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Zusammenfassung

Zusammenfassung
Ziel der Untersuchungen war es, die Wirkung der Proteinase Calpain

(EC 3.4.22.17) in Zellen besser zu verstehen. Den medizinischen Hintergrund
bilden dabei beschriebene Zellschädigungen bei vermuteten Disregulationen und
speziell ein möglicher Zusammenhang von Calpain und Cataracten der Augenlinse
(siehe S. 4).

Calpain (m-Calpain), Calpastatin und Proteasomen wurden dazu aus Rinderherz
isoliert. Boc-Leu-Met-7-Amino-4-Methylcumarin (Boc-Leu-Met-AMC), ein geeignetes
Peptidsubstrat, wurde synthetisiert und es wurden für die immuncytochemische
Untersuchung monoklonale und polyklonale anti-m-Calpain-Antiseren gewonnen.

Das aus Rinderherz isolierte m-Calpain wurde charakterisiert. Es war ohne
Calciumionen nicht aktiv und voll aktiv ab ca. 1mM Ca2+. Weiterhin benötigte es
für die enzymatische Aktivität SH-Gruppen-reduzierendes Thiol (Mercaptoethanol).
Mit Calpaininhibitoren wurde es inhibiert. In der SDS-Elektrophorese konnte m-
Calpain in zwei Untereinheiten von ca. 30kD und 80kD getrennt werden und war
im Zymogramm nach Ca2+-Zufuhr aktiv. Es wurde im Westernblot dargestellt.

Vergleichende Untersuchungen mit Proteasomen in vitro ergaben, daß diese
Proteasen Boc-Leu-Met-AMC im Gegensatz zu m-Calpain zwischen 0mM und 5mM
Ca2+ unabhängig von der Calciumkonzentration hydrolysierten. Dies war für die
folgenden in vivo-Untersuchungen sehr wichtig, da in Linsenepithelzellen das
Peptidsubstrat sehr wohl calciumabhängig hydrolysiert wurde und somit der
Einfluß von Proteasomen vernachlässigt werden konnte.
Die ultramikroskopische Darstellung von m-Calpain im Rasterkraftmikroskop
brachte eine Übereinstimmung mit einem Molekülmodell von MURACHI (26). Es
waren deutlich Abschnitte oder Domänen zu erkennen. Unter geeigneten
Bedingungen organisierte sich m-Calpain auf der Oberfläche der Siliciumobjektträger
zu fädigen Strukturen.

In Augenlinsen finden Yoshida et al. m-Calpain (180). Somit ist es uns möglich,
Befunde aus unseren Versuchen mit m-Calpain aus Herzhomogenat mit denen von
Linsenepithelzellen zu vergleichen.

Das Calpain-Antigen aus homogenisierten und fraktionierten Linsenepithelzellen
hatte im Westernblot ein vergleichbar niedriges Molekulargewicht von weniger als
70kD. Ein ähnlich leichtes Molekül wurde auch im Westernblot von
Herzhomogenat neben der 80K- und 30K-Untereinheit des Calpain nachgewiesen.

In Linsenepithelzellen wurden die eingesetzten Peptidsubstrate unterschiedlich
hydrolysiert:  Boc-geschützte Peptide wurden spontan und hinreichend für den
quantitativen Nachweis mit Hilfe der HPLC hydrolysiert. Succinylierte Derivate
wurden dagegen nicht nachweisbar umgesetzt, sie sind offensichtlich nicht
membranpermeabel. Daraus konnte das Fehlen einer Ektoproteasewirkung durch
Calpain geschlußfolgert werden.

Calpain-Inhibitoren hemmten vergleichbar zu in vitro-Versuchen, mit der
Ausnahme von E-64, welches offensichtlich nicht membranpermeabel ist. Damit
ergab sich ein weiterer Hinweis auf das Fehlen einer Ektoprotease mit
Calpainwirkung.

Eine wichtige Voraussetzung für die Untersuchungen mit unterschiedlichen
Calciumkonzentrationen in Linsenepithelzellen war der Nachweis, daß deren
Calciumhaushalt gezielt mit dem Ionophor Ionomycin beeinflußt werden konnte.
Es wurde gezeigt, daß der Umsatz von Boc-Leu-Met-AMC calciumabhängig war.
Allerdings war er bei niedrigen Calciumkonzentrationen im Cytosol hoch und
wurde bei 2mM Ca2+ inhibiert !

Diese Tatsache führte zu dem Schluß, das wir es hier auch mit einer noch nicht
beschriebenen, durch Ca2+ hemmbaren Protease zu tun haben könnten. Alle
folgenden Versuche orientierten aber weiter auf Calpain.

Der immuncytochemische Nachweis erbrachte keine diffuse Verteilung von
Calpain. Es wurden fädige Strukturen gefunden, die beim Vergleich mit dem
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Cytoskelett Übereinstimmungen brachten. Auch immunologisch wurde nach-
gewiesen, daß kein Calpain auf der Oberfläche von Linsenepithelzellen existierte.
Nach dem Versuch, Calpain aus Linsenepithelzellen mit Triton-X-100 in Hepes-
Puffer zu extrahieren, war keine Veränderung der Antigenität gegen Calpain
festzustellen. Dies deutete auf eine Verankerung des Enzyms in der Zelle bzw. auf
die Unfähigkeit des Detergenz, es zu lösen hin.

Linsenepithelzellen wurden bei hoher mikroskopischer Auflösung mit den
Peptidsubstraten Boc-Leu-Met-AMC oder Boc-Leu-Met-CAMC inkubiert. Dabei
wurde keine diffuse, sondern eine strukturierte Fluoreszenz gefunden. Kerne
erschienen dunkel, wurden von einem sehr hellen Saum umgeben. Die Fluoreszenz
wurde als Reihen von Punkten und unterbrochenen Linien sichtbar. Das Ergebnis
war vergleichbar mit denen von immuncytochemischen Untersuchungen, wo
ebenfalls eine diffuse Fluoreszenz erwartet und Filamentgebilde gefunden wurden.
Es ergaben sich Ähnlichkeiten der Bilder, jedoch keine Identität zwischen der
Darstellung des Calpain-Antigens und den Orten proteolytischer Aktivität. Sofern
diese Aktivität von Calpain ausgeht, kann man annehmen, daß die
Gesamtkonzentration des Enzymproteins von der Konzentration an aktivem Enzym
abweicht.
Es wurde gezeigt, daß derzeitige Vorstellungen über Lokalisation und Aktivierung
von Calpain möglicherweise überprüft werden müssen. Dabei ist die Tatsache einer
Hemmung der Proteolyse bei hoher Calciumionenkonzentration in der Zelle
besonders interessant. Bisher wurde von einer Aktivierung des Calpain bei einer
Erhöhung der cytosolischen Calciumionenkonzentration ausgegangen. Überein-
stimmungen der immuncytochemischen Darstellung von Calpain mit dem
Cytoskelett legen nahe, daß Calpain einen Haftmechanismus besitzen muß, der es
dem Enzym gestattet, sich am Cytoskelett zu verankern. Auf der einen Seite
werden in neueren Arbeiten Cytoskelettelemente als Calciumstores beschrieben,
was gleichbedeutend mit einer inhomogenen Verteilung von Calcium im Cytosol ist,
und auf der anderen Seite sind vermutlich die im Molekül vorhandenen EF-hand-
Strukturen als Anker anzusehen. Sie verfügen über eine hohe Bindungsaffinität zu
Ca2+ und sind in einer Vielzahl untersuchter calciumbindender Proteine enthalten.
Die dominierende negative Ladung der EF-hands in beiden Calpainuntereinheiten
CL und CS dokumentiert sich auch in den Bindungseigenschaften und im
Elutionsverhalten an DEAE-Ionenaustauscher. Es ist ein Hinweis auf vergleichbare
isoelektrische Eigenschaften.
Methodisch gestattet uns die Verwendung von diffusiblen fluorogenen
Peptidsubstraten mit gleichfalls diffusiblem Fluorophor sehr einfach, den
hydrolytischen Umsatz der Zellen mit Hilfe einer HPLC reproduzierbar zu
quantifizieren. Weiterhin wurden erfolgreich bei hoher lichtmikroskopischer
Auflösung in lebenden Zellen Orte proteolytischer Aktivität nachgewiesen. Hier
ergeben sich Möglichkeiten, weitere Untersuchungen anzuschließen, welche die
Inhibition der Proteolyse bei hoher Ca2+-Konzentration und entgegengesetzt eine
mögliche Aktivierung von Calpain betreffen, und die einen Einfluß der Protease auf
das Cytoskelett beinhalten.
Besonders interessant sind meiner Meinung nach Fragestellungen, die sich auf den
Zusammenhang von Calpainaktivität und cytosolisch niedriger Ca2+-Konzentration
beziehen. Außerdem ist sehr interessant, warum ein offensichtlich aktives Calpain,
welches spontan Peptidsubstrate hydrolysiert, nicht konsequent seine endogenen
Substrate, z.B. Teile des Cytoskelettes minimiert. Weiterhin gestaltet sich die
Differenzierung zwischen Calpain und Aktivitäten anderer Proteasen im Cytosol recht
schwierig, wie unsere Ihibitionsversuche (Calpain und Proteasomen) gezeigt haben.
Zahlreiche in der Literatur beschriebene Wirkungen des Calpain sind wahrscheinlich
nicht ausschließlich auf diese Protease zurückzuführen.
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Einführung

1. Calpain, historischer Abriß
1. Entdeckung:

Im Jahre 1964 wird von Guroff erstmals eine cytosolische, durch Calciumionen
aktivierbare Protease beschrieben, die ihr Wirkoptimum bei neutralem pH-Wert
besitzt. Sie hat einen essentiellen Bedarf an Calciumionen und SH-reduzierenden
Agenzien, wie Mercaptoethanol. Die proteolytische Aktivität erscheint erst nach
einem Chromatographie-Trennschritt an einer Ionenaustauschmatrix aus DEAE-
Cellulose. Sie verschwindet schnell bei der Inkubation mit Ca2+ und wird durch die
Anwesenheit von Substrat geschützt. Das Enzym wirkt autoproteolytisch. Es wird
eine Substratspezifität für die Spaltstelle Tyr-Leu angegeben. Eine geringe
Konzentration von EDTA (0,1µM) wirkt aktivierend auf die Protease bei gleichzeitiger
optimaler Konzentration von Ca2+ (4).

Meyer et al. beschreiben im gleichen Jahr einen „phosphorylase b kinase
activating factor Ca-dependent“ (KAF), der von Huston und Krebs (1968) als Ca2+-
abhängige Protease erkannt wird (43,33,38).
Busch et al. identifizieren 1972 einen calciumaktivierbaren sarcoplasmatischen
Faktor (CASF), der Z-Linien hydrolysiert (38), Inoue et al. 1977 einen Protein-Kinase C-
aktivierenden Faktor (44) und Ishiura et al. (1978) gelingt die chromatographische
Reinigung von CANP (Calcium-aktivierte neutrale Protease) bis zur Homogenität
(45).

2. Substrate
Als in vitro-Substrat für Calpain wird zuerst Casein beschrieben (4). Dieses

Protein gilt auch heute noch als das Standard-Testsubstrat (33). Calpain spaltet
bevorzugt Peptidsubstrate, wenn hydrophobe Aminosäurereste (Tyr, Met, Leu, Val)
oder Arginyl-Reste in Position P2 vorhanden sind (1,33).

Guroff beschreibt 1964 einen erfolgreichen Hydrolyseversuch mit nativem
Substrat, der oxidierten β-Kette von Insulin (4). Als Spaltstelle deutet er die Position
zwischen den Aminosäureresten 16 und 17 (Tyr, Leu). Später werden eine Reihe
(meist cytosolischer) Proteine als Calpainsubstrate angegeben:

Substrat Quelle Substrat Quelle

Calponin 146,147 Keratin 145
Crystallin in Augenlinsen 126-130 Kernproteine 151
Cyclin D1 160 Myelin basic protein 124,125
Cytoskelettproteine
Troponin, Tropomyosin, C-Protein

69,70 Neuropeptide 136

Dystrophin 155 NFκB 1 156,157
Erythrozyten Ca2+-ATPase 142-144 p53 2 158
Fibrinogen und Plättchenproteine 133,134,135 Proteinkinase 123
Fodrin 131,132 Proteinkinase C 137-140
Histon 141 Rhodopsin 150
iNOS 3 159 Tau 148,149
Intrazelluläre Domäne von NCAM 4

und N-Cadherin
152,153 Transcriptionsfaktoren

c-Jun und c-Fos
154

Tabelle 1: native Proteine als Substrate von Calpain

                                        
1 Nucleärer Faktor κB, bezeichnet nach einem Aktivator der Expression der κ-
Kette, einer Spezies der leichten Kette von Antikörpern
2 Tumorsupressor-Protein
3 NO (Stickstoffmonoxid)-Sythase
4 Neutrales Cell-Adhäsions-Molekül, Rezeptormolekültyp der Zelloberfläche
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Später werden auch synthetische Di-und Tripeptide als Substrate verwendet (40).

3. Erste medizinische Interpretationen über den Einfluß von Calpain
Nach Arbeiten über die Interaktion von Calpain mit Cytoskelett-und

Muskelproteinen von Dayton et al. 1976 und Reddy et al. 1975 (69,70,73) folgen
erste medizinisch relevante Interpretationen von Muskeldystrophie und
Hypertrophie des Herzens im Zusammenhang mit Calpain durch Sims et al. 1976
und Kar et al. 1976 (72,71).

4. Endogener Inhibitor
Waxman et al. und Nishiura et al. entdecken 1978 unabhängig einen endogenen

Inhibitor (10,74), ein Protein, welches die Protease bei Anwesenheit von
Calciumionen in vitro hemmt.

5. Nomenklatur
1981 prägt Murachi die Begriffe „Calpain“ für Calciumionen-abhängige, Papain-

ähnliche Cysteinprotease und „Calpastatin“ für dessen endogenes Inhibitorprotein
(9).

6. Klonierung
Die erste molekularbiologische Arbeit erscheint 1984 von Ohno et al., in der die

Klonierung der großen Untereinheit von Calpain (80K, CL5) aus Hühnchen-
skelettmuskel beschrieben wird. Dabei werden detaillierte Aussagen über den
Molekülaufbau getroffen (siehe S.5-6).

7. Aktivierung
Zu diesem Zeitpunkt ist unklar, wie Calpain physiologisch überhaupt aktiv sein

kann. Der Gegensatz des Bedarfs an freien Calciumionen in vitro (ca. 1mM) zu der
cytosolischen Verfügbarkeit von weniger als 1µM ist nicht zu erklären.

Erste Hinweise kommen von Mellgren 1980, der zwei unterschiedliche Calpaine
aus Kaninchen-Herzmuskel isoliert: der Calciumbedarf für die halbmaximale
Aktivität beträgt 400µM für m-Calpain6 und 40µM für µ-Calpain7 (7).

Mehr als 60 Arbeiten über die Aktivierung durch Herabsetzen des
Calciumbedarfs bei µ- und m-Calpain folgen. Einige Beispiele dazu: 1981
beschreiben Suzuki et al. die Aktivierung durch Autolyse (80,81), DeMartino et al.
finden 1982 einen aktivierenden Faktor (82), Kishimoto et al. beschreiben 1983 die
erhöhte Proteolyse von PKC durch Calpain bei Anwesenheit von Phospholipiden
(83), Pontremoli et al. sprechen 1984 von der Aktivierung von Proenzymen des
Calpain (84) und Pontremoli et al. stellen 1987 Isovalerylcarnitin als Aktivator vor (85).
Kuroda et al. beschreiben 1991 basische Proteine Histon H1 und Poly-L-Lysin als
Aktivatoren für die limitierte Proteolyse von PKC durch Calpain (86), Mellgren et al.
finden 1993 DNA als Aktivator für m-Calpain (87) und 1996 veröffentlichen Arthur
et al., daß alle untersuchten Phospholipide m-Calpain aktivieren (88).

Im Gegensatz dazu werden auch Arbeiten veröffentlicht, die der Aktivierung
durch Autolyse zumindest bei µ-Calpain, dem Enzym mit geringem Calciumbedarf
widersprechen (89,90).

In der 1998 erschienenen Übersichtsarbeit von Suzuki et al. bleibt die Frage
nach der Aktivierung von m-Calpain bei cytosolischen Calciumkonzentrationen
offen (40).

8. Vorkommen von Calpain in diversen Spezies
Ursprünglich findet Guroff eine calciumabhängige Protease in der Präparation

des Überstandes aus Hirnhomogenat von Ratte, später auch bei Rind, Schwein,

                                        
5 80K, CL: Synonyme für die große Untereinheit von Calpain, abgeleitet von
MW 80kD und „Calpain large“,
6 m-Calpain und Calpain II sind Synonyme
7 µ-Calpain und Calpain I sind Synonyme
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Maus, Meerschwein und Kaninchen8. In Niere und Milz der Ratte detektiert er keine
calciumabhängige Aktivität (4).

Heute ist akzeptiert, daß Calpaine in allen Mammalia und Avia vorkommen
(33,38) Sogenannte Atypische Homologe des Calpain werden in Insekten,
Nematoden, Pilzen und Hefe beschrieben (33,38,39). In Pflanzen und Procaryoten
wurde die Protease nicht gefunden.

9. Vorkommen von Calpain in Organen von Säugern und Vögeln
Calpain ist ein Heterodimer und besteht aus einer kleinen Untereinheit mit MW

30kD (30K, CS9) und einer großen Untereinheit von MW 80kD (80K, CL).
Sogenanntes ubiquitäres Calpain kommt im gesamten Organismus in isolierbaren
Mengen vor. Organspezifische Calpaine wurden durch Aufklärung des Genoms
entdeckt. Das Vorkommen von Calpain-Homologen ist Grundlage für eine
systematische Einteilung (33,38,39):

Ubiqutär verbreitetes Calpain Organspezifisches Calpain

m-Calpain µ-Calpain µ/m-
Calpain

nCL-1
p94

Lp82 nCL-2 nCL-2´ nCL-4

M
a
m

m
a
li
a

A
vi

a

M
a
m

m
a
li
a

A
vi

a

A
vi

a

M
u

sk
el

A
u

ge
n

li
n

se

M
a
ge

n

M
a
ge

n

V
ed

a
u

u
n

gs
-

ge
w

eb
e

Tabelle 2: Einteilung der Calpain-Spezies

10. Intrazelluläre Lokalisation
Seit der Arbeit von Guroff (4) wird angenommen, daß Calpain im Cytosol frei

beweglich ist.
Es gibt Befunde, die dieser Auffassung widersprechen: Nelson und Traub

beschreiben 1981 die Assoziation einer Vimentin10-spezifischen Ca2+-abhängigen
Protease mit der Triton-X-100-unlöslichen Zellfraktion (75). Eine solche Protease,
assoziiert am Cytoskelett, beschreiben auch Ishizaka et al. 1985 (76). Lampi et al.
finden 1992 Calpain im unlöslichen Pellet von Augenlinsen bei Ratten (77).

Nach Emori et al. ist Calpain in der frühen Phase der embryonalen Entwicklung
bei Drosophila am Actin, einem Teil des Cytoskeletts gebunden (78).

11. Calpain und Signaltransduktion
Arbeiten über Substrate führen bald zu der Annahme, daß Calpain in

Signalkaskaden involviert ist: Calpainproteolyse der Plasmamembran-Ca2+-Pumpe
spaltet einen C-terminalen 14kD-Teil ab, der die Calmodulin-bindende Domäne
einschließt. Es wird ein voll aktives 124kD Fragment erzeugt (161). PTH11-induzierte

                                        
8 Die späteren Ergebnisse sind etwas unklar, da aus den Aufzeichnungen nicht

hervorgeht, ob ein essentieller DEAE-Chromatographie-Trennschritt durchgeführt
wurde. Ohne diesen kann die Casein-Proteolyseaktivität z.B. auch vom heute
bekannten Proteasom stammen (5)

9 30K, CS: Synonyme für die kleine Untereinheit des Calpainheterodimers,
abgeleitet von MW 30kD und „Calpain Small“

10 Vimentin: (von lat.: vimentum = Flechtwerk), Filament-Protein (MG. 53000)
des Cytoskeletts von Bindegewebszellen (z.B. Fibroblasten, Fettzellen), Blutgefäß-
Epithelzellen, Leukocyten u. Zellen in Kulturen. Die aus V. durch spontane
Zusammenlagerung gebildeten Fasern gehören zu den intermediären Filamenten
des Typs II (13)

11 PTH: Parathormon
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Osteoblastenkontraktion wird vermittelt durch Cysteinproteasen (36). Calpain hat
Anteil an der ATP-Ausschüttung von Thrombozyten nach Thrombinstimulation
(162). Wasserstoffperoxid induziert Cataract der Augenlinse bei gleichzeitiger
Aktivierung von Calpain (163). Calpain ist einbezogen in Fibronectin-induzierte
Chemotaxis von NIH-L13 Fibroblasten (164). Calpain ist eine Matrixprotease im
Knochen-Kallus nach Fraktur (122). Calpain spielt eine Rolle bei der Apoptose
("induction"- und "release"-Modell) (165). Verabreichen eines Calpaininhibitors
(AK275) schützt vor Hirnschädigung nach Ischämie (166). Der Calpain-abhängige
PCD-Signalweg12 unterstützt die HIV-Immunschwäche und fordert die Anwendung
von Calpaininhibitoren (167). Ein Antisense-Oligodesoxeribonucleotid gegen die
mRNA von m-Calpain verhindert die Myoblastenfusion (168). Aurintricarbonsäure
(ATA) verhindert die Apoptose und ist ein Calpain-Inhibitor (169). Calpain-
Inhibitoren induzieren Apoptose in Prostata-Adenokarzinomzellen (170).
Leberzellkarzinom-Zellen sind resistent gegen Anoxie durch Verhindern einer
Phospholipase-gesteuerten Calpainaktivierung (171). Die m-Calpain-Expression ist
erhöht bei Veränderung der mechanischen Spannung von Muskeln in vivo (172).
Calpain trägt zum Silicium-induzierten Abbau von IκBα13 und zur Aktivierung von
NFκB14 bei (68). Calpain hat Anteil an Progression des Zellzyklus in der späten
G1-Phase (173).

12. Krankheitsbilder
1976 werden von Sims et al. und Kar et al. erste Beschreibungen zu

Muskeldystrophie und Hypertrophie veröffentlicht (s.o.). Es folgen weitere Arbeiten
unterschiedlicher Autoren über den Zusammenhang von Calpain mit:

Krankheitsbild Quelle Krankheitsbild Quelle

acute quadriplegic myopathy 95 Knochenheilung nach
Bruch

122

Altersveränderungen in
Augenlinsen

111 limp girdle
Muskeldystrophie Typ 2A

92,93

Alzheimer Pathogenese 102,103,104 long term potentiation
(Neuropathologie)

100,101

atypische Nemaline Myopathie 95 Montreal Plättchen-
Syndrom

110

Calpaineinfluß bei Arthritis 117,118,119 Multiple Sklerose 105,106
Calpaineinfluß bei diversen
Catarakten

112,113,114 Myelinabbau durch
freigesetztes Calpain

107

Duchenne Muskeldystrophie 91 Myocard Infarkt 96,97
genetisch determinierte
Hypertension

98,99 Risikofaktor bei
Lebertransplantaten

115,116

Ischämie 108,109 systemische Rheumatische
Erkrankung

120,121

Tabelle 3: Krankheits bilder, die mit Calpain in Zu sammenhang gebracht werden

                                        
12 PCD: Abkürzung und Synonym für Programmierter Zelltod, programmed cell

death, Apoptose
13 IκBα: Inhibitorprotein von NFκB
14 NFκB: Transscriptionsfaktor, beteiligt an der Expression von Genen der κ-Ketten,

einem Typ der leichten Kette von Immunglobulinen
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2. Calpain - Molekülaufbau und aktuelle Ansichten zur Aktivität
Die Beschreibung von Calpain erfolgt nach Veröffentlichungen der Arbeitsgruppe K. Suzuki
(27,33,38,39,40)

Calpain ist die Kurzbezeichnung für calciumabhängige Papain-ähnliche
cytosolische Protease.
Bei Säugetieren sind zwei Calpainspezies beschrieben, die ubiquitär vorkommen
und die sich in ihrem Calciumionenbedarf unterscheiden. Der Ca2+-Bedarf von
m-Calpain für die halbmaximale Aktivität wurde bei der erstmaligen Beschreibung
mit ca. 0,4mM und von µ-Calpain ca. 40µM benannt (7). Suzuki gibt 1998 für die
halbmaximale Aktivierung 5-50µM für µ-Calpain und 200-1000µM für m-Calpain
an. Frei verfügbare Calciumionen in der Zelle liegen in Konzentrationen kleiner als
1µM vor.
Calpain ist ein Heterodimer. Es hat ein MW von 110kD. Die kleine Untereinheit (30K,
CS) hat ein MW von 30kD, die große Untereinheit (80K, CL) ein MW von 80kD. In
der SDS-Elektrophorese bilden beide Untereinheiten ein charakteristisches
Bandenmuster.
Am besten beschrieben ist Calpain aus Säugetieren. Nach molekularbiologischen
Untersuchungen sind die 80K-Untereinheit von µ-Calpain (µ-80K, µ-CL) und m-
Calpain (m-80K, m-CL) vergleichbar, aber nicht identisch. Die kleine Untereinheit
30K (CS) wird als identisch angesehen. Unterschiede in der Calciumabhängigkeit
sind demnach in den Unterschieden der großen Untereinheiten zu finden.
Die großen Untereinheiten 80K bestehen aus vier Domänen, I, II, III und IV,
während die kleine Untereinheit 30K aus zwei Domänen IV´ und V besteht. Von
den Genen IV und IV´ ist bekannt, daß sie den gleichen Ursprung besitzen. Der N-
terminalen Domäne I und der Domäne III von 80K konnten noch keine Funktionen
zugeordnet werden.
80K kann bei der Aktivierung in vitro autolysiert werden. Nach Guroff (4) und auch
aus eigenen Versuchen ist ersichtlich, daß Calpain der Autoproteolyse unterliegt.
Diese führt in vitro nach kurzer Zeit bei Raumtemperatur und genügend Ca2+ zum
irreversiblen Verlust von Enzymaktivität. Es gibt Hinweise, daß nach Autolyse von
m- und µ-80K geringere Ca2+-Konzentrationen für die Aktivierung erforderlich sind.
Die Autolyse soll in einen Aktivierungsmechanismus involviert sein.
Neuere Untersuchungen lassen vermuten, daß Veränderung des Calciumbedarfs
auf die Dissoziation der Untereinheiten zurückzuführen sind. Danach wäre die
Autolyse ein Ergebnis der Aktivierung.
Die Domäne II ist eine Cystein-Protease. Sie ist vergleichbar mit Papain. Die
Aminosäurereste Cys, His, Asn der Active-site sind identisch zu Papain, was durch
zielgerichtete Mutagenese bestätigt wurde. Es ist die am stärksten konservierte
Domäne in der Calpainfamilie. Dies weist auf unentbehrliche Funktionen hin.
In der Domäne IV von 80K wurden ursprünglich vier EF-hand15 (EF2-EF5) gefunden.

                                        
15 EF-hand: „(Calmodulin-Faltung). Strukturmotiv der Calmodulin-Familie

Calcium-bindender Proteine, bestehend aus einer Helix (E), einer verbindenden
Polypeptid-Schleife (engl.: loop), die das gebundene Calcium-Ion umgibt u. einer
weiteren Helix (F), die etwa wie der ausgestreckte Zeigefinger, der gebeugte
Mittelfinger u. der abgespreizte Daumen einer rechten Hand angeordnet sind.“
D.h. die beiden Helices sind senkrecht zueinander angeordnet.(41) „Das Motiv ist
vierfach in Calmodulin enthalten.“(13)

EF-hand-Strukturen sind bei modulierenden Proteinen (Calmodulin, Troponin C,
Calcineurin B, Myosin light chains, Recoverin, S-modulin, Visinin, VILIP,
Neurocalcin, Hippocalcin, Frequenin, Caltractin, Calpain, S100 proteins) und
Calcium-Transportern (Parvalbumin, Calbindin D9K, Calbindin D28K, Calretinin)
beschrieben.(41)
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Diese Strukturen sind von Calmodulin bekannt und können potentiell je ein Ca2+

binden. Es sind noch zwei weitere EF-hand beschrieben, davon liegt EF6 zwischen
den Domänen II und III und EF1 N-terminal von EF2.
Die kleine Untereinheit 30K besteht aus zwei Domänen, IV´ und V. Domäne IV´ ist
homolog zu IV von 80K.
Domäne V ist ein hydrophober Abschnitt, reich an Glycin-Resten. Diese Domäne
soll mit Membranen und/oder Membran-verankerten Proteinen hydrophobe
Wechselwirkungen eingehen. Teile der Domäne können bei der Aktivierung durch
Ca2+ abgetrennt werden. Wahrscheinlich ist die Region nicht in die proteolytische
Aktivität einbezogen.
Molekularbiologische Untersuchungen haben ergeben, daß es weitere von µ- und
m-Calpain unterscheidbare großen Calpainuntereinheiten gibt. Sie werden in der
Calpainsystematik als nicht ubiquitär vorkommend, sondern als organspezifisch
angesehen. Dazu gehören: im Skelettmuskel nCL-1 (p94)16, welches 2
zwischengeschaltete Domänen IS1 und IS2 beinhaltet und im Magen und glatter
Muskulatur nCL-2. Es wurden noch weitere Clone beschrieben.

