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Humanes Serum Albumin:
Redox-Marker und Transportprotein

Zusammenfassung

Humanes Serumalbumin, das hiufigste Protein im Serum und in anderen Korper-
fliissigkeiten, enthélt einen Cysteinrest, der nicht in eine Disulfidbriicke involviert
ist. Dieses Cystein ist als Antioxidans im Serum wichtig und kann in verschiedenen
Oxidationsstufen vorliegen, iiber die man den Albumin Redox-Zustand definieren
kann und die man wissenschaftlich als systemischen Marker fiir oxidativen Stress
heranziehen kann. Bei verschiedenen Pathologien liegt Albumin vermehrt in oxi-
dierter Form vor, bei schweren Leberkrankheiten kann das sogar als Prognosemar-
ker dienen. Neben dem Glaskorper des Auges und dem Kammerwasser wurde der
Redoxstatus von Albumin auch in der Cerebrospinalfliissigkeit untersucht. Vor al-
lem bei Morbus Alzheimer ist die starke Oxidation von Albumin auffillig. Die
Funktion des Transportproteins Albumin ist von zentraler Bedeutung und wird seit
Jahrzehnten beforscht. Im Zusammenhang mit gezieltem Stofftransport z.B. an Tu-
morzellen, der Herstellung von Nanopartikeln, sowie der Bindung an verschiedene
Rezeptoren, bleibt Albumin auch in Zukunft ein spannendes Forschungsthema.

Summary

Human serum albumin:
Redox marker and transportprotein

Human serum albumin is the main protein in serum and other body fluids. It con-
tains a cysteine which is not involved in disulfide bridges. This cysteine is an im-
portant serum antioxidant and occurs in different oxidation states which may define
the redox state of the albumin molecule and serve as systemic marker for oxidative
stress. During different pathologies albumin is shifted to more oxidized fractions
providing a prognostic marker in severe liver disease. Besides vitreous and aqueous
humor albumin redox state was investigated in cerebrospinal fluid showing pro-
nounced oxidation in Morbus Alzheimer. The transport function of albumin is of
crucial importance and has been investigated since decades. In the light of targeted
drug delivery, e.g., to tumor cells and the preparation of nanoparticles as well as
binding of albumin to different receptors, albumin will certainly remain an exciting
topic in future.
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Einleitung

Albumin ist mit etwa 40 g/L das hiufigste Protein im Blutserum und, wenn auch in
deutlich geringerer Konzentration, auch in anderen Korperfliissigkeiten. Es ist damit
entscheidend fiir den kolloidosmotischen Druck im Blut. Besonders wichtig ist es
aber aufgrund seiner Transportfunktionen fiir verschiedene endogene und exogene
Stoffe, wie Bilirubin, Fettsduren, Hormone oder diverse Pharmaka. Die genannten
Stoffe sind extrem schlecht wasserldslich und kénnen nur in gebundener Form im
wissrigen Milieu transportiert werden. Dem Albumin wird dariiber hinaus auch eine
entscheidende Rolle im Redox-Geschehen des Serums zugeschrieben. Aus Plasma
préapariert werden Albuminldsungen fiir therapeutische Zwecke hergestellt, wodurch
es auch einen groflen wirtschaftlichen Aspekt aufzuweisen hat. Wer im biochemi-
schen Labor arbeitet, kennt Albumin, weil es bei verschiedenen Analysentechniken
als relativ billiges Protein eingesetzt wird oder weil man es loswerden muss, da es
die Analyse anderer Proteine stort, die in viel kleineren Konzentrationen vorliegen.
Hier sehen wir schon verschiedene Gesichtspunkte, unter denen uns Albumin begeg-
nen kann. Wissenschaftliche Interessen zielen hiufig auf Proteine ab, die in kleineren
Mengen auftreten und steuernde Funktionen haben. Albumin ist lange bekannt und
intensiv untersucht [1]. Dennoch hat es viele Aspekte, die es nach wie vor zu einem
spannenden wissenschaftlichen Gegenstand machen. Dieser Artikel beschreibt einige
davon, namlich solche, die am Lehrstuhl fiir Medizinische Chemie der Medizinischen
Universitdt Graz bearbeitet wurden und werden. Es sind Ergebnisse intensiver Zu-
sammenarbeit mit der Klinischen Abteilung flir Gastroenterologie und Hepatologie,
der Universitdtsaugenklinik, der Universitdtsklinik fiir Neurologie und mit internati-
onalen Kooperationspartnern, die eine translationale wissenschaftliche Arbeit erst er-
moglichen.

