Lniversitat
wien

MASTERARBEIT | MASTER'S THESIS

Titel | Title

Die Bedeutung von Proteasen bei altersbedingten Prozessen

verfasst von | submitted by

Maisam Aftab BSc

angestrebter akademischer Grad | in partial fulfilment of the requirements for the degree of

Magister pharmaciae (Mag. pharm.)

Wien | Vienna, 2024

Studienkennzahl lt. Studienblatt | UA 066 605
Degree programme code as it appears on the
student record sheet:

Studienrichtung lt. Studienblatt | Degree Masterstudium Pharmazie
programme as it appears on the student
record sheet:

Betreut von | Supervisor: ao. Univ.-Prof. Mag. Dr. Christian Studenik

Mitbetreut von | Co-Supervisor: Dr. Mohammed Aufy



Danksagung

Ich méchte mich an dieser Stelle ganz herzlich bei Herrn Ao. Univ.-Prof. Mag. Dr. Christian
Studenik und bei Dr. Mohammed Aufy flr deren Unterstiitzung beim Schreiben meiner
Masterarbeit bedanken. Ich bin sehr dankbar, dass ich die Gelegenheit hatte mich mit diesem

Thema, an dem aktuell sehr viel geforscht wird, auseinandersetzen zu durfen.

Ich bin auch sehr dankbar fir meine Freunde, Familie und alle weiteren Angehorige, die mir
wéhrend der letzten Semester stets zugehort, mich wéhrend stressigen Phasen aufgebaut und

grenzenlos motiviert haben.



Kurzfassung

Zu Beginn meiner Literaturrecherche ist mir zundchst klar geworden, um was fiur ein
umfangreiches und komplexes Thema es sich hierbei handelt.

Diese Arbeit hat lediglich versucht die wissenschaftlichen Erkenntnisse und Fortschritte der
modernen Proteasenforschung wahrend der letzten Jahre zu analysieren, interpretieren und
weitestgehend zusammenzufassen. Es wurden Querverbindungen zum physiologischen
Alterungsprozess gemacht, um diesen mithilfe des Einsatzes der einzelnen Proteasen geschickt
umgehen zu konnen, damit man in (naher) Zukunft eine effektivere und gezieltere
Herangehensweise an all jene Erkrankungen hat, die Ublicherweise mit hohem Alter in
Verbindung gebracht werden. Auch Therapien konnten im Falle dessen viel mehr bezwecken,
indem sie tatsachliche Ursachen behandeln und nicht nur Symptome bekdmpfen bzw.
unterdriicken, unabhdngig davon, ob es sich bei den Diagnosen nun um Krebs,
Neurodegeneration oder kardiometabolische Erkrankungen, den sogenannten ,,Silent Killers,
handelt.

Proteasen kdnnten also mehr oder minder mit wertvollen Diamanten verglichen werden: Sie
sind in der Forschung heillbegehrte Themengebiete, fir den Ablauf gewisser
Regulationsmechanismen im menschlichen Organismus absolut unerlasslich und gelten als
aulRerst ,,facettenreich*, da sie fir die diversesten Aufgabenbereiche zustandig sind und ergo

eine multifunktionale Rolle einnehmen.

Trotz der Uberfiille an bis dato vorhandener Literatur stellt unser momentaner Wissensstand
aber gerade einmal die Spitze des Eisbergs dar. An Proteasen wird aktuell sehr viel geforscht —
und das wird in den kommenden Jahren revolutiondre Verédnderungen im Verstandnis der

Pathologie von Gesundheitsproblemen bewirken.



Abstract

At the beginning of my research, it became evident to me that this topic is both extensive and
complex in its nature. This work merely tried to analyze, interpret and summarize the scientific
findings and advances in modern protease research over the past few years. Furthermore,
connections were made between the physiological aging process and the use of individual
proteases, allowing for a more effective and targeted approach to diseases commonly associated
with aging. In the event that this is the case, therapies could achieve a greater number of
beneficial outcomes by addressing the underlying causes of disease rather than suppressing or
fighting symptoms, regardless of whether the diagnoses in question might be cancer,

neurodegeneration or cardiovascular-metabolic disorders, often referred to as "silent killers."

Proteases could be compared to valuable diamonds in that sense: They are highly sought-after
in research, indispensable for proper functioning of certain regulatory mechanisms inside the
human body and are regarded as multifaceted as they are responsible for a multitude of tasks

and thus possess very versatile roles.

Despite the abundance of existing literature, our current understanding has only scratched the
tip of the iceberg thus far. At present, there is a great deal of research being conducted on
proteases, which will have a significant impact on our understanding of pathological processes

in health conditions in the upcoming years.
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1 Einleitung

1.1 Biologische Grundlagen des Alterungsprozesses

Um den Alterungsprozess genauer zu verstehen und gegen die neun ,,Hallmarks of

Aging‘‘ gezielter vorzugehen, muss man sich zundchst dessen bewusst sein, dass es sich beim
Altern um keine pathologische Erkrankung per se handelt, sondern lediglich um ein normales,
zu erwartendes und unausweichliches Naturgeschehen. Physiologische Vorgénge wie
oxidativer Stress bzw. eine oxidative Grundbelastung, mitochondriale Fehlfunktionen sowie
Inflammationsgeschehen und epigenetische Verédnderungen konnen namlich niemals
vollkommen vermieden werden.
Die neun Hallmarks bzw. Kennzeichen des Alterunsprozesses umfassen Genominstabilitaten,
epigenetische Veranderungen, Telomerverkirzungen, molekulare Zellalterungsprozesse,
mitochondriale Regulationsstérungen, Ausschdpfung von Stammzellen sowie Veranderungen
der intrazellularen Kommunikationswege und naturlich den Proteostaseverlust. Nahezu jeder
dieser Vorgange wird von niederschwelligen Entziindungsreaktionen begleitet (Lopez-Otin et.
al., 2013; Medawar, 1952).

Eine der bekanntesten und nennenswertesten Alterungstheorien in diesem Kontext ist die
»,Mutations-Akkumulations-Theorie‘* von dem bereits in dieser Arbeit erwédhnten
Nobelpreistrager Peter Medawar aus 1951, die besagt, dass sich im Laufe des Lebens immer
mehr und mehr geschadigtes Erbmaterial in den Zellen anhduft und dies schlussendlich zu
Funktionsstorungen im  Organismus flihrt.  Nichtdestotrotz lassen sich  gewisse
Alterungsprozesse, wenn auch bis dato nicht in vollem AusmaR, zu einem hohem Grad sehr
wohl steuern (Medveded, 1990).

1.1.1 Oxidativer Stress

Eine der gangigsten Alterungstheorien ist die Theorie der freien Radikale, die sich —in
anderen Worten — mit oxidativem Stress im Organismus auseinandersetzt: Diesen Radikalen,
welche mit ROS (reactive oxygen species) und RNOS (reactive nitrogen species) abgekurzt
werden, liegt ein singuldres Elektron in ihrer &uRersten Elektronenhille zugrunde, welches nach

einem zweiten Elektron sucht und demnach &uRerst reaktiv mit Molekilen, also méglichen
1



Angriffspunkten, in Kontakt tritt, die ihm potentiell einen Bindungspartner zur Verfligung
stellen konnten. Bei diesen Angriffspunkten muss es sich nicht nur um Makomolekile handeln,
sondern es kdnnen genauso gut auch Phospholipide attackiert werden, was in weiterer Folge
die Permeabilitat und Fluiditit von Zellmembranen negativ beeinflussen kann (Kelly, 2011).
Lipide wie LDL-Cholesterin kénnen ebenfalls ein ROS-Target sein, wobei diese im Zuge
dessen oxidiert werden, was wiederum zu verstarkten Entzindungsprozessen und der typischen
Einlagerung in den arteriellen Gefallen fuhrt. Das Risiko fir kardiovaskulére Erkrankungen
wird signifikant erhoht (Moeller et al., 2010).

Dieses fur Radikale aggressive Reaktionsverhalten fiihrt jedenfalls immer dazu, dass die
attackierten Zielstrukturen geschadigt werden und sich schlussendlich selbst als freie Radikale
auf Elektronensuche begeben. Diese Zellschddigungen haufen sich mit der Zeit an, was den

zelluléren Alterungsprozess auslost (Curtin et al. 2002).

Zahlreiche Faktoren kdnnen die Entstehung von Radikalen begtinstigen. Insbesondere hat sich
langerfristige UV-Strahlung als eine der zweifellos geféhrlichsten exogenen Noxen etabliert.
Auch endogene Noxen, wie beispielsweise die Nebenprodukte der mitochondrialen

Atmungskette, kdnnen einen Einfluss auf die Entstehung freier Radikale haben (Kelly 2011).

Freie Radikale fuhren zu Schédigungen des genetischen Erbmaterials innerhalb der Zelle
(Moeller et al., 2010). Ublicherweise werden diese DNA-Schaden von DNA-
Reparaturmechanismen rechtzeitig entdeckt, sodass aktiv dagegen vorgegangen werden kann.
Falls sie aber Ubersehen werden, kann es zu DNA-Doppelstrangbriichen kommen, was zur
Mutation oder gar Krebsentstehung fuhren kann. Basierend auf dieser Radikaltheorie sollte es
eigentlich mdglich sein den durch oxidativen Stress induzierten Sch&den mithilfe von
Antioxidantien entgegenzuwirken: Insbesondere die Supplementierung mit hohen Dosen an
Vitamin C und E galt zunéchst als eine der ersten Hypothesen des medizinischen Anti-Agings.
Die ,,finnische Raucherstudie‘* aus 1990 lieferte jedoch &ulerst kontroverse Ergebnisse: Dabei
konnte gezeigt werden, dass Antioxidantien das Auftreten von Bronchialkarzinomen bei
Probanden mit Risikofaktoren (Tabakrauchern) kaum verhindern konnten. Stattdessen wurde
sogar ein leichter Anstieg der Mortalitat protokolliert (Miller et al., 2005; Bjelakovic et. al,
2007).

Nichtsdestotrotz haben ROS auch einen &uferst wichtigen physiologischen Nutzen im
Organismus. Sie spielen eine bedeutende Rolle im Rahmen der Immunabwehr, indem sie nicht

nur fremde Erreger bekdmpfen, sondern auch die Apoptose von entarteten Zellen sowie
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intrazellulare Signaltransduktionskaskaden und Angiogenese induzieren (Finkel, 2011).

1.2 Mitochondriale Dysfunktion

Mitochondrien sind Hauptlieferanten von freien Radikalen in Lebewesen. Die
sogenannten ,,Kraftwerke der Zellen‘* sind zugleich aber auch ein weiteres Radikaltarget. Das,
was im Wesentlichen mit dem Begriff ,,Zellalterung‘® gemeint wird, ist grofitenteils der
Funktionsverlust des Mitochondriums (Miquel et al., 1980).

Die mitochondriale Kernfunktion ist die Synthese von Energie in Form von ATP im Kontext
der oxidativen Phosphorylierung der zellularen Atmungskette, die auch als
Elektronenflusskette bezeichnet wird (Siekevitz, 1967). Darin sind Liicken vorzufinden, aus
denen Elektronen austreten konnen. Die entkommenen Elektronen werden anschlieRend auf
Sauerstoffmolekdile transferiert. Auf diese Weise kdnnen noch mehr ROS gebildet werden, die
nicht nur Makromolekule schadigen, sondern auch Mitochondrien selbst (Luft und Landau,
1995). Mitochondriales Erbamaterial, welches ubrigens keine protektiven Histone besitzt, ist
wesentlich anfélliger fur oxidativen Stress als nukledre DNA, die sowohl Histone als auch eine
stabilere Doppelhelixstruktur hat. Im Laufe des Lebens kénnen nicht mehr funktionstiichtige
Mitochondrien durch Autophagie nur noch unzureichend zersetzt und entfernt werden, was den
zellul&ren Alterungsprozess noch weiter verstéarkt (Wang et al., 2009).

1.3 Inflammaging

Sinn und Zweck des Auftretens einer Entzindung mitsamt all ihren
proinflammatorischen Zytokinen ist es den Korper auf eingedrungene Infektionserreger bzw.
Gewebsschadigungen aufmerksam zu machen. Inflammation kann aber unter Umstanden auch
ohne Pathogene bzw. sonstigen Schéaden auf einem geringen Level fortbestehen. Degenerative
Krankheiten kdnnen sich so tiber mehrere Jahre manifestieren, ohne dass eindeutige Symptome
auftreten. Niederschwellige Entzindungen tragen zu guter Letzt auch zum biologischen
Alterungsprozess bei: Man spricht von Inflammaging (Franceschi et al., 2000).

Chronische Entziindungen begunstigen in diesem Sinne auch das Auftreten von Krebsarten.
Mehr als 20% aller weltweit diagnostizierten Falle gehen auf chronische Inflammation zuriick
(Balkwill und Coussens, 2004).