                                        
16 nCL: novel Calpain Large subunit

EF-6

EF-1
EF-2

EF-3
EF-4

EF-5

Domäne I Domäne II Domäne III Domäne IV

EF-1
EF-2

EF-3
EF-4

EF-5

Domäne V Domäne IV´

Abbildung 1: Struktur der Calpainunt ereinheiten nach Sori machi et al. (38)

oben: große Untereinheit 80K, CL von m-, µ- und µ/m-Calpain
unter: kleine Untereinheit 30K, CS
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3. Ziel der Arbeit
Die vorliegende Arbeit ist in ein Projekt eingebunden, in welchem

pathophysiologische Aspekte und Zellschädigungen unter Beteiligung von Calpain
untersucht werden. Ein Teil der Forschungsrichtung orientiert sich an der
Aufklärung von Ursachen der Kataraktogenese der Augenlinse. So ist es nicht
erstaunlich, daß Calcium, ein möglicher Faktor für die Kataraktbildung, die Frage
nach dem Einfluß einer calciumabhängigen intrazellulären Protease (Calpain)
aufwirft (56,121,31).

Im Verlauf der Untersuchungen stellte sich heraus, daß zuerst einmal
grundlegende und praktische Fragen zum Calpain zu klären waren:
1. Wie und wo findet man Calpain und sind eine calciumabhängigen Proteolyse

und Calpain identisch?
2. Wie können wir die Calpain-Wirkung in vitro und vor allem in vivo von der

anderer cytosolischer Proteasen trennen?
3. Ist Calpain in vivo aktiv?
4. Wird Calpain in vivo aktiviert oder inhibiert, wenn ja, wie?

Bereits in den Fragen 1. und 2. wird ein grundsätzliches Problem angedeutet: Im
Cytosol existiert eine weitere gut charakterisierte Protease, das Proteasom. Dieser
multikatalytische Enzymkomplex kann mehr als 10 verschiedene katalytische
Zentren gleichzeitig beinhalten (5,61-67). In Arbeiten über Calpain (und gleiches gilt
auch für Proteasomen) wurde bis vor wenigen Jahren kaum etwas über die andere
Protease erwähnt. Erst in jüngerer Zeit werden vergleichende Arbeiten bekannt mit
dem Ziel, die Aktivitäten zu unterscheiden (55-60).

Zur Frage 3. und 4. gibt es bis heute nur modellhafte Vorstellungen
(11,25,26,27,31,34). Die wichtigste ungeklärte Frage ist noch immer: Bekannte
Formen von Calpain benötigen in vitro mikromolare (µ-Calpain) oder millimolare
(m-Calpain) Konzentrationen an Calciumionen für die Aktivität. Bestimmbare
Konzentrationen freier Calciumionen in Zellen liegen aber im Bereich kleiner 1µM (38).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin:
1. zu zeigen, daß Calpain mit den gleichen oder vergleichbaren Methoden in vitro

und in vivo nachgewiesen werden kann.
2. ein Versuchsschema zu entwickeln, welches es in vivo gestattet, die Wirkung von

Calpain von der anderer Proteasen, speziell von Proteasomen zu unterscheiden.
3. den Nachweis anzutreten, daß der Calciumgehalt -in vitro das entscheidende

Kriterium für die Calpainaktivität- in Linsenepithelzellen gezielt beeinflußt
werden kann.

4. die Calciumabhängigkeit der Calpainaktivität in Linsenepithelzellen zu
untersuchen.

5. Ein Modell zu entwickeln, in welchem der Widerspruch zwischen niedriger
cytosolischer Calciumkonzentration und einem aktiven Calpain gelöst wird.
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Kapitel 1: Untersuchungsmaterial - Herstellung, Bezugsquellen
Im Vorfeld der Untersuchungen zu Calpain sind ein Teil der verwendeten Enzyme

und Substanzen selbst isoliert oder hergestellt worden. Dazu zählen m-Calpain,
Calpastatin, Proteasomen, einige Peptidsubstrate sowie polyklonale und
monoklonale Antiseren gegen m-Calpain. Die Methoden werden in diesem Kapitel
beschrieben. Weiterhin werden die Bezugsquellen der übrigen Materialien
angegeben.

1.1 Untersuchungsobjekte

1.1.1 Gewinnung von m-Calpain
Modifiziert nach Croall et al. (174)

Es wird ein von der Arbeitsgruppe Willhardt erarbeitetes effektives
Isolierungsverfahren, modifiziert nach (174) verwendet. 450g Rinderherz (frisch oder
tiefgekühlt) werden mit Trispuffer (0,05M Tris HCl, pH 7,4, 0,05M NaCl, 0,0025M
EGTA, 0,0025M EDTA, 0,005M Mercaptoethanol, Spatelspitze PMSF) im Eisbad
homogenisiert. Nach 1 Stunde Zentrifugieren bei 20000g filtriert man den
Überstand über DEAE-Sephacel Ionenaustauscher und eluiert mit einem
Kochsalzgradienten 0,05M-0,4M. Nach diesem Schritt ist die calciumabhängige
Proteolyse in den Fraktionen durch hydrolytische Spaltung von Azocasein in
Gegenwart von 5mM Calcium detektierbar (2).

Fraktionen mit Calpainaktivität werden vereinigt, konzentriert und gegen 0,05M
HEPES-Puffer pH 7,4 (mit 0,5M NaCl, 0,005M EGTA, 0,005M Mercaptoethanol)
dialysiert. Anschließend wird über eine Säule mit Red Sepharose filtriert. Die
Hauptmenge inaktiven Proteins eluiert man mit dem Dialysepuffer. Nach Wechsel
zu Puffer ohne NaCl erscheint m-Calpain als scharfer Peak.

Die Aktivitätsbestimmung erfolgt mit Azocasein (siehe Diagramm 2), die Reinheit
wird durch SDS-Elektrophorese (siehe Abbildung 2) getestet und der Proteingehalt
nach Lowry bestimmt (3).

Diagramm 1: Calpain-Isolat ion aus Rinderherz-Homogenat über DEAE-Seph acel, Proteinnach-
weis (280nm) und Enz ymaktivitätsnachweis (336nm, Azocase inhydrol yse) in den Frakt ionen
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Abbildung 2: SDS-Gelelektropho rese von
m-Calpain aus Rinderherz, 10%iges Gel;

MW Molekulargewichtsmarker,

1 Bandenmuster von Calpain nach
2.Separat ionsschritt; 30K-Untere inheit
bei 29kD und 80K-Untere inheit zwischen
67kD und 97,4kD

Diagramm 2: Calpain-Isolat ion aus Rinderherz-Homogenat über Red-Sepharose, Proteinnach-
weis (280nm) und Enz ymaktivitätsnachweis (336nm, Azocase inhydrol yse) in den Frakt ionen
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80K

30K

Reinigung von Calpain mit Hilfe der HPLC
Vorbereitung für die Rasterkraftmikroskopie

m-Calpain, extrahiert über DEAE-Sephacel und Red Sepharose, wird einer
weiteren Reinigung über Resource Q (6ml Säulenvolumen) an der HPLC unterzogen
(1,8ml/min, 0,02M Tris-HCl pH 7,4, 0,002M EDTA/EGTA, NaCl-Gradient 0,04-0,4M).
Danach wird die Fraktion zweimal entsalzt (Centrisart SM 13239, 10kD-Ausschluß)
und evtl. eingeengt.

Abbildung 3: SDS-Gelelektropho rese von m-Calpain
vor und nach Reinigung durch die HPLC

1 vor der HPLC-Reinigung
2 nach HPLC-Reinigung und Entsalzung

Diagramm 3: HPLC-Re inigung von m-Calpain-haltigen F rakt ionen nach der Säulen-
chromatographie, Detektion von Protein durch Absorption bei λ=280nm

Gipfel 1 - Enz ymaktivität von m-Calpain
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1.1.2 Gewinnung von Proteasomen
Die Präparation von Proteasomen (multikatalytische Protease) als weitere

intrazelluläre proteolytische Aktivität, erfolgt aus dem gleichen Organ, dem
Rinderherzmuskel. Sie ist ähnlich der Calpain-Gewinnung: Rinderherz (frisch oder
tiefgekühlt) wird mit Trispuffer-A (0,02M Tris HCl, pH 7,4, 0,1M NaCl, 0,002M
EDTA, 0,005M Mercaptoethanol) im Eisbad homogenisiert. Nach einstündiger
Zentrifugation erfolgt eine Ammoniumsulfatfraktionierung des Überstandes. Die
Ausfällung im Bereich von 35-65% wird abzentrifugiert, gelöst und gegen
0,05M Trispuffer dialysiert. Man filtriert den Überstand über DEAE-Toyoperl
Ionenaustauscher und eluiert mit einem Kochsalzgradienten 0,1M-0,4M. Zur
Detektion der Proteasomen-Aktivität wird der Umsatz des fluorogenen Substrates
Bz-Val-Gly-Arg-AMC nach Dahlmann et al. genutzt (siehe Diagramm 4) (5).

Die in Trispuffer (0,5M NaCl, 0,05M Tris HCl, pH 7,4, 0,005M EGTA, 0,005M
Mercaptoethanol) äquilibrierten Proteasomenfraktionen werden über Red Sepharose
mit gleichem Puffer eluiert. Der Aktivitätsgipfel und die Proteinbanden werden
detektiert (siehe Diagramm 5, 6 und SDS-Elektrophorese Abbildung 4).

Es wird schließlich eine Trennung über Sephacryl S-200 mit Trispuffer
(0,05M Tris HCl, pH 7,4, 0,0025M EGTA, 0,0025M EDTA, 0,005M Mercaptoethanol)
durchgeführt, die neben der Proteintrennung auch eine Abtrennung des NaCl der
vorhergehenden Trennstufe bewirkt.
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Abbildung 4: SDS-Gelelektropho rese nach der
chromatographischen Reinigung von Prot easomen,
10%iges Gel

1 Bandenspektrum nach 1.Separat ionsschritt
MW Molekulargewichtsmarker
2 Bandenspektrum nach 3.Separat ionsschritt

MW 67000

MW 97400

MW 45000

MW 29000

1 2

Diagramm 6: Detekt ion von Protein und Aktivität während des 3. Sep arat ionsschrittes von
Proteasomen an Sephacryl S-200
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1.1.3 Linsenepithelzellen
Angaben A. Thate

Rinderlinsenepithelzellen stammen aus der hauseigenen Kultivierung. Sie erfolgt
steril bei 37°C in geschlossenen Kulturflaschen und MEM ( Minimum Essential
Medium Eagle + 10% Fötales Kälberserum + Glutamin + Streptomycin+ Penicillin).
Für Untersuchungen werden die Zellen mit Trypsin ( Trypsin/ EDTA-Lösung 0,2%)
von der Unterlage gelöst, auf Objektträger in Petrischalen eingesät und
weiterkultiviert ( 37°C, 1% CO2). Zu Vergleichszwecken (Substratumsatz-Analysen)
wird die Zellzahl eingestellt.

Allgemeine Charakteristika der Linsenepithelzellen vom Rind

Mit den Zellen des Augenlinsenepithels vom Rind steht ein Modell zur Verfügung
mit vorteilhaften Eigenschaften: die Zellen sind keine Zellinie und wachsen über
viele Passagen konstant, sie haften auf Glasunterlagen, sie wachsen bis zur
Konfluenz (lückenloses Aneinanderwachsen) scheinbar einlagig. Zur Ablösung von
der Unterlage wird eine Trypsinlösung benutzt, d.h. die Anhaftung der Zellen
geschieht über Proteinanker. Ca2+-Entzug (bzw. Ca2+-und/oder Mg2+-Entzug) führt
zur Verminderung der Unterlagenhaftung (eigene Beobachtungen beim Einsatz von
EDTA oder EGTA).
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1.2. Proteasesubstrate

1.2.1 Proteine
Für den Aktivitätsnachweis der Proteasen werden als 0,2%iger Zusatz im

Zymogramm Casein (6) und als eigenständiger Test für Proteolyse Azocasein (2)
genutzt.

1.2.2 Peptide
Eine Alternative zu Proteinen als Substrate für Calpain stellen kurzkettige, z.B.

N-geschützte Di- und Tri-Peptide dar, die C-terminal mit einem Fluorogen wie AMC17

als Label amidartig verknüpft sind (siehe S. 24) (1). Diese sind z.T. membranpermeabel
und können in vitro wie auch in vivo eingesetzt werden. Die Synthese von Boc-Leu-
Met-AMC wird hier als repräsentatives Beispiel beschrieben.

Synthese von Peptidyl-Aminomethylcumarin (Boc-Leu-Met-AMC)
Modifiziert nach Sasaki (1)

13. Synthese von Boc-Leu-Met-AMC
Eine Reihe der verwendeten z.T. Zellmembran-permeablen Substrate sind selbst

synthetisiert worden. Die Synthesen sind in Arbeiten von Sasaki et al.(1) und bei
Rosser et al.(12) beschrieben und werden im allgemeinen gemäß Formelschema (s.u.)
durchgeführt. Die Knüpfung der Peptidbindung erfolgt über N-Hydroxysuccinimid-
ester; die Ankopplung des 7-Amino-4-Methylcumarin-Restes (AMC) an die C-terminale
Aminosäure wird über ein gemischtes Anhydrid erreicht (siehe Schema 1, 2 S.16f.).

Dem gemischten Anhydrid4, gebildet aus Boc-Met-OH1 (3,01 mmol) unter Zusatz
von N-Ethylmorpholin2 (3,2 mmol) und Butylchloroformat3 (3,2 mmol) in THF (15 ml)
wird bei –20°C AMC5 (560,6 mg) in DMF (5 ml) zugegeben. Nach 10-30 min wird bei
0°C weitere 2 h gerührt, danach 2 Tage bei Raumtemperatur. Das Fluid wird
abfiltriert, der feste Rückstand mit 90% Methanol in Wasser extrahiert und filtriert.
Boc-Met-AMC6 fällt bei 4°C aus, wird eingeengt am Rotationsverdampfer und
nochmals mit 50% Methanol in Wasser gefällt. Die Ausbeute ist 65% nach Filtration.

Met-AMC fällt nach Entschützen7 mit TFA in trockenem Ether bei 4°C aus, wird
abfiltriert und getrocknet.

Einer Lösung des Met-AMC-TFA-Salzes8 (1,2 mmol) und N-Ethyl-morpholin10
(1,2 mmol) in DMF (5 ml) wird Boc-Leu-OSu9 (1,2 mmol) in THF (15 ml) bei 0°C
zugegeben. Die Reaktion verläuft 2 Tage bei RT. Nach Entfernen der Lösungsmittel im
Vakuum und Aufnahme in Ethylacetat (30 ml) wird je zweimal extrahiert mit
5% NaHCO3 und 5% KHSO4 in Wasser. Die Ausbeute nach Trocknen über Na2SO4 und
Entfernen des Ethylacetates im Vakuum beträgt 55,3% (345mg=0,66mM).

1. Reinigung des Peptides:
Das Peptidsubstrat wird durch Flash-Chromatographie an einer Kieselgel-Säule

(Höhe x Durchmesser 300x25mm, V≈230ml, flacher Boden) mit Hilfe des
Elutionsgemisches Ethylacetat/Dichlormethan 1/1 von restlichen Bestandteilen des
Reaktionsansatzes getrennt. Die Laufgeschwindigkeit beträgt 30min 1,85ml/min
danach 3,3ml/min. Es ist in dieser Reinigungsstufe eine Ausbeute von 67% erzielt
worden.

2. Prüfung des Substrates durch HPLC und Massenspektroskopie
An der Forschungsstelle der Max-Planck-Gesellschaft zur Förderung der

Wissenschaften e.V. „Enzymologie der Proteinfaltung" ist das Syntheseprodukt durch
HPLC und Massenspektroskopie von M. Drewello bestätigt worden.

                                        
17 AMC: 7-Amino-4-Methylcumarin
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Diagramm 7:

HPLC-Trennung und
Identifikation von
Produkten der Boc-
Leu-Met-AMC-
Synthese nach saurer
und basischer
Extraktion
280nm: Absorption
340/440nm:
Fluo reszenz; ACN/H 2O
60/40%

Diagramm 8:

HPLC-Trennung und
Identifikation von
AMC
280nm: Absorption
340/440nm:
Fluo reszenz

Diagramm 9:

HPLC-Diagramm zur Re inheit des
Synthesepr oduktes Boc-Leu-Met-AMC,
(Angaben mit freundlicher Unt erstützung
von M. Drewe llo, Fo rschungsstelle der
Max-Planck-Gesellschaft zur Förderung
der Wissenschaften e.V. „Enzym ologie
der Proteinfaltung", Halle)

-50000

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

t[min]

µV

280nm

340nm/ 440nm
Boc-Leu-Met-AMC

Met-AMC

-50000

450000

950000

1450000

1950000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

t[min]

µV

280nm

340nm/ 440nm

AMC

Boc-Leu-Met-AMC



Kapitel 1: Untersuchungsmaterial - Herstellung, Bezugsquellen

16

Schema 1:

Synthese von
Boc-Leu-Met-AMC
Erläuterungen
siehe Text

CH2

CH2
O

CH2

CH2

O

Cl

O

CH3

CH3

CH3 NH

S

C

O

OH
CO

O

N
H+

O

Cl

O ONH2

CH3

CH3

CH3 NH

S

C

O

CO

O

O ONH

F3C COOH

CH3

CH3

CH3 OH + CO2

NH3

+

S

C

O

O ONH

N

O

OH
CO2

1 
2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

CH3

CH3

CH3 NH

S

C

O

CO

O
O

O

O

Diagramm 10:

Massenspektrogramm zur Bestä-
tigung des Synth esepr oduktes
Boc-Leu-Met-AMC
MW 520,5 resultiert gerätebe-
dingt aus dem b erechneten MW
519,66 + 1 Proton

(Angaben mit freundlicher
Unterstütz ung von M. Drewello,
Forschungsstelle der
Max-Planck-Gesellschaft zur
Förderung der Wi ssenschaften
e.V. „Enzymologie der Protein-
faltung", Halle)
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andere Peptid-Substrate

Andere verwendete Peptidsubstrate stammen von folgenden Firmen:

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC Bachem
Bz-Val-Gly-Arg-AMC Bachem
Boc-Leu-Met-CAMC Molecular Probes
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Synthese von
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1.3 Inhibitoren

1.3.1 Endogener Proteininhibitor (Calpastatin)
Methode

450g Rinderherz ( frisch oder tiefgekühlt) werden mit Trispuffer (0,05M Tris HCl,
pH 7,4, 0,05M NaCl, 0,0025M EGTA, EDTA 0,0025M, 0,005M Mercaptoethanol,
5mg PMSF) im Eisbad homogenisiert. Nach 1 Stunde Zentrifugieren bei 20000g
filtriert man den Überstand über DEAE-Sephacel Ionenaustauscher und eluiert mit
einem Kochsalzgradienten 0,05M-0,4M. Die Calpastatin-haltigen Fraktionen werden
durch ihre Hemmwirkung auf die Calpainaktivität bei der Hydrolyse des
fluorogenen Substrates Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC identifiziert.

Die Fraktionen werden vereinigt und langsam auf 95°C erhitzt, im Eisbad
abgekühlt und ausgefallenes Eiweiß abzentrifugiert. Der Überstand wird zur
weiteren Proteinauftrennung über ein Molsieb vom Typ Superdex 200 filtriert. Der
Calpastatin-haltige Bereich wird konzentriert und durch SDS-Elektrophorese auf
Reinheit überprüft.
   

Diagramm 11: Calpastatin-Isolat ion aus Rinderherz-Homogenat über DEAE-Seph acel, Aktivitäts-
mess ung indi rekt über Inhibition der Hydrol yse von Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC durch Calpain

Diagramm 12: Calpastatin-Separat ion über Superdex 200 aus aktiven Frakt ionen der DEAE-
Sephacel-Tre nnung; Aktivität smess ung indi rekt über Inhibition der Hydrol yse von Suc-Leu-
Leu-Val-Tyr-AMC durch Calpain
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MW 67000

MW 97400

MW 45000

MW 29000

Ergebnis
Nach zwei Separationsschritten wird im Test nach Lowry 0,974g/l Protein

nachgewiesen. Calpastatin erscheint auf der Elektrophorese als eine Hauptbande
und zwei Nebenbanden zwischen 29kD und 45kD.

1MW

Abbildung 5: SDS-Gelelektropho rese nach
der chromatographischen Reinigung von
Calpastatin, 10%iges Gel,

MW Molekulargewichtsmarker
1 Bandenspektrum nach 2.Separat ionsschritt

Calpastatin
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FLUKA
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E.MERCK

CALBIOCHEM

SCHUCHARDT;
MÜNCHEN

SIGMA

CALBIOCHEM

CHEMAPOL, PRAG

SERVA
Jahreis et al. (15)
BACHEM

Inhibitor für

Calpain und Proteasomen

Calpain, Cathepsin B und L

Calpain, Papain

Cysteinproteasen, Chymotrypsin, Papain

Cysteinproteasen

Cysteinproteasen

Cysteinproteasen

Cathepsin, Papain

SH-alkylierend, SH-Enzyme, Endonucleasen

SH-Enzyme, Proteinasen

Aspartatproteasen

SH-Enzyme allgemein

Serinproteasen
Peptidasen
SH-Enzyme, Proteinasen, Papain, Calpain

1.3.2 Peptide- und andere Inhibitoren

  Inhibitoren, die in den beschriebenen Untersuchungen verwendet werden, stammen von folgenden Firmen:

Bezeichnun g
CALPAIN INHIBITOR I
N-Ac-Leu-Leu-Norleucinal,
CALPAIN INHIBITOR II
N-Ac-Leu-Leu-Methional
CALPEPTIN
Z-Leu-Norleucinal
CHYMOSTATIN,
E-64, N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-Leucin-4-Guani-
dinobutylamid

E-64d, EST
(2S,3S)-trans-Epoxysuccinyl-L-Leucylamido-3-
Methylbutan-Ethylester
Iodazetamid
LEUPEPTIN
Ac-Leu-Leu-Arginal
NEM
N-Ethylmaleinimid
PCMPS
p-Chlormercurisulfonsäure Natriumsalz
Pepstatin
p-Hydroxymercuri-Benzoesäure Natriumsalz
HgC6H4COONa
PMSF, Phenylmethylsulfonylfluorid
ZAAPCK
Z-Leu-Tyr-Chlormethylketon

Tabelle 4: Protease- Inhibitoren und d eren Bezugsquelle
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1.4 Anti-Calpain-Antiseren

1.4.1 Polyklonal, Kaninchen-anti-m-Calpain-Antiserum
Angaben: G.Hahn

Vor der Immunisierung wird Blut für die Erzeugung von Nullserum
abgenommen. Kaninchen werden mit 250µg Calpain II, gewonnen aus Rinderherz,
und komplettem Freudschen Adjuvants immunisiert. Nach 6 Wochen erfolgt eine
erste Boosterung, 2 Tage später eine zweite mit jeweils 50µg Calpain. 10 Tage nach
Boostern für das erste Antiserum ist eine Blutentnahmen durchgeführt worden,
danach weitere im Abstand von 14 Tagen.

Die Spezifität wird durch Ochterlony-Test und Westernblot überprüft; der
Proteingehalt wird nach Lowry bestimmt.

1.4.2 Monoklonal, Maus-anti-m-Calpain-Antiserum
Angaben zum Assay nach Wagner et al. (17)

Monoklonale Antikörper entstammen der Kooperation mit Dr. I. Lachmann,
Universität Leipzig. Für die Tests wird der monoklonale Antikörper 1E8, Überstand
vom 02.06.1998 verwendet.

Angaben zur Spezifität

An Latex-Partikel (2,9µm, Polysciences, Warrington, PA, USA) werden 10µg/ml
Ziege-anti-Maus-IgG (Dianova, Hamburg) in PBS über Nacht bei Raumtemperatur
(schütteln) adhäriert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/Tween-20 (0,1%;
„PBS/T“) erfolgt eine Inkubation mit Hybridom-Kulturüberständen der
monoklonalen Antikörper 1E8 (anti-m-Calpain) und 7F10 (Kontrollantikörper,
gegen Extrazellulärprotein von Aeromonas salmonicida gerichtet) (1:3 PBS/T, 4
Stunden, Raumtemperatur, schütteln). Nach drei Waschschritten erfolgt die
Inkubation mit inaktiviertem Calpain (1:5 PBS/T, 3 Stunden, 4°C, schütteln).
Inaktivieren ist erforderlich, da die aktive Protease (Calpain) in Vorversuchen
vermutlich die Antikörper-Antigen-Reaktion verhindert hat. Es wird erneut dreimal
gewaschen, das Latex-Sediment in SDS-Probenpuffer resuspendiert, 10min auf
95°C erhitzt über eine SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und
anschließend auf Nitrocellulose-Folie (0,45µm, Serva) transferiert (Westernblot). Das
mittels monoklonalem Antikörper gefangene und per SDS-PAGE und Westernblot
separierte Antigen wird mit Kaninchen-anti-Calpain-Vollserum (1:1000 in PBS/T),
Ziege-anti-Kaninchen-POD (Dianova) und DAB/H2O2 immunochemisch nachgewiesen.
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MW 80000

MW 50000

Abbildung 6: Nachweis der Spezifität von 1E8 (anti-m-Calpain-Antikörper, monoklonal),
Antigen: m-Calpain aus Rinderherz, Westernblot nach SDS-PAGE,

MW Molekulargewichtsmarker, 1 Kontr ollanti serum, 2+3 zwischen 50.000 und 80. 000 kDa mit
einzelner Bande: m-Calpain, Banden oberhalb 80. 000: Calpain-Antikörperkomplexe

3MW1 2

m-Calpain-
Antikörperkomplexe

m-Calpain-Untereinheit
80K, CL
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1.5 Fluoreszenzfarbstoffe

1.5.1 Fluoreszenzfarbstoffe zur Untersuchung des Calciumgehaltes
in Zellen

Fura 2 Molecular Probes
Fura Red Molecular Probes
Fluo 3 Molecular Probes

Eine bestimmte Ca2+-Konzentration ist für den Nachweis der Ca-abhängigen
Protease Calpain in vitro Voraussetzung (siehe S.1-6). Es wird daher angenommen,
daß Ca2+ auch bei der Aktivierung von Calpain in vivo eine Rolle spielt.

Im Vorfeld dieser Untersuchungen wird überprüft, ob man in geeigneter Form
den Ca2+-Gehalt der Linsenepithelzellen detektieren und zielgerichtet beeinflussen
kann.

Es stehen heute fluoreszierende Farbstoffe zur Verfügung, die Chelatkomplexe
mit Ca2+ bilden und daraufhin ihre Fluoreszenzeigenschaften in Intensität und/oder
Wellenlänge ändern. Beim Einsatz eines einzelnen Farbstoffes, der seine Ca2+-
abhängige Fluoreszenz in einer Richtung ändert, kann die Auslöschung (Quenchen)
und die Wellenlängenverschiebung (Shift) ausgenutzt werden. Besser
interpretierbar ist der Einsatz zweier Farbstoffe A+B mit gegenläufiger
Fluorezenzentwicklung (A=hohe und entgegengesetzt B=geringe Fluoreszenz-
intensität bei niedriger Calciumkonzentration und umgekehrt). Unter der
Voraussetzung des gleichstarken Ausbleichens durch Lichteinfluß orientiert sich
das Verhältnis (ratio) beider Fluoreszenzen nur an der Calciumkonzentration.

Erste Tests sind mit Fura2 als einzelnem Farbstoff durchgeführt worden. Wegen
Problemen der Interpretation (Ausbleichen durch Lichteinfluß) erfolgen weitere
Untersuchungen mit Fluo-3 + FuraRed, einer ratio-Kombination.

Abbildung 8: Emissionsspektrum von
Fluo-3/Fura Red (aus 176)
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Abbildung 7: Excitationsspektrum von
Fura 2 (aus 176)
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1.5.2 Fluoreszenzfarbstoffe zur Untersuchung der Proteaseaktivität
AMC, 7-Amino-4-Methylcumarin Molecular Probes
CAMC, 7-Amino-4-Chlormethylcumarin Molecular Probes

Für die Untersuchungen der Proteaseaktivität sind Aminomethylcumarin-
farbstoffen ausgewählt worden. Diese gestatteten es, da die vorhandenen
Untersuchungsgeräte über entsprechende Detektoren verfügen, die gleichen
gelabelten Substrate in vitro wie auch in vivo einzusetzen. Eine quantitative
Auswertung ist aufgrund der nachfolgend beschriebenen Untersuchung möglich.

1.5.3 Untersuchung zur Quantifizierung durch Fluoreszenz-
messung von AMC

Untersuchungen am Fluoreszenzfotometer
Die Umwandlung der Fluoreszenz von AMC in molare Einheiten ist erforderlich,

um den Enzymumsatz eines Substrates mit AMC als Fluorogen zu bestimmen.
Folgende Einstellungen für das Meßgerät (Fluoreszenzfotometer F2000, HITACHI)

sind von Bedeutung:
λExzitation 365nm
λEmmission 440nm
Die Exzitationswellenlänge ergibt sich wie folgt: AMC hat eine max. Fluoreszenz

bei λExzitation=340nm. Untersuchungen am Laser Raster Mikroskop (LSM) sind
möglich mit dem Argonlaser λExzitation =365nm. Für die Vergleichbarkeit der
Messungen an beiden Geräten wird am Fotometer ebenfalls λExzitation =365nm
benutzt, da die Fluoreszenzausbeute ausreichend ist. Filtereinstellungen und
Einstellungen der elektronischen Parameter sind identisch für alle Messungen.

Die molare Fluoreszenzintensität von AMC entspricht der Gleichung
y=775,6x+11,751 für die Konzentrationsangabe von AMC [µM] bei der am F2000
angegebenen abs. Fluoreszenz. Für eine Fluoreszenz bzw. Fluoreszenzsteigerung
um 100 Einheiten benötigt man 0,114µM AMC.

