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Zusammenfassung

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sind abundante Zellen des angebo-
renen Immunsystems und bekdmpfen effektiv Pathogene wie Mikroorganismen und
Protozoen. PMN sind konstitutiv apoptotisch und charakterisieren sich durch eine ext-
rem kurze Lebensdauer (8 — 20 h). Proinflammatorische Zytokine und Wachstums-
faktoren, die in hohen Konzentrationen nach einem schweren Trauma gebildet werden,
bewirken eine deutliche Verldngerung der Lebensspanne sowie eine Erhéhung der
Funktionalitdt der PMN. Dies kann zu einer massiven Einwanderung préi-aktivierter
PMN an Ort des Traumas fiihren, wodurch haufig sekundire Gewebe- und Organsché-
digungen entstehen. Aufgrund einer iiberschiissigen proinflammatorischen Immunant-
wort kann sich eine lokale Entziindung zu einer systemischen Entziindungs-reaktion
(Systemisches Inflammatorisches Reaktions-Syndrom, SIRS) entwickeln, was im frii-
hen multiplen Organversagen (MOV) kulminieren oder die Entwicklung einer Sepsis
begiinstigen kann.

Die Vorversuche der Arbeit haben belegt, dass sich PMN aus Polytrauma-
Patienten durch eine verzogerte konstitutive Apoptose sowie durch eine deutlich ausge-
prigte Resistenz gegen den Induktor fiir intrinsische Apoptose Staurosporin (STS), im
Vergleich zu PMN gesunder Probanden, charakterisieren. Zytokine und Wachstumsfak-
toren, die in erhdhten Konzentrationen im Serum polytraumatisierter Patienten nach-
weisbar sind, konnen die Expression sowie die Stabilisierung des pradominanten antia-
poptotischen Faktors myeloid-cell leukemia 1 (Mcl-1) in humanen PMN erhdhen. Die
Vorinkubation von PMN gesunder Probanden sowie von ausdifferenzierten Neutrophil-
dhnlichen Zellen der humanen myeloiden Leukdmie-Zelllinie HL-60 mit dem Serum
von Polytrauma-Patienten fiihrt zu der Stabilisierung des Mcl-1-Proteins sowie zu einer
verzogerten konstitutiven und induzierten intrinsischen Apoptose in diesen Zellen. Die
intrinsische Apoptoseresistenz in PMN der Polytrauma-Patienten kann allerdings durch
die Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalweges liber den Fas-Rezeptor iiber-
wunden werden, was u.a. mit der Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels korreliert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher die molekularen Mechanismen unter-
sucht werden, die an der Regulation der Serum-vermittelten erhohten Mcl-1-Expression
sowie verzogerten konstitutiven und induzierten intrinsischen Apoptose in PMN nach

einem schweren Trauma beteiligt sind.
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In der Arbeit wird gezeigt, dass Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B
(PI3K/Akt), Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) und Mitogen-aktivierte Proteinkinase
p38 in die Regulation der konstitutiven Apoptose sowie in die Vermittlung des Serum-
mediierten antiapoptotischen Effektes in humanen PMN involviert sind, u.a. durch Mo-
dulation der Mcl-1-Proteinexpression. Der Abbau vom Protein Mcl-1 wéhrend der kon-
stitutiven und induzierten Apoptose wird sowohl caspase- als auch proteasomabhingig
reguliert, und geht mit der Spaltung und der mitochondrialen Translokation von
proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie Bax und Bid, der Freisetzung von Cy-
tochrom ¢ aus den Mitochondrien ins Zytosol sowie mit der Abnahme des mitochondri-
alen Membranpotentials (MMP) einher.

Die Verzogerung der konstitutiven Apoptose und die intrinsische Apoptoseresis-
tenz in PMN von Polytrauma-Patienten korreliert wiederum mit der Stabilisierung vom
Protein Mcl-1, einer erhohten Heterodimerisierung von Mcl-1 mit proapoptotischen
Proteinen Bax, Bid, Bad und Bik, einer verminderten Spaltung und einer verminderten
mitochondrialen Translokation von Bax und Bid, der Hemmung des Cytochrom c-
Austritts sowie der Aufrechterhaltung des MMP. Die spezifische Ausschaltung des Mcl-
1-Proteins in Patienten-PMN fiihrte zu einer signifikanten Erh6hung der Sensitivitét fiir
den intrinsischen Apoptoseinduktor STS, und konnte somit die intrinsische Apoptosere-
sistenz in diesen Zellen zum Teil autheben.

