Da tiber 24 h bei 4 °C. Anschlief3end wurde
die Probe lyophilisiert (Bachhofer Vakuum Konzentrator) und resuspendiert in einer
Solubilisierungslosung (9 M Harnstoff, 2 % Chaps, 1 % DTT, 0,8 % w/v 2-D Pharmalyte ph
3-10, 8 mM Pefablock SC).
Die 2D Polyacrylamidgele wurden nach der Vorschrift nach Goerg und Mitarbeiter [Gorg et
al.,1988] selbst hergestellt.
Im einzelnen sind folgende L 6sungen vorbereitet worden:

Losung I: 28,8 % Acryamid + 1,2 % Bisacrylamid

Losung I1: 1,5M Tris HCI Puffer, pH 8,8 + 0,4 % SDS

Losung I11: 40 % Ammoniumpersulfat

Die Ldsungen wurden anschlief3end nach folgendem Schema angesetzt und zum Gief3en der

Gele verwendet:
Sammelgel (6 %): Trenngel (12 %):
1,6 ml Losung | 9,6 ml Losung |
2,0 ml Aqua dest. 6,0 ml Aqua dest
2,0ml Losung |1 6,0 ml Losung |1
3,0 g Glycerin 3,0 g Glycerin
Direkt vor dem Gief3en der einzelnen Ansétze wurden:
8 W Losung 11 24 ul Losung 111
2,4 1l TEMED 7,2l TEMED

dazupipettiert, um den Polymerisationsprozel3d durch Radikalbildung zu starten und
Kettenbildung der Polymere zu erhalten.

Die Gele sind auf ein Gel Bond Film aufpolymerisiert worden fir 30 min bei 50 °C (siehe
Abb. 5.A-C)



Material und Methoden

Abb. 5: 2D PAGE ( nach Gorg et al., 1988)
A-C Vorgehen beim Gief3en der Gele,
D+E |soel ektrische Fokusierung
F+G Zweite Dimension

21
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Die Isoelektrische Fokusierung erfolgte in den rehydrierten |PG-Gel Streifen (13 cm, ph 3-10)
unter Verwendung des DryStripKit Rahmen der Multiphor Elektrophorese Kammer unter
folgenden Bedingungen:

(1) 30min 150V

(2 1h 300V

(3 1h 600V

(4 4h 3500V
Die Stromstérke und die Leistung wurden konstant gehalten bei 1 mA/ Streifenund 5 W
(siehe Abb. 5. D+E).

Nachdem die IPG Gel Streifen erst in Lésung | [50 mM Tris HCI ph 8,8, 6 M Harnstoff,
30 % Glycerin, 2% SDS, 1% DTT (65 mM), Bromphenolblau], dann in Lésung |1
[50 mM TrisHCI ph 8,8, 6 M Harnstoff, 30 % Glycerin, 2 % SDS, 8 % Jodacetamid
(220 mM), Bromphenolblau] aquilibriert wurden, erfolgte die Elektrophorese mit Hilfe
der Multiphor Elektrophorese Kammer unter folgenden Bedingungen:

(1) 200V /30mA/30W 1h

(2 600V /30mMA/30V  3h.
Als Molekulargewichtsmarker wurde der LMW-Standard-Marker von Sigma (M 3913,
Sigma, St. Louis, USA) [Albumin 66 kDa, Ovalbumin 45 kDa, Glyceraldehyde 3 phoshate
Dehydrogenase 36 kDa, Carbonanhydrase 29 kDa, Trypsinogen 24 kDa, Trypsinogen 24 kDa,
Lactalbumin 14,2 kDa, Aprotinin 6,5 kDa] verwendet, nachdem dieser in Lammli-Puffer
(240 mM Tris HCI ph 6,8, 4,8 % SDS, 6 % Mercaptoethanol, 24 % Glycerin,
0,012 % Bromphenolblau) geldst und bei 95 °C fur 10 min gekocht wurde.
Das als Proteinstandard verwendete SP-D™ wurde ebenfalls vorher in Lammli-Puffer gelost
und bel 95 °C 10 min gekocht.

Westernblotanalyse

Der Proteintransfer (Westernblot) der Proteinbanden aus der 2D PAGE auf eine Nitro-
cellulosemembran erfolgte im horizontalen ,, Semidry Blotting“ Verfahren fir 85 min bel
konstanter Stromstarke von 0,8 mA/cm? Trenngel oberflache und 20 V in Transferpuffer
(25 mM TrisHCI, 190 mM Glycin, 0,1 % SDS, 20 % Methanal).

Zur Entwicklung der Nitrocellulosemembran wurde nach den gleichen Schritten wiein der
1 D SDS/PAGE vorgegangen.
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2.2.6. Enzymatische Degradation des SP-D™Y

| soliertes SP-D™P

(200 ng) wurde Uber mehrere Zeitraume (2 min; 10 min, 240 min) in zwei

verschiedenen Enzymkonzentrationen des jeweiligen Enzymes in einem Puffer

(50 mM Tris, 150 mM NaCl, ph 6,5, 0,01 % NaNs) in Ab- und Anwesenheit von 2 mM Ca'™

im Puffer beli 37 °C inkubiert.

Fur die einzelnen Enzyme wurden folgende Konzentrationen verwendet: Humane Leukozyten

Elastase (HLE; 57 pg/ml = 50 U/ml; 5,7 pg/ml = 5 U/ml); Humanes L eukozyten Cathepsin G

(HCG; 11,36 pg/ml =50 U/ml; 1,136 pg/ml = 5 U/ml); Humane Leukozyten Proteinase 3

(HLP 3; 11,44 pg/ml; 1,144 pg/ml); Pseudomonas aeruginosa Elastase (PAE; 9,5 pg/ml = 2,5

U/ml).

Dazu wurden erst der Puffer mit der jeweiligen Konzentration des Enzymesin 1,5 ml

Eppendorfgefalien [Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland] auf Eis vorgelegt,

anschlieRfend das SP-D™" dazupipettiert und der erste Zeitansatz t1= 2 min entnommen. Die

Reaktion wurde durch sofortiges Lagern bel —-60 °C gestoppt. Anschlief3end wurde der

restliche Ansatz im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Nach 10 min wurde der Ansatz t2

entnommen.

Als Kontrollversuche wurden:

(1) SP-D™* ohne Enzym in Puffer Uber die Zeit (2 min; 10 min; 240 min) bei 37 °C

(2) Vorherige Hemmung des Enzymes durch 5 mM PMSF fir die Serinprotease HLE und
HLP 3 bzw. 5 mM EDTA fur die Metalloprotease PAE untersucht.

Die einzelnen Ansétze wurde bei —60 °C gelagert und in der SDS/PAGE dargestellt und

ausgewertet.

2.2.7. Darstellung und funktionelle Assays des Abbauproduktes

Fir die funktionellen Assays wurde ein Ansatz mit SP-D™" und HLE (5 U/ml) bei 37 °C uiber
240 min inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch die Zugabe von 5 mM PM SF gestoppt.
Ein Teil des Ansatzes wurde in der SDS/PAGE dargestellt und diente der Dokumentation der
Degradation. Der andere Teil wurde fir die Agglutination und den Bindungsassay sowie fur

die Sequenzierung verwendet.
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M altosebindungsassay

Um die Kohlenhydratbindungsfahigkeit des SP-D™" bzw. des Abbauproduktes festzustellen,
wurde ein Zweiseiten-EL1SA durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurde eine Mikrotiterplatte (Maxisorp C 96, Nunc, Wiesbaden, Deutsch-
land) mit Avidin (20 pg/ml in Carbonatpuffer [15 mM Na,COs, 35 mM NaHCOs, ph 6,9]) bel
4 °C Uber Nacht inkubiert. Anschlief3end wurde biotinylierte PAA-Maltose

(Syntheson, Moskau, Rudand) (2 pg/ml in TBS/TC [10 mM Tris, 140 mM NaCl, 5 mM
CaCly, 0,1 % Triton X-100, ph 7,4]) fur eine Stunde bei Raumtemperatur gebunden. Nach
dreimaligem Waschen mit TBS/TC ( ELISA Waschstral3e, Unitech, Gail3ach, Deutschland)
erfolgte eine Blockung mit einem Blockpuffer (TBS/TC 1 % BSA ) Uber 1 Stunde bei 37 °C.
Nach einem Waschgang (3 x TBS/TC) wurden der Standard und die Proben, welche 1:1in
Blockpuffer gel6st waren, aufgetragen. Als Standard diente das Ausgangs SP-D™ in einer
Verdiinnung von 200 ng/ml. Als Kontrollproben wurden SP-D™ + PMSF sowie