Das Protein Albumin und sein Redox-Zustand

Ein menschlicher Korper mit 70 kg Kopergewicht enthélt etwa 350 g Albumin. Das
entspricht, damit wir das anschaulich einschétzen kénnen, etwa dem Trockengewicht
der Leber! Albumin ist zu einem hohen Anteil in a-Helices strukturiert, -Faltblatter
sind nicht vorhanden. Die dreidimensionale Struktur wird oft als herzformig bezeich-
net (Abb. 1). Von den 585 Aminoséduren sind 35 Cysteine, von denen 34 iiber 17 Di-
sulfidbriicken paarweise miteinander verbunden sind. Das Cystein an der Position 34
(Cys-34) bleibt frei. Es befindet sich in einer Nische, aber doch etwas ,,versteckt®, an
der Oberfldache des Molekiils [1]. Das wird deshalb extra erwéhnt, weil es in der wei-
teren Betrachtung den Redox-Zustand des Proteins definieren wird. Man kann den
Redox-Zustand eines Proteins ndmlich verschieden definieren, je nachdem welche
Modifikation an welcher Aminosidure man betrachtet. Das Cys-34 mit seiner Thi-
olgruppe ist relativ leicht zugénglich und leicht oxidierbar und liegt daher auch in
verschiedenen Oxidationsstufen vor. Infolge dessen ist es gut geeignet, den Redox-
Zustand des ganzen Molekills zu reprisentieren. In der reduzierten Form besitzt Cys-
tein-34 in der Seitenkette eine Thiolgruppe, die auch als Mercapto-Gruppe oder Sulf-
hydryl-Gruppe bezeichnet wird. Das Albumin in diesem Zustand wird demnach als
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Abbildung 1: Struktur von humanem Serumalbumin. In A sind die beiden nach Sudlow be-
nannten Bindungsstellen und Cystein-34 hervorgehoben. In B sind gebundene Fettsduren far-
big gezeigt.

humanes Mercaptalbumin (HMA) bezeichnet. Es kann milde und reversibel zu einem
Disulfid oxidiert werden, durch Reaktion mit einem externen Disulfid. Das auf diese
Weise modifizierte Albumin bezeichnet man als humanes Nonmercaptalbuminl
(HNA1). Durch stirkere Oxidationsmittel wie z.B. Wasserstoffperoxid wird HMA
irreversibel oxidiert. Es entsteht dabei eine Sulfin- oder eine Sulfonsidure am Cys-34,
wir haben jetzt humanes Nonmercaptalbumin2 vorliegen (HNAZ2) [2].

HMA und HNAT1 sind also reversibel ineinander tiberfithrbar, wihrend HNA2 durch
Abbau entfernt werden muss. Wie viel von jeder Fraktion vorliegt, ist eine Frage des
Alters, des Vorliegens von Krankheiten und welche Korperfliissigkeit man betrach-
tet. Im Plasma eines gesunden jungen Menschen liegt Albumin zu 70 bis eher 80%
als HMA vor. 20 bis 30% sind dann HNA 1, wihrend nur einige wenige Prozent des
Albumins als HNA2 vorliegen. Mit zunehmendem Alter steigt der Anteil an HNA1
allméhlich an, HNA2 ist davon kaum betroffen [2]. K&rperliche Anstrengung kann
Albumin voriibergehend von HMA in HNA1 iiberfiihren [3]. Einen aulergewohnlich
starken Anstieg von HNA1 konnten wir bei Patientinnen und Patienten mit schwerer
Nierenerkrankung feststellen, insbesondere bei jenen, die auf Himodialyse angewie-
sen sind [4]. HNA2 dagegen steigt z.B. bei Sepsis und schwerer Leberkrankheit be-
sonders stark an. Bei akut auf chronischem Leberversagen wurden HNA2-Werte bis
iiber 30% festgestellt [5, 6]. Der Anteil an HNA2 bei diesen Patientinnen und Pati-
enten kann als Marker fiir das 30- sowie 90-Tage-Uberleben herangezogen werden
[7, 8].

Auch im Glaskorper des Auges ist Albumin das Hauptprotein, allerdings in wesent-
lich geringerer Konzentration als im Serum. Gegeniiber Plasma sind im Glaskorper
die Albuminfraktionen etwas zu den oxidierten hin verschoben. Mdglicherweise hat
das damit zu tun, dass im Glaskorper der geloste Sauerstoff ,,abgebaut* werden muss,
um die empfindliche Netzhaut zu schiitzen. Bewerkstelligt wird das durch eine enorm
hohe Konzentration an Ascorbinséure. Diese reagiert mit molekularem Sauerstoff,
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wobei aber reaktive Sauerstoff-Spezies entstehen, allen voran Wasserstoffperoxid.
Das erscheint zunédchst kontraproduktiv, denn letzteres muss dann von Antioxidan-
tien, wie z.B. dem HMA abgefangen werden, was zur Bildung von HNA fiihrt [9,
10]. Auch andere Thiole konnten im Spiel sein, z.B. das Glutathion, dessen oxidierte
Form ebenfalls zur Bildung von HNA beitragen wiirde (Noch sehr viel Konjunktiv!).
Am Ende wird aber die Sauerstoffkonzentration im Glaskorper zur Netzhaut hin im-
mer kleiner. Im Kammerwasser des Auges findet man ebenfalls Albumin, das hier in
iiberraschend hohem AusmaB, oft fast vollstindig, in der reduzierten Form vorliegt.
Uberraschend deshalb, weil das Kammerwasser von den untersuchten Korperfliissig-
keiten der Luft und damit dem Sauerstoff am nichsten ist. Der zugrunde liegende
Mechanismus ist aulerdem noch vollig unklar, die Ergebnisse sind bisher nicht pu-
bliziert.