Diagramm 13: Fluo reszenzka librierung von AMC für die Konzentrationsbestimmung am
Fotometer F2000, H ITACHI
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Untersuchungen mit Hilfe der HPLC

Eine weitere Möglichkeit, den bei Substrathydrolyse freigesetzten AMC-Rest zu
quantifizieren, besteht in der chromatographischen Auftrennung und
Identifizierung seiner Fluoreszenz. Für die Auftrennung wird eine RP-18 Säule mit
Vorsäule (Peaks werden etwas verbreitert) genutzt.

Das Elutionsmittel ist ein Acetonitril/Wasser-Gemisch 75%/25%, eluiert wird
mit einer Geschwindigkeit von 1ml/min. Es wird 10µl Probe aufgetragen. Als
Detektor steht ein Fluoreszenzmonitor zur Verfügung (λExcit=340nm). Für die
Reaktionen in Zellen liegen die erwarteten Fluoreszenzen zwischen 10-5M bis 10-6M.

Diagramm 14, 15: HPLC-Tre nnung und Fluo reszenzdetekt ion von 10µl einer 10 -5 bzw.
10-6M AMC-Lösung für die Konzentrationsbestimmung, A = Fläche unter dem Gipfel.
RP-18, ACN/H2O 3/1, 1ml/min

Die Flächen unter den AMC-Gipfeln verhalten sich etwa wie 10:1, d.h. im
Konzentrationsbereich zwischen 10-5-10-6M AMC verhält sich die
Fluoreszenzintensität nahezu linear. 4 Flächeneinheiten entsprechen 10-6l
einer 10-6M AMC-Lösung bzw. 10-12mol AMC.
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1.6 Ionophoren
Ionomycin Calbiochem

Ionophoren sind Moleküle, die über zwei allgemeine Eigenschaften verfügen: sie
können reversibel Komplexe mit Ionen, Ionomycin bevorzugt Ca2+, bilden, und sie
sind hydrophob. Durch die hydrophobe Eigenschaft lösen sich die Verbindungen in
den beschriebenen Untersuchungen bevorzugt in biologischen Membranen, in
denen sie beweglich sind. Sie führen wegen ihrer metallbindenden Eigenschaft zum
Konzentrationsausgleich der Metallionen in den angrenzenden wässrigen Milieus
(13, 37).
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Kapitel 2: Untersuchungsmethoden und Ergebnisse
2.1 Enzymaktivitätsuntersuchungen

2.1.1 Untersuchungen mit isoliertem m-Calpain

2.1.1.1 Nachweis einer Ca 2+-abhängigen cytosolischen Thiolprotease
in vitro – Calpain

Calciumabhängigkeit der Aktivität
Methode
Aktives Calpain in Trispuffer (0,05M Tris HCl, pH 7,4, 0,005M EDTA, 0,005M

Mercaptoethanol) wird einem Enzymtest mit fluorogenem Substrat im
Fluoreszenzfotometer bei steigender Ca-Konzentration unterzogen. Alle Lösungen
sind mit tridest. H2O bereitet, um einen unkontrollierten Ca2+-Eintrag zu vermeiden.

100µl Mercaptoethanol (0,16M in tridest. H2O)
+ 25µl Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (0,002M in DMSO)
+ Aµl Ca-Lösung (0,025M CaCl2 in tridest. H2O)
+ 200-Aµl tridest. H2O
+ 655µl Trispuffer (0,1M Tris-HCl, pH 7,2)

+ 20µl Enzymprobe, m-Calpain aus Rinderherz Start

1000µl

Aµl 4 5 10 20 25 30 40 50 100 200

Ca [mM] 0 0,025 0,15 0,4 0,525 0,65 0,9 1,15 2,4 4,9

Tabelle 5: Mengen und Konzentrationen von CaCl 2 für die Untersuchung der Ca 2+-Abhängigkeit

Diagramm 16: Abhängigkeit der Calpain-Aktivität von der Ca 2+-Konzentration

Ergebnis
Die Ca2+-Aktivierung der Enzymproben aus Rinderherz erfolgt halbmaximal bei

etwa 0,5mM Ca2+ und maximal bei etwa 1mM Ca2+. Nach Definition handelt es sich
hier um m-Calpain bzw. Calpain II.(7,8,9)
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Stimulation mit Mercaptoethanol (Thiol)
Methode
Der Versuch basiert auf dem Nachweis der Enzymaktivität mit Azocasein. Die

Versuchsansätze werden mit steigender Konzentration an Thiol versehen. Nach
30 Minuten Inkubation bei 37°C erfolgt die Messung der Absorption am Specol UV-VIS
und die Darstellung mit Hilfe einer Excel-Graphik.

25µl Ca-Lösung (0,2M CaCl2 in Tris-HCl, pH 7,4)
+ 250µl Azocasein (1,5% in 0,05M Tris-HCl, pH 7,4)
+ Aµl ME (Mercaptoethanol) (0,05M in 0,05M Tris-HCl, pH 7,4)
+ 450µl-Aµl Trispuffer (0,05M Tris-HCl, pH 7,4) 

+ 25µl Enzymprobe, m-Calpain aus Rinderherz Start

750µl

Aµl 0 4 10 20 40 100 200

ME[mM] 0 0,2 0,5 1 2 5 10

Tabelle 6: Mengen und Konzentrationen von Mercaptoethanol, ME für die Untersuchung der
Thiol-Abhängigkeit

Diagramm 17: Abhängigkeit der Calpain-Aktivität von der Thiol-Konzentration (Mercaptoethanol,
ME)

Ergebnis
Die Aktivierung des m-Calpain aus Rinderherz läßt sich sehr gut demonstrieren.

Man kommt zu dem schon 1964 von Guroff beschriebenen Ergebnis (4).

Cytosolische Lokalisation
(siehe SS. 39 ff., 46, 71)
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2.1.1.2 Kinetische Untersuchungen des Substratumsatzes von
Calpain

Die Umsatzkinetik fluorogener Peptid-Substrate wird wie folgt im Fluoreszenz-
fotometer bestimmt:

Methode

+ 100µl Mercaptoethanol (0,05M in tridest. H2O)
+ 100µl Ca-Lösung (0,02M CaCl2 in tridest. H2O)
+ Aµl Substrat (0,001M in DMSO)
+  780-Aµl Trispuffer (0,1M Tris-HCl, pH 7,2)

+ 20µl Enzymprobe, m-Calpain aus Rinderherz Start

1000µl

Aµl 2 4 7 10 15 20 30 50

S [µM] 2 4 7 10 15 20 30 50

Tabelle 7: Volumina und Endkonzentrationen des Substrates im Test

Die Versuchsansätze werden kontinuierlich fünf Minuten lang am
Fluoreszenzfotometer vermessen und der mittlere Anstieg des linearen Teils der
Reaktionskurven in den Lineveaver-Burk-Plot einer Excel-Tabelle übertragen.
Nachfolgende Berechnungen von Anstieg und Nullpunkt der Funktion 1/s : 1/v
sowie das Zeichnen der Geraden erfolgen in Excel.

Diagramm 18: Ermittlung von  K m und v max im Lineweaver-Burg-Plot am Beispiel des Umsatzes
von Boc-Leu-Met-CAMC mit m-Calpain aus Rinderherz. Die lineare Gleichung hat die allg.
Formel y=ax+b; K M=-a/b; Vmax=1/b

y = 1,6612x + 0,0206
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Ergebnis

SUBSTRAT KM

[10-6M]
Vmax

[10-6M min-1]
Kcat

[min-1]
Kcat / KM

[103min-1M-1]

Boc-Leu-Met-AMC 101,6 49,7 4,55 4,48

Boc-Leu-Met-CAMC 80,6 48,5 4,44 5,51

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 70,2 95,2 8,72 12,40

Tabelle 8: K M, Vmax, Kcat=Vmax/Enzym i, Kcat/KM für den Umsatz der Peptidsubstrate mit m-Calpain

KM= Michaelis-Konstante, Substratkonzentration bei der Hälfte der maximalen Reaktionsge-
schwindigkeit, Größenordnungen von 10 –2–10–5mol/l, kleiner K M-Wert bedeutet eine große
Affinität zwischen Enzym und Substrat

Vmax= maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Kcat= maximale Reaktionsgeschwindigkeit bezogen auf die Enzymkonzentration

2.1.1.3 Hemmung von Calpain mit synthetischen Protease-
Inhibitoren und endogenem Protein-Inhibitor Calpastatin

Enzyme haben wie alle Katalysatoren eine Substrat- und damit auch eine
Reaktionsspezifität und können möglicherweise noch allosterisch beeinflußt
werden. Diese Eigenschaften führen dazu, daß Enzyme auch ein bestimmtes
Inhibitorenspektrum besitzen, das zur Charakterisierung genutzt wird.

1. Proteininhibitor Calpastatin

Methode
Für Calpain ist ein endogener Inhibitor, Calpastatin bekannt. Die Abnahme der

Calpain-Aktivität bei steigender Inhibitorkonzentration wird anhand eines Testes
der enzymatischen Aktivität von Calpain mit dem fluorogenen Peptidsubstrat Suc-
Leu-Leu-Val-Tyr-AMC demonstriert.

100µl Mercaptoethanol (0,05M in tridest. H2O)
+ 100µl CaCl2 (0,05M in tridest. H2O)
+ Aµl Calpastatin in Trispuffer (0,974g/l Protein)
+ 765-Aµl Trispuffer (0,05M Tris-HCl, pH 7,2)
+ 50µl Enzymprobe, m-Calpain aus Rinderherz (0,327g/l Protein=0,149µM)

+ 10µl Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (0,002M in DMSO) Start

1000µl

Nach 10 Minuten (Thermoschüttler, 37°C) wird die Reaktion gestoppt und die
Fluoreszenz vermessen.

Aµl 0 5 10 25 50 100 200

Calpastatin [µM] 0 0,018 0,036 0,090 0,18 0,36 0,72

Molares Verhältnis
Calpastatin/Calpain

0 0,121 0,243 0,607 1,213 2,43 4,85

Tabelle 9: Mengen und Konzentrationen von Calpastatin für die Untersuchung der
Inhibitorwirkung auf m-Calpain; MW Calpain 110000, MW Calpastatin 270000.
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Ergebnis
Calpastatin inaktiviert Calpain vollständig bei einem molaren Verhältnis

Calpastatin: Calpain von ca. 1:4 (MW Calpain 110.000, MW Calpastatin 270.000)
(10,11).

Diagramm 19: Abhängigkeit der Calpain-Aktivität von der Menge zugesetzten Calpastatins,
Aktivität gemessen anhand des hydrolytischen Umsatzes des Peptidsubstrates Suc-Leu-Leu-
Val-Tyr-AMC

2. Peptid-und Nichtpeptid-Inhibitoren

Methode
Isoliertes Calpain in Trispuffer (0,05M Tris HCl, pH 7,4, 0,005M EDTA, 0,005M

Mercaptoethanol) wird einem Enzymtest mit fluorogenem Substrat und
Proteaseinhibitoren im Fluoreszenzfotometer unterzogen:

100µl Enzymprobe (0,8mg/ml; 0,005M EDTA/EGTA im Puffer)
+ 20µl CaCl2-Lösung (0,2M in A.dest)
+ Aµl Inhibitor-Lösung (0,01M in DMSO) a)

+ Aµl Inhibitor-Lösung (0,005M in DMSO) b)

+ 870-Aµl Trispuffer (0,05M Tris-HCl, pH 7,2; Mercaptoethanol )

Inkubation mit Inhibitor 5 min

+ 10µl Boc-Leu-Met-AMC (0,002M in DMSO) Start

1000µl

Aµl a) 10 Aµl b) 20

Inhibitor [µM] 100 100

Tabelle 10: Mengen und Konzentrationen der Protease-Inhibitoren
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Diagramm 20: Calpainaktivität mit Protease- Inhibitoren ( 100µM), Substrat Boc-Leu-Met-AMC
(20µM); Kontrolle = 100%-Enzymaktivität;

2 NEM 7 E-64d, EST 12 Chymostatin
3 PCMPS 8 Calpain-Inhibitor I 13 Pepstatin
4 PMSF 9 Calpain-Inhibitor II 14 Calpeptin
5 Iodazetamid 10 ZLYCK 15 100% CaCl2, 2mM
6 E-64 11 ZAAPCK 16 0% EDTA, 2mM

Tabelle 11: Zuordnung der Inhibitoren zum Diagramm 20

Ergebnis

Von den untersuchten Inhibitoren hemmen  die Enzymaktivität zu 100%:
Iodacetamid, E-64, Calpain-Inhibitor I, Calpain-Inhibitor II, ZLYCK, Chymostatin
und Calpeptin. E-64d hemmt ca. 30% und Pepstatin ca. 50% der Enzymaktivität.
Die anderen Inhibitoren NEM, PCMPS, PMSF, ZAAPCK hemmen nicht.
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MW 67000

MW 97400

MW 45000

MW 29000

MW 250000

MW 130000

MW 65000

MW 200000

2.1.1.4 Elektrophoretischer Nachweis von m-Calpain
In der nativen Elektrophorese kann m-Calpain in den Formen kleine

Untereinheit (30kD), große Untereinheit (80kD), Gesamtmolekül (110kD) sowie als
Aggregate von Untereinheiten auftreten, während man in der SDS-Elektrophorese
nur zwei Hauptbanden bei MW von ca. 80kD und 30kD erwarten kann. Wegen
Autolyse kann man auch kleinere Moleküle immunologisch (siehe S.35) und
enzymatisch (siehe S.34) nachweisen.

1. Nativelektrophorese 2. SDS-Elektrophorese

Abbildung 10: SDS-Elektropho rese von
isoliertem m-Calpain

MW Molekulargewichtsmarker
1 Bandenspektrum nach dem 2. Separa-
tionsschritt (siehe Reinigung m-Calpain);
10% Gel, Coomassiefärbung

1MW

Abbildung 9: Nativelektropho rese von
isoliertem m-Calpain

MW Molekulargewichtsmarker (RSA-
Aggregate)
1 Bandenspektrum nach dem 2.Separa-
tionsschritt (siehe Reinigung m-Calpain);
7,5% Gel, Silberfärbung

m-Calpain-
Untereinheit
80K

m-Calpain-
Untereinheit
30K

1MW

m-Calpain-
Untereinheit
80K
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2.1.1.5 Nachweis der Aktivität einer Ca 2+-abhängigen cytosolischen
Thiolprotease in der Nativelektrophorese – Zymogramm

Die Aktivität von m-Calpain läßt sich in einer speziellen Form der
Nativelektrophorese, dem Zymogramm nachweisen. Für die Darstellung wird ein
7,5%iges Gel benutzt mit einem Zusatz von 0,1% Casein. Nach der Elektrophorese
erfolgt die Inkubation mit 4mM CaCl2 in 20mM Trispuffer, pH 7,4 über Nacht bei
4°C. Das Gel wird mit Coomassie-Brillant Blue-Lösung angefärbt. Als Kontrolle und
zur Verdeutlichung der Ca2+-abhängigen Proteolyse wird Papain mitinkubiert.

Ergebnis
Papain und Calpain reagieren mit Casein unterschiedlich. Papain entfaltet seine

Proteaseaktivität während der Wanderung, m-Calpain reagiert erst, nachdem es mit
ausreichend Ca2+ versorgt wird, also nach der Wanderung während der Inkubation.
Dabei entstehen die scharf abgesetzten Banden. Es sind bei näherer Betrachtung
sogar noch niedermolekulare aktive Banden zu erkennen (Bahn 2 und 3).

4321

Abbildung 11: Zymog ramm von is oliertem
m-Calpain,
0,1% Casein im Nativelektrophoresegel,
Proteinfärbung mit Coomassie-Brillant Blue
5%iges Sammelgel, 7,5%iges Trenngel

1 m-Calpain ~7,5µg Protein
2 m-Calpain ~15µg Protein
3 m-Calpain ~30µg Protein
4 Kontrolle: Papain 1,5U

Papainaktivität
Hydrolysespur

Hydrolyse nach
Ca2+-Zufuhr durch
m-Calpainaktivität
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2.1.1.6 Immunologischer Nachweis von m-Calpain im Westernblot
Nach einer Elektrophorese (nativ oder SDS) kann m-Calpain aufgrund seiner

Antigen-Wirkung mit anti-m-Calpain-Antiserum nachgewiesen werden (spezifischer
Nachweis). Dazu werden im semidry Westernblot die aufgetrennten Banden der
Elektrophorese mittels elektrischem Potential auf eine geeignete Membran
(Nitrocellulose, PVDF) übertragen. An diese binden sich die Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkungen und behalten dabei ihre Antigeneigenschaften, nach
einer nativen Elektrophorese auch die enzymatische Aktivität. Der Vorteil dieses
Verfahrens gegenüber einer Detektion direkt im Elektrophoresegel besteht darin,
daß die Enzyme sich auf der Oberfläche der Membran befinden und nicht
diffundieren, und z.B. Antikörpern oder Substraten mit hoher Molekülmasse direkt
zugänglich sind.

1. Nachweis mit Maus-anti-m-Calpain
(monoklonales Antiserum) nach SDS-
Elektrophorese

2. Nachweis mit Kaninchen-anti-m-
Calpain (polyklonales Antiserum)
nach SDS-Elektrophorese

Abbildung 12: m-Calpain im Westernblot,
monoklonales Maus-Antiserum 1E8

MW Molekulargewichtsmarker
1 m-Calpain in reduzierendem SDS-Puffer
(3min 95°C),
2 m-Calpain in SDS-Puffer ohne Erhitzen;
monoklonaler Antikörper 1E8, POD-Konjugat,
Abb. mit freundlicher Genehmigung von
Dr.I.Lachmann

Abbildung 13: m-Calpain im Westernblot,
polyklonales Kaninchen-Antiserum

m-Calpain in reduzierendem SDS-Puffer (3min
95°C), Elektrophoresegel 7,5%, IgG-Fraktion
von Kaninchen-anti-m-Calpain Antiserum,
POD-Konjugat

MW 65000

MW 80000

MW 44000

MW 35000

MW 1 2

80K m-Calpain-Untereinheit
die Hauptbande hat das kleinste
Molekulargewicht

30K m-Calpain-Untereinheit

Bande mit MW < 70kD
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2.1.1.7 Vergleichende Untersuchungen zwischen m-Calpain und
Proteasomen

Die Darstellung der calciumabhängigen cytosolischen Protease in vivo ist gut
beschrieben und durch Antikörpertests und molekularbiologische Untersuchungen
gesichert. Wesentlich schwieriger gestaltet sich dagegen der Beweis der
enzymatischen Aktivität in vivo. Es ist nötig, diese von Proteasomen, lysosomalen
Proteasen und eventuell vorhandenen, nicht beschriebenen Proteasen abzugrenzen.

Ein erster Schritt ist die vergleichende Charakterisierung von Calpain und
Proteasomen in vitro. Es ist von Dahlmann et al.(5) beschrieben und eigene
Voruntersuchungen haben ergeben, daß die multikatalytischen Proteasomen
verschiedene Substrate unterschiedlich umsetzen, d.h. an unterschiedlichen
katalytischen Orten spalten. Die folgenden Versuche beziehen sich nur auf das
Substrat Boc-Leu-Met-AMC. Ein Vergleich der Calciumabhängigkeit der
proteolytischen Aktivität und die Wirkung von Inhibitoren wird dargestellt.

1. Calciumabhängigkeit der Proteolyse durch Proteasomen und Vergleich zu m-Calpain

Methode
Aktive Proteasomen (siehe S.11 f.) in Trispuffer (0,05M Tris HCl, pH 7,4, 0,005M

EDTA, 0,005M Mercaptoethanol) werden einem Enzymtest mit fluorogenem
Substrat im Fluoreszenzfotometer bei steigender Ca-Konzentration unterzogen.

10µl Boc-Leu-Met-AMC (0,002M in DMSO)
+ Aµl Ca-Lösung (0,01M CaCl2 in tridest. H2O) a)
+ oder Aµl Ca-Lösung (0,1M CaCl2 in tridest. H2O) b)
+ 940-Aµl Trispuffer (0,1M Tris-HCl, pH 7,2; Mercaptoethanol)

+ 50µl Enzymprobe, Proteasom aus Rinderherz Start

1000µl

Aµl a) 1 5 10 50 Aµl b) 10 20 50 100

Cai [µM] 10 50 100 500 1000 2000 5000 104

Tabelle 12: Mengen und Konzentrationen von CaCl 2 für die Untersuchung der Ca 2+-
Abhängigkeit

Ergebnis
Dahlmann et al. finden, daß bei anderen Proteasesubstraten die Proteolyse

durch Proteasomen calciumabhängig sein kann (5). Diese Aussage hat uns
veranlaßt, auch bei diesem Enzym eine Abhängigkeit zwischen
Calciumkonzentration und Substratumsatz zu untersuchen.

Im Bereich der Calciumkonzentration von 0mM bis 5mM hydrolysieren
Proteasomen Boc-Leu-Met-AMC mit der gleichhohen Umsatzrate. Calciumionen
beeinflussen demnach den Umsatz dieses Substrates nicht. Bei einem Überschuß
an EDTA ab ca. 2mM ist der Umsatz von Boc-Leu-Met-AMC deutlich erniedrigt
(siehe S.37: Diagramm 21).
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Diagramm 21: Abhängigkeit der Proteasomen- und der Calpain-Aktivität von der Ca 2+-Konzen-
tration, Substrat Boc-Leu-Met-AMC;

2. Einfluß von ausgewählten Protease-Inhibitoren auf Proteasomen und Vergleich
zu m-Calpain (Inhibitoren siehe S. 20 Tabelle 4)

Methode
Aktive Proteasomen (siehe S. 11 f.) in Trispuffer (0,05M Tris HCl, pH 7,4, 0,005M

EDTA, 0,005M Mercaptoethanol) werden einem Enzymtest mit fluorogenem
Substrat und Proteaseinhibitoren im Fluoreszenzfotometer unterzogen:

50µl Enzymprobe (0,005M EDTA/EGTA im Puffer), Proteasomen
+ Aµl Inhibitor-Lösung (0,01M in DMSO) a)
+ oder Aµl Inhibitor-Lösung (0,005M in DMSO) b)
+ 940-Aµl Trispuffer (0,1M Tris-HCl, pH 7,2; Mercaptoethanol)

Inkubation mit Inhibitor 5 min

+ 10µl Boc-Leu-Met-AMC (0,002M in DMSO) Start

1000µl

Aµl a) 10 Aµl b) 20

Inhibitori [µM] 100 100

Tabelle 13: Mengen und Konzentrationen der Protease-Inhibitoren
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Diagramm 22: Proteolytische Aktivität von Proteasomen unter dem Einfluß von Protease-
Inhibitoren, Substrat Boc-Leu-Met-AMC; Kontrolle = 100%;

2 NEM 7 E-64d, EST 12 Chymostatin
3 PCMPS 8 Calpain-Inhibitor I 13 Pepstatin
4 PMSF 9 Calpain-Inhibitor II 14 Calpeptin
5 Iodacetamid 10 ZLYCK 15 CaCl2, 2mM
6 E-64 11 ZAAPCK 16 EDTA, 2mM

Tabelle 14: Zuordnung der Inhibitoren zum Diagramm 22, 23

Diagramm 23: Vergleich der Inhibitorwirkung auf Proteasomen und m-Calpain, Substrat Boc-
Leu-Met-AMC; Kontrolle = 100%; Calpain, Prot easomen

Ergebnis
Proteasomen sind mit Proteaseinhibitoren weniger effektiv zu hemmen als

Calpain. Dieses Ergebnis ist zu erwarten, da die Proteasomen eine
multikatalytische Protease darstellen. Man kann annehmen, daß das Substrat Boc-
Leu-Met-AMC an mindestens zwei unterschiedlichen katalytischen Zentren
umgesetzt wird. Bei den Proteasomen hemmen mit 100% E-64d und Calpeptin, bei
Calpain Iodacetamid, E-64, Calpain-Inhibitor I, Calpain-Inhibitor II, ZLYCK,
Chymostatin und Calpeptin. E-64d hemmt nur 30% der Aktivität.
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2.1.2 Untersuchungen an Rinder-Linsenepithelzellen

2.1.2.1 Immunologischer Nachweis von Calpain aus Linsenepithel-
zellen im Westernblot

Methode
Von zwei kleinen Kulturflaschen, deren Boden dicht mit Linsenepithelzellen

bewachsen ist, wird das Kulturmedium gegen Trispufferlösung getauscht
(0,02M Tris/HCl pH 7,4, 150mM NaCl, 4mM EDTA, 5mM Mercaptoethanol). Die
Zellen werden mit einem Gummischaber abgelöst. Alle weiteren Vorgänge erfolgen
bei 0-4°C. Die Zellensuspension wird 5 Minuten bei 1000g auf 2ml konzentriert. Es
wird 1mM E-64 zugesetzt und die Zellen durch mehrfaches Frieren und Tauen in
Methanol/Trockeneis aufgeschlossen. Danach erfolgt eine Zentrifugation von
7 Minuten bei 1000g. Der Überstand wird eine Stunde bei 100000g zentrifugiert
und es entsteht „Überstand 2“; während das Sediment einige Minuten in 1,5ml
Trispuffer mit 1% Triton X-100 inkubiert wird. Es wird dann 30 Minuten bei
20000g zentrifugiert. Die entstandenen drei Fraktionen „Überstand 2“ = Cytosol mit
gelösten Proteinen, „Überstand 1“ = detergenzlösliche Bestandteile (Membran-
proteine) und Sediment = nicht detergenzlösliche Bestandteile der Zellen, werden
durch einen Westernblot nach SDS-Elektrophorese ausgewertet.

Abbildung 14: Westernblot von m-Calpain aus Rinderherz und Calpain aus Linsenepithelzellen
vom Rind, Calpain in reduzierendem SDS-Puffer (3min 95°C), Elektrophoresegel
7,5%, IgG-Fraktion von Kaninchen-anti-m-Calpain Antiserum, POD-Konjugat

Links: (Abbildung 13 S. 35) m-Calpain aus Rinderherz
Rechts: 1 Kontrollprotein, m-Calpain aus Rinderherz

2 Sediment = Sediment nach Detergenzextraktion und 7min 1000g (Cytoskelett,
    Kernproteine)
3 Überstand 1 = detergenzlösliche Proteine (Membranproteine)
4 Überstand 2 = lösliche Bestandteile nach 1h 100000g (Cytosol)

80K m-Calpain-Untereinheit
Hauptbande mit dem kleinsten
MW

30K m-Calpain-Untereinheit

1 2 3 4

Bande unterhalb 70kD
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Ergebnis
Die Kontrolle (1), m-Calpain (Abbildung 14 rechts), und m-Calpain einer anderen

Präparation (Abbildung 14 links) stimmen weitgehend überein. Auf beiden Blots
erscheinen die große Untereinheit mit mehreren Banden und die kleine
Untereinheit mit zwei Banden. Auf dem Blot links erkennt man noch eine einzelne
Bande unterhalb 70kD. Diese ist in der Kontrolle rechts nicht vorhanden. Bei den
Bahnen der Fraktionen von Linsenepithelzellen zeigt nur das Sediment (2) eine
Färbung. Es erscheint unterhalb der 80K-Untereinheit der Kontrolle (1), scheinbar
in Höhe der einzelnen Bande der linken Abbildung. In den Überständen (Bahnen 3
und 4) sind keine Banden gefärbt. Damit ist ein Calpain-Antigen zumindest in der
Fraktion des nicht detergenzlöslichen Sediments (Cytoskelett) von
Linsenepithelzellen nachgewiesen. Es entspricht in seinem Molekulargewicht weder
der 80K noch der 30K-Untereinheit, sondern bewegt sich im Bereich unterhalb
70kD.

2.1.2.2 Detektion proteolytischer Aktivität in Linsenepithelzellen
vom Rind mit Hilfe fluorogener Peptidsubstrate

Für die Testung der Calpainaktivität in vitro sind eine Reihe von Peptidsubstraten
beschrieben, deren Verwendbarkeit in vivo untersucht wird (1, 24). Der Unterschied
der Untersuchungen an lebenden Zellen zu denen in vitro besteht darin, daß man
nicht über ein isoliertes Enzym verfügt, an dem die Reaktionen bis hin zu molaren
Verhältnissen gut zu verfolgen sind. Es soll geklärt werden, welche dieser Substrate
die intakte Zellmembran passieren können, welche Techniken es gibt, die
Reaktionen zu quantifizieren, mit welchen Nebenreaktionen durch andere Proteasen
man rechnen muß und wie diese Nebenreaktionen spezifiziert und abgegrenzt
werden können.

Die Untersuchungsobjekte, Rinderlinsenepithelzellen (siehe S. 13), adhärieren auf
Glasoberflächen. Diese Eigenschaft wird für die Inkubation während des Meßzeit-
raumes in einer POC-Kammer, Objektkammer für die Inversmikroskopie, genutzt.
Die Untersuchungen werden an einem Laser-Raster-Mikroskop auf der Basis eines
Inversmikroskops durchgeführt mit λExcitation=365nm (einzelne Ar-Laser-
Emissionslinie) und λEmission>397nm. Am Mikroskop werden Bildsequenzen mit
Abtastraten von 4 oder 8 Sekunden pro Einzelbild, der Auflösung 512 x 512 Pixel
und einem Bildabstand von 30 oder 60 Sekunden erzeugt. Von 10 abgebildeten
Zellen wird die Helligkeit einer definierten Fläche einem Grauwert zugeordnet.
Innerhalb der Bildsequenz entstehen je Fläche eine Zeitabhängigkeit, die als Kurve
oder Tabelle dargestellt werden kann.