Infolgedessen besagen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Mcl-1 eine essentielle
Rolle in der verzdgerten konstitutiven Apoptose sowie in der Ausbildung der intrinsi-
schen Apoptoseresistenz in humanen PMN nach einem schweren Trauma spielt. Zu-
gleich sind in diese Serum-bedingten Prozesse weitere Faktoren, wie die Kinasen
PI3K/Akt, GSK-3 und p38, proapoptotische Proteine der Bcl-2 Familie, wie z.B. Bax
und Bid, sowie Proteasen, wie Caspasen und Proteasom, einbezogen. Der Nachweis
tiber die Beteiligung dieser hier identifizierten Faktoren an der Vermittlung des antiapo-
ptotischen Effektes von Patienten-Serum trdgt zum besseren Verstindnis der Apoptose-
regulierenden Mechanismen bei, die eine PMN-Hyperaktivitidt und unkontrollierte Im-
munantwort nach einem schweren Trauma auslosen. AuBlerdem stellen diese Faktoren
potentielle Zielmolekiile fiir die Induktion der Apoptose und/oder Herunterregulation
der PMN-Aktivitidt wihrend einer Entziindungsreaktion, wie z.B. wihrend eines SIRS,
dar. Ferner konnte es die Entstehung des friilhen MOV und einer Sepsis nach einem

schweren Trauma verringern.



Summary

Polymorphonuclear leukocytes (neutrophils or PMN) are the most abundant cells of the
innate immune system and represent the first line of defense against invading pathogens
such as microorganisms and protozoa. PMN undergo constitutive apoptosis in vivo and
therefore possess very short lifespan of 8 — 20 h. After severe injury PMN lifespan and
functionality are extended by growth factors and cytokines, existing in high concentra-
tions in the serum of severely injured patients. The prolonged PMN lifespan is due to an
impaired intrinsic apoptosis pathway and correlates with the increased expression of
antiapoptotic myeloid-cell leukemia 1 (Mcl-1) protein. Delayed apoptosis and massive
migration of activated PMN to the inflamed tissue cause long-lasting inflammation and
may conduce to the systemic inflammatory response syndrome (SIRS), followed by
early multiple organ failure (MOF). Within the scope of this thesis the molecular mech-
anisms should be investigated, which are involved in the regulation of serum-mediated
delayed constitutive and intrinsic apoptosis and increase in Mcl-1 expression in PMN
after severe trauma.

This study demonstrates, that phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B
(PI3K/Akt), glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) and mitogen-activated protein kinase
(MAPK) p38 are involved in the regulation of constitutive apoptosis, as well as in
antiapoptotic pathways mediated by patient’s serum, amongst others by the modulation
of the Mcl-1 protein expression. Moreover, it is shown here, that the degradation of
Mcl-1 protein during constitutive and induced apoptosis in human PMN is both caspa-
se- and proteasome-dependent, and is associated with the cleavage and mitochondrial
translocation of the proapoptotic members of the Bcl-2 family Bax and Bid, the release
of cytochrome ¢ from the mitochondria into the cytosol, as well as the decrease of mito-
chondrial membrane potential (MMP).

The delayed constitutive apoptosis and intrinsic apoptosis resistance, seen in
PMN from severely injured patients, further correlate with increased heterodimerization
of Mcl-1 with the proapoptotic proteins Bax, Bid, Bad and Bik, reduced activation and
reduced mitochondrial translocation of Bax and Bid, inhibition of cytochrome c release
and maintenance of MMP. Mcl-1 knockdown in patient’s PMN significantly increased
sensitivity to intrinsic apoptosis inductor staurosporine, and therefore could in part

overcome intrinsic apoptosis resistance in these cells.
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Hence, mcl-1 plays an essential role in the regulation of delayed constitutive
apoptosis and intrinsic apoptosis resistance in PMN after severe trauma. The data from
this work may help to a better understanding of antiapoptotic regulatory mechanisms,
which contribute to PMN hyperactivity and persisting inflammation after severe injury.
The identified antiapoptotic factors, such as Mcl-1 and others may represent target mol-

ecules to reduce PMN hyperactivation and thus SIRS and MOF.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Trauma

Trauma, meistens mit einer Himorrhagie einhergehend, gehort zu den haufigsten To-
desursachen weltweit, wobei Menschen verschiedener Altersgruppen betroffen sind.
Patienten sterben als Folge ihrer schweren Verletzungen oder aufgrund sekundirer Ge-
webe- und Organschédigungen, die zum multiplen Organversagen (MOV) fiihren oder
die Entstehung einer Sepsis begiinstigen konnen (Hietbrink et al. 2006; Patton et al.
2009; An et al. 2012).