SP-D™F +PM SF gehemmte Elastase und degradiertes SP-D™* untersucht. Die Platte wurde
bei 37 °C zwel Stunden inkubiert. Nach dem Waschen (3 x TBS/TC) erfolgte das Auftragen
des monoklonalen Maus-Antikorper gegen Ratten SP-D (BMA Biomedicals, Augst, Schweiz)
in einer Konzentration von 0,2 pg/ml in Blockpuffer verdinnt und tber eine Stunde bei 37 °C
inkubiert. Nach dem Waschen (3 x TBS/TC) wurde als zweiter Antikérper Anti-Maus 1gG
vom Kaninchen verwendet, welcher an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist (Dianova,
Hamburg, Deutschland). Er wurde 1:1000 in Blockpuffer verdiinnt aufgetragen. Nach
einsttindiger Inkubation bei 37 °C und anschlieffendem Waschen (3 x TBS/TC) erfolgte die
Substratreaktion a's Umsetzung des Reagenz ABTS (Boehringer, Mannheim, Deutsch-
land)(10 mg ABTS in 10 ml Citrat-Puffer ph 4,0,+ 10 pl H,0, 30 %) welches zugegeben
wurde und nach ca. 10 min, 30 min und 60 min wurde die Extinktion bei einer Wellenlange
von 405 nm (iber ein Photometer Anthos Il (Anthos, Salzburg, Osterreich) gemessen. Die
Berechnung der Standardkurve und der Probenmesswerte erfolgte computergestiitzt mit dem
Programm Biolise (Biolise, Hombrechtikon, Schweiz).
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Agglutination

Die ausgestrichenen Bakterien des Stammes Pseudomonas aeruginosa 16 (klinische I solation
eines Patienten mit Cystischer Fibrose) wurden in 10 ml TBS Puffer (150 mM NaCl, 50 mM
Tris, pH 7,4) eingertihrt und eine OD von 2 photometrisch eingestellt. Nach einer
Zentrifugation 10 min 10 000 g wird das gewonnene Pellet dreimal in TBS Puffer gewaschen.
Das Pellet wurde nunin 1,3 ml TBS mit 20 mM Ca"™" aufgenommen. Zu 1,5 pl dieser
Bakteriensuspension wurden nun

(1) 13,5 pl SP-D™ mit einer Konzentration von 5 pg/ml in TBS
(2) 13,5 pl degradiertes SP-D™F [5 pg/ml SP-D™F und 5 U/ml HLE] in TBS

auf einen Objekttrager aufgebracht und unter einem Mikroskop auf Agglutinationen hin
untersucht. Die Objekttrager wurden angeféarbt und zur Dokumentation fotographiert und

ausgewertet.

Gdlfiltration

DPP zu erzielen, wurde eine Gelfiltration mit

Um eine Auftrennung des degradierten SP-
Hilfe einer Superose 6 Saule durchgefihrt (Details siehe 2.2.2.).

Dazu wurden 40 pg SP-D™ und HLE (5 U/ml) tiber 240 min bei 37 °C inkubiert. Die
Enzymreaktion wurde mit 5 mM PM SF gestoppt. Anschlief3end wurden in der SDSPAGE
ein Kontrollgel desinkubierten Ansatzes angefertigt.

Der restliche Ansatz wurde Uber eine Superose 6 Séule gegeben und die einzelnen Fraktionen

in der SDS/PAGE untersucht und bei —70 °C aufbewahrt.
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Aminosiuresequenzanalyse des degradierten SP-D™

Die Aminosauresequenzanalyse wurde mit dem Verfahren des schrittweisen Edman-Abbaues
in einer Modifikation nach Hunkapiller durchgefiihrt und freundlicher Weise von Prof. Dr.
Lotspeich (Max-Planck-Institut, Martinsried, Deutschland) Gbernommen.

Die verwendete Apparatur war ein Aminosauresequenzer Procise 492 der Fa. Biosystems
(Weiterstadt, Deutschland) mit On-Line PTH Analyser 140C und UV Detektor 785 A der Fa
Applied Biosystems (Weiterstadt, Deutschland).

Die zu bestimmende Probe (2 pg SP-D™F und HLE 5 U/ml) war vorher 240 min bei 37 °C
inkubiert worden. Die Enzymreaktion wurde durch 5 mM PM SF gestoppt.

2.2.8. Statistik

Falls nicht anders vermerkt, wurden alle Experimente, einschliefdlich der SDS-Gele und
Westernblots mindestens 2- 3 mal reproduziert und je ein reprasentatives Ergebnisin einer
Abbildung dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. SP-D™"

3.1.1. SP-D™P Isolierung

Das Surfactantprotein D, welches fur die folgenden Untersuchungen verwendet wurde, ist aus
gepoolter BAL von Patienten mit Alveolarproteinose nach der Methode Strong et al. (siehe
2.2.2.) isoliert worden. Es wurden die Fraktionen desin Abb. 6 mit einem Pfeil gekenn-

zeichneten SP-D Peaks gewonnen.

15001

SP-D
1000+

500

A 280 nm

‘500 T T T T T T 1

mL

Abb. 6: Die Gelfiltration einer gepoolten PAP- BAL (iber eine Superose 6 Saule nach
vorangegangener Maltose-A garose-Affinitétschromatographie. Die Fraktionen des mit SP-D
markierten Peaks wurden flr die weiteren Experimente verwendet.
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3.1.2. Darstellung des SP-D™F in der SDS/PAGE

Fiir die Molekulargewichtsanalyse des SP-D™" wurden SP-D™, SP-D™ und SP-D™*in der
SDS/PAGE aufgetrennt und mit anschlief3ender Silberfarbung dargestellt und miteinander
verglichen (Abb. 7).

Es konnte kein Unterschied festgestellt werden beziiglich des Molekulargewichtes der
verschiedenen SP-D’s. Das Molekulargewicht betrug unter reduzierenden Bedingungen je
47-51 kDa. Die Bandenbreiten verhielten sich proportional zu den aufgetragenen Protein-

mengen.

1 |2 3 4 |5 6 7 (8 9 10 kba

Al

Abb. 7: Silberfarbung von SP-D'R® | SP-D™ und von SP-D™® nach
SDS/PAGE [10 % Big/Trig]

Die Darstellung des SP-D "® und SP-D "und SP-D™"in SDS/PAGE
unter reduzierenden Bedingungen in drei verschiedenen Konzentrationen
mit anschliefRender Silberférbung. Als zusétzlicher Marker wurde
Ovalbumin benutzt, welches ein Molekulargewicht von 45 kDa hat.

Lane 1 Ovalbumin 0,5 ug

Lane2-4: SP-D™® (2)50ng (3)100ng (4) 150 ng
Lane57: SP-D™ (5)50ng (6) 100ng (7) 150 ng

Lane 8-10: SP-D™F (8)50ng (9) 100ng (10) 150 ng
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Diese Aussage konnte auch durch eine Westernblotanalyse bestétigt werden (Abb. 8).
Zusétzlich wurden mit dieser sensitiveren Methode nicht reduzierbare Di- oder, schwéacher

sichtbar, Oligomere nachgewiesen (Abb. 8, Lane 5 und 6). In geringer Konzentration auch
immunreaktive Banden bel 44 kDa.

il
=
66 —
K

3 —

Abb. 8: Wester nblotanalyse des SP-D'™" und SP-D™"
nach SDS/PAGE [10 % Big/Trig]

Eine gemeinsame Darstellung des SP-D™ und SP-D™* in der
SDS/PAGE unter reduzierenden Bedingungen und
Westernblotanalyse mit antihuman SP-D, polyclonal

Lane1-3: SP-D™ (1) 50 ng; (2) 100 ng; (3) 150 ng
Lane 4-6: SP-D™" (4) 50 ng; (5) 100 ng; (6) 150 ng
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3.1.3. Darstellung des SP-D™" in der 2D PAGE

Um einen noch detaillierteren Uberblick tiber das verwendete SP-D™ zu erhalten, wurde das
isolierte Protein mittels der 2D PAGE aufgetrennt. Hier zeigten sind im isoelektrischen
Bereich von pK 5-9 etwa 12 Spots mit einem Molekulargewicht von 47-51 kDa.

Hohere, nicht reduzierbare Formen stellten sich bei einem pK 5-8 dar (siehe oberer Bildrand,

Abb. 9).

45

36

Abb. 9: Westernblotanalyse des SP-D™” nach 2D PAGE

Darstellung des SP-D™F (1000 ng) in der 2D PAGE unter
reduzierenden Bedingungen und anschlief3ender Westernblotanalyse

mit polyclonalem antihuman SP-D.