Laser
(z.B. 365nm)

Strahlenteiler
(z.B. 395nm)

Filter
(z.B. < 397nm)

Fluoreszenz-
Detektor

Umlenkspiegel

Mikroskop
mit Meß-
kammer
und Objekt

Schema 3: Meßeinrichtung eines inversen Laser-Raster-Mikroskops (LSM)
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1. Substrate Abkürzungen

Boc-Leu-Met-CAMC BLMM-Cl
Boc-Leu-Leu-Met-AMC BLLMM
Boc-Met-Met-AMC BMMM
Boc-Leu-Met-AMC BLMM
Boc-Val-Leu-Leu-AMC BVLLM
Boc-Norleu-Met-AMC BNMM
Boc-Leu-Met-Rhodamin BLM-Rhodamin
Suc-Ala-Phe-Leu-AMC SAPLM
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC SLLVYM
Suc-Leu-Tyr-AMC SLYM
Z-Val-Leu-Leu-CAMC Z-VLLM-Cl

Diagramm 24 1: Fluoreszenzentwicklung durch hydrolytische Freisetzung von Fluorophoren
aus untersuchten Peptidsubstraten in Linsenepithelzellen (siehe S.44, Abbildung 16)

Fluoreszenzanstieg
linear

Fluoreszenzanstieg
logarithmisch abklingend

Kein
Fluoreszenzanstieg

Boc-Leu-Met-CAMC Boc-Leu-Leu-Met-AMC
Boc-Met-Met-AMC
Boc-Leu-Met-AMC
Boc-Val-Leu-Leu-AMC
Boc-Norleu-Met-AMC

Boc-Leu-Met-Rhodamin
Suc-Arg-Phe-Leu-AMC
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC
Suc-Leu-Tyr-AMC
Z-Val-Leu-Leu-CAMC

Tabelle 15: Fluoreszenzverhalten untersuchter Peptidsubstrate in vivo im LSM

                                        
1 Die Wiedergabe der Linie von Z-VLLM-Cl auf einem Computermonitor ist

hellgrün, auf einem Ausdruck weiß
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Ergebnis
Die in vivo untersuchten Substrate lassen sich in 3 Gruppen unterteilen:

1. solche, die nicht hydrolysiert werden, 2. spontan hydrolysierte Substrate mit
logarithmischem Abklingen der intrazellulären Fluoreszenz, 3. spontan hydrolysierte
Substrate mit linear ansteigender Fluoreszenz innerhalb des Meßzeitraumes.

Zu den nicht umgesetzten Substraten gehört Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC,
welches in den beschriebenen in vitro Untersuchungen ein wirkungsvolles Substrat
für Calpain und Proteasom darstellt (siehe S. 27 f.). Es muß angenommen werden,
daß die succinylierten Peptide die Zellmembran der Linsenepithelzellen nicht
passieren. Weiterhin kann gefolgert werden, daß keine Ektoproteasen auf der
Oberfläche von Linsenepithelzellen existieren, die dieses Substrat hydrolysieren.

Die Aussage steht im Gegensatz zu Karlsson et al. (178) bei humanen
Linsenepithelzellen.

Die Substrate der Form Boc-Peptidyl-AMC werden spontan intrazellulär
proteolytisch gespalten. Sie sind an N-und C-Terminus mit hydrophoben Gruppen
versehen und dadurch offensichtlich membranpermeabel. Der logarithmisch
abklingende Anstieg erklärt sich aus dem Diffusionsvermögen von AMC, welches die
Zellmembran ebenfalls passieren kann und die Zellen verläßt. Diese Eigenschaft
kann genutzt werden, um den Umsatz der Zellen quantitativ zu bestimmen (siehe
S. 44 ff.).
Boc-Leu-Met-CAMC weist einen linearen Fluoreszenzanstieg im LSM auf (Rosser et
al., 12). Nach Untersuchungen der Autoren wird das Substrat über das Chloratom
der CAMC-Gruppe durch Vermittlung der Glutathiontransferase an Glutathion
gebunden. Erst in einem nächsten Schritt wird die CAMC-Gruppe vom restlichen
Peptid abgespalten. Das so gebildete nicht membranpermeable Fluorophor
akkumuliert in der Zelle.

2.1.2.3 Nachweis des Umsatzes von Boc-Leu-Met-AMC und Boc-
Leu-Met-CAMC bei hoher mikroskopischer Auflösung in
Linsenepithelzellen

Eine mikroskopische Lokalisation der Hydrolyse von Peptidsubstraten kann
möglicherweise bei einem Vergleich mit einem immunologischen Nachweis von
Calpain in Zellen etwas darüber aussagen, ob der Ort der Substrathydrolyse mit
dem nachzuweisenden Antigen übereinstimmt. Dabei wird angenommen, daß bei
der Inkubation der Zellen mit genügend hoher Konzentration an fluorogenem
Substrat die Empfindlichkeit des LSM ausreicht, freiwerdendes AMC an den Orten
der Proteolyse bei hoher mikroskopischer Auflösung nachzuweisen.

Methode
Linsenzellen werden auf Glasobjektträgern in eine POC-Kammer eingespannt

und mit HBS pH 7,4 inkubiert. Für die Untersuchung am LSM wird dem
Inkubationsmedium 40µM Boc-Leu-Met-AMC bzw. Boc-Leu-Met-CAMC
hinzugefügt. Die unmittelbar anschließende Untersuchung erfolgt bei einer
primären Objektivvergrößerung von 100x, einer Auflösung von 1024 x 1024 Pixel
und einer Abtastgeschwindigkeit von 16 Sekunden je Bild.
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Abbildung 15: Nachweis der Orte des
hydrolytischen Umsatzes der fluorogenen
Peptidsubstrate Boc-Leu-Met-AMC und Boc-
Leu-Met-CAMC
HBS pH 7,4, 40µM Boc-Leu-Met-AMC bzw.
Boc-Leu-Met-CAMC, primäre Objektivver-
größerung 100x, Meßbalken 10µm, digitale
Auflösung 1024  x 1024 Pixel, Abtast-
geschwindigkeit 16 Sekunden je Bild

1 Inkubation mit Boc-Leu-Met-AMC, die starke
Aufhellung rechts oben ist ein Artefakt
2 Inkubation mit Boc-Leu-Met-AMC
3 Inkubation mit Boc-Leu-Met-CAMC

Ergebnis
Es ist möglich, Orte des proteolytischen Umsatzes mikroskopisch genau zu

lokalisieren. Dabei sind sehr helle kompakte Areale um den Zellkern zu erkennen.
Dies sind sehr wahrscheinlich die Orte der größten proteolytischen Aktivität.
Peripher erkennt man Punkte und Punktreihen bzw. kurze stäbchenförmige
Abschnitte. Diese sind häufig strahlenförmig vom Kern zur Peripherie gerichtet.

Eine allgemeine einfache Aufhellung der Zellen wurde bei dieser Detektion nicht
festgestellt.

1

3

2
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2.1.2.4 Einfluß von Inhibitoren auf die Hydrolyse von
Peptidsubstraten in Linsenepithelzellen

Wie in den oben (siehe S. 30 f.) beschriebenen Untersuchungen in vitro soll mit
bekannten synthetischen Inhibitoren in vivo die Hemmung von Calpain gezeigt
werden. Die folgenden Tests erfordern Substanzen, welche die Zellmembran
passieren können bzw. den Ausschluß der proteolytischen Wirkung an der
Außenseite der Zellmembran anzeigen, sofern sie diese nicht passieren können.

Methode
Vorbereitung der Untersuchungsobjekte: 1ml Zellsuspension mit 152.000

Zellen/ml werden auf Glasträger eingesät und minimal 4 Stunden im CO2-
Brutschrank kultiviert. Die bewachsenen Glasträger werden unmittelbar vor der
Messung in eine POC-Kammer eingespannt und mit 1ml HBS pH 7,4 (Angaben
in mM: NaCl 140, CaCl2 2, KCl 4, MgCl2 2, HEPES 10, Glucose 10 in Tridest H2O)
überschichtet.

Folgende Meßbedingungen werden eingehalten: die Objekttemperierung im
Meßzeitraum beträgt T=37°C; die Messung am Laser Raster Mikroskop  erfolgt bei
λExzitation=365nm, λEmission≥397nm; die HPLC-Auftrennung und Identifikation der
Fluoreszenz von AMC im abgenommenen Medium wird an einer RP-18-Säule bei
λExzitation=340nm, λEmission≥440nm durchgeführt. Kontrollmessungen erfolgen mit
20µl DMSO ohne Inhibitor. Angegeben sind die Endkonzentrationen im Medium.

Die Mediumprobe für die Untersuchung mit Hilfe der HPLC wird nach Ablauf
der 20minütigen Inkubation, also nach 22,5min Inkubation mit Peptidsubstrat
abgenommen und unmittelbar auf hydrolytisch freigesetztes AMC untersucht. Das
restliche Medium wird eingefroren und steht für Kontrollmessungen zur Verfügung.

Inkubation
[min]

Inhibitor [µM]
+ 2% DMSO

Ca [mM] Substrat [µM] Meßpunkt =
Bild-Nr.

7,5 100 2
2,5 100 2 1-5
2,5 100 2 20 6-10

20 100 2 20 Cend(AMC), HPLC

Tabelle 26: Meßschema am LSM; Aufnahmefrequenz 2 Bilder/min; Inkubationsmedium HBS
pH 7,4; für die Substratzugabe wurde in der Pause zwischen Bild 5 und 6 Medium abgesaugt,
konzentriertes Substrat beigemischt und in die Meßzelle zurückgegeben.

Abbildung 16: Bildsequenz von Diag ramm 25, S.45 (Kontrollreaktion ohne Inhibitor);
Auflösung 512x512 Pixel, 256 Graustufen, Rasterzeit = 8sec/Bild, Zugabe von Substrat
unmittelbar nach Bild 5 (von links nach rechts und oben nach unten); in der Bildsequenz
werden per Computerprogramm Helligkeitsdifferenzen in 9 ausgewählten Zellen ausgewertet
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Diagramm 25: Spontane intrazelluläre Fluoreszenzentwicklung nach Inkubation mit 20µM
Peptidsubstrat BLMM; Kontrollreaktion ohne Inhibitor ; Mittelwert und Standardabweichung
von 9 Einzelmessungen einer Bildsequenz im LSM (siehe S. 44, Abbildung 16)

Diagramm 26: HPLC- Fluo reszenz-Kontr olle der Hydrol yse von 20µM BLMM ohne Inhibitor ,
Reaktionszeit der Hydrol yse durch die Zellen = 22,5m in, Fläche bei der Laufzeit t=5min: AMC,
Fläche bei t=7min: BLMM, 1 Flächeneinheit ≈ 0,25 x 10-12mol AMC bzw. ≈ 8,81 x 10-12mol BLMM

Diagramm 27: HPLC-Fluoreszenz-Kontolle von 20µM BLMM ohne  Hydrolyse ,
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Ergebnis

Bei der Hydrolyse von Boc-Leu-Met-AMC in Abwesenheit von Inhibitoren
entstehen innerhalb von 25 Minuten 141,2 Flächeneinheiten AMC, das entspricht
35,3 x 10-12mol/10µl Injektion = 3,53 x 10-9mol/ml

(100 Flächeneinheiten ≈ 25 x 10-12mol AMC, siehe S.24 f.).

Inhibitor Freigesetztes
AMC [10-12mol]

Freigesetztes
AMC [%]

Detektierbares
BLMM [10-12mol]

Kontrolle ohne Zellen 0,075 0,2 200
Kontrolle ohne Inhibitor 35,29 100 32,6
Calpain-Inhibitor I 1,18 3,3 78,4
Calpain-Inhibitor II 5,23 14,8 81,2
Calpeptin 0,18 0,5 60,9
E-64 33,73 95,6 35,5
E-64d, EST 0,87 2,4 123,1
p-Chlormercuribenzoat 3,56 10,1 83,2
Pepstatin 13,33 37,2 61,6
Z-Leu-Tyr-Chlor-
methylketon

0,37 1 109,7

Tabelle 17: Hydrolytische Freisetzung von AMC durch Linsenepithelzellen unter dem Einfluß
von Protease-Inhibitoren nach 22,5 Minuten Inkubation mit dem Peptidsubstrat BLMM

Diagramm 28: Prozentuale Freisetzung von AMC in Gegenwart von Inhibitoren bei der
Hydrolyse von BLMM durch Linsenepithelzellen

BLMM wird durch die untersuchten Protease-Inhibitoren mit Ausnahme von
E-64 gehemmt. E-64 ist ein sehr guter Inhibitor in vitro, der offensichtlich nicht
membranpermeabel ist. Im Gegensatz dazu steht das Resultat mit EST, E-64d, ein
in seiner Struktur und Wirkung ähnliches Molekül, welches Membranen
passieren kann. Da die Umsatzrate bei E-64 nahezu identisch mit der des
Kontrollversuches ist, kann geschlossen werden, daß an der Außenseite der
Zellmembran keine Ektoprotease existiert, die BLMM spaltet (siehe auch den
Umsatz von SLLVYM S.39 ff.).
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2.1.2.5 Beeinflussung der Konzentration frei verfügbarer
Calciumionen in Linsenepithelzellen

Im Vorfeld der Beschreibung einer cytosolischen calciumabhängigen Protease ist
es erforderlich zu untersuchen, auf welche Weise der Ca2+-Haushalt in vivo auf
definierte extrazelluläre Reize reagiert und ob die intrazelluläre Ca2+-Konzentration
gesteuert werden kann.

Ionophoren wie Ionomycin und Calcimycin gestatten es, die Membranen der Zelle
selektiv für Metallionen, speziell für Ca2+ zu permeabilisieren (siehe S.26). Diese
Eigenschaft wird genutzt, um die Ca2+-Konzentration intrazellulär einzustellen, mit
dem Ziel, eine Ca2+-stimulierbare Proteolyse in vivo zu beeinflussen und
nachzuweisen.

1. Charakterisieren des nicht durch Ionophoren gestörten intrazellulären
Calciumhaushaltes

Methode
Vorbereitung der Untersuchungsobjekte: 1ml Zellsuspension wird auf Glasträger

eingesät und minimal 4 Stunden im CO2-Brutschrank kultiviert.2 Danach werden
die bewachsenen Glasträger bei 37°C 30min mit Fluo-3 1µM/FuraRed 2µM und
3µl/ml Pluronic (20% in DMSO) in HBS(14), anschließend 60min in HBS ohne
Farbstoff inkubiert. Unmittelbar vor der Messung spannt man die Glasträger in
POC-Kammern und überschichtet mit 1ml HBS pH 7,4.

Folgende Meßbedingungen werden eingehalten: die Objekttemperierung im
Meßzeitraum beträgt T=37°C; die Messung am Laser Raster Mikroskop erfolgt bei
λExzitation=488nm, λEmission=515-545nm für Fluo-3 und ≥590nm für FuraRed.

Inkubationszeit
[min]

Ca [mM] EDTA [mM] Meßpunkt =
Bild-Nr.

7,5 2
2,5 2 1-5
2,5 2 6-10
2,5 2 11-15
2,5 2 16-20

Tabelle 38: Schema der Untersuchung der intrazellulären Calciumionenkonzentration in
Linsenepithelzellen; Meßfrequenz: 2 Bilder/min; extrazellul äres Milieu: HBS pH 7,4 + Ca 2+ oder
EDTA, das Medium wird nach jeweils 5 Bildern ausgewechselt

Ergebnis

Siehe Diagramm 29 Seite 48: Die Linsenepithelzellen reagieren auf
Calciumentzug durch EDTA sowie auch auf nachfolgende Ca2+-Zufuhr im
externen Milieu jeweils mit einer kurzzeitigen Ca2+-Erhöhung intrazellulär. Nach
ca. 2,5 Minuten hat die Fluoreszenz, d.h. die intrazelluläre freie Ca2+-Konzentration,
wieder Ausgangsniveau erreicht.

2. Charakterisieren des intrazellulären Calciumhaushaltes, entkoppelt durch das
Ionophor Ionomycin

Methode

Der Versuchsablauf ist identisch zum vorhergehenden Abschnitt, bis auf die
Tatsache, daß die HBS-Pufferlösung neben EDTA oder Ca2+-Ionen 30µM Ionomycin
enthält (siehe Diagramm 30).

                                        
2 Angaben A. Thate



Kapitel 2: Untersuchungsmethoden und Ergebnisse

48

Ergebnis

Nach Ionomycin-Einfluß scheinen die Zellen nicht mehr in der Lage zu sein, den
intrazellulären Calciumhaushalt zu regulieren. Dies ist deutlich an dem völlig
veränderten Einschwingverhalten der Kurve bei gleichzeitiger Inkubation von Ca2+

und Ionomycin im Vergleich zu Diagramm 1 zu sehen. Die Zellen haben
offensichtlich keine Möglichkeit mehr, von intrazellulären Stores Ca2+-Ionen
abzurufen oder sich gegen ein Übermaß an einströmenden Ca2+-Ionen zu
verschließen. Es besteht damit die Möglichkeit, die intrazelluläre Calciumionen-
konzentration auf das Niveau der vorgegebenen extrazellulären Konzentration mit
Hilfe von Ionomycin einzustellen. Etwa 2,5min nach dem Wechsel der Calcium-
konzentration des umgebenden Mediums ist die Konzentration innerhalb der Zellen
stabil. Diese Latenzzeit wird bei nachfolgenden Versuchen berücksichtigt.

Diagramm 29: Änderung der Ca 2+-abhängigen Fluoreszenz intrazellulär nach sprunghafter
Änderung der extrazellulären Ca 2+-Konzentration, Mittelwert und Standardabweichung über 10
einzelne Zellen gemessen

Diagramm 30: Einfluß des Ionophors Ionomycin auf die Änderung der Ca 2+-abhängigen
Fluoreszenz intrazellulär nach sprunghafter Änderung der extrazellulären Ca 2+-Konzentration,
Mittelwert und Standardabweichung über 10 Einzelzellmessungen;
Die Latenzzeit zwischen sprunghafter Änderung der Calciumionenkonzentration und
intrazellulärem Einschwingen wird bei nachfolgenden Versuchen berücksichtigt.
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2.1.2.6 Calciumabhängigkeit der Hydrolyse von Peptidsubstraten in
Linsenepithelzellen

Die Calciumkonzentration kann intrazellulär mit Hilfe von Ionomycin auf das
Niveau an Ca2+-Ionen im Inkubationsmedium eingestellt werden (siehe S.47 f.).
Darauf aufbauend wird die calciumabhängige Proteolyse in Linsenepithelzellen
untersucht.

3. Proteolyse in Linsenepithelzellen ohne Einfluß von Ionomycin

Methode
Vorbereitung der Untersuchungsobjekte: 1ml Zellsuspension mit 115.000

Zellen/ml werden auf Glasträger eingesät und minimal 4 Stunden im CO2-
Brutschrank kultiviert.3 Die bewachsenen Glasträger werden unmittelbar vor der
Messung in eine POC-Kammer eingespannt und mit 1ml HBS pH 7,4 überschichtet.

Folgende Standardmeßbedingungen werden eingehalten: die Objekttemperierung
im Meßzeitraum beträgt T=37°C; die Messung am Laser-Raster-Mikroskop erfolgt
bei λExzitation=365nm, λEmission≥397nm; die HPLC-Auftrennung einer Mediumprobe
wird unter Verwendung einer RP-18-Säule durchgeführt und AMC wird durch
Fluoreszenz bei λExzitation=340nm, λEmission≥440nm identifiziert.

Inkubation
[min]

Ionomycin
[µM]

Cai

[mM]
Substrat
[µM]

Meßpunkt
= Bild-Nr.

2,5 2
2,5 0 2 1-5
2,5 0 2 20 6-10
2,5 0 2 20 11-15

20 0 2 20 Cend(AMC), HPLC

Tabelle 19: Meßschema zur Untersuchung der Calciumionen-Abhängigkeit der Hydrolyse von
BLMM in Linsenepithelzellen; Meßfrequenz = 0,5 min pro Bild; extrazelluläres Milieu: HBS pH 7,4,
Zusätze ; das Medium wird nach Bild 5 ausgewechselt, nach Bild 10 zur Kontrolle des
Spüleinflusses abgesaugt und wieder zurückgegeben; Cend(AMC)=Bestimmung der
Konzentration von proteolytisch freigesetztem AMC nach 25 Minuten nkubation

Diagramm 31: Intrazelluläre Fluoreszenzentwickl ung durch Hydrol yse des Peptidsubstrates
BLMM; Kontrollreaktion ohne Ionomycin ; Mittelwert und Standardabweichung von 9 Einzel-
mess ungen am L aser Raster Mikroskop (siehe Beispiel S. 44 Abbildung 16)

                                        
3 Angaben A. Thate
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Ergebnis
Von den Peptidsubstraten, die im Abschnitt 2.1.2.2 (siehe S. 40 f.) getestet

worden sind, wird Boc-Leu-Met-AMC für die Versuche ausgewählt. Das Substrat
wird von Calpain hydrolysiert, und der freigesetzte fluoreszierende AMC-Rest
ermöglicht nach einer Probenauftrennung durch die HPLC die Quantifizierung der
Proteolyse (siehe S. 25). Es ist in ausreichender Menge verfügbar, da es selbst
synthetisiert worden ist (siehe S.14 ff.).

Diagramm 32: HPLC-Trennung und Identifikation der Fluoreszenz von 20 µM Boc-Leu-Met-AMC
in Tris-HCl pH 7,4; Kontrollreakt ion ohne Zellen , Doppelbestimmung, RP-18, ACN/H 2O 3/1, 1ml/min

Diagramm 33: HPLC-Trennung und Identifikation der Fluoreszenz im Überstand nach 25 min
Inkubation von Linsenepithelzellen mit 20 µM Boc-Leu-Met-AMC; Kontrollreaktion ohne
Ionomycin ; Zellzahl 115000 ml -1, 1 ml Zellsuspension (siehe auch S. 25 Diagramme 14, 15, S. 45
Diagramme 26, 27), Doppelbestimmung

4. Proteolyse in Linsenepithelzellen unter Einwirkung von Ionomycin

Methode
Die Messung erfolgt identisch zur Methode in Punkt 1 (siehe S. 49) mit dem

Zusatz von Ionomycin bei einer Calciumkonzentration von 2mM bzw. 0mM (2mM
EDTA) im Inkubationsmedium.

Inkubation
[min]

Ionomycin
[µM]

Ca oder EDTA
[mM]

Substrat
[µM]

Meßpunkt =
Bild-Nr.

2,5 2
2,5 30 2 1-5
2,5 30 2 20 6-10
2,5 30 2 20 11-15

20 30 2 20 Cend(AMC), HPLC

Tabelle 20: Meßschema zur Untersuchung der Calciumionen-Abhängigkeit der Hydrolyse von
BLMM in Linsenepithelzellen; Meßfrequenz = 0,5 min pro Bild; extrazelluläres Milieu: HBS pH 7,4;
Zusätze (siehe Tabelle)
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Diagramm 34: Intrazelluläre Fluoreszenzentwickl ung durch Proteol yse des Peptidsubstrates
BLMM; Reaktion in Gegenwart von 30µM Ionomycin und 2mM EDTA; Mittelwert und
Standardabweichung von 9 Einzelmessungen am LSM

Diagramm 35: Intrazelluläre Fluoreszenzentwickl ung durch Proteol yse des Peptidsubstrates
BLMM; Reaktion mit 30µM Ionomycin und 2mM Ca 2+; Mittelwert und Standardabweichung von 9
Einzelmessungen am LSM

Diagramm 36: relative Fluoreszenzentwicklung als Maß der proteolytischen Aktivität in
Linsenepithelzellen, bestimmt aus der durch die HPLC detektierten Fluoreszenz von AMC nach
einer Inkubationszeit von 25 min mit dem Substrat BLMM
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Ergebnis
Der Kontrollversuch der Proteolyse ohne Ionomycin zeigt den erwarteten

spontanen intrazellulären Umsatz mit logarithmischem Verlauf (siehe auch S. 49
Diagramm 31). Dies wird durch die HPLC-Bestimmung des freigesetzten AMC-Restes
bestätigt (Diagramm 32, 33). Wird die Ca2+-Konzentration durch EDTA und
Ionomycin intrazellulär auf ein Minimum abgesenkt, reagieren die
Linsenepithelzellen mit einem höheren Umsatz des Substrates innerhalb der ersten
5 Minuten (Diagramm 34) im Vergleich zum Kontrollversuch (Diagramm 31). Die
intrazelluläre Ca2+-Konzentration von 2 mM (Inkubation mit Ionomycin und 2mM
Ca2+ in HBS) führt dagegen überraschend zu einer Hemmung der Proteolyse
(Diagramm 35).

Bei der „Langzeitinkubation“ von 25 Minuten mit BLMM, Ionomycin und Ca2+

werden die Zellen im Vergleich zur Kontrolle ohne Ionomycin deutlich (>90%) in
ihrer hydrolytischen Aktivität gehemmt (Diagramm 36). Dies bestätigt die
Untersuchungsergebnisse am LSM. Die Inkubation mit BLMM, Ionomycin und
EDTA führt zu einer 50%igen Hydrolyserate und ist damit um den Faktor 5 höher
als in Gegenwart von Ca2+. Sie ist allerdings auch um 50% niedriger als bei der
Kontrolle ohne Ionomycin.

5. Einfluß des Peptidsubstrates Boc-Leu-Met-AMC auf die durch Ionomycin
entkoppelte intrazelluläre Ca 2+-Konzentration in Linsenepithelzellen und
Vergleich der proteolytischen Umsätze bei hoher und niedriger Ca 2+-Konzentration

Methode

Der Versuchsablauf ist identisch zum vorhergehenden Abschnitt. Es wird zur
HBS-Pufferlösung 30µM Ionomycin, EGTA oder Ca2+-Ionen das Peptidsubstrat
gegeben (siehe Diagramm 34, 35). Nach der Messung am LSM werden die Zellen
noch 17,5 Minuten weiterinkubiert. Danach wird das Medium abgenommen und
eine Probe von 20µl in der HPLC auf freigesetztes AMC untersucht (siehe dazu auch
S. 25, 44 f.)

Inkubationszeit
[min]

Ionomycin
[µM]

Ca2+

[mM]
Ca2+ oder EGTA
[mM]

Peptidsubstrat
BLMM [µM]

Meßpunkt
(Bild-Nr.)

2 2 1-5
2,5 30 2 6-10
2,5 30 2 20 11-15

17,5 30 2 20 Cend(AMC)

HPLC

Tabelle 21: Schema zur Untersuchung des Einflusses des Peptidsubstrates BLMM auf die
intrazelluläre Calciumionenkonzentration in Linsenepithelzellen; Meßfrequenz: 2 Bilder/min;
extrazellul äres Milieu: HBS pH 7,4, das Medium wird nach Bild 5 ausgewechselt, nach Bild 10
wird das Substrat BLMM zugemischt und 20 Minuten inkubiert

Ergebnis
Nach 2,5 Minuten Inkubation mit Ionomycin haben die Linsenepithelzellen in

Abhängigkeit von der Calciumionenkonzentration im Inkubationsmedium eine hohe
oder niedrige intrazelluläre Ca2+-Konzentration. Diese wird vom Peptidsubstrat
Boc-Leu-Met-AMC nicht in nennenswerter Weise beeinflußt. Die Auswertung des
hydrolytischen Abbaus vom Peptidsubstrat erbringt folgendes Resultat: Bei einer
hohen Ca2+-Konzentration in Linsenepithelzellen ist die hydrolytische AMC-
Freisetzung nur ca. 20% im Vergleich zum Umsatz bei niedriger Ca2+-
Konzentration. Dieses Ergebnis ist die Ausgangsposition für die Untersuchungen im
nachfolgenden Abschnitt.
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Diagramm 37: Einfluß des Peptidsubstrates BLMM auf die Calciumionenkonzentration in
Linsenepithelzellen. Die Zellen wurden dazu wie im vorhergehenden Abschnitt behandelt.
Die Einschwingphase für eine konstante intrazelluläre Calciumionenkonzentration bei
Ionomycininkubation von 2,5 Minuten wird abgewartet (siehe Diagramme 29, 30), danach wird
das Peptidsubstrat zugemischt. Diese Zugabe beeinflußt die durch Ionomycin gestörte
Calciumionenkonzentration nicht nennenswert. Mittelwert von Messungen an 10 Zellen im LSM

Diagramm 38: Auswertung der hydrolytischen Freisetzung von AMC nach 20 Minuten
Inkubation der Linsenepithelzellen mit 30µM Ionomycin, 2mM EGTA oder Ca 2+ und dem
Peptidsubstrat Boc-Leu-Met-AMC in HBS pH 7,4. Die Konzentration von 2mM Ca2+ wirkt
inhibierend auf die Zellen im Vergleich zum Calciumionenentzug durch EGTA.
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2.1.2.7 Kombination von Zeitabhängigkeit und Calciumabhängigkeit
der Hydrolyse von Peptidsubstraten in Linsenepithelzellen

Nach der statischen Messung der Calciumabhängigkeit soll in diesem Versuch
gezeigt werden, ob sich der Einfluß von Ca2+ und EGTA unter der Einwirkung von
Ionomycin auf Linsenepithelzellen dynamisch ändert. Weiterhin soll geklärt werden,
ob die Reaktion der Zellen auf EDTA oder EGTA unterschiedlich ausfällt.

1. Verlauf des Substratumsatzes innerhalb eines Meßzeitraumes von 30 Minuten bei
einer Vorinkubation mit Ionomycin und Ca 2+ oder EGTA von 2,5 Minuten

Ziel dieses Versuches ist die Bestätigung der Ergebnisse des Versuches 2. (siehe
S. 50) und die Darstellung der Zeitabhängigkeit des proteolytischen Umsatzes von
BLMM.

Methode
Vorbereitung der Untersuchungsobjekte: 1ml Zellsuspension mit 100.000

Zellen/ml werden in Kunststoffpetrischalen eingesät und minimal 4 Stunden im
CO2-Brutschrank kultiviert. Das Medium der bewachsenen Inkubationsbehälter
wird vor der Messung gegen 1ml HBS pH 7,4 ausgetauscht.

Die Standardmeßbedingungen (siehe S. 49) werden eingehalten.