An dieser Stelle ist vor allem der Darm mit seinem eigenen Mikrobiom wichtig zu erwéhnen.
Auch dieses Organ ist vom biologischen Alterungsprozess betroffen. Mit der Zeit ist es ndmlich
ublich, dass Mikroorganismen und die von ihnen gebildeten Toxine die Darmwand
durchdringen und dort tempordre Entziindungen hervorrufen (Biagi et al.,, 2011). Die
Immunfunktion l&sst nicht nur immer mehr nach, sondern auch die Inflammation wird mit der
Zeit chronisch und Pathogene kdnnen sich besser im Darm ansiedeln. Dieses Phdnomen der
abnehmenden Immunabwehr mit zunehmendem Alter wird als Immunoseneszenz beschrieben
(Larbi et al., 2008).

2 Einfdhrung in Proteasen und ihre Funktionen bei

altersbedingten Erkrankungen

In einem gesunden, jungen Organismus kann man sich auf dessen Fahigkeit zur
Ausubung der Proteostase verlassen. Sie gewdhrleistet die Beseitigung all jener Proteine, die
einen Schaden erlitten haben bzw. deren Faltung Fehler aufweist. Zur Proteostase zahlt man
nicht nur die Systeme des Ubiquitinproteasoms und des Lysosoms, sondern auch gewisse
korpereigene Enzyme, die in diesem Sinn eine prégende Funktion besitzen: Proteasen.
Unser Genom kodiert durchschnittlich fur tber 600 dieser Proteasen. Sie sind in nahezu allen
Zellkompartimenten beheimatet. Ihre Hauptaufgabe besteht in der Proteolyse, also der
proteolytischen Spaltung, der unterschiedlichsten Substrate, was zur veranderten Aktivitat und
Funktion fuhren kann und infolgedessen zweifellos die Zellalterung beeinflusst. Proteasen
haben vor allem — wenn es um zelluldre Seneszenz, mitochondriale Dysfunktion sowie

Entzlindungsgeschehen geht — eine immens pragende Rolle.

Insbesondere im spateren Lebensabschnitt ist dies absolut unerldsslich, da Proteostasestérungen
mit steigendem Alter wesentlich haufiger auftreten. Sie sind ein Merkmal des biologischen
Alterungsprozesses, welcher mannigfaltige Probleme im Korper verursachen kann: Von
neurodegenerativen Prozessen (Morbus Parkinson, Huntington Chorea und Morbus
Alzheimer), bis hin zu einem malignen Tumor. Wichtig ist auch zu erwéhnen, dass die
Anwesenheit einer Protease nicht zwingend mit Krankheit im Alter assoziiert werden muss,
denn gewisse Enzyme kodnnen sogar eine protektive Wirkung ausiiben. Mit anderen Worten
lasst sich aber jedenfalls sagen, dass Proteasen einen massiven Einfluss auf die Entstehung und

Progression von altersbedingten Erkrankungen haben (Rai et al., 2022).

4



3 Calpaine

Die Superfamilie der Calpaine umfasst Cysteinproteasen, die auf zelluldren Stress
antworten und bei zahlreichen, insbesondere altersbedingten Erkrankungen, eine Rolle spielen.
Avrterielle GefaBwanderkrankungen sowie Diabetes mellitus Typ 2 und Lebererkrankungen
sind die nennenswertesten Beispiele (Ono et al., 2016). Die wichtigsten Calpaine sind die
Isoformen 1 und 2, die auch als ,.konventionelle Calpaine‘ bezeichnet werden (Goll et al.,
2003; Ono et al., 2012). Diese konventionellen Varianten kénnen, indem sie an ihre S1-
Unterheit binden, Heterodimere bilden und sind auBerdem Calcium gegeniber sehr
empfindlich, worauf auch die Silbe ,,Cal‘ im Namen andeuten soll. Sie reagieren auf
extrazellulare Stressoren wie die Ausschuttung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
(Miyazaki et al., 2018). Aminosauresequenzen kénnen von diesen Calpainen jedoch nicht
erkannt werden (Shinkai et al., 2016).

Bei Calpastatin handelt es sich um einen Calpainhemmer, der stets zusammen mit der Protease
vorzufinden ist (Miyazaki et al.,, 2015; Maki et al., 1987; Takano et al., 1982). Ein
Ungleichgewicht zwischen dieser Cysteinprotease und ihrem Inhibitor kann das Auftreten von
Morbus Alzheimer, Chorea Hungtington und Retinopathien im fortgeschrittenen Alter fiihren
(Morales et al., 2012; Sato et al., 2011; Higuchi et al., 2011; Miyazaki et al., 2015).

Auch zwei ,,unkonventionelle Calpaine‘‘ konnen die Entwicklung dieser Krankheiten

beglinstigen:

e Calpain-6 weist im Gegensatz zu allen anderen Cysteinproteasen sowohl strukturelle
als auch funktionelle Unterschiede auf. Cystein im aktiven Zentrum der proteolytischen
Domane wurde durch Lysin ersetzt, wodurch ein Proteinabbau nicht mdglich ist. Dieses
Enzym kann auBerdem nicht an die S1-Untereinheit binden, wie es sonst bei Calpainen
ublich ist (Gol et al., 2002; Ono et al., 2012).

In Mdusen konnte auch gezeigt werden, dass Schaden der Skelettmuskulatur bei
nichtvorhandenem Calpain-6-Gen schneller regeneriert wurden, weil die proteolytische
Doméne fehlte (Dear et al., 1997).

e Calpain-10 wird hauptsachlich in den Beta-Zellen der Langerhans-Inseln der Pankreas

gebildet und spielt bei der Entstehung von Diabetes Mellitus Typ Il eine Rolle (Ling et
5



al., 2009; Horikawa et al., 2000; Bayramci et al., 2017; Karambataki et al., 2016).
Verstarkte Calpain-10-Aktivitét sorgt flr eine geringere Aufnahme von tberschissiger
Glucose in die Adipozyten und Skelettmuskeln, wodurch das Risiko -einer

langerfristigen Hyperglykémie ansteigt (Brown et al., 2007).

3.1 Atheosklerose

Bei Atherosklerose manifestieren sich hartnéckige Plaques an der Intima der
BlutgefaRe. Dadurch nimmt der Gefaldurchmesser zu und weniger Blut kann durch die
Arterien flieBen. Bei den Plaques handelt es sich um Ablagerungen aus Cholesterin,
abgestorbenem Zellmaterial sowie Calciumionen, die zu hartnickigen Verkalkungen fiihren
(Ross, 1999). Auch Makrophagen, die sehr viele Lipide bzw. Cholesterin aufgenommen haben
und im Zuge der Apoptose zu Schaumzellen werden, kommen darin vor (Béack et al., 2019). Es
entstehen Uber die Jahre immer mehr Lasionen, die den Plaques Stabilitat verleihen. Schaffen
es aber Plaques sich von der inneren Gefalwand zu l6sen, werden sie mit dem Blutfluss
weitertransportiert, verstopfen die Koronararterien und fiihren so zum Auftreten von koronaren
Herzkrankheiten (Ridker et al., 2017).

Die Endothelzellen der Blutgefalie bestehen aus Adherens Junctions, Gap Junctions und Tight
Junctions. Die ersteren zwei Zellkontaktmdglichkeiten sind, was die Barrierenfunktionen der
Epithelien anbelangt, am allerwichtigsten (Mehta und Malik, 2006).

Vaskulare Endothel-Cadherine, auch als VE-Cadherine abgekirzt, sind Molekiile, aus denen
die Adherens Junctions aufgebaut sind (Bobryshev et al., 1999; Foteinos et al., 2008). In diesem
Kontext wichtig zu erwéhnen sind jene zwei VE-Cadherine, die fur die Calpainproteasen sehr
anféllig sind, nadmlich epitheliale Cadherine (E-Cadherine) und neuronale Cadherine (N-
Cadherine) (Rios-Doria et al., 2003; Jang et al., 2009). Die Calpaine sind in der Lage VE-
Cadherine in den BlutgefalRen proteolytisch zu zerlegen und auf diese Weise die endotheliale
Barriere zu zerstoren. Die Adherens Junctions werden durch diesen Schritt instabiler, wodurch
die Barrierefunktion der Epithelien stetig abnimmt. (Su und Kowalczyk; 2017; Friedrich et al.,
2019; Guo et al., 2021; Sun et al., 2020).

Studien konnten auch beweisen, dass Calpainhemmstoffe das Fortschreiten von Atherosklerose
aufhalten konnen, aber keinen Einfluss auf erhohte Blutfettwerte haben. Calpainproteasen

wirken im Umkehrschluss also atherogen (Miyazaki et al., 2011). Auch Simvastatin
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funktioniert ahnlich wie ein Calpaininhibitor, was auch die vasoprotektive Wirkung dieses
Statins bestatigt (Yang et al., 2016; Yin et al., 2017).

Aktuelle Studien haben auch belegen kdnnen, dass ein beeintrachtigtes Lymphgefalsystem
ebenfalls das Auftreten bzw. Fortschreiten einer Atherosklerose fordern kann. Dyslipiddmien
werden dadurch besonders verstarkt (Lim et al., 2013).

Mittels selektiver Hemmung konventioneller Calpaine, insbesondere in lymphatischen
Endothelzellen, kann die Entstehung von Atherosklerose in der Aorta abgebremst und
gleichzeitig die TGF-B1-Konzentration sowie die Anzahl an frei im Blut zirkulierenden
regulatorischen T-Lymphozyten angekurbelt werden. Das beruht aber nicht nur auf die
Proteaseninhibition, sondern auch auf den durch Calpain ausgeldsten Abbau von MEKK1
(Mitogen-aktivierter Proteinkinase-Kinase-Kinase 1), die in der Signaltransduktionskaskade
von TGF-B1 vorkommt. Durch die geringen Mengen an Calpain steigt auch die Expression

gewisser Zytokine an, wie beispielsweise dem Interleukin-10 (Miyazaki et al., 2023).

3.2 Krebs

Die bis dato noch nicht erwahnten calciumabhangigen Cysteinproteasen Calpain-1 und
Calpain-2 sind klassische Vertreter dieser Proteasenfamilie. Deren Substrate spielen auf
zellulé&rer Ebene vor allem bei der Transkription, Translation und Apoptose eine bedeutende
Rolle. Kommt es jedoch zu Beeintrachtigungen in ihrer Aktivitat, kdnnen sich oftmals Tumore
bilden. Im Umkehrschluss bedeutet das aber auch, dass Calpaine therapeutisch wertvolle

Targetmolekiile darstellen (Shapovalov et al., 2022).

Dazu wurden frihe klinische Studien gegen Ende der 90er-Jahre herangezogen, in denen
Calpain-1 erforscht wurde: Hohe Plasmaspiegel dieses Enzyms in Nierenzellkarzinomen
wurden mit einer héchstaggressiven Metastasierung jener Tumore in Verbindung gebracht
(Braunetal., 1999). Anhand zeitgendssischer Metaanalysen konnte wiederum bestétigt werden,
dass hohere Calpain-1-Konzentrationen im Korper krebskranker Studienteilnehmer mit einer
wesentlich kirzeren Gesamtiliberlebenszeit assoziiert werden. Dies war vor allem bei
Darmkrebs, Eierstockkrebs sowie bei malignen Hirntumoren der Fall (Tang et al., 2019). Eine

andere Studie konnte beweisen, dass eine verstarkte Calpain-1-Expression zu aggressiver



Bildung von Tochtergeschwiilsten und ebenfalls einer verringerten Uberlebenszeit bei
Magenkrebspatienten fuhrte (Zhao et al., 2020).

Mithilfe histologischer Methoden wie der Immunfarbung hat man gesehen, dass auch
Darmkrebspatienten eine wesentlich schlechtere Prognose hatten, wenn in ihren Karzinomen
ein hoher Gehalt an Calpain-1 und zugleich nur geringe Mengen von Filamin-A (FLNA), einem
Calpainsubstrat, nachweisbar waren (Xu et al., 2019). Auch bei Prostatakrebs spaltet Calpain-
1 dieses Substrat nur unzureichend (Huang et al., 2017). Bei der Tumorgenese von
Prostatakrebs ist aber nicht nur die Calpain-1-Protease, sondern auch Calpain-2 involviert.
Calpain-2 ist ndmlich imstande den Promotor des Collapsin Response Mediator Protein 4

(CRMP4) zu methylieren, was wiederum Metastasierung triggert (Gao et al., 2018).

Studien zufolge ist es — zumindest beim Prostatakarzinom — madglich mithilfe modifizierter
RNA das Calpain-1-Enzym zu inhibieren, was die Geschwindigkeit der Proliferation und

Invasion in vitro drastisch reduzieren kann (Yu et al., 2019).

Calpain-2 ist auBerdem ein bewahrter pradiktiver Tumormorker in Patientinnen mit
Ovarialkarzinomen. Eine hohe Expression dieses Enzyms im Tumor erschwert die
Chemotherapie mit platinhaltigen Zytostatika, da sich mit hoherer Wahrscheinlichkeit
potentielle Resistenzen ausbilden kénnen (Storr et al., 2012).