(1) SP-D™ 200 ng wurdein der SDS/PAGE in der zweiten Dimension als SP-D-Standard

verwendet.
(2) SP-D™P 1000 ng.
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3.1.4. SP-D und CF

Darstellung des SP-D in BAL von Patienten mit CF in der SDS/PAGE

Um Verdnderungen des SP-D bei Patienten mit Cystischer Fibrose zu untersuchen, wurde
BAL von vier verschiedenen Patienten mit CF elektrophoretisch aufgetrennt und in einer

Westernblotanalyse SP-D mit einem spezifischen Antikdrper nachgewiesen.

kDa

1 1 3

116 ——
97 —

921
3 —

51 48 48
36 41
3 —

Abb. 10: Westernblotanalyse des SP-D nach SDSPAGE [10 % Big/Tris]

Darstellung des SP-D bei verschiedenen CF Patienten in der BAL in einer SDSPAGE
unter reduzierenden Bedingungen und Westernblotanalyse mit antihuman SP-D polyclona

Lane 1: SP-D™P 150 ng al's Standard verwendet
Lane2-5.  verschiedene CF-Patienten, 80 ug Gesamtprotein pro Lane

Zuerst wurde BAL in einer Gesamtproteinmenge von 80 pg pro IPG- Streifen in der 2D
PAGE aufgetragen. Jedoch konnte nach Westernbl otanalyse mit polyclonalem antihuman SP-
D kein SP-D detektiert werden. Dies wurde auf die geringen SP-D Konzentrationen der
Proben zurtickgefuhrt. Dafur Wiederholungen mit héheren Proteinkonzentrationen das
Patienten-material nicht ausreichend vorhanden war, wurde der Nachweis mittels SDS/PAGE
gefuhrt. Bei Verwendung einer Gesamtproteinmenge in der BAL von ebenfalls 80 g
Gesamtprotein pro Lane konnte SP-D nachgewiesen werden.
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In jeder verwendeten Patientenprobe konnte eine Hauptbande bei 48 kDa erkannt werden
(Abb. 10). Nur bei einer Probe war bel 41 kDa eine zusétzliche Bande zu beobachten (Abb.
10, Lane 3).

Tab. 2: Daten zu den einzelnen CF-Proben

Patienten Geschlecht | Alter bel Gesamtprotein | SP-D Gehalt |HLE
Nummer der m/w BAL in in pg/ml in ng/ml Aktivitét in
Probe Jahren U/ml

1 M 14 2240 * *

2 M 14 135,0 52,5 0,9

3 W 15 108,0 28,7 15

4 W 15 183,0 12,8 1,31

* nicht messhar
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3.2. Enzymatische Degr adation des SP-D™F

D™P zu untersuchen, wurde das

Um eine mogliche enzymatische Degradation des SP-
SP-D™® mit drei verschiedenen Serinproteasen und einer Metalloprotease inkubiert.

Der HLE wurde die grofite Bedeutung zugemessen.

3.2.1. Humane Leukozyten Elastase (HLE)

33

Das SP-D™F wurde mit zwei Enzymkonzentrationen (50 U/ml; 5 U/ml) an HLE inkubiert und

anschlief3end mit Hilfe der SDS/PAGE dargestellt.

50 U/ml Enzymkonzentration der HLE

a)
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 kDa
y [—
66 65
o Lod 58
2
enes |
-
36 -
34
3 —
b)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
SP-DP 0,5ug/ml + + o+ o+ + o+ o+ + + o+ 4+
HLE 50U/ml - + + o+ + + + - + + o+
Ca™2mM - + o+ o+
Zeit (min) 0 2 10 240 2 10 240 0 2 10 240
PMSF5mM - - - - - - - - + + +

1+8jeweils als Standard genutzt

Abb. 11: Westernblotanalyse des SP-D™F nach SDS/PAGE [10 % Big/Tris]
Die Inkubation des SP-D™P durch HLE in 50 U/ml Enzymkonzentration bei 37 °C
Uber 3 verschiedene Zeitabschnitte in An- und Abwesenheit von Ca™ im Puffer
und PM SF-gehemmmter HLE.
a) Westernblotanayse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen, densiometrische Auswertung siehe Tab. 4 im Anhang
b) Ansitze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 pl)
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Eine Inkubation von 100 ng SP-D™F in einer HLE-K onzentration von 50 U/ml bei 37 °C tiber
drei verschiedene Zeitabschnitte (2; 10; 240 min) fuhrte in Abhangigkeit des Ca'™ -Gehaltes
des Puffers zu einem Abbau des SP-D™F,
Bei Abwesenheit von Ca'™ im Puffer konnte ein schnellerer Abbau beobachtet werden.
So ist nach einer Zeit von 2 eine zusétzliche Bande bei 41-36 kDa zu erkennen, welche im
Zeitverlauf an Intensitét zunimmt. Nach 240 min ist in diesem Bereich nur noch eine 41-36
kDa Bande zu beobachten, jedoch erscheint eine Bande im 62 kDa Bereich. Diese kdnnte auf
eine Anlagerung der abgespaltenen SP-D™* Ketten an noch vorhandenes SP-D™ oder an
andere Proteinfragmente im Reaktionsgemisch zurickzufihren sein.
Bei einer Anwesenheit von Ca™" im Puffer kommt es zu einer zeitlichen Verzogerung des
Abbaues des SP-D™", d.h. nach einer Zeit von 240 min ist die 48 kDa Bande noch
vorhanden, der Anteil der niedermolekularen Bande hat jedoch deutlich zugenommen.
Durch eine Inaktivierung der HLE durch den Proteinaseinhibitor PMSF 183t sich die
Degradation des SP-D™F komplett hemmen.

5 U/ml Konzentration der HLE

Auch bel einer HLE-Konzentration von 5 U/ml konnte nach einer Inkubation von 100 ng
SP-D™P iber drei verschiedene Zeitabschnitte (2; 10; 240 min) bei 37 °C ebenfalls ein Abbau
des SP-D™* beobachtet werden (Abb. 12).

Auch hier fiihrte die Abwesenheit von Ca™ zu einer schnelleren proteolytischen Degradation.
Jedoch war dies aufgrund der niedrigeren Enzymkonzentration der HLE zeitlich etwas
verzogert. So verschwand die 48 kDa Bande bei simultanem Sichtbarwerden der 62 kDa
Bande erst nach 240 min.

Bei einer Anwesenheit von Ca™™ im Puffer verzigert sich der Abbau noch weiter und erst
nach 240 min war die 38 kDa Bande zu erkennen.

Auch unter diesen Bedingungen ist nach einer Hemmung der HLE durch PMSF keine

PAP
D

Veranderung des SP- zu erkennen.
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a)
kiDa .
1 2 3 4 5 6 7 $ 9 10 11 12 13
97 i
66 - -
s f— L
55
s1
44 - (- | - -
s e .-
b)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
SP-DPAP 0,5 pg/ml + + o+ o+ + o+ + + + o+ o+ + o+
HLE 5U/ml - + o+ o+ + o+ + - + o+ o+ + +
Ca™2mMm - + o+ o+
Zeit (min) 0 2 10 240 2 10 240 0 2 10 240 8h 24h
PMSF 5 mM - - - - - - - - + + +

1+8jeweils als Standard genutzt

Abb. 12: Wester nblotanalyse des SP-D™F nach SDS/PAGE [10 % Big/Tris]
Die Inkubation des SP-D™P durch HLE in 5 U/ml Enzymkonzentration bei 37 °C (iber
3 verschiedene Zeitabschnittein An- und Abwesenheit von Ca™ im Puffer und PM SF

gehemmmter HLE.
a) Westernblotanayse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen, densiometrische Auswertung siehe Tab. 5im Anhang
b) Ansétze der verschiedenen Lanes (Endvolumen 200 pl)

Ebenfalls nach einer Inkubation des SP-D™F mit einer HL E-K onzentration von 5 U/ml und
einer Darstellung in der SDS/PAGE unter denaturierenden, aber nicht reduzierenden
Bedingungen, ist eine degradative Verdnderung des SP-D™* zu erkennen (Abb. 13).

Das Molekulargewicht des Ausgangs SP-D™ liegt bei 138 kDa. Nach 10 min proteolytischer
Degradation ist eine zusétzliche niedermolekulare Bande bei 108 kDa sichtbar. Nach 240 min
ist nur noch diese 108 kDa Bande allein zu beobachten.