Inkubation
[min]

Ionomycin
[µM]

Ca oder EGTA
[mM]

Substrat
[µM]

Probeentnahme
nach t [min]

2,5 30 2
30 30 2 20 31/2, 7, 15, 23, 30

Tabelle 22: Meßschema zur Untersuchung des Verlaufes der Hydrolyse von BLMM in Linsen-
epithelzellen; extrazelluläres Milieu: HBS pH 7,4; Zusätze; eine Mediumprobe von 20µl wird
nach den angegebenen Zeiten entnommen und nach Auftrennung durch die HPLC wird
freigesetztes AMC durch Messung der Fluoreszenz quantifiziert.

Diagramm 39: Verlauf der intrazellulären Proteolyse von 20µM BLMM unter dem Einfluß von
30µM Ionomycin und 2mM Ca 2+ oder 2mM EGTA; eingezeichnete Geraden sind lineare
Trendlinien

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

t 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25 27,5 30

t[min]

re
la

t. 
F

lu
or

es
ze

nz

Kontrolle ohne Ionomycin

Calcium+Ionomycin

EGTA+Ionomycin



Kapitel 2: Untersuchungsmethoden und Ergebnisse

55

Ergebnis
Der Einsatz von EGTA statt EDTA bringt unter den Versuchsbedingungen

ebenfalls zu jedem untersuchten Meßzeitpunkt eine deutlich erhöhte Proteolyserate
gegenüber jener bei hoher intrazellulärer Calciumionenkonzentration. 2mM EGTA
im Inkubationsmedium führen zu einer vergleichbar hohen Proteolyserate, wie die
Kontrolle ohne Ionomycin. Weiterhin ist über den Zeitraum von 30 Minuten bei
keiner Messung ein Abfall der proteolytischen Aktivität zu beobachten. Die
Proteolyse von BLMM verläuft offensichtlich linear.

2. Substratumsatz nach unterschiedlich langer Vorinkubation mit Ionomycin und Ca 2+

oder EDTA ohne Proteasesubstrat

Ziel dieses Versuches ist der Nachweis, ob eine Vorinkubation der
Linsenepithelzellen ohne Proteasesubstrat aber mit Ionomycin und EDTA oder Ca2+

zur Hemmung oder Aktivierung einer nachfolgenden Proteolyse von BLMM führt.

Methode
Vorbereitung der Untersuchungsobjekte: 1ml Zellsuspension mit 80.000

Zellen/ml werden auf Glasträger eingesät und minimal 4 Stunden im CO2-
Brutschrank kultiviert. Die bewachsenen Glasträger werden unmittelbar vor der
Messung in eine POC-Kammer eingespannt und mit 1ml HBS pH 7,4 überschichtet.

Die Standardmeßbedingungen (siehe S. 49) werden eingehalten.

Inkubation
[min]

Ionomycin
[µM]

Ca oder EDTA
[mM]

Substrat
[µM]

Meßpunkt = Bild-
Nr.

2,5 (10) 30 2
2,5 30 2 1-5
2,5 30 2 20 6-10

20 30 2 20 Cend(AMC), HPLC

Tabelle 23: Schema für die „ kurze (lange)“ Vorinkubation von Linsenepithelzellen mit Ionomycin
und Ca 2+ oder EDTA und anschließender Inkubation mit BLMM; Meßfrequenz: 0,5 min-Takt;
extrazellul äres Milieu: HBS pH 7,4, Zusätze (siehe Tabelle 19)

Diagramm 40, 41: Proteolytische Freisetzung von AMC bei der Inkubation von
Linsenepithelzellen mit BLMM nach 2,5 oder 10 Minuten Vorinkubation mit 30µM Ionomycin
und 2mM Ca 2+ oder 2mM EDTA.

Ergebnis
Der proteolytische Abbau von Boc-Leu-Met-AMC in vivo wird durch 2mM Ca2+

gehemmt verglichen mit EDTA (17% Umsatz bei 2,5min und 7,2% Umsatz bei
10min Vorinkubation mit Ca2+; siehe auch S.50 ff.).

10 Minuten Inkubation mit Ca2+ oder EDTA ohne Proteasesubstrat führen zu
einem Rückgang der Freisetzung von AMC durch Hydrolyse um etwa den gleichen
Prozentsatz von ca. 60%.
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3. Substratumsatz nach unterschiedlich langen Vorinkubationszeiten mit Ionomycin
und EDTA ohne Proteasesubstrat

Ziel dieses Experimentes ist die Verifizierung des vorhergehenden Versuches.
Dabei soll die Veränderung der proteolytischen Aktivität nach wachsender
Vorinkubationszeit mit Ionomycin und EDTA ohne Proteasesubstrat näher
betrachtet werden.

Methode
Vorbereitung der Untersuchungsobjekte: 1ml Zellsuspension mit 26.500

Zellen/ml werden auf Glasträger eingesät und minimal 4 Stunden im CO2-
Brutschrank kultiviert. Die bewachsenen Glasträger werden unmittelbar vor der
Messung in eine POC-Kammer eingespannt und mit 1ml HBS pH 7,4 überschichtet.

Die Standardmeßbedingungen (siehe S. 49) werden eingehalten.

Inkubation
[min]

Ionomycin
[µM]

EDTA
[mM]

Substrat
[µM]

Meßpunkt = Bild-
Nr.

0; 0,5; 1; 2;
5; 10

30 2

20 30 2 20 Cend(AMC), HPLC

Tabelle 24: Schema für die Untersuchung des Substratumsatzes von BLMM nach ansteigenden
Vorinkubationzeiten mit Ionomycin und EDTA ohne Proteasesubstrat; extrazelluläres Milieu:

HBS pH 7,4

Diagramm 42: Untersuchung des Substratumsatzes von BLMM nach ansteigenden
Vorinkubationzeiten mit Ionomycin und EDTA ohne Proteasesubstrat; Kontrolle t=0 mit 100%;
extrazellul äres Milieu: HBS pH 7,4; 20 Minuten Inkubation der Linsenepithelzellen mit Substrat
und anschließende Quantifizierung des Umsatzes durch die HPLC

Ergebnis
Dieses Experiment stützt die Ergebnisse von Experiment 2. (siehe S. 55). Die

Proteolyserate von BLMM steigt bis ca. 5 Minuten Vorinkubation bei
Calciumionenentzug, ist dann aber nach 10 Minuten wieder gefallen.
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4. Substratumsatz in Gegenwart von Ionomycin und mit kurzzeitigem Wechsel von
Ca2+ und EDTA

Bei der Inkubation der Linsenepithelzellen mit Ionomycin und hoher Calcium-
konzentration kommt es zu einer Hemmung der Proteolyse von BLMM. Diese
Hemmung bleibt bestehen, wenn man die Inkubationszeiten verändert, aber auch,
wenn eine Vorinkubation ohne Proteasesubstrat eingeschoben wird. Ziel dieses
Versuches ist zu zeigen, daß die Protease nach Hemmung mit Ca2+ wieder aktiviert
werden kann bzw. daß nach Aktivierung durch Calciumentzug (EDTA) bei einer
nachfolgenden Ca2+-Zufuhr erneut eine Hemmung eintritt.

Methode
Vorbereitete Linsenepithelzellen (152.500 Zellen/ml, 1ml Zellsuspension auf

Glasträger eingesät; bewachsene Glasträger werden unmittelbar vor der Messung
mit 1ml HBS pH 7,4 überschichtet; Standardmeßbedingungen siehe S. 49 werden
eingehalten.) werden wie folgt untersucht:

Kontrolle 10min Ca2+

20min Ca2+ BLMM
Ca ohne Wechsel 10min Ionomycin + Ca2+

20min Ionomycin + Ca2+ BLMM
EDTA ohne Wechsel 10min Ionomycin + EDTA

20min Ionomycin + EDTA BLMM
Ca-EDTA-CA 7,5min Ionomycin + Ca2+

2,5min Ionomycin + EDTA
20min Ionomycin + Ca2+ BLMM

EDTA-Ca-EDTA 7,5min Ionomycin + EDTA
2,5min Ionomycin + Ca2+

20min Ionomycin + EDTA BLMM

Tabelle 25: Inkubationsschema für die Untersuchung der proteolytischen Aktivität nach einem
kurzzeitigen Wechsel der Calciumionenkonzentration in Linsenepithelzellen; 30µM Ionomycin,
2mM Ca2+, 2mM EDTA, 20µM BLMM, in HBS pH 7,4 als Inkubationsmedium

Diagramm 43: Freisetzung von AMC bei der Inkubation von Linsenepithelzellen mit BLMM bei
10 Minuten Vorinkubation, davon 7,5 Minuten mit 30µM Ionomycin + 2mM Ca 2+ oder 2mM
EDTA, dann 2,5 Minuten Wechsel der Ionenkonzentration; nachfolgend 20 Minuten Inkubation
mit Ausgangsionenkonzentration und Substrat BLMM; Auswertung von HPLC-Messungen

Ergebnis
Es zeigt sich, daß die höchste hydrolytische Aktivität gegenüber BLMM von den

Zellen ausgeht, die nur mit EDTA und Ionomycin inkubiert waren. Ein Wechsel der
Verhältnisse des Calciumangebotes, d.h. eine einmalige Anhebung der intrazellu-
lären Calciumkonzentration führt zu einer Abnahme der proteolytischen Aktivität.
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Umgekehrt führt eine kurzzeitige Erniedrigung der intrazellulären
Calciumionenkonzentration zu einem deutlichen Anstieg der proteolytischen
Aktivität.

Bei diesem wie auch in den vorhergehenden Versuchen zeigt sich, daß eine
proteolytische Aktivität gegenüber BLMM spontan aktiv ist. Ihr Wirkoptimum liegt
offensichtlich bei einer sehr niedrigen cytosolischen Calciumionenkonzentration,
was aus den Aktivitäten ohne Ionomycin (Kontrollen) und Ionomycin+EDTA/EGTA
geschlossen werden kann. Unphysiologisch hohe cytosolische Konzentrationen von
2mM Ca2+ führen dagegen zu einer Hemmung der Protease. Sie läßt sich
offensichtlich auch durch einen Wechsel der cytosolischen
Calciumionenkonzentration beeinflussen.

Die Versuche von 2.1.2.5 und 2.1.2.6 zusammengefaßt belegen, daß bei hoher
cytosolischer Calciumkonzentration die beobachtete hydrolytische Aktivität gegen
das Calpainsubstrat weniger als 20% verglichen mit der gleichlangen Einwirkung
einer niedrigen Calciumkonzentration beträgt (Diagramm 36-39). Dies bedeutet,
daß in Linsenepithelzellen offensichtlich eine durch Calciumionen zu hemmende
proteolytische Aktivität existiert. Eine solche Aktivität ist bisher nicht bekannt.

Die Tatsache, daß beide Aktivitäten, bei viel und bei wenig Calciumionen nach
langer Vorinkubation ohne Substrat (Diagramm 38, 39) prozentual den gleichen
Betrag im Vergleich zur kurzen Inkubation abgenommen haben, deutet darauf hin,
daß bei dieser Proteolyse noch von Calciumionen unabhängige Prinzipien wirken
könnten. Die proteolytische Aktivität hat bei diesem Versuch eine Halbwertszeit.

Obwohl die Protease durch hohe Calciumionenkonzentration im Cytosol
gehemmt wird, gibt es Hinweise dafür, daß es sich dennoch um Calpain handeln
könnte: es werden Calpainsubstrate umgesetzt, der Umsatz wird durch bekannte
Calpaininhibitoren gehemmt, die Aktivität befindet sich im Cytosol (Inhibitortest E-64,
Umsatz von Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC), sie ist calciumabhängig und wahrscheinlich
über Calciumionen steuerbar und es gibt scheinbar bei Streß (Mangel an
verfügbarem Substrat und gestörtem Ionenmilieu) eine Abnahme der Aktivität.
Autoproteolyse, in vitro nachgewiesen, kommt dafür als eine Ursache in Betracht.
Selbst die Hemmung von Calpain bei hoher Calciumionenkonzentration ist unter
Berücksichtigung der Wirkung von Calpastatin, dem endogenen Inhibitor, erklärbar
(siehe S. 30).
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2.2 Untersuchungen zur Struktur von Calpain

2.2.1 Hochauflösende Darstellung von Calpain mit Hilfe der
Rasterkraftmikroskopie (Atomic force microscopy)

2.2.1.1 Kurze Einführung
Für eine hochauflösende Darstellung von Calpain und Cytoskelett bis in den

Bereich der Auflösung einzelner Moleküle ist die Rasterkraftmikroskopie mit
freundlicher Unterstützung von U.Bakowski angewendet worden.

Rasterkraftmikroskopie: Es handelt sich hierbei um ein nichtoptisches
Meßverfahren, bei dem das in X-Y-Richtung zeilenförmig bewegte Objekt von einem
Cantilever, ein schwingender Hebel mit sehr harter, möglichst einatomarer Spitze
rasterförmig in Z-Richtung abgetastet wird. Im Kontakt-Modus mit ca. 10-8N
Auflagekraft können die Höhe (vertikale Auslenkung) und die Reibung (Torsion)
gemessen werden. Die Torsion des Cantilever resultiert aus der kontinuierlichen
X-Y-Bewegung des Objektes in Verbindung mit einer materialspezifischen
Haftreibung an der Tastspitze.

Objektträger für die Rasterkraftmikroskopie: In den beschriebenen Versuchen
kommen Scheiben aus Reinstsilicium und Deckgläschen zum Einsatz. Die
Siliciumplättchen haben eine sehr geringe Oberflächenrauhigkeit.

Der Randwinkel für Wasser ist ein Maß der Benetzbarkeit von festen
Oberflächen. Es ist eine Möglichkeit, die Hydrophobizität fester Oberflächen
auszudrücken.

Sehr hydrophil sind Winkel von <30° (z.B. reines Gold, hydrophilisiertes
Silicium), sehr hydrophob dagegen Werte >90° (z.B. Oberflächen mit adsorbierten
Alkanen; nach Abspalten von sich spontan bildenden Oxiden an Oberflächen -
meist durch HF).

Die für die AFM-Mikroskopie verwendeten Silicium-Plättchen besitzen einen
Randwinkel von ca. 40° - statistisch überwiegen die hydrophilen Eigenschaften.
Diese werden durch OH-Gruppen vermittelt, welche sich nach spontaner Oxidation
an der Siliciumoberfläche ausbilden.
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2.2.1.2 Dimensionen eines Einzelmoleküls

Methode
Chromatographisch gereinigtes m-Calpain (siehe S. 8 ff.) wird mit einem NaCl-

Gradienten nochmals über eine Resource Q-Säule (HPLC) eluiert und so von
anderen Bestandteilen der Probe abgetrennt. m-Calpain adsorbiert aus verdünnter
Pufferlösung an Silicium-Objektträger (hochreines Si) innerhalb weniger Sekunden
und kann nach wenigen Minuten Lufttrocknung am Rasterkraftmikroskop
untersucht werden.

Abbildung 17: Darste llung von isoliertem m-Calpain aus Rinderherz im AFM
1 Calpain, adsorbiert an hochreines Silicium, 10x10µm 2

2 Ausschnitt von oben links, 2,5x2,5µm 2

3 Ausschnitt von oben rechts ca.1x1µm 2, Meßgrafik und Dimensionen eines Einzelpartikels

1 2

3
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Abbildung 18: Darstellung einzelner m-Calpainpartikel und Größenmessung
1, 2 Darste llungen von Calpain-Einzelpartikeln als Relief
3 Ausschnitt ca. 0,2x0,2µm 2, Meßgrafik und Dimensionen einer Domäne

Ergebnis
Calpain-Partikel adhärieren sehr gut an Siliciumoberflächen. Die Lösungen, aus

denen heraus die Adsorption erfolgt, sind verdünne Fraktionen aus der HPLC-
Reinigung. Verdünnen ist notwendig, damit Moleküle einzeln sichtbar werden.

Die Ausdehnung eines Calpainpartikels beträgt ca. 40nm. Es ist bohnenförmig
mit 2-4 kugelartigen Abschnitten von ca. 20nm Durchmesser.
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2.2.1.3 Selbstorganisation des Calpain
Zu Beginn einer AFM-Sitzung fiel das Mikroskop aus, so daß zu einem späteren

Zeitpunkt (nach einer Woche) die Messung fortgesetzt werden konnte. Die
lufttrockenen Proben wurden in dieser Zeit bei –20°C aufbewahrt. Einige
Aufnahmen konnten vor dem Ausfall angefertigt werden und mit denen, die später
entstanden verglichen werden.

Methode
Auf Siliciumobjektträgern adsorbierte luftgetrocknete m-Calpainproben werden

eine Woche bei –20°C aufbewahrt und anschließend am AFM ausgewertet.

Abbildung 19: Selbstorganisation von m-
Calpain auf Siliciumträger
1 Verteilung von Calpainpartikeln ca. 2
Stunden nach Adsorption an Silicium-
objektträger, 3x3µm 2

2 Ausschnitt von oben links , 1,25x1,25µm 2

unter links Verteilung von Calpainpartikeln
ca. 1 Woche nach Adsorption an Silicium-
objektträger, 25x25µm 2

3 Ausschnitt von unter links , 15x15µm 2

1

3

2
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Abbildung 20: Selbstorganisation von m-Calpain auf Siliciumträger
1 Meßgrafik und Dimensionen an einer fadenförmigen Aggregation von Calpain, 15x15µm 2

2 Ausschnitt von oben , 7,5x7,5µm 2

3 Ausschnitt von unten links , 4x4µm 2

Ergebnis
m-Calpainpartikel, an Siliciumoberflächen adsorbiert, luftgetrocknet und bei –20°C

aufbewahrt, sind nach einer Woche nicht mehr gleichmäßig auf dem Objektträger
verteilt. Es bilden sich helical windende Fäden aus, die lateral adhärieren und
offensichtlich als Filamentbündel erscheinen.

1

2 3
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2.2.2 Immuncytochemie

2.2.2.1 Immuncytochemischer Nachweis von m-Calpain in Zellen

Der immuncytochemische Nachweis ist eine sehr spezifische „Färbe“-Methode,
die sich auf die Beziehung Antigen-Antikörper begründet. Für die Untersuchung
stehen polyklonale und monoklonale Seren zur Verfügung. Dem Vorteil der
Monospezifität (Erkennung nur eines speziellen Epitopes) und geringer
Kreuzreaktivität der monoklonalen Seren stehen als Nachteile gegenüber: hoher
Erzeugungs-oder Beschaffungsaufwand, meist sehr gefrierlabil (wichtig für eine
verlustarme Lagerung), meist nicht präzipitierend, Ausfall der Immunreaktion,
wenn das Epitop maskiert ist. Daraus ergibt sich, daß polyklonale Seren, obwohl
nicht monospezifisch bei bestimmten Fragestellungen besser geeignet sind, als
monoklonale Seren: sie präzipitieren ihr Antigen, die Immunreaktion wird durch
den Ausfall eines Epitopes kaum berührt, sie sind meist preiswert. Für beide Seren
können Kreuzreaktionen und unspezifische Reaktionen anhand geeigneter
Kontrollversuche ausgeschlossen werden.

In den nachfolgend beschriebenen Untersuchungen werden Zellen zuerst mit
Antiserum gegen m-Calpain und danach und mit FITC-Sekundärantiserum
inkubiert (Einfachmarkierung). Für bestimmte Fragestellungen erfolgt hernach die
Inkubation mit einem zweiten, gegen ein anderes Antigen gerichtetes Antiserum
und nachfolgend geeignetem Sekundärantiserum mit anderem Fluoreszenzfarbstoff
(Doppelmarkierung). Dabei können zwei unterschiedliche Antigene in einem Objekt
sichtbar gemacht werden.

Anders als beim immunologischen Nachweis des extrahierten Antigens (siehe S.35),
ist für Zellen oder Gewebe eine Fixierung meist unumgänglich. Eine Beein-
trächtigung der Antigenität des Untersuchungsobjektes ist möglich.

Methode:
Versuchsschema : LEC werden nach 5 Minuten Fixieren mit 2% Paraformaldehyd

bei 4°C in PBS gespült, das Fixanz mit Glycin abgesättigt, die Zellmembran mit
6-12µg/ml Digitonin perforiert und unspezifische Bindungen durch 0,1% RSA in
PBS gehemmt. Es erfolgt die Inkubation mit anti-m-Calpain-Antiserum über Nacht
bei 4°C (unverdünnt bis 1:100 verdünnt mit PBS, je nach Anfärbung in
Vorversuchen), Spülen mit PBS, 2 Stunden Inkubation mit FITC-Konjugat
(Verdünnung 1:50 bis 1:100 mit PBS, nach Angaben des Herstellers und
Vorversuchen) bei Raumtemperatur, weiteres Spülen mit PBS und Einbetten mit
Aqua-Poly/Mount.
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1.1. Kaninchen-anti-m-Calpain,
polyklonales Antiserum

1.2. Maus-anti-m-Calpain (1E8),
monoklonales Antiserum

Ergebnis
Die Darstellung von Calpain in Linsenepithelzellen vom Rind mit Kaninchen-

anti-Rinder-m-Calpain-Antiserum (m-Calpain vom Herzmuskel) sowie mit 1E8
(monoklonales Maus-anti-Rinder-m-Calpain-Antiserum, m-Calpain vom
Herzmuskel) führt unabhängig voneinander zu fädigen Strukturen. Diese haben
Ähnlichkeit mit bekannten Anteilen vom Cytoskelett. In den weiteren Abschnitten
werden die Mikrofilamente, Intermediärfilamente und Tubulin-Anteile des
Cytoskelettes mit den Anfärbungen von 1E8 parallel untersucht. Weiterhin wird die
Spezifität der Immunantwort dargestellt.

Abbildung 21:
Linsenepithelzellen, angefärbt mit Kanin-
chen-anti-m-Calpain, anti-Kaninchen-FITC,
Laser-Scanning-Mikroskop, prim. Vergrös-
serung 100x, Bildauflösung 1024x1024

Abbildung 22:
Linsenepithelzellen, angefärbt mit Maus-anti-
m-Calpain (1E8), anti-Maus-FITC, Laser-
Scanning-Mikroskop, prim. Vergrößerung 100x,
Bildauflösung 1024x1024, Meßbalken 10µm
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2.2.2.2 Nachweis der Spezifität des monoklonalen Anti-m-Calpain-
Antiserums 1E8

Die Spezifität des immunologischen Nachweises von m-Calpain im Westernblot
ist beschrieben worden (siehe S.21). Für die gesicherte Darstellung der
cytologischen Ergebnisse ist es notwendig, den Nachweis der spezifischen
Immunantwort von anti-m-Calpain-Antiserum direkt in oder an Zellen zu führen.
Hierbei liegt die Annahme zugrunde, daß eine immuncytochemische Markierung
durch vorherige Inkubation des Antiserums mit extrahiertem Antigen abgeschwächt
werden kann.

Im Vorfeld ist es notwendig, die Reaktivität des Antigens, selbst ein
proteolytisches Enzym, gegenüber dem Antiserum zu untersuchen. Es muß
angenommen werden (unveröffentlichte Hinweise von I. Lachmann, Universität
Leipzig), daß aktives m-Calpain bei geeigneten Bedingungen die Antigen-Antikörper-
Reaktion auf ein nicht detektierbares Maß reduzieren kann. Dies bedeutet, der
Nachweis von m-Calpain in Zellen kann abgeschwächt werden, a) weil tatsächlich
das zugemischte Antigen in Konkurrenz zum zellgebundenen tritt oder b) weil die
Antikörper nach Proteolyse durch m-Calpain kein Antigen mehr detektieren. Noch
schlechter zu interpretieren sind c) unspezifische Reaktionen infolge einer
Modifizierung des Antikörpers durch das Enzym. Hierbei kann man aber damit
rechnen, daß die Zellen ein anderes Färbemuster präsentieren.

1. Vorversuch: Nachweis der Aktivität von m-Calpain unter Inkubationsbedingungen
für die Immuncytochemie

Die Versuchsidee besteht darin, den Umsatz von Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC,
einem sehr guten Substrat für m-Calpain, durch m-Calpain bei optimalen
Bedingungen mit dem Umsatz bei Bedingungen für die Immuncytochemie zu
vergleichen. Die 0%-Reaktion ist ein Versuchsansatz mit EDTA statt CaCl2.

Als optimal wurden aus den biochemischen Untersuchungen übernommen:
0,05M Trispuffer pH 7,2, 2mM Ca2+, 5mM Mercaptoethanol, 37°C.
Immuncytochemische Inkubationsbedingungen sind: PBS pH 7,4, kein
Mercaptoethanol, kein Ca2+, 4°C. Dieser Versuch verlief bei Raumtemperatur.

Kontrolle
100%-Reaktion

Kontrolle
0%-Reaktion

Immuncytochemische
Inkubation

Ca2+-Lösung

EDTA-Lösung

Trispuffer Trispuffer

PBS

Substrat Substrat Substrat

Enzymprobe Enzymprobe Enzymprobe

Tabelle 26: Ansätze für die Untersuchung des Einflusses von m-Calpain auf anti-m-Calpain-
Antiserum 1E8 bei Bedingungen für die Immuncytochemie



Kapitel 2: Untersuchungsmethoden und Ergebnisse

67

Methode

10µl EDTA-Lösung (0,2M EDTA in tridest. H2O)
 oder Ca2+-Lösung (0,2M CaCl2 in tridest. H2O)
+ 920µl Trispuffer (0,05M Tris-HCl pH 7,2; 5mM Mercaptoethanol)
 oder

930µl PBS pH 7,4
+ 20µl Substrat (2mM Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC in DMSO)
+ 50µl Enzymprobe, m-Calpain aus Rinderherz Start

1000µl

Die Versuchsansätze werden kontinuierlich 5 Minuten lang am Fluoreszenz-
fotometer bei λExzitation=340nm und λEmission=440nm vermessen und der mittlere
Anstieg des linearen Teils der Reaktionskurven ausgewertet.

Ergebnis
Unter den Bedingungen der Immuncytochemie bei Raumtemperatur wird Suc-

Leu-Leu-Val-Tyr-AMC mit ca. 0,5% zur Kontrolle umgesetzt.
Dieser Wert liegt bei der Inkubationstemperatur der Zellen für Primärantiseren

von 4°C sehr wahrscheinlich noch niedriger.

Diagramm 44: Vergleich der Proteolyse von Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC unter Bedingungen des
optimalen Enzymumsatzes in vitro und der immuncytochemischen Inkubation bei
Raumtemperatur
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2. Nachweis der Spezifität von 1E8 immuncytochemisch an Linsenepithelzellen

Nach dem Nachweis, daß die enzymatische Aktivität von m-Calpain unter
immuncytochemischen Inkubationsbedingungen gering ist, wird folgender Versuch
durchgeführt:

Methode
LEC werden nach Fixieren mit 2% Paraformaldehyd in PBS gespült, das Fixanz

mit Glycin abgesättigt, die Zellmembran mit 10µg/ml Digitonin perforiert und
unspezifische Bindungen durch RSA gehemmt. Es erfolgt die Inkubation mit anti-
m-Calpain-Antiserum 1E8 (1:20 verdünnt mit PBS) bzw. mit m-Calpain (3,3mg/ml),
welches fünf Minuten mit anti-m-Calpain-Antiserum 1E8 (Verdünnungs-
verhältnisse siehe Tabelle 27) inkubiert wird, über Nacht bei 4°C , Spülen mit
PBS, 2 Stunden Inkubation mit FITC-Konjugat (Verdünnung 1:75 mit PBS) bei
Raumtemperatur, weiteres Spülen mit PBS und Einbetten mit Aqua-Poly/Mount.

1E8 1E8 + m-Calpain
Verdünnung mit PBS 1:20 1:20 + 1:20
Verdünnung mit PBS 1:20 + 1:5

Tabelle 27: Verdünnungsschema für die Inkubation mit anti-m-Calpain-Antiserum 1E8 und für
die Gemische von 1E8 + m-Calpain

Ergebnisse
Es werden die Fluoreszenzaufnahmen und die zugehörenden Histogramme4

dargestellt. Die Verdünnung von m-Calpain mit PBS ist in Klammern angegeben.
In den Fluoreszenzabbildungen und Histogrammen ist deutlich die Abnahme

heller Bildpunkte von der Kontrollreaktion mit 1E8 (Abb.25, 26) zu den Reaktionen
1E8 vorinkubiert mit m-Calpain (Abb.27, 28; 29, 30) zu erkennen. Die Fluoreszenz
nimmt mit steigender m-Calpain-Konzentration ab. M-Calpain hemmt spezifisch die
Reaktion von monoklonalem anti-m-Calpain-Antiserum 1E8 in Linsenepithelzellen.

Abbildung 23, 24: Immunofluo reszenz ohne Primärantiserum (links) und Histogramm (rechts)

                                        
4 Histogramm: Jedem Bildpunkt (1024x1024) der Fluoreszenzaufnahme wird ein

Grauwert (dunkel→hell: 0...256) zugeordnet. Die Helligkeitsverteilung (Anzahl der
Bildpunkte, die einen bestimmten Grauwert besitzen) wird in einem Diagramm
dargestellt.
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Abbildung 25, 26: Immunofluo reszenz mit anti-m-Calpain-Antiserum Primärinkubation (links)
und Histogramm (rechts), Meßbalken=25µm.

Abbildung 27, 28: Immunofluo reszenz mit m-Calpain (1:20) vorinkubiertem anti-m-Calpain-
Antiserum (1:20) als Primärantiserum (links) und Histogramm (rechts) , Meßbalken=25µm.

Abbildung 29, 30: Immunofluo reszenz mit m-Calpain (1:5) vorinkubiertem anti-m-Calpain-
Antiserum (1:20) als Primärantiserum (links) und Histogramm (rechts) , Meßbalken=25µm.
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2.2.2.3 Immuncytochemische Darstellung von Calpain nach
Inkubation mit Detergenz

Untersuchte Linsenepithelzellen zeigen nach Anfärbung mit anti-m-Calpain-
Antiserum und FITC-Konjugat deutliche Fluoreszenz, die bei hoher Auflösung
(40-100fache Objektivvergrößerung) als „Filamente“ erscheint. Gegensätzlich dazu
wird bei der Extraktion von m-Calpain aus Rinderherz davon ausgegangen, daß das
Enzym frei gelöst im Cytosol vorkommt.