Hemmstoffe der Calpaine sorgen durch ihre inhibierende Wirkung auch fir eine geringere
Aufnahme von (berschissiger Glucose in Skelettmuskeln, wodurch das Risiko einer

langerfristigen Hyperglykémie ansteigt (Brown et al., 2007).

Hohe Calpain-1- und Calpain-2-Expressionen sorgen auch bei HER2-positivem
Mammakarzinom fur ein negatives Outcome (Storr et al., 2011). Selbst eine Behandlung mit
dem monoklonalen Antikorper Trastuzumab kann zu keiner langerfristigen Tumorfreiheit

fuhren, wenn gleichzeitig verstarkt Calpain-1 exprimiert wird (Pu et al., 2016).

3.2.1 Kontroverse Ergebnisse aus der Literatur

Aber auch widerspriichliche Ergebnisse wurden in der Literatur dokumentiert, in
welchen Calpainenzyme sogar protumoral wirkten: Beispielsweise waren in einer klinischen
Studie Patientinnen mit nur schwacher Aktivierung des Calpain-9-Gens nicht lange rezidivfrei,

auch wenn sie sich einer Hormonbehandlung unterzogen haben lassen (Davis et al., 2014).
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Daruber hinaus beschreibt eine andere Studie die Beziehung zwischen vorhandenem Ausmaf
an Cysteinproteasen und ihrem im Korper befindlichen Inhibitor bei Brustkrebs und stellt die

Unterschiede gegentiber:

e Krebskranke Frauen mit entziindlichem Brustkrebs, die sowohl hohe Calpain-1- als
auch Calpastatin-Niveaus aufweisen, konnen in der Regel mit weitaus gunstigeren
Prognosen rechnen als jene Frauen, die erniedrigte Levels hatten.

e Bei nichtentziindlichem Brustkrebs ist das Verhaltnis wiederum anders: Hier sind die
Uberlebenschancen héher, wenn man es mit einer hohen Calpain-2-Konzentration und
nur geringen Mengen an vorhandenem Calpastatin im Karzinom zu tun hat (Storr et al.,
2016).

Auch Pankreaskarzinome verhalten sich bei niedrigen Calpain-1- sowie Calpain-2-Spiegeln
maligner und aggressiver (Storr et al., 2012).

3.2.2 Tumormarker fir diagnostische Zwecke

Bei FLNA handelt es sich um Filamin A, einem bereits erwahnten Substrat von Calpain-
1, das gleichzeitig auch als Tumormarker dient (Xu et al., 2019). Auch hier gibt es sehr kontrére
Belege fir dessen Aussagefahigkeit: In-vitro-Studien konnten zeigen, dass im Falle von
Glioblastomen verstarkt Apoptose induziert wird, wenn FLNA proteolytisch abgebaut wird,
was wiederum zu einer besseren Uberlebensprognose filhrte als in Krebspatienten mit
unversehrtem FLNA in hohen Konzentrationen (Cai et al., 2020). Calpainsubstrate sind aber
nicht nur Tumormarker, sondern spielen eine sehr breitgefacherte Rolle in verschiedenen
Bereichen der Diagnostik. Unter Anderem gelten Abbauprodukte von Troponin | als ein
bedeutender Marker flir Herzmuskelschadigungen (Mair et al., 2018). Diese kamen némlich
uber die Proteolyse des Calpains Uberhaupt zustande (Kositprapa et al., 2000). Ein durch
Calpain-2 beeinflusstes Abbauprodukt der Tyrosinphosphatase PTPN13 kann auch als Marker
fur traumatische Verletzungen von Gehirnarealen dienen (Wang et al., 2021).



3.3 Neurodegeneration

3.3.1 Calpaine und Morbus Alzheimer

Bei Morbus Alzheimer handelt es sich um eine neurodegenerative Erkrankung, bei der
sich Plaques im Hippocampus und Neocortex der GroRRhirnrinde von senilen Patienten bilden.
In diesen Regionen kommt es zu einer starken Verminderung der Synapsenzahl. Schlussendlich
bilden sich die fir diese Krankheit typischen Ld&sionen, die zu neuromuskuldren
Beeintrachtigungen fuhren. Was die Pathogenese der Erkrankung betrifft, haben auch hier die
Calpaine eine wesentliche Funktion: Aufgrund der bei der Morbus Alzheimer gestorten
Regulation der Calciumhomdostase kommt es ndmlich zu einer langerfristigen Aktivierung
dieser Calciumabhédngigen Enzyme, die nicht nur im Rahmen der Zellproliferation, sondern
auch bei der Axonregulation beteiligt sind (Ferreira, 2012). Diese regulatorischen
Mechanismen nehmen aber auch bei nichtbetroffenen Menschen im Laufe des Lebens stetig ab
(Averna et al., 2001).

Wie Studien zeigen konnten, scheinen Calpaine insbesondere unter krankhaften Bedingungen,
wie beispielsweise starker Neurodegeneration im fortgeschrittenen Alter, ibermaRig aktiviert
zu sein (Saito et al., 1993). Dies ist auf mehrere Faktoren zuruickzufiihren, unter Anderem auf
einen Anstieg der zelluldren Calciumkonzentration und eine der Calpastatinabnahme. Ap-
Protein, welches die fur Alzheimer typischen senilen Plaques entstehen lasst, flhrt zu einem
fiinffachen Anstieg von Calciumionen in den Nervenzellen des Hippocampus (Kelly et al.,
2005). Dieses Protein ist hauptverantwortlich fir die Enzyminduktion, indem es den
extrazellularen Zufluss an Calciumionen ankurbelt (Kelly et al., 2007).

NMDA-Rezeptoren sowie spannungsabhdngige Calciumionenkanale sind beide ebenfalls an
dieser Regulation beteiligt (Qiu et al., 2003). NMDA-Rezeptorantagonisten wie MK801 und
Memantin sind in der Lage den durch AB-Protein stimulierten lonenanstieg zu reduzieren und
somit in weiterer Folge die Calpainaktivierung zu hemmen (Huettner et al., 1988; Bullock,
2006).

Auch LDL-Cholesterin ist als Calpainregulator an diesem Mechanismus beteiligt (Nicholson
und Ferreira, 2011). In anderen Worten stellt also auch das Cholesterin einen Risikofaktor fiir
diese neurodegenerative Krankheit dar. Auch ein nur maRig erhéhter Cholesterinplasmaspiegel

in den mittleren Lebensjahren kann das die Inzidenz beginstigen (Kivipelto et al., 2001).
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Cholesterin befindet sich aber nicht nur in Nahrungsmitteln, sondern ist auch ein wesentlicher
Bestandteil der Zellmembranen unseres Korpers und erhoht durch sein VVorhandensein die
Empfindlichkeit gegenuber des AB-induzierten Calciumanstiegs. Dieser Schritt fihrt wiederum

uber Calpaingesteuerte Signalkaskaden zur Apoptose (Nicholson und Ferreira, 2011).

3.3.2 Calpaine und Morbus Parkinson

Bei Morbus Parkinson handelt es sich um eine progressive neurodegenerative Stérung,
von der insbesondere das zentrale Nervensystem (ZNS) in Mitleidenschaft gezogen wird.
Die Pathogenese umfasst mehrere Wege, die alle jedenfalls in Neuroinflammation sowie dem
Verlust dopaminerger Neuronen im ZNS munden, genauer gesagt in den Nervenzellen des
Gehirns sowie des Riickenmarks.
Calpainproteasen sind verantwortlich fiir die Proteolyse sowie Aggregation von a-Synuclein,
einem neuronalen Protein, das in der Pathogenese der Parkinsonerkrankung eine ganz
besondere Rolle spielt. Dies fiihrt dazu, dass die Mitochondrien in ihrer Funktion gestort
werden und dass oxidativer Stress ausgeldst wird, den zwei wichtigsten Faktoren, die den
Alterungsprozess fordern. Durch diese Dysfunktion steigt die Konzentration an intrazelluldrem
Calcium an, wodurch die Enzymklasse der Calpaine aktiviert wird und mit
Entzindungsreaktionen kontert. Auch die mitochondriale ATP-Produktion kann nicht mehr
ablaufen (Abbildung 1; Gao et al., 2022).

Die Aggregate von a-Synuclein fiihren einerseits dazu, dass Lewy-Kd&rperchen entstehen,
welche wiederum noch mehr Neuronenschadigungen auslésen, indem sie nicht nur oxidativen

Stress verursachen, sondern auch die Bluthirnschranke schadigen.

Auf der anderen Seite wird durch die Aggregatbildung des Synucleinproteins die
Dopaminsynthese beeintrachtigt, da die Tyrosinhydroxylase (TH) phosphoryliert wird. Bei
diesem Schlisselenzym handelt es sich um jenes Molekiil, dass die Umwandlung von Tyrosin
in Levodopa ermdglicht, also der Dopaminvorstufe. Nimmt nun aufgrund dieser
Phosphorylierung der Dopamingehalt ab, fiihrt das zu einer veranderten Signallibertragung am
Dopaminrezeptor. Dadurch werden proinflammatorische T-Lymphozyten aktiviert, die fir
noch mehr Entziindungsgeschehen sorgen. Zusammenfassend flhrt das zu einer langfristigen

Inflammation der Nervenzellen, welche dann friihzeitig altern und letztendlich absterben.
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Hohe Konzentrationen an gewissen Neurotoxinen Idsen sowohl eine verstarkte Degeneration
der dopamingergen Neuronen in der Substantia nigra sowie in den motorischen Nervenzellen
des menschlichen Riickenmarks aus, zu denen man beispielsweise Umwelttoxine wie Rotenon
oder 6-Hydroxydopamin zahlt. Dies ist moglich, weil sie die Aktivitat der Calpaine steigern,
was die Neuroinflammation begtinstigt. Das ist auch der Ansatzpunkt der Calpaininhibitoren
als Antiparkinsonika. Calpain-vermittelte Entzlindungsprozesse sowie die darauffolgende
Neurodegeneration in der Substantia nigra und im Ruckenmark sollen unterdriickt bzw.

weitestgehend minimiert werden (Gao et al., 2022).
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Abbildung 1: Calpain-induzierte Schadigung an Mitochondrien, welche in Neuroinflammation

sowie -degeneration resultiert (Gao et al., 2022).

3.3.3 Die Aktivierung der Mikroglia tiber Calpainproteasen

Die durch Calpain ausgeldste Mikrogliaaktivierung bewirkt auch die Infiltration von T-
Lymphozyten ins zentrale Nervensystem (Haque et al., 2020). Beim Begriff Mikroglia handelt
es sich um Immuneffektorzellen des zentralen Nervensystems, die eine gewisse Ahnlichkeit zu
den Makrophagen haben (Van Rossum und Hanisch; 2004). Sie tragen zur physiologischen
Gehirnfunktion bei und sind daher unerlésslich. Sie werden auch als ,,Phagozyten des Gehirns**
bezeichnet (Wolf et al., 2017).

Mikroglia reagieren sehr empfindlich auf einen Anstieg der Calciumionenkonzentration, was

ja von Calpainproteasen induziert wird. Daraufhin werden verstarkt MHC-Antigene sowie
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entziindungsférdernde Zytokine ausgeschittet, wéhrend die Synthese von neurotrophen
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise dem Insulin-like Growth Factor (IGF1) gehemmt wird.
(Liu et al., 2017; Wolf et al., 2018; Schetters et al., 2017). Die MHC-I- sowie MHC-II-
Komplexe binden dann an die Oberflache der APC (Antigen Presenting Cells), welche von
CD4*-bzw. CD8"-T-Lymphozyten erkannt werden (Shams et al., 2019).

Die Aktivierung dieser Lymphozyten fuhrt bei Erkrankten mit Morbus Parkinson zum Zelltod.
Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) sowie B-Lymphozyten (B-Zellen) sind hingegen von

diesem Effekt in den meisten Fallen unbeeintrachtigt (Brochard et al., 2009).

CD4"- und CD8"-T-Zellen waren in Studien mit Mé&usen vor allem in der Substantia nigra wie
auch im Rickenmark hdufig vorzufinden. Die Mause wurden zuvor mit MPTP, einem in dieser
Arbeit noch nicht erwéhnten Neurotoxin, dessen Akronym flr 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine steht, behandelt (Gao et al., 2022). Dieses Toxin kann Calpaine verstarkt
aktivieren und somit schneller Neurodegeneration einleiten (Samantaray et al., 2015).

Die Zytotoxizitdt von CD4*-T-Lymphozyten wird von einem Ligandes des FasL-Signalwegs,
namlich FasL, bestimmt (Zaman et al., 2021). Bei FasL handelt es sich um einen Liganden, der
den apoptotischen Zelltod induzieren kann, indem er Caspasen, eine Proteasenklasse, auf

welche diese Arbeit auch eingehen wird, aktiviert (Waring und Mullbacher; 1999).