Durch eine PM SF-Hemmung der HLE kommt es zu keiner Veranderung des SP-D™,
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a)
kDa 2 3 5 6 T
ol
e
138 — » .
— 108
71 —
41 —
b)
2 3 4 6 7
SP-DPAP 0,5 pg/ml + o+ o+ + 4+
HLE 5 U/ml + + 0+ + +
ca™2mMm
Zeit (min) 2 10 240 2 10 240
PMSF 5 mM + +
1 als Standard genutzt

Abb. 13: Wester nblotanalyse des SP-D™*F nach SDS/PAGE

[TrisAcetat 3- 8 %]
Die Inkubation des SP-D ™ durch HLE in 5 U/ml Enzymkonzentration
bei 37 °C Uber 3 verschiedene Zeitabschnitte Abwesenheit von

Ca"" im Puffer und PM SF-gehemmmter HLE.
a) Westernblotanalyse mit spezifischem Antikorper (antihuman SP-D, polyclonal)

nach SDS/PAGE denaturierenden, nicht reduzierenden Bedingungen
b) Ansétze der verschiedenen Lanes (Endvolumen der Ansatzes 200 )

36
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Nach einer Inkubation des SP-D™" mit 5 U/ml HLE mit anschlieRender SDS/PAGE und
Silberférbung ist auch hier eine Degradation zu erkennen. Nach 90 min erscheint eine
zusétzliche Bande bei 23 kDa.

kDa 1 2 3 4 5 6
(il1]
a) 55
m—
36
31 23
2 -
14
5 s
o - —.
b)
1 2 3 4 5 6
SP-DPP 100 ng + + + + +
HLE 1U - + + 4 +
Ca™2mMm
Zeit (min) 0] 2 2 60 90 0

Abb. 14: Silberfarbung des SP-D™P nach SDS/PAGE [10 % Big/Tris]

Die Inkubation des SP-D™F durch HLE in 5 U/ml Enzymkonzentration bei 37 °C uber
3 verschiedene Zeitabschnitte

a) Silberfarbung nach SDS/PAGE unter reduzierenden Bedingungen

b) Ansdtze der verschiedenen Lanes (Endvolumen 200 W)
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Kontrollversuche-Ansatz in Abwesenheit von HLE

Um eine Veranderung des SP-D™® schon allein durch die Temperatur (37 °C) und den
Versuchspuffer auszuschlieRen, wurde SP-D™ parallel zu den oben beschriebenen
Experimenten ohne Enzym Uber drei verschiedene Zeitabschnitte bei 37 °C in Puffer inkubiert
und in der SDS/PAGE und Westernblotanalyse dargestellt.

a)
kD
b)
1 2 3 4 5
SP-D PAP 0,5 pug/ml + + + + +
Enzym
Ca™2mM
Zeit (min) 0 2 10 60 240

1= als Standard genutzt

Abb. 15: Wester nblotanalyse des SP-D™P nach SDS/PAGE [10 % Bis/Tris]
Inkubation des SP-D™" bei 37 °C ohne Enzym in Puffer ohne Ca™ .
a) Westernblotanayse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE
unter reduzierenden Bedingungen
b) Ansdtze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 )

D™P ohne Enzymzugabe bei 37 °C (ber drei verschiedene

DPAP

Bei einer Inkubation des SP-

Zeitabschnitte in Puffer ohne Ca’™ konnte keine Veranderung des SP- gesehen werden.
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Kontrollversuche-hitzeinaktivierte HLE

Eine andere Form der Enzymhemmung durch Denaturierung ist die Hitzeinaktivierung.

a)
kDa 1 2 3 4 5  kDa
-
97
— I e -
66 . 73
" -
- e 48
35
36 —
31
b)
1 2 3 4 5
SP-DPAP05pg/ml |+ + + + +
HLE 5U/ml - + + + +
ca™"2mM
Zeit (min) 0 2 60 240 1440 (24 h)

1= als Standard benutzt

Abb. 16: Wester nblotanalyse des SP-D™*” nach SDS/PAGE [10 % Bis/Tris]
Inkubation des SP-D™" mit hitzeinaktivierter HLE in einer Konzentration von 5 U/ml bei
37 °Cin Puffer ohne Ca™ , wobei die HLE im Vorfeld fiir 30 min bei 95 °C gekocht wurde.
a) Westernblotanalyse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen
b) Ansdtze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 )

Nach einer Inkubation des SP-D™ mit hitzeinaktivierter HLE bei einer Konzentration von

5 U/ml in Puffer konnte erst nach einer Zeit von 24 h eine Veranderung des SP-D™ erkannt
werden. Es erscheinen eine niedermolekulare Bande von 42-52 kDa und eine 62 kDa Bande
zur schwécher werdenden 51 kDa Bande. M 6glicherweise kam es nicht zu einer vollsténdigen

Hemmung der HLE durch Hitze und ein Rest konnte aktiv bleiben und somit das SP-D™"
proteol ytisch spalten.
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3.2.2. Humanes L eukozyten Cathepsin G (HCG)

50 U/ml Enzymkonzentration des HCG

a)
kDa 2 3 4 5 6

b)
1 2 3 4 5 6
SP-D”" 0,5 pg /ml + + + + + +
HLC G 50U/ml - + + + + +

Ca™2mM

Zeit (min) 0 2 30 60 ) 8h

1= als Standard genutzt

Abb. 17: Wester nblotanalyse des SP-D™P nach SDS/PAGE [10 % Bis/Trig]
Inkubation des SP-D™* durch HCG in 50 U/ml Enzymkonzentration
bei 37 °C Uber 4 verschiedene Zeitabschnitte.
a) Westernblotanalyse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen, densiometrische Auswertung siehe Tab. 8 im Anhang.
b)  Ansdtze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 )
Nach einer Inkubation des SP-D™F bei einer HCG Konzentration von 50 U/ml bei 37 °C iber
4 verschiedene Zeitabschnitte (2; 30; 60; 90 min) konnte eine Degradation des
SP-D™* beobachtet werden.
Nach 30 min ist eine zusétzliche Bande bei 38 kDa zu erkennen, welche zeitabhangig an
Intensitdt zunimmt. Nach dem fast vollstandigen Verschwinden der 48 kDa Bande nach

90 min, ist im Bereich von 62 kDa eine schwache Bande sichtbar.
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Wie schon bei der HLE ist diese 62 kDa Bande wahrscheinlich auf die Zusammenlagerung
von proteolytisch abgespaltenen SP-D™* Fragmenten an noch vorhandenes SP-D™ bzw.

Proteinfragmenten zurtickzufihren.

5 U/ml Enzymkonzentration der HCG

a)
b)

2 3 4 5 6 7 8 9 10
SP-D" 0,5 pg/ml +| + + o+ + o+ + + o+ o+
HLCG 5U/ml -+ + + + + + + + o+
ca”2mM S+ o+ o+ - - . + o+ 4+
Zeit (min) 0| 2 10 240 2 10 240 2 10 240
PMSF 5 mM I - ] + o+ 4

1= als Standard benutzt

Abb. 18: Westernblotanalyse des SP-D™P nach SDS/PAGE [10 % Big/Tris]
Inkubation des SP-D™*" durch HCG in 5 U/ml Enzymkonzentration bei 37 °C.
a) Westernblotanalyse mit antihuman SP-D, polyclona nach SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen, densiometrische Auswertung siehe Tab. 9 im Anhang
b) Ansétze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 )

Nach einer Inkubation des SP-D™F in einer Enzymkonzentration von 5 U/ml des HCG ist

DPAP

keine Verénderung des SP- sichtbar.
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3.2.3. Humane L eukozyten Proteinase 3 (HLP 3)

Als weitere Protease wurde die Humane L eukozyten Proteinase 3 untersucht. Auch hier

D™P wurde mit zwei verschiedenen

wurde eine proteolytische Degradation erwartet. Das SP-
Enzymkonzentration Uber drei verschiedene Zeitabschnitte inkubiert und in der Westernbl ot-

Analyse auf eine Degradation des SP-D™P analysiert.

11,44 ya/ml Enzymkonzentration der HLP 3

a)
(kD)
5.5_
B __
H —
b)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SP-D™P 0,5 pg/ml + + o+ 4+ + o+ 4 + + + + +
HLP 3 11,44 yg/ml - + 4+ o+ + o+ + - + + + +
Ca™2mMm - + o+ o+ - - - - - - - .
Zeit (min) 0 2 10 240 2 10 240 0 2 10 240 8h
PMSF 5mM - - - ) + N N )

1+8 = als Standard genutzt

Abb. 19: Westernblotanalyse des SP-D™P nach SDS/PAGE [10 % Big/Tris]
Inkubation des SP-D™" mit HLP 3 in 11,44 pg/ml Enzymkonzentration bei 37 °C uber
3 verschiedene Zeitabschnitte in An- und Abwesenheit von Ca™ im Puffer und PMSF
Hemmung der HLP.
a) Westernblotanayse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen, densiometrische Auswertung siehe Tab. 6 im Anhang
b) Ansdtze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 W)
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Es konnte auch bei der Inkubation des SP-D™"

von 11,44 mg/ml eine proteolytische Degradation des SP-D™F festgestellt werden.
Auch hier ist diese vom Ca™*-Gehaltes des Puffers abhangig.
Ohne Ca'™" ist nach 10 min eine 38 kDa Bande zu erkennen, welche nach 240 min in diesem

mit der HLP 3 in einer Enzymkonzentration

Bereich nach Verschwinden der 48 kDa Bande allein sichtbar ist. Ebenfalls zu beobachten ist
die 62 kDa Bande nach 240 min, welche bei der HLE und der HLC G schon zu erkennen
waren. Durch die Anwesenheit von Ca™ im Puffer kommt es genau wie auch bei der HLE, zu
einer zeitlichen Verzogerung des Abbaues, so dal3 erst nach 240 min eine 38 kDa Bande
erscheint.