Zusétzliche Organschddigungen und Organversagen nach einem Trauma sind
durch ein gestortes Immunsystem bedingt. Laut dem ,,danger model* von Matzinger ist
eine lokale Entziindungsreaktion des Organismus physiologisch und wird durch sog.
»Alarm-Signale* hervorgerufen (Matzinger 2002). Es entsteht ein positiver Feedback-
Regulationsmechanismus, indem bei einer Entziindung oder Trauma von nekrotischen
oder lebenden Zellen freigesetzte damage-associated molecular pattern (DAMP)-
Molekiile die Zellen des Immunsystems stimulieren, Entziindungsmediatoren zu produ-
zieren, wodurch eine weitere Freisetzung von DAMP bewirkt wird (Andersson et al.
2000; Scaffidi et al. 2002; Bianchi 2007). Infolgedessen kommt es zur Aufrechterhal-
tung und Verstirkung einer lokalen Inflammation, die sich zu einer systemischen Ent-
ziindungsreaktion (systemic inflammatory response syndrome oder Systemisches In-
flammatorisches Reaktions-Syndrom, SIRS) entwickeln kann (Hietbrink, Koenderman
et al. 2006; Castellheim et al. 2009). Ein SIRS entsteht hiufig bei Patienten mit Ver-
brennungen, Pankreatitis, Ischdmie/Reperfusion-Trauma oder Polytrauma (Levy et al.
2003).

Laut einer neuen Definition von 1991 wird Sepsis als SIRS mit einer nachgewie-
senen Infektion aufgefasst. Die Schweregrade der Sepsis werden in schwere Sepsis,
septischer Schock und multiples Organ-Dysfunktions-Syndrom (MODS) untergliedert
(Bone et al. 1992; Bone et al. 2009). Sepsis ist die fithrende Todesursache von Patienten
auf der Intensivstation (intensive care unit, ICU) und zdhlt, mit einer steigenden Inzi-
denz (Angus et al. 2001), zu den fithrenden Todesursachen in den USA (Hoyert et al.
2006) und in Deutschland (Brunkhorst 2006). Die Entstehung und die Pathogenese von
Sepsis nach einem Trauma ist ein dynamischer, komplexer Prozess, der die zelluldre

Aktivierung (wie z.B. von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen), das Ausldsen



1 Einleitung

von neuroendokrinen Mechanismen, die Aktivierung vom Komplement sowie das fibri-
nolytische System und die Koagulation einbezieht (Vincent et al. 2006).

Etwa 5 % der Patienten entwickeln MOV nach einem schweren Trauma. Bei
diesem klinischen Syndrom kommt es zum simultanen oder nacheinander auftretenden
Versagen mehrerer Organe, wie Lunge, Leber, Herz oder Nieren (Hietbrink,
Koenderman et al. 2006), wodurch die Mortalitit aut 50 — 80 % erhoht wird (Bilevicius
et al. 2001; Durham et al. 2003). Das frithe MOV kann unmittelbar nach einem schwe-
ren Trauma entstehen und wird durch die Mediatoren des hdmorrhagisch-traumatischen
Schocks, wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen, hervorgerufen (Malech et al.
1987; Weiss 1989; Waydhas et al. 1992).

Um die Homoostase wiederherzustellen, wird bereits wihrend einer proin-
flammatorischen Reaktion (z.B. im Rahmen eines SIRS) eine antiinflammatorische Re-
aktion eingeleitet. Eine {iberschiissige antiinflammatorische Antwort resultiert mitunter
in dem kompensatorischen antiinflammatorischen Reaktions-Syndrom (compensatory
antiinflammatory response syndrome, CARS) bzw. in dem komplexen gegenseitigen
Reaktions-Syndrom (mixed antagonist response syndrome, MARS), die hdufig in der

Immunparalyse kulminieren (Abb. 1.1).

> frilhes MOV

schweres Trauma

proinflammatorisch

antiinflammatorisch

i

Infektion ——> spdtes MOV

Abbildung 1.1. Das aktuelle Paradigma der Pathogenese des systemischen inflammatorischen Reaktions-
Syndroms (SIRS), des kompensatorischen antiinflammatorischen Reaktions-Syndroms (CARS) und des mul-
tiplen Organversagens (MOV) nach einem Trauma.