In Linsenepithelzellen soll gezeigt werden, ob es möglich ist, einen löslichen
cytosolischen Anteil der immuncytochemischen Färbung von dem an Filamenten
gebundenen abzutrennen.

Methode
Linsenepithelzellen werden a) vor dem Fixieren 1-2 Minuten mit 1%iger Triton-X-100

Lösung in HBS inkubiert und b) mit einer Kontrollinkubation, erst Fixieren und
nachfolgend 1-2 Minuten Triton-X-100, verglichen.

Weiterhin wird folgende Standardmethode durchgeführt: Linsenepithelzellen
werden nach Fixieren in PBS gespült, das Fixanz mit Glycin abgesättigt, mit
10µg/ml Digitonin inkubiert und unspezifische Bindungen durch 0,1% RSA
gehemmt. Es erfolgt die Inkubation mit anti-m-Calpain-Antiserum über Nacht bei
4°C (1/50 verdünnt mit PBS), Spülen mit PBS, 2 Stunden Inkubation mit FITC-
Konjugat (Verdünnung 1/50 mit PBS) bei Raumtemperatur, weiteres Spülen mit
PBS und Einbetten in Aqua Poly/Mount.

Ergebnis
Es ist nicht möglich, eine Fluoreszenzabschwächung nach Detergenzinkubation

herbeizuführen. 1E8 bindet an nicht detergenzlösliche, im Cytosol offensichtlich
nicht frei bewegliche Bestandteile von Linsenepithelzellen.

Abbildung 31:
Linsenepithelzellen fixiert mit 2%
Paraformaldehyd in HBS, danach inkubiert
mit 1% Triton-X-100 in HBS; Färbung: 1E8
(monoklonal Maus-anti-m-Calpain)+anti-
Maus-FITC; Objektivvergrößerung 40x;
Meßbalken=25µm.

Abbildung 32:
Linsenepithelzellen mit 1% Triton-X-100 in
HBS inkubiert, danach fixiert mit 2%
Paraformaldehyd in HBS; Färbung und
Vergrößerung wie Abbildung 31;
Meßbalken=25µm.
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2.2.2.4 Immuncytochemischer Ausschluß von m-Calpain auf der
Zelloberfläche

Untersuchungen der Calpain-Lokalisation mit fluorogenen Peptidsubstraten
können gestützt werden durch einen immuncytochemischen Nachweis. Speziell die
Detektion des Proteins auf der Zelloberfläche (in das umgebende Medium gerichtete
Seite der Zellmembran) ist interessant für eine Interpretation der Ergebnisse mit
Substraten und Abbauprodukten (siehe S.39 ff.).

Methode
Die immunologische Färberoutine wurde nach einer Reihe von Versuchen wie

folgt abgewandelt:
Als erstes werden die Zellen 1 Stunde bei Raumtemperatur mit Kaninchen-anti-

m-Calpain-Antiserum (IgG-Fraktion, 3,3mg Protein, 1mg/ml HSA; Verdünnung
1/10 mit PBS) inkubiert. Erst danach wird mit Paraformaldehyd fixiert und mit
Digitonin die Membran perforiert.

Die weiteren Schritte sind identisch mit der Standardmethode: LEC werden nach
Fixieren in PBS gespült, das Fixanz mit Glycin abgesättigt, mit 10µg/ml Digitonin
inkubiert und unspezifische Bindungen durch 0,1%RSA gehemmt. Für die
Kontrollreaktion erfolgt die Inkubation mit Primärantiserum 1 Stunde bei
Raumtemperatur, Spülen mit PBS, 1-2 Stunden Inkubation mit
Sekundärantiserum (Verdünnung 1:75 mit PBS) bei Raumtemperatur, weiteres
Spülen mit PBS und Einbetten in Aqua Poly/Mount.

Abbildung 33: Linsenepithelzellen, angefärbt mit Kaninchen-anti-m-Calpain-Anti serum/anti-
Kaninchen-FITC, Antigendetektion auf der Zelloberfläche;
1 mit primärem Antiserum vor der Fixierung inkubiert
2 Kontrollreaktion mit primärem Antiserum inkubiert nach Fixierung und 10µg/ml Digitonin in
PBS; Objektivvergrößerung 40x (Bildauflösung 512x512), Meßbalken=50µm

Ergebnis:
Auf der Oberfläche von Linsenepithelzellen ist eine Proteinkomponente, die von

Kaninchen-anti-m-Calpain-Antiserum erkannt wird, nicht nachweisbar.

1 2
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2.2.2.5 Vergleich von Bestandteilen des Cytoskelettes 5 und Calpain
nach immuncytochemischer Färbung in Linsenepithelzellen

Calpain ist in den vorangegangenen Versuchen in Linsenepithelzellen als
filamentöses Geflecht in Erscheinung getreten (siehe S. 64 f.). Weiterhin ist gezeigt
worden, daß es durch Inkubation mit Detergenz nicht abgelöst werden kann und
scheinbar auch keine löslichen cytosolischen Anteile existieren (siehe S. 70).

In diesem Versuch soll ein rein optischer Vergleich der Mikro-, Intermediär- und
Tubulinfilamente mit Calpain durchgeführt werden.

Methode
Standardmethode: LEC werden nach Fixieren in PBS gespült, das Fixanz mit

Glycin abgesättigt, mit 10µg/ml Digitonin inkubiert und unspezifische Bindungen
durch 0,1% RSA gehemmt. Es erfolgt die Inkubation mit Primärantiserum über
Nacht bei 4°C, Spülen mit PBS, 1-2 Stunden Inkubation mit Sekundärantiseren
(Verdünnung mit PBS) bei Raumtemperatur, weiteres Spülen mit PBS und
Einbetten in Aqua Poly/Mount.

Primärantiseren:
a) Phalloin6-Rhodamin (0,4µg/ml) (Darstellung von F-Aktin, Mikrofilamente)
b) Maus-anti-Vimentin (1:20) + Anti-Maus-Biotin (1:200) + Streptavidin-Texas

Red (1:100) (Darstellung von Vimentin, Intermediärfilamente)
c) anti-m-Calpain-Antiserum (1E8) (1:10) + FITC-Konjugat (1:75)

Calpain Mikrofilamente Intermediärfilamente
Antiserum
Primär 1E8 Maus-anti-Vimentin
1. Konjugat Anti-Maus-FITC RH-Phalloin Anti-Maus-Biotin
2. Konjugat Streptavidin-Texas Red

Tabelle 28: Inkubationsmedien für die Darstellung von Calpain und den Cytoskelett-Anteilen
Aktin und Vimentin

                                        
5 Cytoskelett: „Im Cytoplasma eukaryotischer Zellen befindet sich ein

dreidimensionales Gerüst von Filamenten (langen Fasern), das man als Cytoskelett
bezeichnet. Die Filamente werden nach ihrem Durchmesser in drei Gruppen
eingeteilt: Mikrofilamente (ca.8nm), Intermediärfilamente (ca.10nm) und
Mikrotubuli (ca.25nm). Alle Filamente sind Polymere aus charakteristischen
Proteinbausteinen.“(20)

6 Phalloidin: Gift des grünen Knollenblätterpilzes. Es bindet an F-Aktin
(filamentöses=polymerisiertes Aktin) und verhindert dessen Depolymerisation
zu G-Aktin (globuläres Aktin, Monomer) (13). In der Cytochemie wird es z.B. FITC-
gelabelt als Nachweisreagenz für F-Aktin, anstelle eines spezifischen Antiserums
eingesetzt.
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Abbildung 34, 35: Mikrofil amente in Linsenepithelzellen; F-Aktin angefärbt mit RH-Phalloin,
Objektivvergrößerung 100x (Auflösung 1024x1024), Meßbalken=10µm

Abbildung 36, 37: Int ermediärfilamente in Linsenepithelzellen; Vimentin angefärbt mit Maus-
anti-Vimentin/anti-Maus-Biotin/Streptavidin-Texas Red, Objektivvergrößerung 100x (Auflösung
1024x1024), Meßbalken=10µm

Ergebnis
Der Vergleich der Darstellung von Calpain und den Bestandteilen des

Cytoskelettes anhand der ausgewählten typischen Fluoreszenzbilder von
Linsenepithelzellen läßt keinen Rückschluß auf eine Identität mit einem einzelnen
Filamenttyp zu. Es finden sich beim Calpainnachweis die Elemente von Mikrofasern
(„stress fibers“-langgestreckte parallelaufende Fasern sowie in Abb.35 über Kreuz
verbundene Fasern), Mikrotubuli (die Fasern gehen von einem
Organisationszentrum, dem Centrosom aus, welches in Kernnähe liegt; hier ist mit
der höchsten Konzentration der Fasern zu rechnen) und Intermediärfilamenten
(Vimentin bildet ein ausgedehntes Netzwerk vom Zellkern bis zur Zellmembran) (21,
22, 23).
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Abbildung 38, 39: Mikrotubuli in Linsenepithelzellen, Mikrotubuli angefärbt mit Maus-anti- α-
Tubulin/FITC-Konjugat, Primärvergrößerung 250x (A bb.38) und 500x (A bb.39); Abbildungen mit
freundlicher Genehmigung von Dr. M. Iwig.

Abbildung 40, 41: Calpain in Linsenepithelzellen; Calpain angefärbt mit Maus-anti-m-Calpain
1E8/anti-Maus-FITC, Objektivvergrößerung 100x (Auflösung 1024x1024), Meßbalken=10µm

Möglicherweise werden Anteile aller Cytoskelettfilamente beim Nachweis von
Calpain miterfaßt (siehe auch Abbildungen S.65).
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2.2.2.6 Vergleich von Bestandteilen des Cytoskelettes mit Calpain
nach immuncytochemischer Doppelmarkierung in Linsen-
epithelzellen

Mit Hilfe der Doppelmarkierung, d.h. der unterschiedlichen Anfärbung zweier
Objekte in einer Zelle, wird versucht, Calpain von den Anteilen des Cytoskeletts zu
diskriminieren. Das Ziel besteht darin zu zeigen, ob die Calpainfärbung
Cytoskelettanteile vollständig miterfaßt, d.h. Calpain auf oder an Teilen des
Cytoskelettes in Linsenepithelzellen bevorzugt assoziiert ist.

Methode
Standardmethode: LEC werden nach Fixieren in PBS gespült, das Fixanz mit

Glycin abgesättigt, mit 10µg/ml Digitonin inkubiert und unspezifische Bindungen
durch 0,1%RSA gehemmt. Es erfolgt die Primärinkubation mit 1E8 (1:10...1:50 mit
PBS) über Nacht bei 4°C , Spülen mit PBS, 1-2 Stunden Inkubation mit Kaninchen-
anti-Maus-FITC (1:75 mit PBS) bei Raumtemperatur, weiteres Spülen mit PBS. Die
nachfolgende zweite Inkubation für die Doppelmarkierung erfolgte mit freundlicher
Unterstützung von Dr.M.Iwig und A.Thate:

d) Phalloin-Rhodamin (0,4µg/ml) (Darstellung von F-Aktin, Mikrofilamente)
e) Maus-anti-Vimentin (1:20) + Anti-Maus-Biotin (1:200) + Streptavidin-Texas

Red (1:100) (Darstellung von Vimentin, Intermediärfilamente)
f) Maus-anti-Tubulin (1:20) + Anti-Maus-Biotin (1:200) + Streptavidin-Texas

Red (1:100) (Darstellung von Tubulin, Mikrotubuli)
Erzeugung und Auswertung der Fluoreszenzbilder mit der Zeiss-Software für LSM.

Ergebnis
Auf den nachfolgenden Seiten sind Beispiele von Vergleichen des

Calpainnachweises mit je einem Anteil des Cytoskelettes dargestellt. Bei den
Doppelfluoreszenzen (farbige Darstellung) sind 3 Farbvarianten möglich:
1. Rot - Fluoreszenzfarbe des Cytoskelettanteils, 2. Grün - Fluoreszenzfarbe von
Calpain, 3. Gelb - Fluoreszenzfarbenaddition (additive Farbmischung
rot+grün=gelb). Es sind tatsächlich jeweils auch alle drei Farbanteile vorhanden.
Zur Ergänzung werden die einzelnen Farbkanäle (rot und grün) als Graustufen
dargestellt.7

Per Computer ist eine Subtraktion der Farbkanäle voneinander vorgenommen
worden. Es fällt auf, daß die entstandenen Differenzbilder immer dunkler sind als
die Ausgangsbilder und daß bestimmte Bereiche im Vergleich zum einzelnen
Farbkanal fehlen. Dies bedeutet, in unterschiedlichen Farbkanälen sind z.T. gleiche
Strukturen markiert.

                                        
7 Bei der primären Bildentstehung am Laser-Scanning-Mikroskop werden beide

Fluoreszenzdetektoren (=Farbkanäle) einzeln und unabhängig voneinander optimal
in Helligkeit und Kontrast (256 Graustufen, keine Über-und Untersteuerung auf der
gesamten Bildfläche) abgestimmt. Es sind hier nur qualitative Aussagen möglich.
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Abbildung 42: Vergleich von Calpain und
Mikrofilamenten in der Immunfluoreszenz

1 Doppelfluoreszenz Calpain grün, Actin rot
2 Fluoreszenz Calpain
3 Fluoreszenz Actin
4 Fluoreszenzdifferenz Calpain-Actin
5 Fluoreszenzdifferenz Actin-Calpain

Objektivvergrößerung 100x (Auflösung 1024x1024),
Meßbalken=10µm

Der Nachweis Calpain und F-Aktin bringt sehr klare Ergebnisse. Großen Anteil
daran haben die unterschiedlichen Färbetechniken: F-Actin wird mit einem sehr
spezifischen Pilzgift-Konjugat (RH-Phalloin) und Calpain mit monoklonalem
Antiserum/FITC-Konjugat dargestellt. Für eine Auswertung sind hier die doppelt
markierten Bildanteile besonders von Bedeutung. Diese finden sich als
Auslöschungen auf den Differenzbildern im Vergleich zu den Einzelfluoreszenzen.
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Abbildung 43: Vergleich von Calpain und
Intermediärfilamenten in der Immunfluoreszenz

6 Doppelfluoreszenz Calpain grün, Vimentin rot
7 Fluoreszenz Calpain
8 Fluoreszenz Vimentin
9 Fluoreszenzdifferenz Calpain-Vimentin
10 Fluoreszenzdifferenz Vimentin-Calpain

Objektivvergrößerung 100x (Auflösung 1024x1024),
Meßbalken=10µm

Zur Darstellung von Calpain und Intermediärfilamenten werden jeweils
monoklonale Maus-Antiseren verwendet. Für die nachfolgende Anfärbung kann
eine Kreuzreaktion nicht ausgeschlossen werden. Beide Male wird ein anti-Maus-
Konjugat verwendet. Hier sind vor allem die Unterschiede der
Fluoreszenzmarkierungen hervorzuheben. Es existieren Bereiche, in denen beide
Proteinen gleichzeitig dargestellt werden, wie auch von Calpain oder
Intermediärfilamenten einzeln bevorzugte Bereiche.
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Abbildung 44: Vergleich von Calpain und Mikrotubuli in
der Immunfluoreszenz

11 Doppelfluoreszenz Calpain grün, Tubulin rot
12 Fluoreszenz Calpain
13 Fluoreszenz Tubulin
14 Fluoreszenzdifferenz Calpain-Tubulin
15 Fluoreszenzdifferenz Tubulin-Calpain

Objektivvergrößerung 40x (Auflösung 1024x1024),
Meßbalken=25µm

Unterschiede zwischen den Darstellungen von Calpain und Mikrotubuli treten
erst in den Differenzbildern hervor. Während Calpain den Bereich im Bild um und
im Zellkern scheinbar allein einnimmt, sind Mikrotubuli außerhalb des Zellkernes
zu finden.

Bei dieser Darstellung werden Calpain und Mikrotubuli jeweils von monoklonale
Maus-Antiseren detektiert. Unterschieden in den Fluoreszenzbildern ist deshalb
größere Bedeutung beizumessen.
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Kapitel 3: Einordnung der Ergebnisse – Diskussion

3.1 Wie sicher ist der Calpain-Nachweis?
3.1.1 m-Calpain, isoliert aus Herzmuskelhomogenat vom Rind mittels

Säulenchromatographie
Die calciumabhängige Proteaseaktivität aus dem Homogenat von Rinderherz-

muskel ist nach einem Trennschritt über DEAE-Ionenaustauscher detektierbar
(4,33,174). Azocasein oder Peptidsubstrate werden in Anwesenheit von 2mM CaCl2
hydrolysiert. Weiterhin ist nach einer Gelelektrophorese das charakteristische
Bandenmuster der 30K- und der 80K-Untereinheiten zu sehen (siehe S. 9).

Die in der Literatur beschriebene Wirkung eines endogenen Inhibitors
(Calpastatin) wird von uns ebenfalls festgestellt. Calpastatin hemmt Calpain in
Anwesenheit von 2mM CaCl2 (siehe S. 18, 30 f.). Das Protein ist in der Elektro-
phorese und bei der Protein-Bestimmung nach Lowry nachweisbar (10,74,33).

3.1.2 Calpain-Enzymaktivität in vitro
Aus Rinderherz gewonnenes Calpain entwickelt bei neutralem pH proteolytische

Aktivität gegen Casein, Azocasein und eine Reihe untersuchter Peptidsubstrate. Es
werden Peptidsubstrate bevorzugt, welche in P2-Stellung hydrophobe
Aminosäurereste (Tyr, Met, Leu, Val) oder Arginyl aufweisen (1,26,33). Die
verwendeten Substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Boc-Leu-Met-AMC, Boc-Leu-
Met-CAMC entsprechen diesen Voraussetzungen und werden hydrolysiert (siehe
S. 29 f.).

Eine halbmaximale Enzymaktivierung erfährt die Protease bei ca. 0,5mM CaCl2
(siehe S. 27, Diagramm 16). Nach Definition handelt es sich hierbei um m-Calpain
(33). Entzug von Calciumionen führt zum Verlust der enzymatischen Aktivität in vitro.

Mercaptoethanol wirkt aktivierend (siehe S. 28, Diagramm 17). Dies ist ebenfalls
ein Kriterium für Calpain als eine Cystein- oder Thiolprotease (4,33).

Folgende untersuchte Proteaseinhibitoren hemmen wirksam: Calpastatin,
Iodazetamid, E-64, Calpain-Inhibitor I, Calpain-Inhibitor II, ZLYCK, Chymostatin,
Calpeptin. Andere Proteaseinhibitoren hemmend nicht: NEM (alkyliert SH-Gruppen
und hemmt Endonucleasen), PCMPS (hemmt SH-Enzyme und Proteinasen), PMSF
(hemmt Serinproteasen), ZAAPCK (hemmt Peptidasen) (siehe S. 30 f.).

Im Zymogramm unterscheiden sich Papain und m-Calpain in ihrer Wirkung
deutlich. Während durch Papain das Substrat Casein kontinuierlich im Verlauf der
elektrophoretischen Trennung abgebaut wird, kann m-Calpain erst bei einer
nachfolgenden Inkubation mit 2mM Ca2+ seine enzymatische Aktivität entfalten.
Papain zieht eine helle Spur, m-Calpain hydrolysiert nur distinkte Bereiche in Form
von Banden. Diese liegen in unterschiedlicher Höhe – aktives m-Calpain wird hier
in zwei Molekülformen nachgewiesen, die unterschiedliche Molekulargewichte
besitzen (siehe S. 34 Abbildung 11).

3.1.3 Calpain in der Elektrophorese und im Westernblot
In der SDS-Elektrophorese erscheint das isolierte m-Calpain als zwei Banden im

Bereich 80kD und 30kD, was den beiden Untereinheiten entspricht (siehe S. 33
Abbildung 9) (27,38,39).

Die Nativelektrophorese läßt ebenfalls 2 Banden erkennen, hier im Bereich
>65kD und um 130kD. Es wird sich vermutlich um die 80K-Untereinheit und das
Gesamtmolekül mit MW 110kD oder ein Dimeres von 80K handeln (Abbildung 10).

Im Westernblot mit Kaninchen-anti-m-Calpain-Antiserum nach SDS-
Elektrophorese unter reduzierenden Bedingungen werden die Bereiche 80K und
30K deutlich dargestellt. Während 30K zwei scharfe Linie ausbildet, sind bei der
großen Untereinheit mindestens vier ineinander übergehende Banden zu erkennen
(siehe S. 35 Abbildung 13). Diese sind wahrscheinlich Autolyseprodukte. Weiterhin
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ist eine schwache Bande unterhalb 70kD zu erkennen, die nicht zugeordnet werden
kann. Mit monoklonalem Antiserum wird im Westernblot nach SDS-Elektrophorese
unter reduzierenden Bedingungen die 80K-Untereinheit und eine leichtere Form
detektiert, dagegen ist unter nichtreduzierenden Bedingungen nur eine Bande bei
80kD zu sehen (siehe S.35). Die Spezifität des verwendeten 1E8 monoklonalen
Maus-anti-m-Calpain-Antiserums ist nachgewiesen (siehe S. 21 f.).

3.1.4 Calpain in Linsenepithelzellen
Zum Nachweis von Calpain und zur Charakterisierung einer calciumabhängigen

proteolytischen Aktivität in Linsenepithelzellen wurden Untersuchungen mit
fluorogenen Peptidsubstraten und immuncytochemische Untersuchungen mit
polyklonalen und monoklonalen Antiseren durchgeführt. Die Ergebnisse werden in
den nachfolgenden Abschnitten diskutiert.

3.1.4.1 Nachweis des Antigens im Westernblot
Calpain aus Augenlinsen wurde von mehreren Arbeitsgruppen immunologisch

nachgewiesen (128,180,184,185). In unseren Versuchen war es möglich, Calpain
aus den kultivierten Linsenepithelzellen vom Rind als eine Bande aus dem nicht
detergenzlöslichen Sediment bei 1000g (Cytoskelett) im Westernblot zu registrieren.
Möglicherweise war die Sensitivität der Methode zu niedrig, um im Cytosol
(Überstand nach einstündiger Zentrifugation bei 100000g) oder in der
Membranfraktion (Detergenzextrakt) Calpain zu detektieren. Andere Arbeitsgruppen
fanden Calpain aus dem Homogenat von Augenlinsen in ähnlich präparierten
Fraktionen.

Das Molekül erscheint bei unserer Präparation als eine Bande unterhalb 70kD
und im Vergleich zur 80K-Untereinheit deutlich leichter. Möglicherweise ist dies auf
die Präparation zurückzuführen. Allerdings war bei einer Präparation von
m-Calpain aus Herzmuskel ebenfalls eine schwache Bande unterhalb 70kD im
Westernblot zu erkennen. Bei einer Präparation humaner Linsenepithelzellen hatte
das gefundene Protein ebenfalls das gleiche Molekulargewicht (mündliche
Mitteilung Dr.I.Willhardt). Dies legt die Wahrscheinlichkeit nahe, daß es sich
hierbei nicht um einen Artefakt, sondern um eine real vorkommende Form von
Calpain handelt.

3.1.4.2 Untersuchung zur Enzymaktivität in der Zelle
Nach Yoshida et al. (180) findet man in Linsenepithelzellen vom Rind m-Calpain.

Diese Tatsache ermöglicht einen direkten Vergleich der enzymatischen Aktivität des
isolierten Enzyms aus dem Herzen vom Rind mit den Ergebnissen der
Untersuchungen an Linsenepithelzellen, ebenfalls vom Rind.

1. Auswahl geeigneter Peptidsubstrate
Eine erste Barriere für Peptidsubstrate ist die Zellmembran: Succinylierte

Peptidsubstrate werden nicht umgesetzt, da sie offensichtlich diese Begrenzung
nicht überwinden (siehe S. 39 f.). Dies ist etwas überraschend, weil von anderen
Arbeitsgruppen z.B. Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC für die Fluoreszenzuntersuchung
mit Zellen anderer Herkunft erfolgreich eingesetzt wird (34,178). Von den getesteten
hydrophoben Boc-geschützten Peptidsubstraten wird die Mehrzahl hydrolytisch
gespalten.

Der mangelnde Umsatz von Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, dem Standardpeptid-
substrat eigener in vitro-Untersuchungen mit m-Calpain, ist ein Indikator für das
Fehlen einer calpainartigen Ektoprotease bei Linsenepithelzellen.

Das Substrat Boc-Leu-Met-CAMC (12,34) weist in Versuchen die höchste Fluo-
reszenzausbeute und eine in der Zelle akkumulierende Fluoreszenz auf. Dies ist für
die Fluoreszenzmikroskopie von großem Vorteil. Bei in vitro-Untersuchungen hat
dieses Substrat allerdings eine nicht unerhebliche Autolyserate, so daß hier nur
wenige Ergebnisse dargestellt werden können.
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Substrate wie Boc-Met-Met-AMC, Boc-Leu-Met-AMC und Boc-Leu-Leu-Met-AMC
werden in vitro vergleichbar oder schneller von m-Calpain umgesetzt als Boc-Leu-
Met-CAMC. Fluoreszenmikroskopische Untersuchungen mit diesen Substraten in
vivo sind aber nur qualitativ möglich, da das Fluorophor AMC membranpermeabel
ist. Es ist zu beobachten, daß die Fluoreszenz in der Zelle nach einem kurzen
linearen Anstieg konstant bleibt. Die Zellumgebung wird innerhalb des
Meßzeitraumes von fünf Minuten unter den beschriebenen Meßbedingungen
aufgehellt und die Konturen der Zellen verschwimmen. Dies deutet daraufhin, daß
AMC kontinuierlich aus der Zelle in das umgebende Medium austritt.

Um dennoch quantitative Meßergebnisse zu erhalten, wird nach einer definierten
Inkubationszeit das Medium abgenommen und Proben in einer Doppelbestimmung
mittels HPLC und Verwendung eines Fluoreszenzmonitors ausgewertet. Das
Medium kann bei –20°C aufbewahrt werden und steht für Kontrollen über einen
längeren Zeitraum zur Verfügung. Eine weitere Hydrolyse des Substrates wird unter
diesen Bedingungen nicht beobachtet (siehe S. 44 ff.).

Für die weiteren Versuche wurde das Peptidsubstrat Boc-Leu-Met-AMC
ausgewählt. Es wird in vitro und in vivo mit einer ausreichend hohen Rate
hydrolysiert und es steht zudem in genügender Menge und Reinheit zur Verfügung
(siehe S. 14 ff.).

Diagramm 21: Abhängigkeit der Proteasomen- und der Calpain-Aktivität von der Ca 2+-
Konzentration, Substrat Boc-Leu-Met-AMC (siehe S.36 ff.), Erläuterung siehe Text

2. Differenzierung zwischen der Aktivität von m-Calpain und Proteasomen
Vergleichende Untersuchungen zwischen m-Calpain und Proteasomen in vitro

(siehe S. 36 ff.) zeigen, daß Boc-Leu-Met-AMC von beiden Enzymen hydrolysiert
wird. Gleiches trifft auch für Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC zu (5, 35). Dieses Problem
besteht bis heute bei allen von uns untersuchten synthetischen Peptidsubstraten
für Calpain.

In einer früheren Arbeit von Dahlmann et al., 1985 (5) wird die multikatalytische
Protease (später Proteasom) mit diversen Peptidsubstraten untersucht. Dabei wird
festgestellt, daß sich die Hydrolyse verschiedener Substrate immer unterscheidet
und auch unterschiedlich beeinflußbar ist. Dies führte zu der Überlegung, die
Calciumabhängigkeit des Umsatzes von Boc-Leu-Met-AMC zu untersuchen. Im
Diagramm 21 (siehe auch S. 37) sind die Ergebnisse graphisch dargestellt:

In vitro gibt die Ca2+-Abhängigkeit der Calpainaktivität, rote Linie, die bekannte
Sättigungskinetik wieder: Bei 0mM Ca2+ beginnend und einem Maximum in Form
eines Plateaus ab ca. 1mM Ca2+. Proteasomen, dunkelblaue Linie, zeigen im Bereich
0...5mM Ca2+ keine Abhängigkeit des Substratumsatzes von der Calcium-
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konzentration. Nach Entzug von Calcium durch EDTA zeigt sich ein deutliches
Minimum der Substrathydrolyse bei 2mM EDTA.

Für die Interpretation der Ergebnisse in vivo ergibt sich der Schluß, daß
Proteasomen in Linsenepithelzellen an der Proteolyse von Boc-Leu-Met-AMC
wahrscheinlich nicht oder unbedeutend beteiligt sind, wenn

1) in Linsenepithelzellen das Peptidsubstrat Boc-Leu-Met-AMC hydrolysiert wird bei 
einer Konzentration von 2mM EDTA im Cytosol und/oder

2) die Proteasewirkung bei einem Überschuß von 2mM Ca2+ hemmbar ist.

Tatsächlich verhält sich die proteolytische Aktivität wie in 2) in den
Linsenepithelzellen (siehe S.50 ff.). Die Plasmamembran wurde dazu mit Ionomycin
für Calciumionen durchlässig gemacht und die Zellen danach während der
Reaktion mit dem Peptidsubstrat mit 2mM Ca2+ oder 2mM EGTA oder EDTA im
Versuchsmedium inkubiert. Durch Ca2+ stimulierte Linsenepithelzellen haben eine
Proteolyserate von weniger als 20% im Vergleich zu denen mit Entzug von Ca2+

(siehe auch S.50 ff. Diagramme 34-43).
Eine indirekte Bestätigung dieses Ergebnisses geben Rosser et al. (12): Sie öffnen

die Zellmembran von Hepatocyten mit 10µM Digitonin und beobachten ein
„Ausströmen“ der Fluoreszenz von CAMC. Eigentlich beobachten sie nicht nur ein
Ausströmen der Fluoreszenz, sondern wahrscheinlich auch den sofortigen Abbruch
der Hydrolyse von Boc-Leu-Met-CAMC. Der Grund dafür sind 2mM Ca2+ im
Inkubationsmedium, welches in die Zellen einströmt.