Die Affinitat von FasL zu seinem Fas-Rezeptor ist deutlich vermindert, wenn dieser Ligand
Mutationen durchgemacht hat. Anhand von Mausen mit mutiertem FasL konnte dies auch
bestatigt werden. Dopaminerge Neuronen in der Substantia nigra gingen zugrunde, nachdem
diese mit dem Neurotoxin MPTP behandelt wurden. Das Absterben von dopaminergen
Neuronen durch CD4+-T-Helferzellen ist also abhéngig von dem Fas-Liganden (Brochard et
al., 2009).

Gewisse Studien konnten zeigen, dass die Anzahl der Naturlichen Killerzellen sowie B-Zellen
bei den Betroffenen stark erhoht sind. Diese Immunzellen werden daher auch als Marker fir
Morbus Parkinson verwenden (Sun et al., 2019).

Genauso hat der Parkinsonkranke auch vermehrt T-Helferzellen im Blut (Thome et al., 2021).

Insbesondere Thl- sowie Th17-Zellen sind hohem AusmaR vorzufinden (Elgueta et al., 2019).
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3.3.4 Treg-Zellen und Morbus Parkinson

Im Gegensatz zu den T-Lymphozyten kdnnen regulatorische T-Zellen (Treg) dem

Ausbruch der Calpain-induzierten Neurodegeneration der Parkinsonerkrankung vorbeugen.
Dazu migrieren Treg-Zellen zu den L&sionsorten und kdnnen mit den betroffenen Gliazellen in
Kontakt treten, welche daraufhin aktiviert werden (Huang et al., 2020). Dieser Schritt leitet
Inflammationskaskaden ein, wodurch den regulatorischen T-Zellen signalisiert wird, dass sie
sich Richtung Substantia nigra bzw. Rickenmark begeben sollen, um ihre protektive Wirkung
auszuiiben.
Auch die Astrozyten sind hier von Bedeutung, indem sie neurotrophische Hirnfaktoren wie das
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) synthetisieren, um die Nervenzellen der Substantia
nigra zu unterstitzen bzw. vor Abbau zu schitzen (Reynolds et al., 2007). Neuroinflammation
kann auf diesem Wege abgebremst werden (Magistrelli et al., 2020; Anderson et al., 2014). Es
lasst sich aus diesen Beobachtungen also schlussfolgern, dass Treg-Zellen nicht nur eine
neuroprotektive Wirkung austiben, indem sie die Ausschittung entzindungsférdernder
Zytokine stoppen, sondern auch die Produktion antiinflammatorischer Mediatoren stimulieren,
die Thl- sowie Th17-Zellen in ihrer Funktion bremsen und auch eine Interaktion mit Mikroglia
verhindern (Schwab et al., 2020).

Auch eine gezielte Gabe von Trg-Zellen in Parkinsonmodellen konnte eine gezielte
Unterdriickung der soeben erklarten pathogenen Mechanismen bezwecken, wie mehrere
Studien belegten (Huang et al., 2020).

3.4 Herzmuskelhypertrophie

Die Herzmuskelhypertrophie ist in der Regel eine Folge von nichteingestelltem
Blutdruck Uber einen langeren Zeitraum und kann unbehandelt sogar zu schwerwiegenden
Herzinsuffizienzen fiihren. An reversiblen Umkehrmechanismen, mit denen man diese Art der
Hypertrophie wieder riickgdngig machen konnte, wird aktuell noch geforscht. In diesem
Kontext scheinen aber Calpaine, was in praklinischen Studien bereits demonstriert werden
konnte, definitiv einen Einfluss auf die Regulationsmechanismen der kardialen

Hypertrophieentwicklung zu haben (Patterson et al., 2011).
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Calpain-1 und Calpain-2 kommen in der quergestreiften Muskulatur, zu der die
Skelettmuskulatur sowie auch der Herzmuskel zahlen, in geringen Mengen vor (Kumamoto et
al.,, 1992). Mithilfe von Herzmuskelzellkulturen wurde gezeigt, dass Calpain-1 bei
physiologischen Calciumspiegeln stets aktiv ist, Calpain-2 jedoch nicht. Letztere Protease spielt
daher auch bei der Entwicklung von kardialen Hypertrophien eine eher untergeordnete Rolle.
Eine Hemmung von Calpain-1 bremst jedenfalls die Hypertrophie entweder komplett ab oder
verlangsamt sie zumindest (Galvez et al., 2007).

Calpain-1 kann zahlreiche Pathways aktivieren und hemmen, welche im Rahmen der kardialen
Hypertrophie auf diverse externe Stimuli reagieren kdnnen, wie beispielsweise auf reaktive
Sauerstoffspezies, Integrine, gewisse G-Proteingekoppelten Rezeptoren (Angiotensin-II-
Rezeptor) sowie auf spezifische Transkriptionsfaktoren wie NFKB (Patterson et al., 2011).

3.4.1 Der Einfluss von RAAS, Katecholaminen und Integrinen auf die Calpain-1-
Aktivitat

Angiotensin I, welches vor allem bei der Regulation des Blutdrucks Uber das RAA-

Systems (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) eine Rolle spielt, 16st — nachdem es an
dessen Rezeptor, einem G-Proteingekoppelten Rezeptor, gebunden ist — ohnehin schon eine
Myokardhypertrophie aus. Calpainprotease-1 wird daraufhin aktiviert und setzt im Anschluss
den NFKB-Signalweg in Gang (Rouet et al., 2000). Dadurch wird die Genexpression
zusétzlicher Gene induziert, die auch ,,kardial prohypertroph‘‘ wirken.
Eine Herzhypertrophie kann aber nicht nur durch die soeben genannten Faktoren gefordert
werden, sondern auch tiber [-adrenerge Stimulation (Barry und Townsend, 2010).
Katecholamine kdnnen namlich ebenfalls Calpaine aktivieren, was die Hypertrophie noch
zusitzlich verstarkt. Auflerdem sorgt die B-adrenerge Stimulation daflr, dass ein weiterer
Signalweg, nadmlich der eNOS/Akt-Signalweg, inhibiert wird. Eine Unterbindung dieser
Signalkaskade fordert die Hypertrophie noch zusétzlich (Bhuiyan et al., 2009).

Auch Integrine wie [3-Integrin konnen die Calpainaktivitdt ankurbeln, wodurch
Kardiomyozyten der Apoptose entweichen kdnnen. Stattdessen werden die Herzmuskelzellen

aufgrund der Integrine zur Hypertrophie verleitet (Brancaccio et al., 2006).

Reaktive Sauerstoffspezies konnen ebenso einen hypertrophen Effekt ausldsen: Bei NADPH-

Oxidase handelt es sich um membrangebundenes Enzym, welches Superoxid durch
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Elektroneniibertragung von NADPH auf molekulare Sauerstoffmolekiile bildet. Das
gewonnene freie Radikal ist eine hochreaktive Sauerstoffspezies (ROS), welche Calpain-1
verstarkt aktivieren kann. Hierzu gab es in der Literatur auch eine Studie, die an
Herzmuskelzellen von adulten Ratten durchgefuhrt wurde. Wurden jene Zellen ndmlich mit
Noradrenalin, einem Katecholamin, stimuliert, so wurde die NADPH-Oxidase in ihrer Aktivitat
hinaufreguliert, was die Bildung von ROS deutlich verstéarkte und letzten Endes fir Calpain-1-
bedingte Hypertrophie sorgte (Li et al., 2009).

3.4.2 Aktuelle Forschungsarbeiten im Rahmen der Calpainhemmung

Aktuelle Forschungsfragen mussen aber erst klaren, ob die Calpainhemmung zu
dauerhaften kardialen Nebenwirkungen fuhren kann. Préklinische Studien haben sich bis dato
namlich nicht ausreichend mit Langzeitergebnissen im Rahmen der Calpainhemmung

auseinandergesetzt.

Des Weiteren muss auch erst geklart werden, ob die Hemmung der Calpain-1 bei
diagnostizierter Herzmuskelzellhypertrophie diese Uberhaupt wieder ausreichend umkehren
kann, um die Morbiditat sowie Mortalitat der Betroffenen zu senken. Auch ist noch nicht ganz
klar, ob eine erzwungene Inhibition der Calpainprotease sich womdglich negativ auf andere

Organe auswirken koénnte (Pietsch et al., 2010).

4 Caspasen

Caspasen sind ebenfalls Cysteinproteasen, die vor allem eine besondere Rolle bei der
Apoptose und dem Entziindungsgeschehen spielen (Van Opdenbosch und Lamkanfi, 2019).
Jede bis dato uns bekannte Caspase kann entweder den vorprogrammierten Zelltod einleiten

oder diesen sogar durchfuhren (Graham et al., 2011).

4.1 Caspase-6 und Neurodegeneration

Caspase-6 ist die womdglich am besten erforschte Caspase. Sie ist nicht nur fiir die

Apoptose wichtig, sondern unterscheidet sich von anderen Caspasen darin, dass sie einen ganz
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besonderen Stellenwert hat, wenn es um Neurodegeneration geht. Daher wird sie in der
Biochemie mit dem Auftreten von Chorea Huntington und Morbus Alzheimer assoziiert. Sie
konnte insbesondere in Gehirnen von Erkrankten nach ihrem Ableben in hohen
Konzentrationen nachgewiesen werden (Graham et al., 2011).

Im Falle von Morbus Huntington muss das mutierte Huntington-Protein an einer gewissen
Stelle von Caspase-6 proteolytisch gespalten werden, damit die fur die Erkrankung typischen
neurologischen Symptome auftreten konnen. Caspase-6 ist auBerdem bereits im Friihstadium
von Morbus Alzheimer vorhanden und ist mitbeteiligt an der Entwicklung der Lasionen (Wang
etal., 2017).

Waéhrend des Apoptosevorgangs spaltet die im Nukleus befindliche Caspase-6 nicht nur das
Strukturprotein NUMA (nuclear mitotic apparatus-protein), sondern auch Laminproteine
(Hirata et al., 1998; Orth et al., 1996). Dies proteolytischen Spaltungen flihren dazu, dass der

Zellkern zu schrumpfen beginnt und letztendlich fragmentiert.

Zahlreiche Transkriptionsfaktoren gelten auBerdem als Caspase-6-Substrate. Dazu zahlt
beispielsweise auch NFKB und CBP (CREB-binding protein) (Rouaux et al., 2003; Nyormoi
et al., 2001; Galande et al., 2001; Levkau et al., 1999).

Caspase-6 ist insbesondere im Gehirn vorzufinden. Das Enzym ist aulRerdem auch bei der
neuronalen Gehirnentwicklung wéhrend der Schwangerschaft von Bedeutung (Simon et al.,
2012). Knockout-Mause, die beispielsweise Nervenzellen mit einem Caspase-6-Knockout
aufwiesen, waren in Studien vor neuronaler Degeneration geschiitzt. Mduse mit einem Caspase-

6-Mangel wiesen schwere Lerndefizite und Intelligenzverminderungen auf (Uribe et al., 2012).

4.2 Apoptose, Nekroptose und Pyroptose

,Programmed Cell Death‘* (PCD) ist ein Begriff, der im deutschen Sprachgebrauch der
Apoptose gleichgesetzt wird. Diese Art des Zelluntergangs ist aber noch wesentlich komplexer
und umfasst auch die Nekroptose sowie Pyroptose (PANoptose). An diesen drei zelluldren

Mechanismen kdnnen Therapeutika effektiv ansetzen.

Caspase-6 kann beispielsweise die PANoptose steuern, indem sie diese Uber Gasdermin D
reguliert. Gleichzeitig bt jene Caspase auch einen Einfluss auf die Nekroptose tiber das Mixed
Lineage Kinase Domain-like Protein (MLKL) aus (Qi et al., 2023):
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e Bei dem Molekil Gasdermin D handelt es sich um ein korpereigenes Protein, welches
im Falle von bakteriellen Infektionen mit einer Entziindungsreaktion kontert, um den
Korper auf den eingedrungenen Erreger aufmerksam zu machen und dessen Elimination
zu beginnen (Dai et al., 2023). Die Pyroptose (PANoptose), welche tber Gasdermine
reguliert wird, entspricht einer Nekrose, welche mit der Beschadigung von
Zellmembranen, der Freisetzung von Zellorganellen und mit ,,Zellschwellung*

einhergeht (Shi et al., 2016).

e Nekroptose wiederum ist eine Form des Zelltods, der auf molekularer Ebene den
Mechanismen der Apoptose sowie der Nekrose relativ dhnelt. Nekroptose aber erfordert
stets das Vorhandensein von MLKL. (Dhuriya und Sharma; 2018). Bei MLKL handelt
es sich um eine Pseudoproteinkinase, die nur nach Phosphorylierung die Rolle des
Hauptakteurs der Nekroptose Ubernehmen kann (Cai et al., 2014). Ist die Nekroptose
dysreguliert, kann dies im Organismus zu einer schwerwiegenden Entzindung
kommen, welche zur Entstehung von Krebserkrankungen beitragen kann (Dhuriya und
Sharma; 2018).