Trauma und die daraus resultierenden Gewebeverletzungen stimulieren die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, wie Tumornekrosefaktor o (tumor necrosis factor a, TNF-a) und Interleukin 6 (IL-6), was die Entstehung
eines SIRS bewirkt. Um die Balance zwischen den pro- und antiinflammatorischen Mechanismen wiederherzustellen,
wird bereits wihrend einer proinflammatorischen Reaktion die Produktion von antiinflammatorischen Mediatoren,
wie Interleukin 10 (IL-10) oder Transformierender Wachstumsfaktor B (transforming growth factor f, TGF-f), ange-
regt. Eine iiberschiissige antiinflammatorische Reaktion fiihrt zur Entstehung eines CARS, das zeitlich parallel zu
dem SIRS ablaufen kann. Modifiziert nach Cotran; Sherwood; Ronco et al. (Cotran 1999; Sherwood 2002; Ronco et
al. 2003).
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Zu diesem Zeitraum auftretende Infektionen konnen zu Komplikationen, wie Sep-
sis, septischer Schock und spéites MOV, fithren (Osuchowski et al. 2006; Kellum et al.
2007; Marik et al. 2012; Novotny et al. 2012). Somit koénnen SIRS und Sepsis, trotz der
verschiedenen Pathophysiologie, beide die Entwicklung von MOV bewirken (Hietbrink,
Koenderman et al. 2006).

1.2 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) machen mit ca. 40 — 65 % die
grofite Zellpopulation von zirkulierenden Leukozyten aus (Edwards 1994). Sie sind die
erste Verteidigungslinie des angeborenen Immunsystems und bekdmpfen effektiv Pa-
thogene, wie Bakterien, umhiillte Viren, Hefen und Protozoen (Daher et al. 1986;
Edwards 1994; Guimaraes-Costa et al. 2009). PMN sind terminal ausdifferenzierte,
nicht proliferierende Zellen und werden als extrem kurzlebig angesehen. PMN werden
aus den myeloiden Vorlduferzellen im Knochenmark gebildet und als reife Zellen ins
Blut sezerniert. Dabei verlieren sie Kontakt zu den wichtigsten Faktoren der Gra-
nulopoese, wie Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF) oder Granulozy-
ten Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor (GM-CSF), und sterben innerhalb we-
niger Stunden. Die durchschnittliche Lebensspanne der PMN in der Zirkulation betrigt
ca. 8 - 20 h und kann bei einer Entziindung oder Infektion deutlich verlangert werden
(Edwards 1994). Laut einer neuen Studie konnen humane PMN ca. 5,4 Tage in der Zir-
kulation iiberleben (Pillay et al. 2010).

Tiglich werden ca. 1 - 2:10"" humane PMN gebildet, und die gleiche Anzahl
muss eliminiert werden, was fiir die Modulation der Zellhomdostase unter physiologi-
schen Bedingungen essentiell ist (Squier et al. 1995). Die physiologische Form des
PMN-Zelltodes ist die spontane (konstitutive) Apoptose, die durch Zytokine reguliert
wird (Savill et al. 1989). Die alternden PMN werden vermutlich durch Kupffer-Zellen
in der Leber, durch Makrophagen der roten Pulpa in der Milz und durch Stroma-
Makrophagen im Knochenmark eliminiert (Suratt et al. 2001; Martin et al. 2003; Furze
et al. 2008).

Trotz ihrer Kurzlebigkeit weisen PMN erstaunlicherweise ein komplexes Tran-
skriptom auf. Sie exprimieren eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und Enzymen
sowie zahlreiche Zelloberflichenrezeptoren, die den PMN ermdglichen, auf verschiede-
ne Stimuli zu reagieren. So konnen PMN durch oberflachliche Integrin-

Adhésionsmolekiile, wie CD11a/CD18 (0.p;) oder CD11b/CD18 (anmp2), an aktivierte
3



1 Einleitung

vaskulidre Endothelzellen anbinden, um anschlieBend aus der Zirkulation ins Gewebe zu
migrieren (Pettit et al. 1994). Dank pattern recognition-Rezeptoren (PRR), wie Toll-
dhnliche Rezeptoren (foll-like receptor, TLR), wird die Erkennung und Bindung von
Pathogenen gewdhrleistet (Hayashi et al. 2003). Die Bindung von Immunglobulinen der
Klasse G (IgG) an die Fcy-Rezeptoren induziert PMN-Chemotaxis und Phagozytose
sowie Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) (Fossati
et al. 2002).