Neurodegenerative Krankheiten stehen im Fokus vieler Forschergruppen und sind
auch aus Sicht der Albuminforschung duf3erst spannend, denn in der Cerebronalfliis-
sigkeit (CSF) ist — in einer Konzentration von etwa 1% der Serumkonzentration —
Albumin das Hauptprotein. Aufgrund der schweren Zugénglichkeit dieser Korper-
fliissigkeit gibt es aber nicht sehr viele Untersuchungen zum Thema Albumin-Redox-
Status in CSF. In einer Gruppe von Patientinnen und Patienten mit multipler Sklerose
(MS) konnten wir zwar keinen Unterschied im Albumin-Redox-Status gegentiber ei-
ner Kontrollgruppe finden, aber bestétigen, dass in CSF Albumin in signifikant redu-
zierterer Form vorliegt als im Serum [11]. Das ist insoferne iiberraschend, da das
Albumin in CSF aus dem Serum kommt und zwar in einem sehr dynamischen Pro-
zess, bei dem téglich etwa 450 mL CSF gebildet werden. Im Kontrast dazu ist bei
Patientinnen und Patienten mit Morbus Alzheimer Albumin in CSF z.T. extrem oxi-
diert, mitunter liegen die Hilfte der Albuminmolekiile in der irreversibel oxidierten
Form vor und nur mehr etwa 10% als HMA.

Cystein-34 ist also ein Marker fiir den Redox-Zustand des Albumin-Molekiils und
aufgrund seiner Héufigkeit ein systemischer Redox-Marker. Es bietet die Moglich-
keit zwischen verschiedenen Arten der Oxidation zu unterscheiden. Warum hat es
sich nicht als Marker durchgesetzt? Die Bestimmung des Redox-Zustands erfolgt
durch chromatographische Methoden oder Massenspektrometrie. Beide Methoden
finden zunehmend Eingang in die klinische Chemie, sind aber fiir Routinezwecke
doch oft zu aufwéndig. Der wichtigste Grund ist aber im Albumin selbst zu suchen.
Die grofle Menge, in der es vorliegt, macht es erforderlich, dass schon sehr viel Oxi-
dationsmittel entstehen muss, damit man eine Anderung des Redox-Zustands im ge-
samten Albumin detektieren kann. Um z.B. HMA von 80% auf 76% abzusenken,
miissen um die 30 pmol/L HMA reagieren. Das entspricht etwa der gesamten Kon-
zentration an Vitamin C im Serum. Dass dennoch bei verschiedenen Pathologien
deutliche Verschiebungen zu oxidierten Fraktionen gefunden wurden, zeugt davon,
welch enormer oxidativer Stress in diesen Fillen aufgetreten ist. Eine von Cys-34
unabhéngige Moglichkeit, oxidativen Stress iiber Albumin zu quantifizieren, wird
uns im nédchsten Abschnitt begegnen.
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Albumin als Transportprotein

Die schon erwéhnte groBe Menge an Albumin im Blut begriindet seine grof3e Bedeu-
tung fiir die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks im Serum. Die we-
sentliche Funktion des Albumins ist aber die des Transports von Substanzen, die
schlecht bis praktisch gar nicht wasserldslich sind. Dazu gehoren endogene Verbin-
dungen wie Bilirubin, freie Fettsduren und Hormone, sowie exogen zugefiihrte Stoffe
wie diverse Pharmaka. Kein Wunder, dass die Bindungs- und Transporteigenschaften
von Albumin seit den 1970er Jahren beforscht werden [1, 12]. Markante Bindungs-
stellen fiir 2 Gruppen von Liganden wurden beschrieben, sowie fiir Bilirubin, kova-
lent als auch nicht kovalent, Bindungsstellen fiir Metallionen wie Eisen, Kupfer, Ni-
ckel oder Kobalt [1]. Fiir nicht veresterte Fettsduren wurden 7 bis 11 Bindungsstellen
beschrieben [13, 14]. Die Anderung der Struktur und Bindungseigenschaften von Al-
bumin durch die Bindung von verschiedenen Liganden und durch den Einfluss ver-
schiedener Krankheiten wurden intensiv untersucht. Nachdem sich die Bindungen
der verschiedenen Liganden gegenseitig beeinflussen, gibt es zahlreiche Moglichkei-
ten der Wechselwirkung [15].