Die Aktivitat von Caspase-6 kann zu einem hohen Anteil von Antitumormitteln beeinflusst
werden. Daraus lasst sich also schlussfolgern, dass Caspase-6 im Kontext der Kanzerogenese
eine absolut fundamentale Schutzfunktion bietet: Sie kann namlich entartete Zellen beseitigen
(Qietal., 2023).

4.2.1 Antineoplastika, Caspase-6 und Krebs (Teil 1)

Gewisse Antineoplastika bzw. Substanzen mit einer (teils) antineoplastischen Wirkung
koénnen in Kollaboration mit Caspain-6 einen bedeutenden Beitrag zu dessen Funktion leisten,

indem sie dessen Aktivitdt erhdhen:

Bei Resveratrol handelt es sich um ein Polyphenol mit ausgepragtem antioxidativen Potential

(Salehi et al., 2018). Dessen mdogliche antineoplastische Wirkung ist momentan auch

Forschungsgrundlage in Studien. Fest steht jedoch, dass Resveratrol die Apoptose in

menschlichen Kolonkarzinomzellen durch Caspase-6-Aktivierung induzieren kann. In weiterer

Folge wird Lamin A von der Caspase gespalten. Hemmstoffe der Caspase-6 setzen wiederum
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genau hier an und verhindern die durch Resveratrol-ausgeldste Lyse des Lamin A und damit

auch die Zellapoptose, wodurch die Krebszellen tberleben (Lee et al., 2006).

Andere Studien konnten belegen, dass das Zytostatikum 5-Fluorouracil durch Aktivierung der

Caspase-6-Protease die Apoptose von entarteten Krebszellen triggern kann (Chan et al., 2020).

Auch Aloe-Emodin, eine Anthrachinonverbindung, ist in der Literatur vorgekommen und
verfiigt ebenso tber antiproliferative Eigenschaften. Die Verbindung I6st durch die Aktivierung
zweier Caspasen, ndmlich Caspase-6 und Caspase-9 den Zelltod von Krebszellen aus. Fir die
Apoptose ist aber lediglich Caspase-6 zustandig (Suboj et al., 2012).

Lobaplatin, ein weiteres Antineoplastikum, aktiviert wiederum Caspase-3, welche in
Karzinomzellen des Darms den Vorgang der Pyroptose auslést (Yu et al., 2019). Auch hier
tragt Caspase-6 aber eine tragende Rolle, indem es den Pyroptoseprozess zusatzlich fordert, da
das Enzym — genau wie Lobaplatin — die Caspase-3-Aktivitat hochregulieren kann (Sun et al.,
2017).

4.2.2 Antineoplastika, Caspase-6 und Krebs (Teil I1)

Caspase-6 sorgt auch dafur, dass Zellen des hepatozellularen Karzinoms in Apoptose
geschickt werden. Dieser Effekt kann ebenfalls mithilfe gewisser antineoplastischer

Medikamente zusatzlich verstarkt werden:

ZBP-89 (Krippel-like zinc finger protein) ist beispielsweise ein Transkriptionsfaktor, der das
Zellwachstum sowie den Zelluntergang mitreguliert. Es kann dabei mit dem p53-
Tumorsuppressorprotein interagieren und die Proliferation einer Zelle zum Stillstand bringen.
Der Transkriptionsfaktor kann die antineoplastische Wirkung zahlreicher Tumortherapeutika
verstarken (Zhang et al., 2010). Auch die Caspase-6 ist von diesem Effekt betroffen, denn ZBP-
89 kann dessen Enzymaktivitat ebenfalls ankurbeln, was wiederum zum Caspase-6-induzierten
Tod der Zelle fiihrt. Basierend auf diesen Mechanismus konnen auch hepatozellulare
Karzinomzellen in Apoptose geschickt werden (Chen et al., 2009).

Auch gewisse Cyclooxygenase-2-Hemmer wie Celecoxib funktioneren &hnlich, indem sie jene
Protease aktivieren. Die Krebszellen der Leber werden daraufhin in ihrer Proliferation gebremst

und apoptotisch abgetotet (Cervello et al.,, 2013). Im Gegensatz dazu steht AMPK
19



(Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase), die die Fahigkeit hat die Aktivierung von
Caspase 6 zu verhindern, indem sie jene Protease phosphoryliert, was ihren Funktionsverlust
in diesem Fall erklart. Folglich tberlebt das hepatozelluldre Karzinom (Zhao et al., 2020).

5 Matrixmetalloproteinasen

Bei Matrixmetalloproteinasen (MMP) handelt es sich um Endopeptidasen, die auf der
einen Seite auf Calcium angewiesen sind und auf der anderen Seite Zink enthalten. Sie spielen
eine fundamentale Rolle beim Remodelling der extrazelluldaren Matrix (ECM), zu welcher auch
Kollagenproteine, Proteoglykane, Elastine sowie Gelatine zéhlen. Gebildet werden die
Metalloproteinasen in erster Linie von Bindegewebszellen, aber auch von Osteoblasten und
Immunzellen wie den Makrophagen, Neutrophile Granulozyten und Lymphozyten. Dabeli
liegen sie nicht gleich als Enzym vor, sondern als Zymogen, welche dann mithilfe
proteolytischer Spaltungen von anderen Proteasen in ihre aktive Form ubergefiihrt werden.
Insbesondere bei der Behandlung altersbedingter Erkrankungen des Bewegungsapparats soll
die spezifische Hemmung von MMP mithilfe von Inhibitoren positive Resultate liefern (Verma
und Hansch, 2007).

5.1 Matrixmetalloproteinasen bei Arthrosen

Bei Arthrosen sind Matrixmetalloproteinasen insofern wichtig, weil gewisse katabole
Zytokine wie TNFa (Tumornekrosefaktor o) sowie TGF (Transforming Growth Factor ) die
Enzymaktivitat Gber degenerative Veranderungen erhohen kdnnen (Mitchell et. al., 1996).
Aktivierte Matrixmetalloproteinasen 1 und 13 zersetzen daraufhin schrittweise die
Tripelhelixstruktur von Kollagen Il, den wichtigsten Bausteins der Knorpelmatrix, der den
Knorpeln Festigkeit verleiht. Kollagendefekte kénnen in der Regel nicht wieder behoben
werden, was wiederum heif3t, dass der Knorpelschaden dauerhaft bestehen bleibt.

Die Kollagenfragmente, die nach der MMP-Proteolyse vorliegen, sind die beiden Gelatinasen

A und B, welche noch weiter gespalten werden (Billinghurst et. al., 1997).
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5.2 Matrixmetalloproteinase 3 bei postmenopausalen Frauen mit

Osteoporose

Andere Metalloproteinasen, insbesondere MMP-3, haben wiederum einen positiven
Einfluss auf die Knochendichte sowie den Umbau der Knochen. Matrixmetalloproteinase 3 ist

namlich imstande die Knochenmasse der Trabekel zu erhéhen.

Obwohl die Expression von MMP-3 in den Knochen bei Weitem nicht Ubermé&Rig ist, spielt
jene Metalloproteinase nichtdestotrotz eine grundlegende Rolle, wenn es um die Regulation der
Ostrogenwirkung auf das Knochenwachstum bzw. den Knochenabbau geht. Im Falle einer
operativen Entfernung der Ovarien von weiblichen M&usen konnte in einer Studie festgestellt
werden, dass die Protease die Knochenmineraldichte auf einem stabilen Level hielt. Der
Knochenverlust war, wie die Studie vermerkte, nur minimal, also bei Weitem nicht so massiv
wie man ihn nach einer Ovarektomie erwarten wirde. Dies kann man dadurch erklaren, dass
Matrixmetalloproteinase 3 die Knochenresorption hemmt. Analog dazu ist auch die
Knochenmineraldichte von Frauen des hoheren Alters abhéngig von Promotor-

Polymorphismen des MMP3-Gens.

6 Cathepsine

Cathepsine sind Proteasen, die der Papainfamilie angehdren. Jene Familie umfasst 11
Mitglieder und stellt damit nur einen Bruchteil aller im Organismus befindlichen Enzyme dar
(Lovinec und Lenarc¢i¢, 2013). Die Proteasen spielen bei vielen physiologischen Vorgéngen im
Organismus eine mafRgebliche Rolle, wie der Antigenpréasentation, Knochenresorption und
Synthese von Hormonen sowie gewissen Wachstumsfaktoren (Masuya und Teno, 2010).
Cathepsine sind lysosomalen Enzyme. In der menschlichen Zelle findet man sie daher vor allem
in lysosomalen Kompartimenten vorzufinden, wo sie Proteinabbau betreiben. Auch auBerhalb
des Lysosyms konnen sich Cathepsine befindlich machen. Dies ist aber eher bei Erkrankungen
der Fall (Yadati et al.,, 2020). Eine Dysregulation dieser Enzyme kann auf’erdem
schwerwiegende Folgen haben, wie kardiometabolische Erkrankungen und Invasion sowie

Metastasierung von Tumoren (Lovinec und Lenarcic, 2013).
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Cathepsine koénnen nicht nur zu diagnostischen Zwecken, sondern auch als Targets fur
Therapeutika eingesetzt werden. Cathepsine, vor allem Cathepsininhibitoren, sind ein aktueller
Schwerpunkt der Forschung (Yadati et al., 2020).

6.1 Cathepsin B und dessen multifunktionale Rollen im Korper

Cathepsin B ist ein besonders vielseitiges Enzym und verfiigt tiber mehr Fahigkeiten als
die Karzinogenese. Unter anderem handelt es sich dabei um ein kdrpereigenes neuroprotektives
Protein, welches vor der Entstehung von Morbus Alzheimer schiitzen kann, indem es die Menge
an in den Plaques vorkommenden Ap-Proteinen mittels Proteolyse verringert. Davon ist vor
allem die AB-Proteinspezies 42 betroffen: Dabei handelt es sich ndmlich um jene Spezies, die
sehr stark aggregiert und besonders grol3e Plaques ausbilden kann (Mueller-Steiner et al., 2006).
Auch das bei Morbus Huntingtin vorkommende Huntingtin-Protein wird durch das Ausiiben

von Makroautophagie in seiner Menge reduziert (Liang et al., 2011).

Cathepsin B wird eigentlich als Zymogen sezerniert, welches dann erst in eine aktive Protease
konvertiert werden muss (McCormick, 1993). Der Sekretionsmechanismus von Cathepsin B an
der Krebszellenoberflache wurde noch nicht vollstandig geklart. Bereits fest steht allerding,
dass beispielsweise die Makrophagen im Lungengewebe sowohl Cathepsin B als auch H, L und
S ausschitten konnen (Chapman et al., 1994). Genauso kdnnen auch die zytotoxischen
Makrophagen, die im Nervengewebe des Gehirns vorzufinden sind, Cathepsin B wie auch L
produzieren (Kreutzberg, 1995). Cathepsin B spielt auch von Relevanz bei der

Knochenresorption (Katunuma, 1997).

6.1.1 Cathepsin B bei der Krebsentstehung

Cathepsin B spielt vor allem bei der Chemotherapie eine grundlegende Rolle. Das
Enzym kommt insbesondere in Lysosomen vor, also in jenen eukaryotischen Zellorganellen,
die bei der Autophagie aktiv mitwirken.

Studien konnten ndmlich eindeutig beweisen, dass tiberexprimiertes Cathepsin B den VVorgang
der Tumorinvasion sowie der Ausbildung von Metastasen beeinflussen kann. Sind die
Regulationsmechanismen von Cathepsin B also gestort, konnen einst gesunde Zellen mit der
Zeit zu kanzerogenen Zellen werden. Cathepsin B kann mittels Proteolyse die extrazellulére

Matrix zerstoren. Dieser Vorgang kann verhindert werden, indem Cathepsin B rechtzeitig in
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seiner Aktivitdt gehemmt wird. Auch gegen das invasive Verhalten des Tumors kann so
vorgegangen werden. Einen &hnlichen Effekt erzielt man auch, wenn man mithilfe von
Antisense-RNA die Uberexpression dieses Cathepsins inhibiert, wodurch der Tumor auch in
seinem Wachstum gestoppt wird. Abgesehen davon ist es auch mdglich gegen den Tumor
vorzugehen, wenn man die Protease sowie ihren Rezeptor in Kombination hemmt (Gondi und
Rao, 2013).

Es wird angenommen, dass Cathepsin B RNA alternativ spleiRen kann (Matas et al., 1997). Das
Gen dieser Protease besteht aus 13 Exons, einschlieBlich der beiden Exons 2a und 2b (Fong et
al., 1992).