Durch Zugabe des Proteaseninhibitors PM SF &Rt sich die Degradation des SP-D™* voll-
sténdig hemmen.

1,144 pya/ml Enzymkonzentration der HLP 3

Auch bei einer Enzymkonzentration von 1,144 ug/ml der HLP 3 konnte ein Abbau des
SP-D™" beobachtet werden, abhangig ebenfalls vom Ca™*-Gehalt des Puffers. Ist dem Puffer
kein Ca'™ zugefugt, verschwindet nach 240 min die 48 kDa Bande unter Erscheinen der

38 kDa und der 62 kDa Bande. Bei einer Anwesenheit von Ca'™ ist erst nach 240 min eine
38 kDa Bande zu beobachten.

Nach einer PMSF Hemmung ist auch hier keine Verdnderung des Erscheinungsbildes des

SP-D™P zu erkennen.



Ergebnisse

a)
b)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
SP-D" 0,5 pg/ml + + o+ 4+ + o+ 4 + + o+ 4+
HLP 31,144 pg/mi - + o+ o+ + o+ + - + + 4+
Ca™2mMm - + o+ o+ - - - - - - -
Zeit (min) 0 2 10 240 2 10 240 0 2 10 240
PMSF 5 mM . T N

1+8 = als Standard genutzt

Abb. 20: Wester nblotanalyse des SP-D™P nach SDS/PAGE [10 % Bis/Tris]
Die Inkubation des SP-D™® mit HLP 3 in 1,14 pg/ml Enzymkonzentration bei 37 °C
Uber 3 verschiedene Zeitabschnitte in An- und Abwesenheit von Ca™ im Puffer und
PMSF Hemmung der HLP 3.
a) Westernblotanalyse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE unter reduzierenden
Bedingungen, densiometrische Auswertung siehe Tab. 7 im Anhang
b) Ansétze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 W)
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3.2.4. Pseudomonas aeruginosa Elastase (PAE)

Die Metalloprotease PAE wurde mit SP-D™F in einer Enzymkonzentration von 2,5 U/ml tiber
verschiedenen Zeitabschnitte bei 37 °C inkubiert.

2.5 U/ml Enzymkonzentration der PAE

a)
(kD)
i 2 3 4 5 [ 7 5
200 _
116 -
1‘:3 | — -
s - -
iy
3
21
b)
1 2 3 4 5 6 7 8
SP-DPAP 0,5 pg/ml + + o+ o+ + + o+ o+
PAE 2,5 U/ml - + o+ + + + + +
Cca™2mM
Zeit (min) 0 2 60 240 1440/ 24h 2 10 240
EDTA5mM - - - - - + + o+

1= als Standard genutzt

Abb. 21: Wester nblotanalyse des SP-D”*F nach SDS/PAGE [10 % Bis/Tris]
Inkubation des SP-D™P durch PAE in 2,5 U/ml Enzymkonzentration bei 37 °C
Uber 3 verschiedene Zeitabschnitte in Abwesenheit von Ca'™ im Puffer und EDTA-
gehemmmter PAE.
a) Westernblotanayse mit antihuman SP-D, polyclonal nach SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen, densiometrische Auswertung siehe Tab. 10 im Anhang
b) Ansitze der verschiedenen Lanes (Endvolumen des Ansatzes 200 pl)

Bei einer Inkubation des SP-D™" mit PAE in einer Enzymkonzentration von 2,5 U/ml ist eine
Degradation des SP-D™* zu erkennen.
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Schon nach 2 ist ein intensive Bande im 34 kDa Bereich sichtbar. Mit dem Verschwinden der
48 kDa Bande nach 60 min, nehmen die hthermolekularen Banden im Bereich (62 kDa, 88
kDa) zu.

Durch eine Inaktivierung der PAE durch EDTA ist keine Degradation des SP-D™" zu
beobachten.
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3.3. Funktionelle Assay

3.3.1. Maltosebindungsassay

PAP
D

Um funktionelle Verénderungen des proteolytisch degradierten SP- zu erkennen, wurde

PAP
D

die Bindungsféhigkeit an Maltose untersucht. Es wurden degradiertes SP- mit unver-

andertem SP-D™"
Da die Enzymreaktion durch die Zugabe von 5 mM PM SF gestoppt wurde (siehe 2.2.6), sind
mehrere Kontrollansétze (2) SP-D™F und PMSF und (3) SP-D™F und PM SF gehemmte HLE

ebenfalls mit untersucht worden (n =3).

in einem Zweiseiten ELISA miteinander verglichen.

10
1
+2
= 5
8 E k-3
9 n
8 g ——4
O_
-5 T T 1
1 10 100 1000
SP-D”AP (ng/m1)

Abb. 22: K ohlenhydratbindungassay des SP-D™"

Graph 1: SP-D™F

Graph 2: SP-D™* und 5 mM PMSF

Graph 3: SP-D™" und durch 5 mM PMSF gehemmter HLE

Graph 4: SP-D™" mit HLE (5 U/ml) nach Inkubation von 240 min bei 37 °C

Nach Inkubation des SP-D™" mit 5 U/ml HLE (iber 240 min bei 37 °C konnte anschlie?end
keine Bindung des SP-D™* an Maltose mehr beobachtet werden. 5 mM PMSF alein filhrte

bereits zu einer gewissen Hemmung der Bindung von SP-D™F an Maltose (Graph 2).
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3.3.2. Agglutination

Als weitere auf mogliche Veranderungen untersuchte funktionelle Eigenschaft des SP-D™F
wurde das Agglutinationsverhalten gegeniiber Pseudomonas aeruginosa (Stamm 16)
untersucht.

Unbehandeltes SP-D™* fiihrte zu einer deutlichen Agglutination (Abb. 23), wahrend das
proteolytisch degradierte SP-D™F die Bakterien nicht zu agglutinieren vermochte (Abb. 24).
Als Kontrolle diente die reine Bakteriensuspension (Abb. 25).

n=2
Material Makroskopisch mikroskopisch
SP-D™F 5 pg/ml - +

SP-D™* degradiert 5 pg/ml - -

Bakteriensuspension alein - -

Abb. 23: Agglutination von Ps. aeruginosa durch SP-D™P
SP-DPP (5 pg/ml), Ps. aeruginosa (OD 1,5) Stamm 16 in TBS
Pfeile deuten auf die Agglutinate
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Abb. 24: Agglutinationver halten des SP-D™P
SP-D™P (5 pg/ml) nach 240 min Inkubation mit HLE (5 U/ml) und Ps.aeruginosa Stamm 16 (OD 1,5)
in TBS, keine Agglutinate.

Abb. 25: Kontrollversuch

Bakteriensuspension der Pseudomonas aeruginosa Stamm 16; OD 1,5

Keine Agglutinate.

49
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111.4. Darstellung des degr adierten SP-DPAP

3.4.1. Gelfiltration

Um einen Uberblick tiber die makromolekulare Organisation von SP-D™F vor und nach
Inkubation mit HLE zu bekommen, erfolgte die Auftrennung Uber eine Superose 6 Saule.
Zunéchst wurde ein Aliquot des Versuchsansatzes (40 pg SP-D™F und HLE 5 U/ml, 240 min
37 °C) in der SDS/PAGE mit anschlief3ender Silberférbung und Westernbl otanalyse
untersucht, wobei auch hier eine Degradation des SP-D™F zu erkennen ist (siehe Abb. 26, A
Lane 2 und B Lane 2. Das Ergebnis der Gelfiltration ist in der Abb. 27 dargestelt.

kDa

116
97

—_—
55—

36 -
—

31

48

kiDa 1 2 3

16 __
7= 4
& 37 - 66 __
55
48

_ -

s 31

Abb. 26: SDS/PAGE des SP-D™F; SP-DP + HLE und HLE allein [10 % Bis/Tris]
unter reduzierenden Bedingungen

A) Silberférbung
B) Westernblotanalyse mit der Verwendung eines polyclonalen antihuman SP-D
Antiserums.

Lane 1: SP-D™F 250 ng

Lane 2: SP-D™P degradiert (6,25 pl des Ansatzes entspricht ca.250 ng Ausgangs
SP'DPAP

Lane3: HLE 0,0125 U
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A)

B)

150
kDa 2000 mm 66,4 14,3

100+ l

0

0

Fraktionen
1234567 8 9101112131415161718192021 22

_50_
-1'][] T T T T T T T T

0.0 25 5.0 75 100 125 150 175 200
ml (Elution)

S 123456 7 8910111213141516171819202122

Iﬁ
9 =
66
&5

Abb. 27: Gdfiltration von SP-D™P inkubiert mit HLE; anschlieRend Wester nblot-

analyse der einzelnen Fraktionen nach SDS/PAGE [10 % Big/Trig]

A) Gdfiltration des Ansatzes (40 pg SP-D™* und HLE 5 U/ml (iber 240 min bei 37 °C)
Uber eine Superose 6 Saule.