Coucell et al. (181) beschreiben ähnliche Ergebnisse: Sie finden eine erhöhte
proteolytische Aktivität gegen Phosphodiesterase und Phosphodiesteraseinhibitor-
protein nach Inkubation von Dictyostelium discoideum-Zellen mit EGTA und dem
Ionophor A23187 (Calcimycin), um die intrazelluläre Calciumionenkonzentration zu
erniedrigen. Die Aktivität ist nicht mit lysosomotropen Agentien beeinflußbar und
„der Phosphodiesteraseabbau erfordert zelluläre Energie“ (siehe dazu auch S. 89 f.).

Es scheint paradox, daß ausgerechnet von Calpain bei sehr niedriger Ca2+-
Konzentration bzw. Calciummangel in Zellen (besser im Cytosol), hervorgerufen
durch EDTA/EGTA im Inkubationsmedium, eine proteolytische Enzymaktivität
ausgehen könnte. Daß EDTA/EGTA durchaus bei Ionomycin-vergifteten Zellen zum
Calciumentzug führt, ist gesichert und wurde nochmals überprüft (siehe S.47 f.)
(37).

An diesem Punkt angelangt sind zwei gedankliche Richtungen möglich:
1. Wir haben es hier mit einer durch Ca2+ hemmbaren Protease zu tun.
2. Sollte die Wirkung von Calpain ausgehen, so ist dessen Aktivierung in vivo
scheinbar entgegengesetzt zu in vitro.

Die durch in vitro-Versuche belegte Tatsache, daß Calpain durch Calpastatin
gehemmt wird bei für die Enzymaktivität ausreichender Calciumionenkonzentration
(siehe S. 30) spricht für Calpain als wirksame Protease. Es stellt sich dann aber
automatisch die Frage, wie Calpain aktiviert wird, da es offensichtlich aktiv ist bei
geringer Calciumionenkonzentration (wahrscheinlich weniger als 1µM im Cytosol).
Dies ergibt sich aus dem spontanen Umsatz von Boc-Leu-Met-AMC und anderen
Peptidsubstraten (siehe S.39 f.).

Die andere Argumentation für eine neue, durch Ca2+ hemmbare proteolytische
Aktivität ist damit ebenfalls weiter möglich. Nachfolgend diskutierte Ergebnisse
stammen von Versuchen, bei denen gezielt nach Calpain gesucht wurde.

3. Hemmung der Cysteinprotease mit synthetischen Inhibitoren
Als ein wichtiges Kriterium der katalytischen Spezifität und seiner Identifizierung

gelten Inhibitionsversuche. Es geht wie im Abschnitt vorher darum zu entscheiden,
ob tatsächlich Calpain die Peptidsubstrat-Hydrolyse in Zellen katalysiert hat, da
mit der Aktivität weiterer proteolytischer Enzyme (Proteasomen, lysosomale
Proteasen, Caspasen) gerechnet werden muß. Membranpermeable Substrate
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können mit großer Wahrscheinlichkeit auch den Innenraum von Lysosomen
erreichen. Folgende Inhibitoren hemmen unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen mehr als 90% der Enzymaktivität: Calpain-Inhibitor I,
Calpeptin, E-64d (EST), p-Chlormercuribenzoat und Z-Leu-Tyr-Chlormethylketon.
Calpain-Inhibitor II hemmt ca. 85%, Pepstatin hemmt ca. 60% der Enzymaktivität
(siehe S.46 Diagramm 28).

E-64, in vitro ein sehr potenter Inhibitor von Calpain hat keine Wirkung auf den
Enzymumsatz der Linsenepithelzellen. Es bestätigt sich, daß E-64 nicht
membranpermeabel ist. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, daß es keine
Ektoproteasewirkung mit Calpainaktivität bei Linsenepithelzellen gibt (175).

Anhand der Wirkung der untersuchten Inhibitoren ist die Unterscheidung oben
erwähnter Enzyme von Calpain bzw. einer durch Ca2+ hemmbaren Protease nicht
möglich. Die Identifizierung der Proteaseaktivität konnte im Weiteren nicht direkt
durchgeführt werden. Deshalb wurde versucht, Anhaltspunkte mit Hilfe einer
hochauflösenden Fluoreszenzmikroskopie und über die immuncytochemische
Detektion zu bekommen.

4. Nachweis der Hydrolyse von Calpainsubstraten in Linsenepithelzellen bei hoher
mikroskopischer Auflösung

Wie schon kurz ausgeführt (siehe S. 42 f.) ist es möglich, mit Hilfe der
untersuchten fluorogenen Peptidsubstrate Boc-Leu-Met-AMC und Boc-Leu-Met-
CAMC die spontane Fluoreszenzentwicklung durch calciumabhängige intrazelluläre
Hydrolyse hochauflösend im Fluoreszenzmikroskop (LSM) zu beobachten. Beide
Substrate zeigen das gleiche Ergebnis. Es bilden sich im Verhältnis sehr hell
fluoreszierende Areale direkt um den Zellkern. Diese sind offensichtlich Orte hoher
enzymatischer Aktivität. Zellkerne sind deutlich ausgespart, hier existiert scheinbar
sehr wenig enzymatische Aktivität. Z.T. durchziehen linienförmig aneinander-
gereihte Punkte oder kurze Striche eng begrenzt den Zellkern. Peripher findet man
Bereiche mit strahlenförmigen vom Kern ausgehende Punktreihen und Stäbchen.
Es sind keine kompletten Fäden wie die vom Cytoskelett zu sehen.

Eine unstrukturierte allgemeine Aufhellung, wie sie bei geringer optischer
Auflösung um den Zellkern erscheint, war unter den gewählten Bedingungen nicht
feststellbar.

Im Abschnitt 3.1.4.4 werden die Erscheinungsbilder von Calpain während des
Umsatzes von fluorogenen Peptidsubstraten und nach immuncytochemischem
Nachweis gegenübergestellt und diskutiert.

3.1.4.3 Immuncytochemischer Nachweis der Lokalisation von Calpain in Linsenepithel-
zellen

Calpain wird in Linsenepithelzellen mit der IgG-Fraktion polyklonaler Kaninchen-
anti-m-Calpain-Antiseren und mit dem monoklonalen Maus-anti-m-Calpain-
Antiserum 1E8 untersucht. Die Antiseren wurden auf ihre Spezifität hin getestet
(siehe SS. 21, 35, 66 ff.). Die Möglichkeit des Einflusses von Calpain als Protease
auf Antiseren wurde untersucht und es konnte unter den gewählten
Inkubationsbedingungen keine Proteaseaktivität festgestellt werden (siehe S. 66 f.).

Auf der Oberfläche von Linsenepithelzellen können keine Antigene nachgewiesen
werden, was bestätigt, daß Calpain keine Ektoprotease ist (siehe S. 41 f., 71).

Polyklonales und monoklonales Antiserum zeigen in Linsenepithelzellen die
gleichen Bilder bei hoher Auflösung (siehe S. 64 f. Abbildungen 21, 22). Es werden
fädige Strukturen sichtbar, die dem Cytoskelett oder Anteilen davon ähneln. Eine
undifferenzierte allgemeine Aufhellung, wie sie von Murachi in PK15-Zellen
beschrieben wird, kann nicht nachvollzogen werden (26). Sofern die Auflösung
ausreichend ist (Objektivvergrößerung ca. 40x...100x) sind die fädigen Strukturen
in normal kultivierten Linsenepithelzellen zu erkennen.
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Bei nachfolgenden Vergleichen mit den bekannten Anteilen des Cytoskelettes in
Linsenepithelzellen, den Mikrofilamenten (Actin), Intermediärfilamenten (Vimentin)
und Mikrotubuli werden immer zumindest Anteile dieser Filamente von anti-
Calpain-Antiserum detektiert (siehe S. 72 ff., 75 ff.). Bestätigende Hinweise dazu
geben z.B. auch Huttenlocher et al. (183), die finden, daß zellpermeable
Calpaininhibitoren die β1- und β2-Integrin1-gesteuerte Zellmigration hemmen und
daß eine Ovar-Zelllinie vom Goldhamster mit geringer Expression von Calpain eine
reduzierte Migrationsrate und vergleichbare morphologische Veränderungen wie
durch Inhibitoren induziert aufweisen. Dies deutet ebenfalls auf einen engen
Zusammenhang von Calpain und dem Cytoskelett hin (Weitere Hinweise siehe auch
S. 3 „Intrazelluläre Lokalisation“).

Ein Negativversuch, bei dem unfixierte Linsenepithelzellen mit Detergenz-
haltigem Puffer inkubiert werden, soll klären, ob im Cytosol frei bewegliches
Calpain existiert. Calpain sollte durch die Lyse der Zellmembran mit Hilfe eines
Detergenz austreten können. Im Vergleich zu unbehandelten Zellen wird keine
Fluoreszenabnahme festgestellt. Calpain ist demnach nicht frei beweglich im
Cytosol (siehe S. 70). Weiterhin muß angenommen werden, daß keine bedeutenden
Anteile von Calpain in der Zelle detergenzlöslich sind.

Die Vermutung, daß Calpain am Cytoskelett verankert ist, wird damit
untermauert.

3.1.4.4 Vergleich der Lokalisation  von Calpain in Linsenepithelzellen nach
immuncytochemischer und Aktivitäts-Untersuchung

Das Antigen Calpain erscheint als ein Filamentgeflecht, das wahrscheinlich
Anteile aller bekannten Cytoskelettfilamenttypen beinhaltet. Diese Filamente sind
am dichtesten um den Zellkern angeordnet, sparen ihn aber nahezu aus. Er wird
dadurch sichtbar (siehe S. 72 ff.). In den durchgeführten Versuchen sind die
beobachteten Fäden bis hin zur peripheren Zellbegrenzung lückenlos. An der
Peripherie findet man bei hoher mikroskopischer Auflösung auch kurze, scheinbar
ungebundene Striche und Punkte.

Die Orte proteolytischer Aktivität erscheinen als kurze Striche oder Punkte, die
z.T. auch auf Linien angeordnet sind. Die Linien sind allerdings immer
unterbrochen. Sie verlaufen um den Zellkern herum oder auch strahlenförmig,
ausgehend vom Zellkern.

Dies bedeutet, daß das Antigen Calpain nicht identisch ist mit der spontan gegen
die Peptidsubstrate gerichteten Aktivität. Unter der Annahme, daß es sich bei der
Aktivität um Calpain handelt, ist dies gleichbedeutend damit, daß nicht alle
Calpainmoleküle enzymatisch aktiv sind. Weiterhin bedeutet es, daß Calpain-
moleküle in der Zelle bei sehr niedriger cytosolischer Calciumionenkonzentration
aktiv sind. Da dies nicht gleichbedeutend mit einem Abbau aller möglichen
Substratproteine ist, kann angenommen werden, daß aktives Calpain im Cytosol
nicht frei beweglich ist.

Eine hochauflösende mikroskopische Untersuchung der Calciumabhängigkeit
der intrazellulären Proteolyse kann hier weiteren Aufschluß geben.

                                        
1 Integrine: „Heterodimere Membran-durchspannende Proteine (MG. >200000),

die bei Wirbeltieren meist als Zelloberflächen-Rezeptoren für Komponenten der
extrazellulären Matrix bei Zell-Adhäsions- u. -Wanderungs-Prozessen mitwirken u.
die Aminosäure-Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) erkennen. An der Innenseite der
Plasmamembran sind sie mit Proteinen des Cytoskeletts verbunden (Beisp.:
Hühner-Integrin, Fibronectin-Rezeptoren, Laminin-Rezeptoren)“(13).

„Integrin-Rezeptoren...vermitteln die Verbindung und Übertragungskräfte
zwischen der extrazellulären Matrix und dem Actin-Zytoskelett.“(183)
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3.1.5 Calpain im Rasterkraftmikroskop – ultrastrukturelle Darstellung

Die Frage, wie sich Calpain am Cytoskelett anheften kann, soll durch Versuche
zur Aufklärung der Molekülstruktur und einem Vergleich mit vorhandenen
Modellen geklärt werden.

Das zweidimensionale Modell Murachi´s (26) von 1989 kommt der Abbildung
eines Calpain-Partikels bei 600.000facher Vergrößerung, wahrscheinlich der 80K-
Untereinheit sehr nahe. Die C-terminale Domäne IV mit den EF-hand-motivs bildet
eine endständige rhombusförmige Platte, der aufgrund der Form und
Ladungsverteilung (im Modell) die Funktion eines Calciumrezeptors,
Calciumspeichers oder eines Haftapparates zukommen kann. Es sind hier nur 4
EF-hand eingezeichnet. Heute ist bekannt, daß 6 EF-hand existieren, von denen
aber „nicht alle aktiv“ sein sollen (40).

Seit der Strukturaufklärung der cDNA von Calpain ist bekannt, daß das Molekül
Bindungsorte ähnlich Calmodulin besitzt, die positiv geladene, komplexierbare
Ionen binden (EF-hand-Struktur, bekannt als Ca2+-Komplexbildner, siehe auch S. 5 f.)
(26,27,31).

Abbildung 45: Modelle für heterodimere Calpainmoleküle (30K + 80K) und Aufnahme am
Rasterkraftmikroskop

Links A) Schematische Darstellung des Calpain von K.Suzuki, abgeleitet von
molekularbiologischen Erkenntnissen
B) Calpainmodell von T.Murachi, mit Berücksicht igung der möglichen
räumlichen Anordnung und Struktur von 80K + 30K und deren Domänen (26)

Rechts Calpain-Partikel, sehr wahrscheinlich 80K-Untereinheit, Aufnahme am
Rasterkraftmikrosk op, Meßskala 50nm, Vergrößer ung ca. 600.000x



Kapitel 3: Einordnung der Ergebnisse - Diskussion

86

3.2 Bindung des Calpain
3.2.1 Bindung des Calpain an S ilicium-Objektträger

Erläuterungen zur Methode:
Die verwendeten Objektträger haben folgende Eigenschaft: Wasser benetzt die

Oberfläche der Objektträger (Plättchen aus Reinstsilicium) mit einem kleinen
Randwinkel2. Dies ist eine typische Reaktion, die durch die Anziehung von
Wassermolekülen aufgrund von Ladungswechselwirkungen mit einer Grenzfläche
hervorgerufen werden.

Die Reinstsilicium-Plättchen besitzen einen Randwinkel von ca. 40° - sie sind
weniger hydrophil als Gold (0-8°) oder hydroxylierte Oberflächen, aber auch nicht
so hydrophob wie nach einer Modifizierung mit Methylgruppen (>90°) (18). Diese
Eigenschaft ergibt sich aus der spontanen Oxidation einer nativen Silicium-
oberfläche und der Ausbildung einer gewissen Anzahl Hydroxylgruppen.

Es zeigt sich, daß m-Calpain bei Raumtemperatur aus Trispuffer (0,02M, 0,005M
Mercaptoethanol) ohne Ca2+ auf diesen Objektträgern innerhalb weniger Minuten
adhäriert.

Assoziation des Calpain zu Filamenten an Silicium-Objektträger
Zwei Stunden nach Beginn der Adsorption von Calpain ist die Siliciumoberfläche

völlig gleichmäßig mit Partikeln bedeckt.
Die Objektträger werden luftgetrocknet und eine Woche bei –20°C in einem

geschlossenen Eppendorf-Gefäß aufbewahrt. Danach ist die gleichmäßige
Verteilung der Partikel verschwunden. An dessen Stelle finden sich fädige
Strukturen. Diese sind z.T. lateral assoziiert und bilden Bündel. Sie verfügen
scheinbar über einen Richtungsvektor (siehe S. 62 f.).

Über eine Ausbildung von Calpain-Filamenten ist bis dato nichts bekannt. Es
gibt Erkenntnisse über Aggregationen in Form von Dimeren (Hetero- und
Homodimeren von CL und CS) (40).

Es ist aber bekannt, daß Wassermoleküle auf einer Siliciumoberfläche eine auf
bestimmte Weise geordnete Molekülschicht ausbilden. Diese Schicht verringert ihre
Stärke beim Trocknen an der Luft, verschwindet aber nicht vollständig, so daß
gewisse hydrophile Bindungen (Wasserstoffbrücken) zur Feststoffoberfläche
angenommen werden können. Die Dicke der Wasserschicht beträgt bei
Raumtemperatur und normaler Luftfeuchtigkeit etwa 5nm (mündliche Mitteilung
Dr.U.Bakowski)

Die Erscheinungen auf Reinstsilicium bei –20°C haben mit der normalen
Umgebung von Calpain nur wenig zu tun. Die Bindungskräfte verhindern
offensichtlich nicht, daß benachbarte Calpainmoleküle miteinander in
Wechselwirkung treten können und in einem dünnen Wasserfilm eingebettet fädige
Strukturen ausbilden, wenn ein ausreichend langer Zeitraum zur Verfügung steht.

                                        
2 Randwinkel: siehe 2.2.2 Hochauflösende Darstellung von Calpain und

Cytoskelett mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie (Atomic force microscopy)
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3.2.2 Bindung von Calpain und Calpastatin an DEAE-Cellulose

Calpainuntereinheiten (CL und CS) und Calpastatin gehen Bindungen ein, die mit
Ionenaustauscher (DEAE) gelöst werden

Calpain wurde erstmals entdeckt, als Guroff 1964 (4) DEAE3-Cellulose als
chromatographischen Schritt zur Trennung von Hirnhomogenat einsetzte. Heute ist
bekannt, daß bei diesem Schritt Calpain von einem Inhibitorprotein getrennt wird.
Dieses erscheint beim Elutionsvorgang vor dem Calpain (siehe S.8 ff., S.18 f.).

Interessanter Weise liegen die beiden Untereinheiten von Calpain nach diesem
Trennschritt nicht in verschiedenen Fraktionen vor, was auf vergleichbare
Ionisationszustände, pkA-Werte hindeutet.

Die Moleküle verfügen über unterschiedliche Molekulargewichte von 80kD und
30kD und große Unterschiede in der Domänenstruktur4. Sie besitzen bei neutralem
pH im Elutionspuffer eine vergleichbare Zahl von negativen Ladungen, die sie in
ihren EF5-hand konzentrieren. Bei der Elution an DEAE-Cellulose mit einem
EDTA/EGTA-haltigen neutralen Puffer kann eine Bindung beider Untereinheiten
aneinander aufgrund von Calciumionen ausgeschlossen werden. Weiterhin ist, da
beide Proteine über mindestens 5 negativ geladene Zentren verfügen, eine
Assoziation auf Grund ionischer Wechselwirkungen unwahrscheinlich.

Offensichtlich ist es so, daß die Untereinheiten wegen der vorhandenen gleichen
Nettoladung gleichstark an DEAE binden und bei der Elution mit einem
Kochsalzgradienten in den gleichen Fraktionen erscheinen. Begünstigend für eine
hydrophobe Assoziation oder Reassoziation von Calpainuntereinheiten ist die hohe
Salzkonzentration bei der Elution (siehe S. 8). Einen bestätigenden Hinweis auf die
Annahme, daß die Untereinheiten wegen der EF-hand-motivs binden, geben Autrice
et al. (179). Sie eluieren Calmodulin, ein Protein mit 4 EF-hand, von DEAE-
Cellulose unter vergleichbaren Bedingungen.

Aus diesen Überlegungen heraus ergeben sich zwei Schlußfolgerungen:
Die Calpain-Untereinheiten binden an positiv geladene Ionen und wahrscheinlich

können sie unabhängig voneinander binden. Für die Verhältnisse in Zellen unter
physiologischen Bedingungen ergibt sich, da die Konzentration an freien
Calciumionen im Cytosol gering ist (weniger als 1µM), daß Calpain sich sehr
wahrscheinlich dort anlagert, wo Ca2+ höher konzentriert vorliegt, z.B. am
Cytoskelett. Diese Annahme bestätigt sich in den cytochemischen Darstellungen
von Calpain (siehe S. 64-74).

Weiterhin muß angenommen werden, daß enzymatisch aktives Calpain im
Cytosol nicht frei beweglich ist, wofür es ebenfalls Hinweise gibt (siehe 3.1.4.4 S. 84).

                                        
3 DEAE: „1. Abk. für den in Polyhydroxy-Verb. eingeführten elektropos. O-2-

Diethylaminoethyl-Rest in z.B. Cellulose. Die teils wasserlösl., teils quellbaren u. in
Perlform im Handel befindlichen Prod. werden verwendet als Ionenaustauscher ... –
2. Diethylaminoethyl-Deriv. von Kieselgel für die HPLC u.
Affinitätschromatographie.“(13)

4 CL hat die Domänen I und III mit unbekannter Wirkung, II mit der Papain-
Protease und IV mit 5 EF-hand

CS hat die Domänen IV´ mit 5 EF-hand und V mit einem großen hydrophoben
Abschnitt (siehe Einleitung 2. Calpain - Molekülaufbau und aktuelle Ansichten zur
Aktivität)

5 EF-hand-Strukturen haben eine optimale Geometrie speziell für eine
Komplexbindung des Ca2+ (wie EDTA, EGTA). Sie wurde erstmals bei Calmodulin
beschrieben.
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3.2.3 Hinweise auf die Ablagerung von Ca 2+ und Phosphat im Cytoskelett

Postulat: Die EF-hand-Struktur fungiert im Falle von m-Calpain als ein
Haftmechanismus. Dessen Bindungskraft wird durch elektrische Felder zwischen
positiv geladenen Ionen, z.B. Ca2+, und negativen Proteinresten bei einer
gleichzeitigen optimalen Komplexbindung des Ca2+ erzeugt. Daraus ergibt sich, daß
Calpain bei Anwesenheit von Ca2+ mit großer Wahrscheinlichkeit an Calcium-
bindende Moleküle adhärieren kann. Ziele in der Zelle können Ca2+-
speichernde/präsentierende Moleküle, z.B. im Cytoskelett sein. Dies würde
erklären, warum in der immuncytochemischen Darstellung des Calpains in
Linsenepithelzellen immer Cytoskelettelemente zu sehen sind.

Für die Annahme, daß Calcium am Cytoskelett gebunden wird, sprechen einige
neue Erkenntnisse über Calciumstores von Lange et al.(28) und Strzelecka-
Go³aszewska et al.(32). Mikrovilli von HIT-Zellen und Ratten-Hepatocyten haben

Calciumdepots. In Vesikeln, gebildet aus Mikrovilli durch sanfte Scherkräfte, wird
ein passiver Flux von Ca2+, ATP und IP3 aufgrund von Ionenkanälen erzeugt. Dabei
deutet alles darauf hin, daß eine Ca2+-Einlagerung durch eine ATP-abhängige Ca2+-
Bindung an intravesikuläre Komponenten stattfindet. F-Actin wird als ein möglicher
Kandidat herausgestellt. ATP-G-Actin bindet mit hoher Affinität Ca2+. Nach der
Polymerisation zu F-Actin ist die Austauschrate für Ca2+ um den Faktor 103

erniedrigt. Die Calciumionen sind faktisch dem zellulären Stoffwechsel entzogen. Es
werden mit Mg/Ca-F-Actin erfolgreich Einlagerungsexperimente für Calciumionen
durchgeführt. Das Binden von Calcium wird durch Ultraschall beschleunigt.
Phalloidin hemmt die Calciumaufnahme und führt bei Ultraschall sogar zu einer
Abgabe (als Hemmung der Reassoziation gedeutet). Der Hemmeffekt von Phalloidin
ist vergleichbar mit anderen F-Actin-Stabilisatoren wie z.B. Vanadat, Phosphat,
AlF4, BF3 (28).

ADP-F-Actin kann in vitro anorganisches Phosphat binden, wenn Phosphat in
millimolaren Konzentrationen vorliegt. Weiterhin ist die Abspaltrate des Phosphates
von F-ADP-P-Actin relativ gering. Das Nucleotid bindet in der Spalte zwischen den
beiden Domänen eines Actinmonomers. Es geht eine hochaffine Beziehung (Kdiss im
nanomolaren Bereich) mit einem divalenten Kation ein, in vivo eher mit Mg2+ als
Ca2+. Zusätzlich existieren noch mehrere mittel-(Kdiss=10-100µM für Ca2+ und Mg2+)
und wenigaffine (Kdiss=0,1mM-1mM für Ca2+ und Mg2+) Bindungsstellen für
Kationen (32).

Aus diesen Darstellungen geht hervor, daß Calciumionen in einem Teil des
Cytoskelettes abgelagert werden. Dabei kommt es örtlich zu relativ hohen
Konzentrationen an Ca2+. Es ist also gar nicht undenkbar, daß m-Calpain in der
Zelle, in der im Cytosol weniger als 1µM freies Ca2+ vorliegt, voll aktiv sein kann. Es
muß sich nur in der Nähe der Calciumspeicherorte aufhalten.

In den immuncytochemischen Untersuchungen wurde immer der Nachweis von
Cytoskelett erbracht, wenn Calpain gesucht wurde. Aus den letzten Überlegungen
wird ersichtlich, daß die Aufenthaltswahrscheinlichkeit von m-Calpain dort am
höchsten ist, wo seine Calciumaffinität abgesättigt wird – z.B. am F-Actin, einem
calciumspeichernden Ort und Teil des Cytoskelettes.
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3.3. Intrazelluläre Calciumhomöostase und abgeleitete
Schlußfolgerungen

Nach Carafoli (19)

Höhere Organismen speichern oder lagern Calcium in Knochen und Zähnen als
Hydroxylapatit [Ca10(PO4)6(OH)2] ab. Menschen haben durchschnittlich 1250g
Calcium, davon entfallen außer auf Knochen und Zähne noch wenige Gramm auf
intrazelluläre und extrazelluläre Flüssigkeiten.

In extrazellulären Flüssigkeiten findet man ca. 3mM Calcium, davon sind 50%
ionisiert. Intrazellulär sind gemessene Gesamtkonzentrationen bei Erythrozyten
20µM, Axone 200-400µM, Herzzellen 4mM, Leberzellen 1,6mM und Hirnzellen
1,5mM. Davon sind 0,1% oder weniger ionisiert. Im Cytosol sollen 0,1µM und
weniger freie Ca2+-Ionen vorliegen.

Eine entscheidende Eigenschaft von Calciumionen ist die sehr geringe Löslichkeit
bei Anwesenheit von Phosphationen. Niedrige intrazelluläre Calciumkonzentrationen
machen es möglich, phosphathaltige Verbindungen als Energietransporter und
Energietauscher zu nutzen. Es wird davon ausgegangen, daß in der Zelle immer ein
Reservoir an freien Phosphationen für die ATP-Synthese vorliegen muß.

Intrazellulär findet man hoch Ca2+-affine Verbindungen in Membranen und im
Cytosol. Zwei prinzipielle Möglichkeiten, um den Calciumhaushalt niedrig zu halten,
werden beschrieben:
1. Hochaffine intrazelluläre Moleküle, die in großer Menge vorliegen, binden

Calcium schnell (z.B. Phosphationen, Nucleinsäuren, zwitterionische
Phospholipide, negativ geladene Phospholipide). Für die Zellmembranen wird
eine Halbsättigung von 0,3mM Ca2+ angegeben.

2. Eine langsame, aber effiziente Möglichkeit, die Ca2+-Konzentration zu
erniedrigen, bilden die membranständigen calciumexportierenden Proteine
(Calciumpumpen). Diese befördern Calciumionen gegen das
Konzentrationsgefälle zwischen Cytosol (niedrig) und extrazellulärer Flüssigkeit
(hoch) aus der Zelle.

Ein niedriger Ca2+-Spiegel im Cytosol führt dazu, daß Calciumionen für die
Signalweiterleitung benutzt werde können. In der Evolution wurden scheinbar vor
allem Moleküle für die Transduktion bevorzugt, die Ca2+ besonders gut binden
können.

Diskussion der Ansichten von Carafoli und Einbeziehen der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

Über die Löslichkeit von Ca2+, Mg2+ und Phosphat

In Zellen laufen alle Stoffwechselvorgänge entsprechend physikalischen und
chemischen Gesetzmäßigkeiten ab. Wenn auch noch nicht alle Vorgänge der
Homöostase von Calcium geklärt sind, so ist sicher, daß hier
Konzentrationsgleichgewichte vorliegen und nach dem Einfluß von Störfaktoren
sich erneut Gleichgewichte einstellen, nicht losgelöst vom stady state in Zellen,
Organen, im Gesamtorganismus und komplexeren Systemen.

In eucaryotischen Zellen findet man zwei Salze, deren Ionen im Stoffwechsel
Bedeutung haben:

1. Calciumphosphat
2. Trimagnesiumphosphat
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Die Anionen dieser schwerlöslichen Salze, Phosphationen stellen einen Pool dar,
der für die Bildung von z.B. ATP aus ADP benötigt wird. Sie sind auch in anderen
Nucleotiden, Lipiden, Kohlehydraten, Eiweißen und nicht zuletzt in den
Nucleinsäuren zu finden. Calciumionen spielen eine Rolle bei der
Signaltransduktion, aber auch bei der Aktivierung von Calpain. Magnesium und
Calcium sind z.B. an der Ausbildung von F-Actin, einem Teil des Cytoskelettes
beteiligt.

Das Löslichkeitsprodukt L von Ca3(PO4)2 in Wasser beträgt bei 25°C 10-25mol5l-5.
Es können sich unter stöchiometrischen Verhältnissen maximal ca. 4µM
Calciumphosphat in Wasser lösen.