Durch Proteomanalysen konnte festgestellt werden, dass Cathepsin B auch bei knapp tber der
Hélfte der Patienten mit Magenkrebs in erhohter Konzentration vorliegt, welche mit
fortschreitendem Stadium immer mehr zunahm (Ebert et al., 2005). Proteomanalysen bei
Brustkrebspatientinnen sowie jenen Patienten, die gegen Darmkrebs sowie Schilddriisenkrebs
zu kdmpfen hatten, zeigten in der Literatur ebenso eine verstarkte Expression des Cathepsins.
(McKerrow et al., 2000; Srisomsap et al., 2002; Wulfkuhle et al., 2002).

Eine altere Studie vor etwa 2 Dekaden konnte beweisen, dass auch B16a-Melanomzellen eine
amplifizierte Expression des Cathepsins aufweisen (Qian et al., 1994). Es wurde auch belegt,
dass mehrere Promotoren die Cathepsinexpression regulieren konnen und nicht nur einer. Dies
verstarkt die Annahme, dass Cathepsin B die Féhigkeit hat alternatives Spleilen an den 5°-
bzw. 3‘-Enden zu betreiben, wofir es mehr als nur einen Promoter benétigen wirde (Frosch et
al., 1999; Berquin und Sloane, 1996).

6.1.2 Cathepsin B und kompensatorische Effekte bei Tumoren

In der Literatur kommt auch das Phdnomen eines kompensatorischen Effekts vor: Bei
forcierter Senkung der Aktivitat eines Enzyms, wie beispielsweise des Cathepsin B, wird

verstérkt ein ,,Ersatzenzym‘‘gebildet, um diesen Verlust weitestgehend auszugleichen.

Anhand von transgenen Mé&usen mit einem Adenokarzinom der Bauchspeicheldrise und
erzwungener Downregulation dieses Cathepsin konnte im Rahmen einer Studie festgestellt
werden, dass durch die nur mehr geringe Cathepsin B-Aktivitdt weniger bzw. langsamer
pramaligne L&sionene entstanden (Gopinathan et al., 2012). Als Kompensation wurde jedoch,
wie beobachtet wurde, in diesen Tumoren Cathepsin L hochreguliert, um quasi das praktisch

nichtvorhandene Cathepsin B in seiner Funktion zu ersetzen.
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In einem Mausmodell fur Brustkrebs wurde in einer anderen Studie, bei der ebenso die Aktivitat
von Cathepsin B gedrosselt wurde, das Enzym durch Cathepsin X an der Zelloberflache des
Tumors ersetzt (Vasiljeva et al., 2006). Bei Cathepsin X handelt es sich strukturell gesehen,
wie es auch bei Cathepsin B der Fall ist, um eine Carboxypeptidase. Ersteres Enzym kann daher

einfach den Verlust des letzteren Enzyms an der Zelloberflache des Tumors kompensieren.

Denselben Effekt hat man auch bei murinen Darmpolypen beobachtet: Indem man Cathepsin
B effektiv inaktiviert hatte, konnte man zwar dem Entstehen weiterer Gewebewucherungen,
also der Polyposis, entgegenwirken, aber es wurde wiederum kompensatorisch mehr Cathepsin

X als Ausgleich fur den Cathepsin-B-Mangel gebildet (Gounaris et al., 2008).

6.2 Cathepsin C

Cathepsin C ist eine weitere Cysteinprotease, die in lysosomalen Kompartimenten der
Zelle vorkommt. Insbesondere wenn es um Entziindungsreaktionen bei chronischen
Erkrankungen geht, ist diese Proteinase von fundamentaler Bedeutung, da ihr eine
entziindungsférdernde Wirkung zugeschrieben wird, wodurch neutrophile Serinproteinasen
aktiviert werden. Abgesehen davon begunstigt Cathepsin C auch das Auftreten zahlreicher
Tumore (Aghdassi et al., 2023).

Cathepsin C wird im menschlichen Organismus insbesondere in der Niere, Leber und Milz
sowie Lunge synthetisiert, geringe Mengen werden auch im Darm wund in der
Bauchspeicheldrise gebildet. Auch die zelluldren Hauptakteure des Immunsystems wie
Neutrophile Granulozyten sowie Monozyten bzw. Makrophagen konnen das Enzym
exprimieren (Rao et al., 1997).

6.2.1 Cathepsin C und Neutrophile Elastase (NE) bei Lungenerkrankungen im Alter

Chronische Lungenkrankheiten nehmen mit zunehmendem Alter zu und sind weit
verbreitet. In der Pathogenese von chronisch-obstuktiven Lungenerkrankungen (COPD),
zystischer Fibrose (CF) sowie Bronchiektasie spielt Cathepsin C eine Schlusselrolle. Bei all
diesen Erkrankungen liegt ndmlich eine Dysbalance zwischen der Aktivitat und der Inhibition
einer Neutrophilen Serinprotease (NSP) vor, nadmlich von Neutrophiler Elastase (NE)

(Korkmaz et al.,, 2010). Cathepsin C st in der Lage die Aktivierung dieser
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entziindungsférdernden Elastase, welche zundchst als Zymogene vorliegt, mittels

proteolytischer Spaltung am N-Terminus mitzusteuern (Guarino et al., 2017).

Wird die Expression von Cathepsin C angekurbelt, regt das auch die Aktivitat der Neutrophilen
Elastase an. Dadurch werden im Falle von COPD nicht nur Symptomgrad und Progression der
Erkrankung zunehmen, sondern auch Begleiterscheinungen wie die Bildung von zdhem
Schleim werden verstarkt (Boucher, 2019). Neurophile Elastase stimuliert dann folglich die
Expression von MUC5AC, einem gelbildenden Mucin, wéhrend bzw. nach der Transkription.

Dadurch werden noch gréRere Volumina an Schleim gebildet (Voynow et al., 1999).

Cathepsin C-aktivierte NE kann aul’erdem den CFT-Rezeptor (Cystic Fibrosis Transmembrane
Receptor) abbauen sowie den epithelialen Natriumkanal ENAC aktivieren. Die Produktion von
hochviskosem Schleim wird dadurch weiter angetrieben (Le Gars et al., 2013; Caldwell et al.,
2005).

Erhohte Konzentrationen an Neutrophilen Granulozyten sowie Neutrophiler Elastase werden
daher auch als Biomarker fir COPD-Patienten sowie Patienten, die an zystischer Fibrose
leiden, verwendet (Dicker et al., 2018; Gifford und Chalmers, 2014).

6.2.2 Cathepsin C und die indirekte Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen

Triggerfaktoren wie Tabakrauch oder Smog sorgen im Laufe des Lebens dafiir, dass die
Lungenfligel mit Neutrophilen Granulozyten infiltriert werden, wodurch Cathepsin C
Uberexprimiert wird. Wie oben erwéhnt, werden dadurch Serinproteasen wie die Neutrophile
Elastase in ihrer Aktivitat gefordert. Als Resultat liegt schlussendlich ein Ungleichgewicht
zwischen der Proteinase und der Antiproteinase vor, wodurch die signifikant erhohte NE-
Aktivitdt den Schweregrad der Symptome weiterhin verschlimmert (Lomas, 2016).
Letztendlich aktiviert die Neutrophile Elastase die Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9). Das
Enzym blockiert Alphal-Antitrypsin, das eigentlich Neutrophile Elastase hemmen sollte. Diese
Signalkaskade kann also durch eine erh6hte Cathepsin C-Aktivitat auler Kontrolle geraten
(Jackson et al., 2010; Hautamaki et al., 1997).
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6.3 Cathepsin D

Bei Cathepsin D handelt es sich um eine Protease, die die Aminosdure Aspartat
beinhaltet (Oberle et al., 2010). Eine erhohte Cathepsin D-Aktivitat in den verschiedensten
Hirnarealen muss aber nicht zwingend mit Krankheiten assoziiert werden, denn dieses Enzym
kann auch in Gesunden erhoéht exprimiert werden, wenn es neuronale Eiweil3e proteolytisch
abbauen soll (Whitaker et al., 1981; Castino et al., 2005). Davon betroffen sind nicht nur
denaturierte Proteine mit inkorrekter Proteinfaltung, sondern auch Cathepsin L kann von
Cathepsin D abgebaut werden (Dean, 1979; Turk et al., 1999). Die Expression von Cathepsin
D im Gehirn kann in diesem Kontext auch vor Schlaganféllen bzw. langerfristigen Schaden,

welche nach einem Schlaganfall auftreten kdnnten, schiitzen (Hossain et al., 2020).

Cathepsin D spielt auch bei der Autophagie eine Rolle. In M&usen konnte in einer Studie
festgestellt werden, dass ein Cathepsin D-Mangel die Fahigkeit zur Autophagie beeintréchtigen
kann (Marques et al., 2020). Ein Knockout dieses Proteins hat in einer anderen Studie anhand
von Tieren bewiesen, dass ein Knockout von Cathepsin D zum Ausbleiben der Autophagie
fihrt, insbesondere in der Pankreas. Die Mause entwickelten folglich eine chronische

Entziindung der Bauchspeicheldrise (lwama et al., 2021).

Cathepsin D ist insofern wichtig, weil ein Mangel schwerwiegende neurodegenerative Folgen
haben kann. Ein Defizit flhrt, wie beobachtet wurde, entweder zu einem Verlust der
Myelinscheide von Neuronen oder etwa zu einer verringerten Anzahl an Neuronen bei
Séuglingen (Siintola et al., 2006). Auch Hirnnekrosen kdnnen nicht ausgeschlossen werden.
Des Weiteren wird in der Literatur im Falle eines Mangels auch von einem verringerten
proteolytischen Abbau des AP-Proteins, welches die fur Morbus Alzheimer signifikanten

Plaques entstehen l&sst (Tian et al., 2014).

6.4 Cathepsin K

Cathepsin K, eine weitere Cysteinproteinase, ist vorwiegend in den Osteoklasten beim
Abbau der Knochenmatrix anzutreffen. Das Enzym ist daher ein sehr attraktives molekulares
Ziel bei der Therapie von Erkrankungen wie Osteoporose bzw. Osteoarthritis, die im Alter
durch einen kontinuierlichen Abbau der Knochensubstanz bzw. durch verstarkten

Knorpelabbau gekennzeichnet sind (Rocho et al., 2024).
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6.4.1 Cathepsin K und Osteoporose

Cathepsin K ist die einzige Protease, die von Osteoklasten sezerniert wird und ber die
Féahigkeit verfugt die Trippelhelixstruktur von Typ 1-Kollagen proteolytisch zu spalten. Dieses
Kollagen besteht fast zur Ganze aus organischer Knochensubstanz und Osteonektin (Garnero
et al., 1998). Auch Typ 2-Kollagen, woraus der menschliche Knorpel besteht, kann von dieser
Protease abgebaut werden (Kafienah et al., 1998). Abgesehen davon kann Cathepsin K die
Matrixmetalloproteinase 9 aktivieren, welche ebenfalls imstande ist Knochenmatrix zu
zersetzen (Christensen und Shastri, 2015). M&use mit einer verringerten Cathepsin K-Aktivitat
reagierten in der praklinischen Forschung auf diesen Mangel mit der Entwicklung einer
Osteopetrose, also einer Anhdufung von demineralisierter Knochensubstanz, da die
Knochenfresszellen diese nur ungeniigend absorbieren konnte. Die Knochenmineralisation
selbst blieb unbeeintrachtigt (Gowen et al., 1999).

Auch bei Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose war Cathepsin K in hoheren
Konzentrationen im Blut vorzufinden. Die Proteaseaktivitat nahm aber mit der Einnahme von
Alendronat, einem Bisphosphonat mit welchem die Knochenerkrankung Leitliniengemaf
therapiert wird, ab. Die Cathepsin K-Aktivitdt spiegelt quasi die Aktivitdt der

Knochenfresszellen wieder (Meier et al., 2006)

7 Mitochondriale Lon-Proteasen (LonP1)

Bei mitochondrialen Proteasen, auch als Mitoproteasen genannt, handelt es sich um

hochstspezifische Enzyme, die das Proteasom des Organismus auf unterschiedlichste Art und
Weise stark beeinflussen: Aufgrund ihrer proteolytischen Féhigkeit knnen sie Proteine auf der
einen Seite zersetzen. Auf der anderen Seite kdnnen Mitoproteasen auch weitestgehend ihren
Reifungsprozess steuern. Auch Mitophagie sowie Apoptose kénnen von einzelnen Vertretern
induziert werden (Anand et al., 2013).
Dass eine eindeutige Korrelation zwischen der Funktionsstorung einer Mitoprotease und dem
gehduften Auftreten wvon Krebserkrankungen, Neurodegeneration und verstarktem
Entzundungsgeschehen besteht, konnte bereits bewiesen werden (Rugarli et al., 2012; Goard
und Schimmer, 2014; Bulteau und Bayot, 2011).

27



Auch der Alterungsprozess wird von der Proteolysefahigkeit dieser Enzyme beeinflusst

(Lopez-Otin et. al., 2013).