B) Die Darstellung des SP-D™F der einzelnen Fraktionen (je 1,5ml) in der SDS/PAGE unter
reduzierenden Bedingungen mit anschlief3ender Westernbl otanalyse mit Verwendung von anti
human SP-D, polyclonal.

Lane S: SP-D™* 100 ng al's Standard
Lane 1-12: die Fraktionen 1-22 (70 ul der aufgefangenen 1,5 ml pro Fraktion)
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Abb. 28: Vergleich verschiedener Gelfiltrationen

Gelfiltration 1: degradiertes SP-D™F (siehe auch Abb. 26)
Gelfiltration 2: Isolierung von SP-D™* aus aufgereinigter und aufkonzentrierter
BAL von Patienten mit Alveolarproteinose nach Methode von Strong et
al.,1998 (siehe 2.2.2)

In Abb. 28 wurde zwei Gelfiltrationen von SP-D™ miteinander verglichen. Bei
Gefiltration 1 handelt sich um SP-D™* nach Inkubation mit HLE und beobachteter
Degradation (siehe Abb. 27). Bei Gelfiltration 2 erfolgte keine Inkubation mit HLE.
Auch nach limitierter Proteolyse dndert sich das Erscheinungsbild des SP-D™* in der
Gelfiltration nicht und es kann kein Unterschied zwischen proteolytisch-degradiertem und
nicht behandeltem SP-D™* beobachtet werden. Das partiell degradierte SP-D™ hat also
unter nativen Bedingungen in Losung &hnliche molekulare Dimensionen wie das nicht

degradierte SP-D™",
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3.4.2. Sequenzierung

Um die Hauptangriffsstellen der proteolytischen Degradation der HLE festzustellen, wurde
eine N-terminale Sequenzierung mit dem Verfahren des schrittweisen Edman-Abbaues in der
Modifikation nach Hunkapiller durchgefiihrt.

10 20 30 ag 50 £0
i

MLLFLLEALY LLTJZLEYLE ABMAXTYSHET MPSADTLAMO SEVESELPGR DORDGREGER
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Abb. 29: Aminosiurensequenz des SP-D™P

Mittels N-terminaler Sequenzierung (Edmann-Abbaul) des degradierten SP-D™F (2 pug SP-D™F + HLE 5 U/ml;
37 °C; 240 min) wurden die Sequenzen A, B, C, D, E gefunden. Das Mengenverhdtnis der Sequenzen
A, B, C, wiel: 1: 0,3; N-Terminus bei 1, C-terminales Ende des Proteins bei 375.

Die Sequenzierung ergab, dass hauptséchlich Fragmente des Bereiches des Kohlen-
hydraterkennungsbereiches (CRD) erkannt wurden (siehe auch Tab. 3 néchste Seite).



Tab. 3: Aminosaur esequenzanalyse von SP-

PAP
D

nach Inkubation mit HLE

Mengen- | Fragmente nach der Inkubation mit HLE und | Restfragment mit geblocktem N-terminus des
angabe | anschlieRender Sequenzierung des SP-D™P (Meth)
(Y% des | neugebildeten
Gesamt- | N-Terminus:
proteins) | Aminosaure- Molekulargewicht (Da) Errechnetes Molekulargewicht (kDa) des Beobachtetes Mol ekular-
sequenz des des Fragmentes biszum | verbleibenden Fragmente E aus dem gewichtes des Fragmentes
identifizierten C-Terminus ermittelten Molekulargewicht von in der SDS/PAGE mit
Fragmentes (Phe’”™) = Fragment S | SP-D™" in der SDS/PAGE Immun-blotting
(anhand (48 kDa, Spanne 45-51 kDa) minus des (Mittelwert, Spanne)
Aminosduresegquenz Fragmentes S
[www.expasy.ch])
Fragment1l | 2%  |Tyr™-Ser™ 4707 Da~5kDa=A 40- 46 kDa; 43 kDa
Fragment2 | 422%  |Phe’* Thy**’ |7126 Da~7kDa=B 38- 44 kDa; 41 kDa
Fragment3 | 12%* |GIn°"®-Ser”™®  [10528 Da~10kDa=C |35- 41 kDa; 38 kDa 38 kDa, (34-42 kDa)
Fragment4 | 2% Gla™* Gla® |13351Da~13kDa=D |[32-38kDa; 35kDa
Fragment5 | 2% |GIn"™* Gla™® |[24839Da~25kDa=E |20- 26 kDa, 23 kDa

* Mengenangabe bei N-terminalem GIn

278

und daraus dann Fragment 1 und Fragment 2.

wegen Pyroglutamatbildung eventuell zu niedrig. Esist auch mdglich, dass primér Fragment 3 entstand
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V. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Struktur von SP-D in der SDS/ PAGE und in der 2D PAGE
zu untersuchen und das Ausmal3 einer proteolytischen Degradation des SP-D in vitro und
deren funktionelle Bedeutung zu untersuchen. Es wurden vor allem solche Proteasen gewahlt,
die in hoher Konzentration bel suppurativen Lungenerkrankungen wie Mukoviszidose (CF)
oder Bronchiektasen vorkommen.

SP-D™P Darstellung

SP-D™P stellte sich unter reduzierenden und denaturierenden Bedingungen in der SDS/PAGE
mit anschlief3ender Westernblotanalyse mit einem polyclonalen Antikorper bel 47-51 kDa dar.
Mason et a. hatte dies ebenfalls beobachtet [Mason et al., 1998]. Bei einer gemeinsamen
Darstellung des SP-D™P mit SP-D™ und SP-D™ konnte kein Unterschied beziiglich des

M olekulargewichtes beobachtet werden (siehe Abb. 7). So konnte bei allen drei SP-D-Formen
eine Hauptbande bei 47-51 kDa und konzentrationsabhangig eine schwache Bande bel 44 kDa
detektiert werden. In einer Darstellung des SP-D in BAL von Patienten mit CF stellten sich
ebenfalls eine 48 kDa und einmal eine 41 kDa Bande dar (siehe Abb. 10).

Die 43 kDa Bande wurde zuvor schon mehrmals beschrieben [Chailley-Heu 1997, Crouch
1998, Leth-Larsen 1999]. Der isoelektrische Bereich in der 2D PAGE, in welchem sich das
SP-D™" darstellte, lag bei 5-9 pl (siehe Abb. 11) und stimmte gut mit den von Persson und
Mitarbeitern ermittelten Werten Uberein [Persson et al., 1988].

Somit besteht das SP-D™F, welches fiir die weiteren Experimente verwendet wurde,
hauptséchlich aus Bestandteilen mit einem Molekulargewicht von 51 kDa und nur einem sehr
geringen Anteil an 43 kDa.

Proteolytische Degradation des SP-D™* durch CF-relevante Proteasen

In einer frilheren Studie wurde bereits eine proteolytische Degradation von SP-D' untersucht
und eine sehr hohe Resistenz gegentiber verschiedenen proteolytischen Enzymen festgestel It
[Brown-Augsburger et al., 1995]. Dabei wurde SP-D"'?¥P¢™ mjt verschiedenen Enzymen,
unter anderem auch HLE bel 37 °C tber Nacht inkubiert und anschlief3end unter
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reduzierenden Bedingungen in der SDS/PAGE mit nachfolgender Silberféarbung dargestelit.
Es konnte keine proteolytische Degradation erkannt werden.

D™ verwendet. Die verwendeten K onzentrationen der

In der vorliegenden Arbeit wurde SP-
einzelnen Enzyme richtete sich nach den in verschiedenen Studien gemessenen Werten dieser
Proteasen in den Atemwegen von CF-Patienten.

Witko-Sarsat et al. konnte in ihrer Studie stark erhohte Konzentrationen der Leukozyten
Elastase im Sputum (99,7 + 18,6 pug/ml) bei Patienten mit CF messen [Witko-Sarsat et al.
1999]. Nun konnte gezeigt werden, dass schon bei geringeren Konzentrationen

(57 pg/ml entsprechen 50 U/ml; 5,7 pug/ml entsprechen 5 U/ml) der HLE es zu einer
proteolytischen Verénderung des SP-D™* in vitro kommen kann.

So konnte nach einer Inkubation des SP-D™F mit Enzymkonzentrationen von 50 U/ml und

5 U/ml Uber 2 bis 24 h bel 37 °C eine limitierte proteol ytische Degradation des

SP-D™" in der SDS/PAGE mit anschliellender Westernblotanalyse beobachtet werden. Dabei
bestand eine Abhangigkeit zwischen der Ca™ Konzentration im Puffer und der
Geschwindigkeit der proteolytischen Degradation. Die Anwesenheit von 2 mM Ca™ bewirkte
eine zeitliche Verzogerung der Proteolyse, jedoch keine komplette Hemmung.
Kontrollexperimente belegten, dass nach einer thermischen Denaturierung der HLE durch
kurzes Erhitzen oder durch Anwesenheit des Serinproteasenhemmers PM SF, die Enzyme
inaktiviert wurden und es auch zu keiner proteolytischen Degradation mehr kam.