Steigt die gelöste Konzentration einer Ionenart über diesen Wert, so sinkt die des
Partnerions. Für die Zelle bedeutet dies: Ist zuviel freies Phosphat im Cytosol
vorhanden, strebt das gelöste Ca2+ gegen Null. Gleichzeitig wird wegen der
Gleichgewichtslage sehr wahrscheinlich die Phosphorylierungsreaktion aufgrund
vorhandener Kinasen und die Bildung von Nucleotidphosphaten z.B. ATP aus ADP
+ P stimuliert.

Ist Ca2+ im Überschuß vorhanden, so fehlt zwangsläufig freies Phosphat. Die
Kinasen in der Zelle bewirken die Dephosphorylierung zugänglicher
phosphorylierter Verbindungen. Das Gleichgewicht von ATP�ADP+P ist in Richtung

ADP+P gedrängt und ATP zerfällt infolge von Kinasewirkung (ATP reagiert stark
exergon ∆G°= - 33kJmol-1).

Über die angenommene Förderung von Ca2+ aus der Zelle gegen einen Calciumgradienten

Es gibt einen klar nachweisbaren Gradienten von freien Ca2+-Ionen zwischen
Cytosol (<1µM) und extrazellulärem Raum (>1mM) (19). Die Gründe für die
Ungleichverteilung sind in der Möglichkeit der Ionen, sich zu lösen zu finden (siehe
oben).

Membranen sind ungleich an Innen-und Außenseite. Innen sind sie negativ
geladen, man findet negativ geladene (saure) Phospholipide (20). Diese könnten Ca2+

binden oder zumindest hier konzentrieren, möglicherweise in einer unlöslichen
Form.

In Zellmembranen wurde ein Gehalt von 0,3mM Ca2+ kalkuliert (19). Es ist nicht
davon auszugehen, daß die Calciumionen gleichmäßig verteilt sind, sondern diese
werden sich dort konzentrieren, wo sie auf negative Ladungen treffen. Dabei spielen
saure Phospholipide und calciumbindende Proteine eine Rolle. Weiterhin ist zu den
0,3mM Ca2+ in der Zellmembran zu sagen: Bezieht man den Calciumgehalt auf das
Volumen der Membran statt auf das Volumen der Zelle, so sind
Calciumkonzentrationen größer als 1mM durchaus erklärbar. Wie beim Cytoskelett
ist auch an der Innenseite der Zellmembran mit einer hohen Calciumkonzentration
zu rechnen. Diese könnte auch zu einer Konzentrierung von Calpain und anderen
calciumbindenden Molekülen führen.

Wenn an der Innenseite der Zellmembran aufgrund der Ungleichverteilung von
Phospholipiden und Proteinen die Calciumionenkonzentration viel höher sein kann
als im Cytoplasma, und dieses Ungleichgewicht stabil ist, so wird z.B. eine
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Calciumpumpe keinen großen Gradienten zu überwinden haben. Es ist denkbar,
daß die Transportfunktion eher der eines Ionophors gleicht, evtl. mit der
Einschränkung, daß für die Funktion eine Strukturveränderung, ausgelöst durch
einen Phosphat-Rest nötig ist, durch welche Ca2+ binden kann. Eine solche
Deformation würde zur Bevorzugung einer Richtung der Reaktion führen,
vergleichbar mit einer Diode, die den Sromfluß in eine Richtung hemmt, weil in
einer der beiden möglichen Stromrichtungen die Ladungsträger am PN-Übergang6

verarmen.
Sehr interessant ist die Tatsache, daß die Ca2+-ATPase des sarcoplasmatischen

Reticulums in der Lage ist, bei Umkehrung des Ca2+-Gradienten ATP zu bilden (42).
Dies deutet darauf hin, daß derartige Pumpen tatsächlich wie Katalysatoren
betrachtet werden müssen, welche lipophil sind und die ATP-Bildung aufgrund
eines Ionengradienten oder elektrischer Felder und der intrazellulären
Gleichgewichtslage von ATP und ADP+P katalysieren.

                                        
6 PN-Übergang: Grenze der positiv und negativ leitenden Siliciumschicht in

Halbleitern.
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3.4 Vergleich eigener Ergebnisse mit den Befunden von Suzuki
und Sorimachi (40)

1. Wichtige Diskussionspunkte zur Problematik der Aktivierung von Calpain aus der
Arbeit von Suzuki und Sorimachi

1. Die Proteasedomäne II (Teil der 80K-Untereinheit) könnte möglicherweise auch
ohne Calcium aktiv sein. Calcium wäre dann nur für die Strukturbildung und/oder
-erhaltung notwendig, nicht für die enzymatische Aktivität. Dem widerspricht, daß
ein Calcium-unabhängiges aktives Calpain noch nicht beobachtet wurde, weder
nach Autolyse noch nach einer proteolytischen Einwirkung anderer Enzyme.

Bei einem Expressionsexperiment konnte aber gezeigt werden, daß ein genetisch
verändertes Calpain aus E.coli ohne Ca2+ 44% der ursprünglichen Aktivität hat,
d.h. die Domäne II (Protease) ist nötig für die Protease-Aktivität, und die Domäne IV
(EF-hands) nicht.

2. Die kleine Untereinheit 30K (CS) hat nach neueren Röntgenuntersuchungen
fünf EF-hand-Motive. Die fünfte EF-hand bindet nicht Ca2+, sondern in vitro ein
zweites Molekül zu einem Homodimer. Daraus wird folgendes Modell abgeleitet: Die
Domänen IV und IV` interagieren miteinander.

3. In Übereinstimmung mit diesem Modell gehen nach Abspalten von 8-10
Aminosäureresten vom C-Terminus beider Untereinheiten die Aktivität und die
Fähigkeit zur Dimerbildung verloren. Bei Untersuchungen mit exprimierten
Mutanten geht nach der Entfernung von 22-25 Aminosäureresten der Domäne VI´
die Möglichkeit der Rekonstitution zu aktivem Calpain verloren. Daraus wird
geschlossen, daß das fünfte EF-hand-Motiv für die Bildung von Homodimeren und
Heterodimeren verantwortlich ist.

4. Die für halbmaximale Aktivität von Calpain erforderliche Ca2+-Konzentration in
vitro reicht bei µ-Calpain von 5...50µM und bei m-Calpain von 200-1000µM Ca2+.
Trotzdem scheinen beide Calpaine bei der physiologischen Ca2+-Konzentration von
100...300nM aktiv zu sein.

5. Scheinbar reicht Ca2+ allein für die Aktivierung in vivo nicht aus. Und in der Tat
sind Aktivatoren beschrieben, die die Calciumempfindlichkeit erhöhen. In letzter
Zeit wurden Aktivator-Proteine beschrieben, unabhängig für µ-und m-Calpain, die
die Ca2+-Sensitivität um den Faktor 10 und mehr erhöhen. Es existiert eine
calciumabhängige Bindung an Membranen.

6. Phospholipide, besonders saure Phospholipide reduzieren stark die notwendige
Calciumkonzentration für eine Autolyse und somit auch für die Aktivität. In ihrer
Gegenwart wird µ-Calpain scheinbar voll aktiv bei mikromolarer und geringerer
Calciumkonzentration, m-Calpain dagegen nicht.

7. Andere Aktivatoren, u.a. auch DNA wurden beschrieben. Die Wirkungsweise von
DNA ist jedoch unklar.

8. Autolyse erhöht die Calciumempfindlichkeit von Calpain. Ein Problem ist, daß
die Autolyse eine höhere Initialkonzentration an Ca2+ als physiologisch beschrieben
erfordert. Eine vorgeschlagene Calpainkaskade klingt interessant, ist aber
unvereinbar mit neueren Ergebnissen. Argumente bleiben bestehen, die anzweifeln
lassen, ob die Autolyse für die Erhöhung der Calciumsensitivität in vivo überhaupt
nötig ist. Molinari et al. berichten über die Hydrolyse von Ca2+-ATPase und Bande 3-
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Protein, wenn Calpain intakt bleibt.7 Zusammenfassend meinen die Autoren, daß
eine vorherige Autolyse nicht notwendig zu sein scheint für die Proteaseaktivität.

9. Untersuchungen der Dissoziation und Reassoziation von Calpain haben gezeigt,
daß das Protein in Gegenwart von Ca2+ dissoziiert und CL (80K) die volle
Enzymaktivität behält. Das gleiche Ergebnis erhält man bei der Expression von CL
ohne Co-Expression von 30K.

10. Die Untereinheiten CL und CS, und demzufolge auch die Domänen IV und IV´
sind instabil und tendieren zur Aggregatbildung (Homodimere, Heterodimere). Sie
sind nach Dimerbildung stabil. Die exakte Ca2+-Konzentration für eine Dissoziation
in vivo ist bisher nicht bestimmt worden.

11. Die Dissoziation von Calpain in CL und CS könnte eine Konsequenz der
Autolyse sein. Wenn aber dissoziiertes CL voll aktiv ist, so ist eine Autolyse keine
Vorbedingung für die Aktivierung.

12. Das heißt, eine Autolyse ist wichtig für die Aktivierung in Form der
Dissoziation, aber sie ist nicht ausreichend. Eine wirkliche Aktivierung erfordert die
Dissoziation in die Untereinheiten. Daraus ergibt sich ein neues Modell der
Aktivierung; es kombiniert die Membranaktivierung mit der Dissoziation.

13. Beim „Dissoziationsmodell“ ist die Frage nach der Calciumkonzentration
zumindest für m-Calpain ungeklärt.

14. Dissoziierte CL oder CS wurden in vivo nicht identifiziert.

15. Folgende Widersprüche in den Ergebnissen werden dargelegt:

• Beide Untereinheiten (CL und CS) von µ- und m-Calpain werden in Gegenwart
von Ca2+ mit monoklonalen Antiseren, die gegen nur eine Untereinheit gerichtet
sind, kopräzipitiert.

• Röntgenstrukturuntersuchungen der Domäne IV´ zeigen eine Dimerbildung
sowohl mit als auch ohne Ca2+.

• Aber: Calpain dissoziiert in Gegenwart von Ca2+.

2. Eigene Auffassungen und kritische Diskussion der beschriebenen Ergebnisse

1. Die wichtigste unbeantwortete Frage ist noch immer, wie es bei den
Calciumkonzentrationen von unter 1µM in vivo zu einer Aktivität von Calpain, speziell
m-Calpain kommen kann. Alle alten und neuen Modelle haben die Erklärung dieses
Phänomens zum Ziel, so auch die diskutierte Arbeit von Suzuki et al (40).

2. In Punkt „3.“ wird beschrieben, daß eine Aktivierung von Calpain nach
bisherigen Modellen in vivo kaum vorstellbar ist. Die Ca2+-Konzentrationen für eine
Aktivierung in vitro unterscheiden sich von denen in vivo um die Faktoren 101-102

bei µ-Calpain und mehr als 103 bei m-Calpain.

                                        
7 Bande 3-Protein: (Anionen-Austausch-Protein). In großer Zahl vertretenes

integrales Erythrocyten-Membranprotein vom MG. 90000–100000 (Glykoprotein,
einzelne Polypeptid-Kette, Sequenz bekannt), so benannt nach seiner
elektrophoretischen Beweglichkeit, das über Ankyrin u. Spectrin mit dem
Membranskelett (s. Cytoskelett) verbunden sein kann, aber auch mit bestimmten
anderen Proteinen Wechselwirkungen eingeht und außerdem einen Anionen-
Transportkanal besitzt, durch den Hydrogencarbonat- gegen Chlorid-Ionen
ausgetauscht werden (Antiport) (13).
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In Punkt „4.“ äußert Suzuki die Annahme und Befunde aus der hier vorgelegten
Arbeit deuten ebenfalls darauf hin, daß Calpain bei physiologischer Konzentration
von Ca2+ aktiv ist.

Alle Arbeiten, die Calpain mittels eines oder mehrerer Inhibitoren in vivo
„nachweisen“, gehen stillschweigend von dieser Tatsache aus.
Dabei sind nur 2 Fragen offen:

• nach einem eindeutigen synthetischen Calpaininhibitor und

• nach der Aktivität bei physiologischen Calciumkonzentrationen im Cytosol.

Es ist wichtig zu berücksichtigen, daß sich die Aussagen über den Calciumgehalt in
Zellen immer auf das Cytosol beziehen. Und sie treffen zu für ein Calpain, welches
sich frei im Cytosol bewegen kann. Eine Möglichkeit, daß Konzentrationsunter-
schiede des Ca2+ innerhalb des Cytosols vorliegen können, wird nicht diskutiert.

Im Abschnitt über die Calciumhomöostase (siehe S. 89 ff.) wird dargelegt, daß sich
im Cytosol einer Zelle weitaus mehr Ca2+ befinden kann, als das nachweisbare
gelöste Ion. Ca2+ unterliegt einem Lösungsgleichgewicht mit Phosphationen und
wahrscheinlich auch mit Phosphat-haltigen Verbindungen; darauf deuten die
aktivierenden Eigenschaften vieler „Phosphat-haltiger“ organischer Verbindungen
auf Calpain hin (s.u.).

Daraus kann folgende Aktivitäts-Modellvorstellung hergeleitet werden:

• Ein in der Zelle freibewegliches Calpain ist unwahrscheinlich, da Versuche mit
Calpain-Inhibitoren in vivo darauf hin deuten, daß es bei cytosolischen
Calciumkonzentrationen aktiv ist.

• Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen im Vergleich zu in vitro-
Versuchen für ein nicht freibewegliches, weil am Cytoskelett adhäriertes Calpain
(siehe SS. 42 f., 64 ff.). Dies bedeutet, Calpain haftet am Cytoskelett, weil es hier
Calciumionen vorfindet. Zwangsläufig wird es hier aktiv, da die lokale
Konzentration von Ca2+ stabil und ausreichend hoch ist.

3. Dieses Modell steht im Einklang mit der Aussage, daß ein calcium-
unabhängiges Calpain bis heute nicht gefunden wurden (siehe Punkt 1., S.92).

4. Für eine gewisse Unabhängigkeit der EF-hand-Domäne IV von der Protease-
Domäne II sprechen die Befunde mit E.coli (40). Diese Ergebnisse passen gut in
eigene ultrastrukturelle Befunde mit AFM. Dabei wird angenommen, daß eine
funktionelle Unterteilung des Moleküls in einen Calciumionen-abhängigen
Haftapparat und eine Protease besteht. Die in ihrer Funktion unaufgeklärte
Domäne III könnte dabei einen Spacer bilden.

5. Das Membran-Aktivierungsmodell von Suzuki geht von einer, wenn auch
temporären Bindung des Calpain an eine Membran aus. Dabei sollen die zwei
Untereinheiten dissoziieren und an Calciumsensivität gewinnen.

Die von Suzuki aufgezählten Befunde in Punkt „7.“ lassen eine Dissoziation in vivo
überhaupt fraglich erscheinen. CL und CS wurden in vivo dissoziiert nicht
nachgewiesen. Außerdem werden die Untereinheiten CL und CS in Gegenwart von
Ca2+ mit monoklonalen Antiseren immer kopräzipitiert. Die Ergebnisse der
Röntgenstrukturanalyse sprechen ebenfalls gegen eine Dissoziation.

6. Unter den Aktivatoren sind Proteine und Phosphat-haltige Verbindungen
erwähnt. Speziell saure Phospholipide und DNA werden genannt (siehe S. 92: Punkt
6, 7). Entsprechend unseren Modellvorstellungen binden die Phosphat-haltigen
Verbindungen Ca2+. Dieses ist eine Initialreaktion für die Anlagerung von
Phosphatsalzen mit divalenten Kationen, da diese extrem schwer löslich sind. Die
Konzentration von Ca2+ wird hier im Verhältnis zum Cytosol hoch und durch die



Kapitel 3: Einordnung der Ergebnisse - Diskussion

95

Dissoziationskonstante auch beständig, so daß eine vollständige Aktivierung von m-
Calpain in vivo ohne Aktivator in der Nähe der Moleküle denkbar ist.

7. Der Zusammenhang zwischen EDTA, sauren Phospholipiden, DNA und anderen
Phosphat-haltigen Verbindungen als Aktivatoren ist wahrscheinlich in der
Möglichkeit zu finden, Ca2+ zu konzentrieren durch koordinative Bindungen und
andere, weniger affine Anlagerungen. Ca2+ wird möglicherweise in der Zelle von
Phosphationen in diese Bindungen gedrängt. Organische Phosphatverbindungen
würden dann „Kristallisationskeime“ für Calcium- und Phosphationen bilden.

8. Die Frage nach der Notwendigkeit einer Autolyse des Calpain für dessen
Aktivierung wird nach dem eben diskutierten Modell hinfällig. Selbst m-Calpain
braucht für seine Aktivierung keinen extra-Mechanismus. Auch Suzuki et al.
folgern, daß die Autolyse nicht der aktivitätssteigernde Schritt ist. Zum gleichen
Ergebnis kommen Molinari et al., die nachweisen, daß die Aktivität von µ-Calpain
an Erythrozyten-Membranen nicht an eine Autolyse gebunden ist (79).

9. Eine andere interessante Entdeckung für die Aktivierung von Calpain in vivo
finden Arora et al. 1996. Sie weisen nach, daß ohne einen Anstieg der
Calciumkonzentration im Cytosol während einer Anoxie die Calpainaktivität sich
verdoppelt. Dies war nicht an einen Anstieg der Calpain-mRNA oder eine
Erniedrigung der Calpastatin-mRNA gebunden (34).

Es liegt hier der Verdacht nahe, daß die Anoxie in betroffenen Hepatocyten mit
einer Erniedrigung des intrazellulären pH einhergeht. Dabei werden wahrscheinlich
die sonst schwerlöslichen Calcium- und Magnesiumsalze des Phosphats partiell
löslich. Ein Anstieg der Konzentration freier Calcium-und Phosphationen im Cytosol
ist die Folge. Diese wiederum könnten die Calpainaktivität begünstigen.

10. In dem vorgestellten Modell ist die Frage nach dem endogenen Inhibitorprotein
Calpastatin völlig offen. Calpastatin inhibiert sehr spezifisch in vitro bei Calcium-
konzentrationen, die Calpain aktivieren. Seine Wirkung in vivo und Beziehungen zu
anderen Proteinen sind noch unklar.
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3.5 Aktivierungsschema von m-Calpain an Mikrofilamenten

Schema 4: Aktivierungsmechanismus für m-Calpain an Mikrofilamenten in Linsenepithelzellen:
m-Calpain ist in Lösung nicht aktiv wegen Calciummangel; ATP-G-Actin assoziiert zu ADP/P-F-
Actin unter Einlagerung divalenter Ionen (Mg 2+, Ca2+), wobei Phosphat sehr langsam
abgespalten wird oder – zu einer Bindung von weiterem Ca 2+ und/oder Mg 2+ führt, welches
dann „ausfällt“. An diese hochkonzentrierte unlösliche Calciumschicht bindet der Calpain-
Calpastatinkomplex und wird automatisch aktiv.

Bei dieser Darstellung wird berücksichtigt:
1. Actinfilamente sind offensichtlich kein Substrat für Calpain (23).
2. Actin-bindende Proteine sind Substrate des Calpain (29).
3. Linsenepithelzellen besitzen im Cytosol weniger als 1µM gelöste Calciumionen.
4. Calpain ist in Linsenepithelzellen aktiv  trotz cytosolischer Konzentration des Ca2+ von

weniger als 1µM
5. Calciumionen können in Mikrofilamenten scheinbar in großer Menge gespeichert werden (28).
6. Die Speicherung erfolgt in einer unlöslichen Form – d.h. Calciumionen werden dem

System entzogen.
7. Eine Form ist sehr wahrscheinlich Calciumphosphat. In allen eucaryotischen Zellen ist

ATP ein wichtiges Handlingprinzip für Energie. Es muß Phosphat als Pool in der Zelle
vorhanden sein. In Gegenwart von Phosphationen ist die Löslichkeit von Ca2+ in Wasser
sehr begrenzt (3,92µM bei stoichiometrischer Konzentration von Ca2+ und (PO4)

3-).
Dieser Wert kommt dem gelösten Ca2+ im Cytosol schon recht nahe. Trotz der
Möglichkeit, Ca2+ und (PO4)

3- in einem großen Pool zur Verfügung zu haben, ist die
tatsächlich verfügbare Ionenkonzentration gering und regelt sich automatisch über eine
Löslichkeitskonstante.

8. Die 30K-Untereinheit von Calpain ist ein Chaperonin, sie besitzt eine hydrophobe
Domäne (V) und ist wahrscheinlich über diese an die 80K-Untereinheit gekoppelt. Die
Verbindung der Untereinheiten über EF-hand-motivs ist unwahrscheinlich, da nCL-1 und
nCL-2 keine Bindung mit 30K eingehen, sehr wohl aber über EF-hand verfügen (27).

30K

80K

Calpastatin

Kation,
divalent

G-Actin

ATP, ADP+P
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Abkürzungen
µ-Calpain Calpain mit Calciumionenbedarf von ca.10µM
30K kleine Untereinheit von Calpain
80K große Untereinheit von Calpain
ACN Acetonitril, Elutionsmittel für die HPLC
Afm Atomic force microscopy, Rasterkraftmikroskopie
AMC 7-Amino-4-Methylcumarin
BLLMM Boc-Leu-Leu-Met-AMC
BLMM Boc-Leu-Met-AMC, Butyl-oxycarbonyl-Leucinyl-

Methionyl-Aminomethylcumarin
BLMM-Cl Boc-Leu-Met-CAMC, Butyl-oxycarbonyl-Leucinyl-

Methionyl-Chloraminomethylcumarin
BLM-Rhodamin Boc-Leu-Met-Rhodamin
BMMM Boc-Met-Met-AMC
BNMM Boc-Norleu-Met-AMC
Boc-Met-OH Butyl-oxycarbonyl-Methionin
BSA Rinderserumalbumin
BVLLM Boc-Val-Leu-Leu-AMC
Calpain-Inhibitor I Ac-Leu-Leu-Norleucinal
Calpain-Inhibitor II Ac-Leu-Leu-Methional
Calpeptin Z-Leu-Norleucinal
Chymostatin Proteaseinhibitor aus Actinomyceten
CL Calpain Large subunit, große Untereinheit
CS Calpain Small subunit, kleine Untereinheit
DEAE-Sephacel O-2-Diethylaminoethyl-Rest auf Cellulose (13)
DMF N,N-Dimethylformamid
E-64 Oxiran-Inhibitor von Aspergillus japonicus
E-64d, EST (2S,3S)-trans-Epoxysuccinyl-L-Leucylamido-3-

Methylbutane Ethyl Ester
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure (13)
EGTA Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraessigsäure (13)
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
HBS Hepes buffer solution, pH 7,4:

Angaben in mM
NaCl 140, CaCl2 2, KCl 4, MgCl2 2, HEPES 10,
Glucose 10

HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsäure (13)
HPLC High performance liquide chromatography
krist. Kristallin
LEC Linsenepithelzellen (lens epithel cells)
LSM Laser Scanning Microscop, Laser Raster Mikroskop
Lsm. Lösungsmittel
m-Calpain Calpain mit Calciumbedarf von ca.1mM
ME Mercaptoethanol
nCL novel Calpain Large subunit
NEM N-Ethyl-Maleinimid
PBS Phosphatgepufferte 0,9%ige Kochsalzlösung pH 7,4:

Angaben in mM
NaCl 137; KCl 2,7; KH2PO4 1,5 ; Na2HPO4 10,1
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PCMPS Parachlormercuriphenylsulfonsäure
PMSF Phenylmethansulfonylfluorid
POC-Kammer Inkubationsgefäß für die Untersuchung von lebenden

Zellen unter einem Inversmikroskop
RP-18 Reversed Phase-18-Säule für HPLC-Trennung
RSA Rinderserumalbumin
RT Raumtemperatur
SAPLM Suc-Ala-Phe-Leu-AMC
SH Thiolgruppe z.B. in der Seitenkette von Cystein
SLLVYM Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Succinyl-Leucinyl-

Leucinyl-Valyl-Tyrosyl-Aminomethylcumarin
SLYM Suc-Leu-Tyr-AMC
TFA Trifluoressigsäure
THF Tetrahydrofuran
Tridest. H2O Wasser nach Ionenaustauscher; R > 18,2MΩ
ü.N. über Nacht
ü.Wo. übers Wochenende
ZAAPCK Z-Arg-Arg-Phe-Chlorketon
ZLYCK Z-Leu-Tyr-Chlorketon
ZVLLM-Cl Z-Val-Leu-Leu-Amino-4-Chlormethylcumarin
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Chemikalien

Bezeichnung Bezugsquelle

7-Amino-4-methylcumarin (AMC) SENN CHEMICALS

Ac-Leu-Leu-Arginal (LEUPEPTIN) CALBIOCHEM

Aqua-Poly/Mount POLYSCIENCE, INC.

Azocasein Prof.J.Langner, Uni Halle

Boc-Leu-Met-AMC Eigensynthese

Boc-Leu-Met-CAMC MOLEKULAR PROBES

Boc-Leu-Osu BACHEM

Boc-Met-OH NOVA BIOCHEM

Bz-Val-Gly-Arg-AMC BACHEM

Casein SERVA

Chymostatin CALBIOCHEM

DTT, Dithiothreitol SERVA

N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-Leucin-4-
Guanidinobutylamid (E-64)

FLUKA

(2S,3S)-trans-Epoxysuccinyl- L-Leucylamido-3-
Methylbutan-Ethylester (E-64d, EST)

CALBIOCHEM

Fluo-3 MOLECULAR PROBES

Fura-2 MOLECULAR PROBES

FuraRed MOLECULAR PROBES

HEPES C.ROTH

Iodazetamid E.MERCK

Ionomycin CALBIOCHEM

1. MW-Marker
29000 Carboanhydrase
45000 Albumin (E)
66000 Albumin (R)
97400 Phosphorylase
116000 β-Galactosidase
205000 Myosin

BOEHRINGER INGELHEIM

2. MW-Marker
129000 Carbonic Anhydrase
45000 Albumin egg
67000 Albumin bovine
97400 Phosphorylase B

BOEHRINGER INGELHEIM

Ac-Leu-Leu-Methional (CALPAIN INHIBITOR II) BOEHRINGER MANNHEIM
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Ac-Leu-Leu-Norleucinal (CALPAIN INHIBITOR I) BOEHRINGER MANNHEIM

N-Ethylmaleinimid (NEM) SCHUCHARDT; München

Papain, 30U/mg BOEHRINGER MANNHEIM

Pepstatin CALBIOCHEM

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) SERVA

p-Hydroxymercuri-Benzoesäure, Natriumsalz,
HgC6H4COONa

CHEMAPOL, Prag

p-Hydroxymercurisulfonat Natriumsalz (PCMPS) SIGMA

Pluronic MOLECULAR PROBES

Natriumdodecylsulfat (SDS) SERVA

Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC BACHEM

Z-Ala-Ala-Phe-Chlormethylketon (ZAAPCK) Dr.Jahreis (15), Uni Halle

Z-Leu-Norleucinal (CALPEPTIN) NOVABIOCHEM

Z-Leu-Tyr-Chlormethylketon (ZLYCK) BACHEM

Anti-Rabbit IgG-POD BOEHRINGER MANNHEIM

Anti-Mouse Ig-POD BOEHRINGER MANNHEIM

Anti-Mouse Ig (H&L); aff. Purified VECTOR

Anti-Mouse Ig (H&L)-Fluorescein; aff. Purified VECTOR

Goat Anti-Rabbit IgG(H&L)-FITC, aff. Purified DIANOVA



Geräte und Verbrauchsmaterial

Geräte und Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller

AFM  Nanoscope IIIa Dimension 5000 DIGITAL INSTRUMENT
Blue Vertical, BV100/C, Gel-Elektrophorese SERVA
DEAE- Sephacel PHARMACIA
DEAE-Toyoperl TOSO
Desaphor HF DESAGA
Computer, 133MHz, Eigenbau
Fluoreszenzfotometer F2000 HITACHI
Fluoval VEB CARL ZEISS JENA
Fraktionssammler Super Frac PHARMACIA LKB
HPLC-Fluoreszenzmonitor 8450 BISCHOFF
HPLC-Präzisionspumpe HPP 5001 LABORATORNI PRISTROJE
HPLC-Pumpe Modell 2200 BISCHOFF
HPLC-Spektralfotometer Lambda 1000 BISCHOFF
HPLC-UV Detektor LCD 2040 LABORATORNI PRISTROJE
Konzentrator Model 402 AMICON
Kühl-Tischzentrifuge SIGMA
LSM - Laser Raster Mikroskop CARL ZEISS JENA
Markierte Objektträger MEDCO
Messerhomogenisator Art-Micra D-8 CARL ROTH
Nitrocellulose Extra, Blotmembran SARTORIUS
Oberschalenwaage Owa Labor WÄGETECHNIK RAPIDO
Objektträger Superfrost CARL ROTH
pH-Einstabmeßkette EGA 131 MEINSBERGER ELEKTRODEN
pH-Messgerät PHM 95 RADIOMETER
POC-Kammern BACHOFER
Potter-Homogenisator GLAS-COL
Potter-Homogenisatoren 125µm, 40µm Spalt GLENCO
Präzisionsküvetten HELLMA
Red Sepharose PHARMACIA
Rotations-Antrieb MR 25 MLW PRÜFGEGERÄTEWERK

FREITAL
Rotationsverdampfer RZR 2 HEIDOLPH
Rotiphorese Gel 30 CARL ROTH
RP-18-Säule, ET 125/8/4 Nucleosil mit
Vorsäule

MACHEREY-NAGEL

Schüttler mit Plattform MS1 IKA
Sephacryl S-200 PHARMACIA
Specol UV VIS CARL ZEISS JENA
Super-UV Cuvettes ELKAY PRODUCTS
Ultrazentrifuge Spinco l265 b BECKMAN INSTRUMENTS
Uvicord II LKB
Zentrifugenbecher KONTRON
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