Die Gesamtheit der Mitoproteasen bildet das sogenannte Mitodegradom (Quesada et al., 2009),

welches verschiedene Proteasesorten enthdlt. Nennenswert sind hierbei Cysproteasen,

Metalloproteasen und Serproteasen (Abb. 1; Quirds et. al., 2015). Diese Enzyme kdnnen

nochmals — etwas grober — drei Untergruppen zugeordnet werden (Kremmidiotis, 2001):

e Intrinsische Proteasen sind das Herzstlick des Mitodegradoms und fir die Giberwiegende

Mehrheit von proteolytischen Spaltungen verantwortlich.

e Transiente Proteasen wandern nur dann ins Mitochondrium ein, wenn die intrinsischen

Proteasen Unterstutzung bei der Proteinspaltung bendétigen oder wenn gezielt Apoptose

induziert werden soll.

e Pseudoproteasen sind, wie ihr Name andeutet, keine echten Proteasen per se. Obwonhl

sie chemisch-strukturelle Ahnlichkeiten zu ihnen aufweisen, mangelt es ihnen aber an

katalytischen Fahigkeiten.

\usmx

Abb. 2: Das komplette humane Mitodegradom (Quiros et. al, 2015)
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Eine weitere wichtige Aufgabe der mitochondrialen Proteasen ist die Qualitatskontrolle von
Proteinen. Dabei werden all jene, die entweder Defekte aufgrund inkorrekter Faltung oder
radikalbedingte Schéden aufweisen, eliminiert. Hier ist wichtig anzumerken, dass nicht alle
Mitoproteasen diese Aufgabe tbernehmen kénnen: Es muss sich dabei um spezielle ATP-
abhangige Enzyme handeln, die — wenn sie zusammenkommen — Proteasekomplexe bilden, in
denen das eingeschlossene Protein letztendlich beseitigt wird. Das bekannteste Beispiel daftr
in der Literatur ist die mitochondriale Serinpeptidase namens Lonprotease (LONP) (Gerdes et.
al., 2012; Lu et. al., 2003; Venkatesh et. al., 2012).

In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass Méause mit unzureichend LONP1 Stérungen
der oxidativen Phosphorylierung aufwiesen, welche bekanntlich ATP als Endprodukt liefert,
das wiederum von LONP1 benétigt wird. Auch Deletionen von einzelnen Nukleotiden von
LONP1 erhdhen das Risiko der Lethalitat des murinen Embryos (Quirds et. al., 2014).

7.1 Pro-Aging und Anti-Aging durch Mitoproteasen

Mit zunehmendem Alter nehmen Mitochondrienfunktion und Anzahl dieser

Zellorganellen ab. Die Haufigkeit, mit der Enzymdefekte auftreten, nimmt wiederum
signifikant zu (Bratic und Larsson, 2013). Infolgedessen wird die Qualitatskontrolle von
Proteinen beeintréchtigt. Es kdnnen immer mehr geschadigte bzw. fehlerhaft gefaltete Proteine
uberleben. Insbesondere LONP1 wird mit dem Alterungsprozess assoziiert: Deletionen des
LONP1-Gens, welches Ubrigens in bestimmten Hefearten codiert wird, kurbeln den zeitlichen
Alterungsprozess zusatzlich an (Erjavec et. al., 2013). Dessen Uberexpression in Pilzarten wie
Podospora anserina steigert kontrar dazu die Lebenserwartung und verbessert die allgemeine
gesundheitliche Verfassung. Mitoproteasen kdnnen also nicht nur Pro-Aging-, sondern auch
Anti-Aging-Eigenschaften besitzen (Luce und Osiewacz, 2009).
Auch aktuellere Studien wurden gefunden, die sich tiefer mit den Zusammenhéngen zwischen
Mitoproteasen und Aging in genetisch veranderten M&usen auseinandergesetzt haben (Kang et.
al.,, 2013). Es kam heraus, dass Deletionen der fir LONP codierenden Gene auch
schwerwiegende Defekte bei M&usen ausldsen konnten. Neurodegenerationen, Kachexie sowie
Atrophie, welche alle im Endeffekt die Lebensdauer stark verkirzten, wurden erwéhnt (Gispert
et. al., 2013; Maltecca et. al., 2008).
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7.2 Neurodegeneration

Mitoproteasen spielen auch eine groRe Rolle in der Pathogenese von Morbus Parkinson:
Mutationen der PARK7- und PARK13-Gene, welche fur die Parkinson-Proteine 7 und 13
codieren, erschweren die Beseitigung von a-Synuclein-Ablagerungen in den Mitochondrien,
was wiederum den fr die Krankheit typischen Nervenzellverlust triggert (Bonifati et. al., 2003;
Strauss et. al., 2005). PARK13-Genmutationen kdnnen zusétzlich Tremor verursachen (Unal
et. al., 2014).

Auch in Mdusen ist das PARK13-Gen von essentieller Bedeutung. Missense-Mutation kénnen
hier zu schweren neuromuskuldren Stérungen fihren, wéahrend Deletionen parkinsonahnliche

neurodegenerative Symptome verursachen (Jones et. al., 2003; Martins et. al, 2004).

8 Serinproteasen

Serinproteasen sind eine sehr umfangreiche Enzymklasse mit einem aktiven Serinrest
als Substratbindungsstelle. Sie kdnnen je nach Lokalisation zwei Untergruppen zugeteilt
werden: Man unterscheidet zwischen die Serinproteasen, die sezerniert werden von jenen, die
in der Zellmembran bzw. an der Oberflache der Zelle verankert vorliegen.

Eine abnormale Expression dieser korpereigenen Proteine im Alter wird mit dem Auftreten
zahlreicher Erkrankungen assoziiert, insbesondere Krebserkrankungen. (Sharma und Bansal,
2023).

8.1 Serinproteasen bei Krebserkrankungen und in der Diagnostik

8.1.1 Matriptase

Die Matriptase ist eine Serinprotease, die bei der Tumorgenese eine wichtige Rolle
spielt. Sie wird vor allem in epithelialen Tumoren Uberexprimiert (Zoratti et al, 2015). Sie ist
in der Lage tumorinduzierende Onkoproteine wie uPA und auch PAR2 zu aktivieren, aber auch
Matrixmetalloproteinasen.

Matriptase steht mit ihrem Inhibitor HAI-1 (HGF activator inhibitor 1) im engen Wechselspiel,
indem der Hemmstoff mit dem Enzym einen Komplex bildet und dessen proteolytische

Aktivitat dadurch stoppt. Das Verhéltnis dieser beiden Substanzen ist in entarteten Krebszellen
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um ein Vielfaches erhoht, was in gesunden Zellen nicht der Fall ist. Dies fihrt zur
Fortschreitung der Krebserkrankung und Metastasierung (Zuo et al., 2019). Insbesondere in
Tumoren bei Brust- und Prostatakrebs ist wird dieses Enzym tberexprimiert (Wu et al., 2010).

8.1.2 Hepsin

Hepsin ist auch mit dem Akronym TMPRSS1 synonym. Es handelt sich hierbei um eine
Protease, die bei sowohl bei physiologischen Vorgdngen im Organismus wie der
Blutkoagulation und Zellproliferation eine bedeutende Rolle spielt, aber auch bei diversen
Krebsarten: Bei Brust-, Prostata- und Eierstockkrebs wir dieses Enzym tberexprimiert (Lu et
al., 2022). Sowohl In-Vivo- als auch In-Vitro-Studien konnten belegen, dass dieses Enzym eine
grundlegende Rolle bei den Schritten der Tumorinvasion und Metastasierung spielt.
Insbesondere bei metastasiertem Prostatakrebs wird Hepsin stark tberexprimiert (Willbold et
al., 2019).

Hat sich ein Tumor bereits manifestiert, ist Hepsin auch weiterhin am tumoralen Stoffwechsel
beteiligt, indem es sich an der Zellproliferation, Signaltransduktionskaskade von

Rezeptortyrosinkinase und am Entziindungsgeschehen beteiligt (Pal et al., 2006).

8.1.3 Prostasin

Prostasin ist eine Serinprotease mit einem Glucosylphosphatidylinositol-Molekadil, also
ein GPI-Anker. Dieses Enzym ist zugleich auch ein Natriumkanal im epithelialen Gewebe
(Tamir et al., 2016; Bao et al., 2022).

Um aber funktionsféahig zu werden, muss Prostasin von Matriptase zunéchst aktiviert werden
(Selzer-Plon et al., 2009).

Patienten mit Geb&rmutterhals-, Harnblasen- und Eierstockkrebs haben in der Regel hthere
Prostasinlevels als Gesunde. Insbesondere im Rahmen der Friherkennung von Eierstockkrebs
kann man sich den Prostasin-Wert als Tumormarker heranziehen, der bei jenen Patientinnen in
der Regel erhoht ist (Tamir et al., 2016).

31



8.1.4 Testisin

Testisin liegt im gesunden Gewebe in geringeren Konzentrationen als es bei bdsartigen
Tumoren der Fall ist. Die einzige Ausnahme stellt Hodenkrebs da: Hier ist Testisin praktisch
nicht vorhanden.

Insbesondere Eierstock- und Gebarmutterhalskrebs weisen eine indirekte Proportionalitat zur
vorhandenen Testisinkonzentration auf (Yeom et al., 2010). Im Anfangsstadium ist hier
namlich eine hdhere Konzentration der Serinprotease vorzufinden als bei Tumoren, die bereits

metastasiert sind (Conway et al., 2019).

8.1.5 Human airway trypin-like protease (HAT)

HAT st nicht nur eine ebenfalls Serinprotease und Biomarker zugleich, der
insbesondere bei Plattenepithelkarzinomen von Bedeutung ist. Im Gegensatz zu anderen
Marken ist das Enzym bei fortgeschrittenem Plattenepithelkarzinom nicht mehr oder nur in sehr
geringem Ausmall nachweisbar (Duhaim et al., 2016). Dies ist insbesondere bei
Speiserdhrenkrebs der Fall (Miller et al., 2014).

8.1.6 Urokinase Plasminogen Activator (uPA)

Bei Urokinase Plasminogen Activator handelt es sich um ein weiteres Enzym, das
Zymogene (Plasminogen) in aktive Enzyme (Plasmin) konvertieren kann (Mahmood et al.,
2018). Das Enzym ist vor allem bei Angiogenese und Fibrinolyse von Bedeutung (Poddar et
al., 2017). Aktives Plasmin spielt in weiterer Folge eine wichtige Rolle in
Signaltransduktionskaskaden der Metastasierung (Mahmood et al., 2018).
uPA kommt bei nahezu allen Krebsarten vor: Eine Uberexpression fordert das Tumorwachstum
und dessen Metastasierung (Madunic. 2018). Nach der Bindung von uPA an dessen Rezeptor,
wird die Ras/Raf/MAPK-Signaltransduktionskaskade in Gang gebracht, welche die Bildung
von Tochtergeschwulsten im Organismus fordert (Poddar et al., 2017). Insbesondere bei
Bauchspeicheldriisenkrebs ist die Urokinase Plasminogen Activator in hohem Ausmal}
vorzufinden. Man geht sogar davon aus, dass Stoérungen der Proteolysefunktion dieser Protease
die Entstehung von Karzinomen der Pankreas ausldsen kann (Kumar et al., 2022).

Beim Mammakarzinom spielt uPA die Rolle eines prognostischen Markers (Banys-
Paluchowski et al., 2019).

32



8.2 Serinproteasen bei Arthritis

Rheumatoide Arthritis und Osteoarthritis sind die geléufigsten Arthritisformen, deren
Inzidenz mit zunehmendem Alter ansteigt. Obwohl beide entzlndliche Erkrankungen einer
eigenen Pathogenese unterliegen, fuhren sie schlussendlich zum selben Ziel: der
proteolytischen Zerstérung von Knorpelmaterial, welches sich aus extrazellularer Matrix
zusammensetzt, an Gelenken sowie Bandscheiben. Obwohl Metalloproteinasen die wichtigste
Rolle bei der Knorpelzerstorung im Rahmen dieser Krankheiten spielen, haben aber auch
Serinproteinasen eine essenzielle Bedeutung: Sie konnen Metalloproteinasen zusatzlich
aktivieren, wodurch in weiterer Folge eine Signaltransduktionskaskade ausgeldst wird und sind

auch aktiv an der Zersetzung des Knorpels beteiligt (Wilkinson et al., 2017b).

Bei beiden Erkrankungen sind Serinproteinasen, die in den unterschiedlichsten Abwehrzellen
des Immunsystems vorzufinden sind, bedeutsam. Neutrophilen Granulozyten beherbergen

nédmlich drei verschiedene Enzyme:

e Proteinase 3
e Cathepsin G
o Neutrophilelastase.

Insbesondere die Neutrophilelastase weist einen erhohten Blutplasmaspiegel bei
Verschlechterung der Arthritissymptomatik auf (Huet et al., 1992; Elsaid et al., 2003).