Fur die anderen Serinproteasen (Cathepsin G, Proteinase 3) konnte ebenfalls eine limitierte

Degradation beobachtet werden.

Rochat et al. hatte Aktivitdten von 19,3 £ 8,5 U/ml der HCG im Sputum von CF-Patienten
gemessen [Rochat et al., 1996]. Capodici et a. konnte zeigen, dass es bei Konzentrationen
von 50 pg/ml es zu einer Degradation von Collagen kommt [Capodici et al., 1989].

Nach einer Inkubation des SP-D™F mit 50 U/ml (entsprechen 11,36 pg/ml) tiber verschiedene
Zeitraume, kam es auch hier zu einer limitierten enzymatischen Degradation. Bei einer
Konzentration von 5 U/ml (entsprechen 1,136 pg/ml) war jedoch keine Veranderung des
SP-D™* zu erkennen.

Bel einer Konzentration der Proteinase 3 von 11.44 pg/ml konnte ebenfalls nach Inkubation
bei 37 °C Uber einen Zeitraum von 2 bis 8 h eine proteolytische Veranderung des
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SP-D™ in der SDS/PAGE beobachtet werden. Diese Konzentration entspricht ungefahr 10 %
der gemessenen Werte im Sputum von CF Patienten von Witko-Sargat et al [Witko-Sargat et
al., 1999]. Selbst die Konzentration von 1,14 pg/ml fuhrte zu einer limitierten Degradation.
Durch eine Anwesenheit von Ca™ im Puffer wurde der Abbau des SP-D™ zeitlich verzogert.
Durch PM SF wurde das Enzym komplett inaktiviert.

Aufgrund der hohen Keimbesiedelung und chronischen Infektion mit Pseudomonas
aeruginosa kommt es bei Cystischer Fibrose ebenfalls zu sehr hohen Konzentrationen an
Pseudomonas aeruginosa Elastase (PAE) in den Atemwegen [Bruce et al., 1985]. PAE gehort
nicht zu den Serinproteasen, sondern ist einen Metalloprotease mit den Coenzymen Zink und
Calzium. Bei einer Inkubation des SP-D™" mit PAE (9,5 ug/ml) wurden deutliche
proteolytische Verénderungen des SP-D™* in der SDS/PAGE beobachetet. Eine vollstandige
Hemmung des Metalloenzyms PAE wurde durch 5 mM EDTA erzielt.

Alle untersuchten Proteasen fuhrten nur zu einer partiellen Proteolyse. Dafir alle Enzyme
theoretisch aufgrund der Aminosdurensegquenz ausreichend viele proteolytische Angriffs-
punkte vorliegen, um das SP-D komplett in kleinste Fragmente zu verdauen, konnte die
Ursache fur die limitierte Proteolyse hierfur in der tertidren und quartéren Konfiguration der
SP-D Multimere liegen.

Bei allen verwendeten Proteasen bildete sich nach einer Inkubation des SP-D™* ein [B8 kDa
Fragment in der SDS/PAGE unter reduzierenden Bedingungen, welches gegentber einer
weiteren Proteolyse stabil war. Es kam also zu einem Molekulargewichtsverlust von etwa
10 kDa. In einer SDS/PAGE Darstellung unter nicht reduzierenden Bedingungen stellte sich
dieses proteolytisch veranderte Fragment bei 108 kDa dar, auch hier kam es zu einem Verlust
von ungefahr 30 kDa.

Funktionelle Veranderungen des durch Degradation verénderten SP-D™"

SP-D gehort zu den Collectinen, den kollagenen Glycoproteinen. Uber einen Kohlenhydrat-
erkennungsbereich (CRD) ist eine Bindung an verschiedene Zucker moglich. Maltose wird
bevorzugt gebunden [Lu et al., 1992]. Ebenso bindet der CRD Bakterien, Viren und Pilze und
kann zu einer Agglutination dieser Organismen fuhren [Crouch 1998, Mason et al., 1998].
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Daesin alen Fallen nicht zu einer vollstandigen Degradation des SP-D™F kam, sondern nur
zu einer Verringerung des Molekulargewichtes unter reduzierenden Bedingungen um

PAP
D

ca.10 kDa, sollte geklart werden, ob die proteolytische Verkirzung des SP- Zu einer

funktionellen Veranderung fihrt.

PAP
D

Dazu wurden zunéchst die Bindungseigenschaften des SP- an Maltose untersucht. Nach

einer Inkubation des SP-D™F

mit HLE unter Bedingungen, die zu einer limitierten, aber nicht
kompl etten Proteolyse flhrten, kam es zu keiner Bindung dieses proteolytisch veranderten
SP-D™P an Maltose. Da diese Bindung tiber den CRD erfolgt, kénnte es durch die Proteolyse
zu einer Veranderung bzw. zu einem Abtrennen von Teilen des CRD gekommen sein.

Dieser CRD wird auch als “ Collagenase-resistant fragment* CRF bezeichnet, da sich dieses
Fragment nach einer Collagenasebehandiung des SP-D" in der SDS/PAGE (5-15 %) unter
reduzierenden Bedingungen als eine Bande bei 20 kDa darstellt [Lu et a. 1992]. Dieses
Fragment hat weiterhin die Fahigkeit an Maltose zu binden [Lu et al. 1992]. Eine Analyse der

214 _ Al des sequenzierten SP-D®3 [Lu et

Aminosauresequenz zeigte die Sequenz Gly
al. 1992]. Analog dazu wurde auch von Ogasawara et al. ebenfalls nach einer Collagenase-
verdauung von SP-DV'4%P*™ ynd anschlieRender Gel-Chromatographie ein dhnliches

Collagenase-resistant-fragment (CRF) isoliert (siehe Abb. 29) [Ogasawara et a., 1995].

Recombinant rat SP-D{rSP-IY)

4
M D2 ) L

Collagenase resistant fragment (CRI)

4
m |.- - M‘]
il O

o

Abb. 29: Schematische Dar stellung des recombinanten SP-D [aus Ogasawara Y et al., 1995]

D1: Ala®- Asn®
D2: Gly*®- Pro®®
D3: Asp™ —va®®
D4: Gly*®! — Phe®™
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In der vorliegenden Studie wurden im Anschluf3 an den Verdau mit HLE in einer Amino-
sauresequenzierung des proteolytischen Gemisches intakte Bruchstticke aus dem Collagenase-
resistant fragment erkannt.

Die proteolytischen Fragmente sind in Tab.3 aufgelistet. Mengenmaliig am stérksten vertreten
waren nach den Ergebnissen der Aminosauresequenzierung Fragmente aus dem CRD.

Diese Fragmente mit Molekulargewichten von etwa 5, 7 und 10 kDa waren im Immunbl otting
nach SDS/PAGE jedoch nicht direkt nachweisbar. Verantwortlich ist wahrscheinlich eine
fehlende Reaktivitét mit dem Antiserum. Mengenmaldig entsprach die dargestellte Menge
jedoch nicht ganz dem aufgrund der Sequenzierung erwarteten Umfang. Direkt nachweisbar
im Immunblotting waren die den in der Sequenzanalyse complementéren Fragmente mit
einem mittleren Molekulargewicht von 38 kDa (Spanne 34-42 kDa).

Die temporar nachweisbare Bande um 62 kDa konnte auch durch eine Zusammenlagerung
einzelner Fragmente entstanden sein (siehe Abb. 11, 12, 19, 20). Die Fragmente 1, 2 und 3
liegen im Bereich des CRD. Obwohl sie nicht primér entstanden sein miissen, sondern sich
auch sekundér aus grof3eren Fragmenten gebildet haben kdnnten, scheint es, dass es durch die
HLE vor allem zu einer Proteolyse des CRD kommt und somit deren Funktionsverlust
wahrscheinlich ist. Diese Folgerung steht mit der fehlende Maltosebindung in Einklang.

Eine weitere Folge eines defekten oder fehlenden CRD, ist die Unfahigkeit des SP-D an
Bakterien zu binden und sie zu aggl utinieren.