Die schon erwihnte Bindung von Metallionen durch Albumin erfiillt eine wichtige
antioxidative Funktion. Diese Bindung verhindert, dass die Ionen von z.B. Eisen,
Mangan oder Kupfer redox-aktiv werden, was in ihrer ungebundenen Form zur Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies und somit zu oxidativem Stress fithren wiirde. An-
dererseits verringert sich die Bindung von Metallionen durch die oxidativen Stress
verursachenden Bedingungen z.B. bei Ischdmie. Diese Verringerung wird analytisch
genutzt zur Bestimmung des sogenannten ,,ischemia modified albumin®, welches als
Marker fiir oxidativen Stress bei verschiedenen Pathologien herangezogen wird [16].
In jlingster Zeit ist das Interesse an humanem Serumalbumin im Zusammenhang mit
»hano particles“ und ,targeted drug delivery* verstirkt in den Fokus geriickt [17, 18].
Albumin ist nicht allergen, was man beim Coaten von Nanopartikeln ausniitzen
mochte und die lange Lebensdauer von Albumin erhoht die Verweilzeit von Pharma-
zeutika im Blut. Eine Fusion mit Albumin ist eine wirksame Strategie, um die phar-
makokinetischen Eigenschaften von z.B. Cytokinen entscheidend zu verbessern [19].
Albumin kann aber nicht nur ,,kleine Molekiile* binden. Das Protein Amyloid B, des-
sen Ablagerungen im Gehirn eine Rolle bei der Entstehung von Morbus Alzheimer
spielen, ist im Serum {iberwiegend an Albumin gebunden. Nachdem ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen dem peripheren und dem zentralen Amyloid  besteht, ver-
sucht man daher, Plasma-Austausch und Albumin-Ersatz als Therapie bei Morbus
Alzheimer einzusetzen [20].

Albumin wird von verschiedenen Rezeptoren erkannt, die fiir die Aufnahme in die
Zellen relevant sind. Dabei bevorzugen manche die oxidierte Variante von Albumin,
wodurch dieses schneller als das native aus der Zirkulation entfernt wird. Der 16sliche
Rezeptor SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine), der in vielen Tumor-
zellen {iberexprimiert wird, und gp60 (Glycoprotein60), welches in Endothelzellen
exprimiert wird, helfen, Chemotherapeutika gezielt an Tumorzellen heranzufiihren
[21,22].

Die Immunglobuline IgG und Albumin sind die langlebigsten Serumproteine und das
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ist kein Zufall. Beide Proteine werden vom selben Rezeptor erkannt, es ist der neona-
tale Fc-Rezeptor (FcRn). Durch Endocytose aufgenommene Proteine werden {ibli-
cherweise in Endosomen abgebaut, damit die Aminoséuren fiir den Stoffwechsel zur
Verfiigung stehen. Albumin und IgG werden vom FcRn gebunden und wieder aus
der Zelle ausgeschleust [23]. Darauf beruht die mittlere Lebensdauer eines Albumin-
molekiils von etwa 4 Wochen. Auch dieser Rezeptor wird vor dem Hintergrund eines
moglichen Drug-Targeting erforscht [18]. Eine Bindung an Albumin bewirkt dabei
einerseits eine ldngere Lebensdauer, was vor allem bei therapeutischen Peptiden ein
wichtiges Kriterium ist, andererseits eine gezielte Aufnahme in Zellen iiber einen
Rezeptor. Das Designen von Proteinen mit ,,mafgeschneiderten Eigenschaften am
Computer und die Exprimierung rekombinanter Proteine sind die neuen méchtigen
Werkzeuge auf diesem Gebiet.

Abschlieffende Bemerkung

Wir finden Albumin in allen Koperfliissigkeiten in unterschiedlichen Redox-Zustén-
den, die fiir wissenschaftliche Zwecke ausgesprochen interessant sind, indem sie
Auskunft iiber die Entstehung verschiedener Pathologien geben konnen. Als Trans-
portprotein ist es seit einem halben Jahrhundert bekannt und beforscht und in thera-
peutischem Einsatz. Trotzdem ergeben sich immer wieder neue Aspekte mit neuen
Technologien und neuen Moglichkeiten der therapeutischen Nutzung. Albumin ist
ein altbekanntes, immer wieder faszinierendes Protein.
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