Durch Hemmung dieses Enzyms kann wiederum die Knorpelvernichtung weitestgehend
gebremst werden (Janusz und Durham, 1997). In Studien konnte auch gezeigt werden, dass es
einen starken Zusammenhang zwischen der Neutrophilelastase und Metalloproteinase gibt:
Neutrophilelastase ist in der Lage den Inhibitor von Metalloproteinasen, namlich TIMP1, zu
unterdriicken, wodurch letztere ungehindert die extrazelluldre Matrix proteolytisch zersetzen
koénnen (Nagase et al., 1997).

Granzyme, die ebenfalls zur Klasse der Serinproteinasen gehoren, sind — wie ihr Name bereits
andeutet — in Granula der naturlichen Killerzellen sowie CD8-Lymphozyten vorzufinden. Sie
spielen eine aktive Rolle bei der Apoptoseinduktion. Man unterscheidet zwischen Granzym A
und Granzym B, wobei beide dieser Enzyme im Falle einer Arthritis detektierbar sind. Es
existiert eine direkte Korrelation zwischen dem AusmaR dieser bei Arthritis nachweisbaren
Granzyme und dem Schweregrad der Gelenkserosion bei Patienten. Granzym A und B sind

imstande Bestandteile vom Knorpel direkt zu zersetzen (Ronday et al., 2001; Froelich et al.,
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1993). Anhand von murinen Arthrismodellen konnten klinische Studien belegen, dass bei
einem Granzym A-Mangel weniger Inflammation ausgeldst wird, wodurch in weiterer Folge
mehr Knorpelmaterial verschont bleibt. Es konnte auch bewiesen werden, dass Granzym A die

Bildung von Osteoklasten, den sogenannten ,,Knochenfresszellen‘, induzieren kann (Santiago

etal., 2017).

Serinproteasen, die in Mastzellen vorkommen, sind Chymase und Tryptase. Ihre Eigenschaften
und Kernfunktionen &hneln jenen von Chymotrypsin und Trypsin (Caughey, 2016). Diese
beiden Serinproteasen konnen die Vorstufen von Matrixmetalloproteinasen, abgekrzt
proMMPs, aktivieren (Milner et al., 2008). Tryptase kann zusatzlich Bestandteile der
extrazellularen Matrix abbauen. (Milner et al., 2008). Hier ist interessant, dass die
Verabreichung von Tryptasehemmern in Tierversuchen kaum einen Einfluss auf die
Gelenkszerstérung hatte, sondern lediglich eine Senkung der Entziindungsparameter
bezwecken konnte (Denadai-Souza et al., 2017).

Tryptase ist auRerdem in der Lage den Protease-aktivierten Rezeptor PAR2 (iber Proteolyse zu
aktivieren, was letztendlich zu noch mehr Knorpelabbau fuhrt. Dieser Rezeptor spielt bei
Entzindungsprozessen und somit in der Pathophysiologie der rheumatoiden Arthritis eine
besondere Rolle (Palmer et al., 2007). Das macht ihn nicht nur zu einem interessanten
molekularen Target im Rahmen der Therapie, sondern auch fir préventive Zwecke. Abgesehen
von der bereits erwéhnten Tryptase konnen auch Matriptase oder Trypsin PAR2 aktivieren
(Yau et al., 2013). PAR2 kommt vor allem in den Chondrozyten des Knorpels vor (Xiang et
al., 2006). Ein Mangel an PAR2 in M&usen wird mit einer Senkung von Gelenksentziindungen
und somit besser geschutztem Knorpelgewebe assoziiert (Ferrell et al., 2003). Auch eine
verlangsamte Exophytenreifung sowie Kallusbildung bei Knochenfrakturen wird mit einem
PAR2-Mangel in Verbindung gebracht (Huesa et al., 2016; O’Neill et al., 2012; Georgy et al.,
2012). Indem man die PAR2-Aktivierung also umgeht oder gar auslasst, konnte man einen
schweren Arthritisverlauf einddmmen und Knorpelmaterial mit der Zeit regenerieren (Yau et
al., 2013).

8.3 Serinproteasen bei Zystischer Fibrose (CF)

Bei Patienten mit diagnostizierter zystischer Fibrose, auch Mukoviszidose genannt, ist
die proteolytische Aktivitat stets erhoht. Dies fuhrt in der Regel zu Bronchiektasie: Dabei
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schwellen die Bronchien chronisch an, was zu Infektionen, Entziindungen und Schleimbildung

in den erweiterten Atemwegen fuhrt (Rowe et al., 2005; Gibson et al., 2013).

Der zystischen Fibrose liegt eine Mutation des CFTR-Gens (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator-Gen) zugrunde (Tilly et al., 1992). Der CFTR-Kanal ist dadurch nicht
mehr funktionsféhig, weshalb Elektrolyten wie Natrium und Chlorid unkontrolliert iber ihre
lonenkandle in die Zellen ein- bzw. ausstromen koénnen. Dies erkléart auch den hartnéckigen
Mukus, der sich bei Mukoviszidose-Patienten bildet (Rowe et al., 2005; Gibson et al., 2013;
Tilly et al., 1992; Kreda et al., 2012).

Charakteristisch ist die erhohte Zahl der neutrophilen Granulozyten bei den betroffenen
Patienten, was wiederum auch auf mehr vorhandenen Serinproteasen im Blutplasma
schlussfolgern lasst. Auch ein Gleichgewicht zwischen Proteasen und Antiproteasen, wie es in
der Regel bei Gesunden der Fall ist, gibt es bei erkrankten Menschen nicht mehr: Neutrophile
Proteasen liegen eindeutig in der Mehrheit vor. Aus diesem Grund erhalten Patienten mit
zystischer Fibrose vermehrt synthetische Antiproteasen im Rahmen ihrer Therapie, damit im

Organismus wieder Homoostase angestrebt werden kann.

Zur Gruppe der neutrophilen Serinproteasen z&hlen Cathepsin G, Proteinase 3 sowie
neutrophile Elastase (Korkmaz et al., 2008). Diese drei ,,Proteasen‘® werden streng genommen
eigentlich als Zymogene definiert werden, da es sich zundchst noch um inaktive
Enzymvorstufen handelt, die erst nach einer zweistufigen posttranslationalen Modifikation iber
Cathepsin G bereitgestellt werden (Pham und Ley, 1999; Wolters et al., 2001; Adkison et al.,
2002; Skold et al., 2002; Gullberg et al., 1995).
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9 Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war die Veranschaulichung des vielféltigen Spektrums an
Aufgaben unterschiedlichster Proteasenklassen und was geschehen kann, wenn diese — wie es

mit zunehmender Zeit tblich ist — versagen.

Calpaine sind beispielsweise calciumabhéngige Cysteinproteasen. Man unterscheidet hier
zwischen den klassischen bzw. konventionellen sowie den unkonventionellen Enzymen. Eine
Aminoséuresequenz kann von dieser Proteinasen zwar nicht erkannt werden. Nichtsdestotrotz
ubernehmen sie sehr viele Rollen im Organismus. Calpain-6 und Calpain-10 gelten beide als
unkonventionelle Enzyme. Ist Calpain-6 in einem geringen Ausmald im Korper vorhanden, so
kann das durchaus vorteilhaft fir die Skelettmuskulatur sein, da sich die Abwesenheit des
Enzyms die Regenerationsfahigkeit beschleunigt. Calpain-10 erhéht wiederum das Risiko an
einer langerfristigen Hyperglykdmie zu leiden und mit der Zeit Diabetes mellitus (Typ II) zu
entwickeln. In der aktuellen Forschung sind gerade Calpaininhibitoren ein interessantes
Themengebiet, sie die atherogene Wirkung der Calpaine reduzieren und somit dem Auftreten
einer Atherosklerose entgegenwirken kénnen.

Calpain-1 und -2 kénnen wiederum das Auftreten von Tumoren begiinstigen. Insbesondere
Nierenzellkarzinome und Glioblastome mit aggressiver Metastasierung wurden beobachtet.
Hierbei ist vor allem die Menge des proteolytisch zersetzten Filamin A entscheidend. Bei
Prostatakrebs eignet es sich besonders Calpain-1 zu hemmen. Auch Neuroinflammation kann
durch diese Enzymklasse begiinstigt werden, weil die Calpainaktivitat mit zunehmendem Alter
ebenfalls steigt. Zuséatzlich kdnnen auch die Mikroglia, welche auch als Gehirnphagozyten
bezeichnet werden, aktiviert werden, woraufhin die Synthese von neurotrophen Faktoren
gedrosselt wird. Treg-Zellen wiederum wirken, was Neurodegeneration betrifft, eher protektiv.

Auch Hypertrophien des Myokards kénnen Calpain-1 zugeschrieben werden.

Bei den Caspasen ist Caspase-6 die bis dato am besten erforschte Proteinase: Sie ist imstande
neuronale Zellkerne zu schrumpfen und fragmentieren zu lassen. Das Risiko fir die Alzheimer-
, Parkinson- und Hintington-Erkrankung nimmt dadurch zu. Andererseits hat die Caspase 6
auch die Fahigkeit entartete Zellen zu eliminieren, was darauf zurlickzufiihren ist, dass sie die
PANoptose  regulieren  kann.  Zusammen mit  gewissen  Polyphenolen  und
Zytostatika/Antineoplastika kann die Caspase-6-Aktivitat zusétzlich gefordert werden. Diesen

Effekt nutzt man bei Krebspatienten zu ihrem Vorteil.
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Die Matrixmetalloproteinasen 1 und 13 zersetzen Knorpelgerist, weshalb sie insbesondere bei
Erkrankungen des Bewegungsapparates (Arthrose, Osteoporose) von grof3er Bedeutung sind.
Insbesondere bei Osteoporose scheint die Metalloproteinase 3 eine knochenprotektive Wirkung
zu haben: Sie erhéht nd&mlich die Knochendichte und schiitzt auch vor der knochenabbauenden

Wirkung des weiblichen Sexualhormons Ostrogen.

Cathepsine gehdren zur Enzymfamilie der Papaine und es handelt sich hierbei um lysosomale
Enzyme. Cathepsin B schitzt vor der Alzheimererkrankung, indem es AP-Proteine abbaut,
wodurch sich keine Plaques entwickeln kénnen. Auch das Risiko an Chorea Huntington zu
erkranken nimmt bei verstarkter Anwesenheit von Cathepsin B ab, da das Huntingtonprotein
uber Autophagie ebenfalls zunichte gemacht wird. Das Enzym kann auf’erdem auch alternativ
spleiBen und wird bei Nichtvorhandensein von seinen Mitspielern, Cathepsin L bzw. Cathepsin
X, ausgetauscht. Cathepsin C wiederum erhoht die Chancen an Krebs zu erkranken. Es kann
die Elastase aktivieren, wodurch der Kdrper mit einer Exazerbation der COPD-Symptomatik
reagiert und mehr zdhflissigen Mukus bildet. Cathepsin D muss nicht nur in Alteren oder
Kranken Uberexprimiert werden: Auch Gesunde kénnen hohe Plasmaspiegel jenes Enzyms
aufweisen, was anzustreben ist, da es so vor Hirnnekrosen und Hirninfarkten schitzt.

Cathepsin K wird von den Knochenfresszellen sezerniert und Gbernimmt eine recht dominante
Rolle was den Abbau der Knochenmatrix anbelangt. Daher eignet es sich als hervorragendes
Target fir die Osteoporosetherapie. Bis dato sind aber immer noch keine Inhibitoren am

Arzneimittelmarkt zugelassen.

Mitoproteasen, insbesondere die Lon-Protease-1, induzieren Apotose und Mitophagie. Bei
Funktionsstorungen reagiert der Korper oft mit verstarkter Inflammation. Die mitochondrialen
Proteasen, die abhangig von ATP sind, haben vor allem bei der Qualitatskontrolle der Proteine
eine entscheidende Funktion. Auch ist wichtig zu erwéhnen, dass Deletionen des Lon-P1-Gens
den physiologischen Alterungsprozess beschleunigen koénnen, wahrend eine Uberexpression

diesen verlangsamen.

Serinproteasen sind mit Abstand die umfangreichste Proteasenklasse. Sie enthalten ein
Serinrest, an das ihr Substrat andocken kann. Einige Beispiele hierzu sind Matriptase, Human
Airway Trypsin-like Protease (HAT), die oft mit Krebs assoziiert werden. Auch Rheumatoide

Arthritis sowie Osteoarthritis wird in Verbindung mit Serinproteasen gebracht — vermutlich,
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weil sie Matrixmetalloproteinasen aktivieren kénnen, welche den Knorpelabbau wiederum

verstarken konnen.

Obwohl die Proteaseforschung beachtliche Fortschritte in den letzten Jahren gemacht hat, sind
fiir die Zukunft weitere Studien notwendig, damit man noch effektiver gegen die Hallmarks of
Aging vorgehen kann. Diese kann und wird man nattrlich niemals vollkommen beseitigen
kdénnen, aber sie bieten nichtsdestotrotz sehr gute Ansatzpunkte fur Therapeutika (Inhibitoren

bzw. Aktivatoren der jeweiligen Protease).
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