SP-D™ kann Escherichia coli und Streptococcus pneumoniae agglutinieren [Hartshorn et al.,
1998]. Restrepo et a. konnte bel der Untersuchung eines einzelnen Stammes von Ps.
aeruginosa keine Agglutination durch SP-D erkennen [Restrepo et al., 1999]. Hingegen
konnten wir beim Screening vieler klinischer Isolate von CF-Patienten eine Ca™*-abhangige
Agglutination von Ps. aeruginosa, die durch Maltose hemmbar ist, feststellen
[unverotffentlichte Ergebnisse]. Dieses Assaysystem wurde verwendet, um die funktionellen

D™*P zu bestimmen. Nach einer

Eigenschaften des proteolytisch durch HLE angegriffenen SP-
Inkubation des SP-D™ mit HLE war keine Bildung von Agglutinaten mehr zu erkennen.
Zusammengefasst zeigen die fehlende Maltosebindung und fehlende Agglutination von
Ps. aeruginosa nach limitierter proteolytischer Degradation einen Funktionsverlust des
SP-D™P. Diese Daten und die Ergebnisse der Aminosiurensequenz legen nahe, dass die

Hauptangriffsstellen der HLE im Bereich des CRD liegen.
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Leukozyten Elastase, Cathepsin G, Proteinase 3 und Pseudomonas Elastase besitzen die
Fahigkeit, SP-D™F limitiert proteolytisch zu degradieren. Der primére Angriffspunkt liegt bei
der HLE im Bereich des CRD. Das so verénderte SP-D™ verliert seine Fahigkeit an
Kohlenhydratoberfléachen zu binden und Bakterien zu agglutinieren.

Aufgrund der bei CF und anderen suppurativen Lungenerkrankungen hohen freien
Enzymaktivitdten in den Atemwegen ist es wahrscheinlich, dass die hier in vitro beobachteten
Vorgénge auch in vivo ablaufen konnen. Der resultierende Funktionsverlust von SP-D kann
dazu beitragen, dass die Elimination von Viren, Bakterien und Pilzen aus der Lunge reduziert
ist. Darliber hinaus hat SP-D immunmodulatorische Funktionen und es kann spekuliert
werden, dass das verdnderte SP-D sich auch auf die Immunabwehr in der geschadigten Lunge

auswirkt.
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5. Anhang

Tab. 4: HLE 50 U/ml Verteilung der Banden innerhab der einzelnen Lanein Abb. 11

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa %

65- |23 |63- |16

58 58
57 |19
52- |81 |50- |54 |50- |54 |49-|29 |50- |37 50- | 100 | 52- | 100 | 51- | 100 | 51- | 100
45 45 45 45 45 45 45 45 45
41- |46 |41- |46 |41- |71 |42- |63 |42- |77 |42- |84
36 37 34 35 34 34

Nach einer Inkubation des SP-D™" bei 37 °C iber drei verschiedene Zeitabschnitte in einer
Enzymkonzentration von 50 U/ml der HLE in Abhangigkeit des Ca™ gehaltes des Puffers bzw. der
vorherigen Hemmung der HLE durch PMSF; SDS/PAGE und Westernblotanalyse mit spezifischem
Antikorper und anschlielfender Auswertung mit Hilfe des Fluor-lmager und Multianalyst-Software.

Tab. 5: HLE 5 U/ml Verteilung der Banden innerhalb der einzelnen Lane in Abb. 12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
kDa|% |kDa|% |kDa|% |KkDa|% |KDa|% |kDa|% |kDa|% |KkDa]% |kDa|% |kDa|% |kDa|% |kDa|% |kDa]| %
93 |17 93 |16
62- | 21 68- | 17
57 63
51- |83 | 50- | 100 | 50- | 100 | 49- | 48 | 49- | 57 | 48- | 48 50- | 100 | 50- | 100 | 50- | 100 | 50- | 100
44 44 43 43 43 43 48 48 48 48
2- |9
0
30- |43 | 39- |43 |39- |52 |41- |79 40- | 65 |39 | 100
4 35 32 32 3

Nach einer Inkubation des SP-D™" bei 37 °C iber drei verschiedene Zeitabschnitte in einer
Enzymkonzentration von 5 U/ml der HLE in Abhangigkeit des Ca'"gehaltes des Puffers bzw. der
vorherigen Hemmung der HLE durch PMSF; SDS/PAGE und Westernbl otanalyse mit spezifischem
Antikorper und anschlielfender Auswertung mit Hilfe des Fluor-lmager und Multianalyst-Software.
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Tab. 6: HLP 3 11,44 yg/ml, Verteilung der Banden innerhalb der einzelnen Lane in Abb. 19

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
kDa|% |kDa|% |kDa|% |KDa|% |[kDa|% |kDa|% |kDa|% |kDa|% |kDa|% |kDa|% |kDa|% |kDa|%
93 |10
66 |12
59- |12 60 |22
54
50- |90 [ 49- | 100 |48- | 100 | 47- |48 |47- |100 | 47- |43 47- | 100 | 47- | 100 | 47- | 100 | 47- | 100
43 43 43 43 42 43 43 43 43 43
38 |52 38- |57 |38- |88 41- | 65
34 34 33 33

Nach einer Inkubation des SP-D™" bei 37 °C iber drei verschiedene Zeitabschnitte in einer
Enzymkonzentration von 11,44 pg/ml der Proteinase 3 in Abhéngigkeit des Ca™ gehaltes des Puffers
bzw. der vorherigen Hemmung der Proteinase 3 durch PMSF; SDS/PAGE und Westernblotanalyse
mit spezifischem Antikorper und anschliefRender Auswertung mit Hilfe des Fluor-Imager und
Multianalyst-Software.

Tab. 7. HLP 1,14 yg/ml, Verteilung der Banden innerhalb der einzelnen Lane in Abb. 20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa %

93 |10

62- | 15
58

49- [90 |50- | 100 [50- | 100 | 49- [49 |48 | 100 [48- | 86 48- 100 | 48- | 100 | 48- | 100 | 48- | 100
42 46 46 45 a4 43 44 a4 a4 a4

39- |51 38 |14 |39- |85
35 36 33

Nach einer Inkubation des SP-D™" bei 37 °C iber drei verschiedene Zeitabschnitte in einer
Enzymkonzentration von 1,144 pg/ml der Proteinase 3 in Abhéngigkeit des Ca™ gehaltes des Puffers
bzw. der vorherigen Hemmung der Proteinase 3 durch PMSF; SDS/PAGE und Westernblotanalyse
mit spezifischem Antikorper und anschlief3ender Auswertung mit Hilfe des Fluor-lmager und
Multianalyst-Software.
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Tab. 8: HCG 50 U/ml, Verteilung der Banden innerhalb der einzelnen Lane in Abb. 17

1 2 3 4 5 6
kDa|0q |kDa|0g [kDa|% |kDa|% |kDa |% kDa | %
98 |11 80 |10
66- |4 63 24
60
51- |89 |53 |68 |48 |19 |51- |4
49 44 46
43- |32 |45- |81 |42- |96 |44- |96 40- |67
36 35 35 33 33

Nach einer Inkubation des SP-D™" bei 37 °C (iber vier verschiedene Zeitabschnitte in einer
Enzymkonzentration von 50 U/ml des Cathepsin G; SDS/PAGE und Westernbl otanalyse mit
spezifischem Antikorper und anschlief3ender Auswertung mit Hilfe des Fluor-Imager und
Multianalyst-Software.

Tab. 9: HCG 5 U/ml, Verteilung der Banden innerhalb der einzelnen Lanein Abb. 18

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

kDa|% |kDa|% kDa | % kDa | % kDa | % kDa | % kDa | % kDa | % kDa | % kDa | %

51- | 100 | 51- | 100 | 51- | 100 | 51- | 100 | 51- | 100 51- | 100 | 51- | 100 | 51- | 100 | 51- | 100 | 51- | 100
45 45 45 45 45 45 45 45 45 45

Nach einer Inkubation des SP-D™" bei 37 °C iber drei verschiedene Zeitabschnitte in einer
Enzymkonzentration von 5 U/ml des Cathepsin G in Abhéngigkeit des Ca""gehaltes des Puffers bzw.
der vorherigen Hemmung des Cathepsin G durch PM SF; SDS/PAGE und Westernblotanal yse mit
spezifischem Antikorper und anschlief3ender Auswertung mit Hilfe des Fluor-Imager und
Multianalyst-Software.
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Tab. 10: PAE 2,5 U/ml, Verteilung der Banden innerhalb der einzelnen Lane in Abb. 21

1 2 3 4 5 6 7 8
kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa % kDa %
125|111 82 |8 83 |7 84 |10

62 |22 |63- |23 |62 |24 |62 |21

61

50- |89 |49- |25 48- | 100 | 48- | 100 | 48- | 100
44 42 45 45 45

41- |53 |47- |69 |46- |69 |45- |69

29 29 29 29

Nach einer Inkubation des SP-D™" bei 37 °C (iber 4 verschiedene Zeitabschnitte in einer
Enzymkonzentration von 2,5 U/ml der Pseudomonas Elastase und der vorherigen Hemmung der
Pseudomonas Elastase durch EDTA; SDS/PAGE und Westernblotanalyse mit spezifischem
Antikorper und anschlielfender Auswertung mit Hilfe des Fluor-lmager und Multianalyst-Software.
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