Essentiell fiir die Funktion der PMN sind die zytoplasmatischen Granula mit
Proteinen, die Pathogene abtdten, aber auch ein gesundes Gewebe zerstoren konnen. Es
werden primire (azurophile) Granula mit Myeloperoxidase, sekundire (spezifische)
Granula mit Lactoferrin, tertidre Granula mit Gelatinase sowie sekretorische Vesikeln

unterschieden (Faurschou et al. 2003) (s. Tab. 1.1).

Tabelle 1.1. Granula und die Inhalte der Granula von PMN.

Granula Primire Sekundiire Tertiiire Sekretorische
(azurophile) (spezifische) (Gelatinase-Granula) | Vesikeln
Granula Granula

Inhalte der | Myeloperoxidase Lactoferrin Gelatinase Alkalische Phosphata-

Granula Defensine Lysozyme Lysozyme se
Cathepsin G Kollagenase Acetyltransferase Cytochrom b558
Elastase Gelatinase Cytochrom b558 CD11b/CD18
Lysozyme Cytochrom b558 CDI11b/CD18 CD11a/CD18
Alkalische Phosphata- | CD11b/CD18 fMLP-Rezeptor Komplement-Rezeptor
se fMLP-Rezeptor Diaminoxidase fMLP-Rezeptor
Hydrolasen H'-ATPase
Phospholipasen

Granula und Vesikeln werden wihrend der Reifung und Differenzierung der
PMN im Knochenmark ausgebildet (Borregaard et al. 1995), wobei die Proteine, deren
Synthese in reifen PMN stattfindet, nicht verpackt werden (Lapinet et al. 2000). Wih-
rend der Phagozytose werden Inhalte der Granula in die Phagosomen abgesondert, die
durch Exozytose aus der Zelle ausgeschleust werden (Faurschou and Borregaard 2003).
Translokation und Exozytose von PMN-Granula ist ein Ca®"- und energie-abhingiger
Prozess, wobei verschiedene Typen und Subtypen von Granula eine unterschiedliche
Sensitivitdt zu Calcium- und ATP- Gehalt aufweisen (Perez et al. 1987; Nusse et al.
1998; Theander et al. 2002).

Die Mobilisierung von PMN-Granula unterliegt einer strikten Hierarchie. Die
Exozytose von sekretorischen Vesikeln und Gelatinase-Granula, ausgeldst durch Selek-
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tine und Chemokine, wie z.B. Interleukin 8 (IL-8) oder N-Formylmethionyl-Leucyl-
Phenylalanin (fMLP), ermdglicht den PMN die Transmigration. Die spezifischen sowie
die azurophilen Granula, die hdochst potente antimikrobielle und proteolytische Substan-
zen beinhalten, werden erst am Ort der Entziindung mobilisiert (Kjeldsen et al. 1992;
Sengelov et al. 1993; Borregaard et al. 1997). Die Mobilisierung von Vesikeln und Gra-
nula bewirkt eine komplette Verdnderung des Phianotyps der PMN. Relativ inaktive, in
der Zirkulation ruhende PMN erleben eine Umwandlung zu aktiven Zellen. Die aktiven
PMN konnen nun mit den Zellen der Umgebung, wie Endothelzellen, interagieren, so-

wie auf die Signale vom Entziindungsort reagieren (Faurschou and Borregaard 2003).

1.2.1 PMN — Mediatoren der Entziindung

Das Verstiandnis der Rolle von PMN in der Entziindung hat sich in den letzten 20 Jahren
fundamental gedndert. BekanntermaBlen konnen aktivierte PMN eine Vielzahl von pro-
inflammatorischen Zytokinen produzieren (Cicco et al. 1990; Dubravec et al. 1990;
Lord et al. 1991), MHC-II-Molekiile exprimieren und Antigene den T-Zellen présentie-
ren (Gosselin et al. 1993; Cross et al. 2003). AuBBerdem konnen PMN mit Dendritischen
Zellen, natiirlichen Killerzellen (natural killer cells), Monozyten sowie mit T- und B-
Lymphozyten interagieren und somit Reifung und Aktivierung dieser Zellen modulieren
(Territo et al. 1989; Mantovani et al. 2011). Demnach sind PMN in der Lage, nahezu
alle Funktionen von Makrophagen auszufiihren und stellen einen Link zwischen dem
angeborenen und dem adaptiven Immunsystem dar.

In der Zirkulation befinden sich PMN in einem ruhenden Zustand, was den Aus-
tritt von toxischen Inhalten der Granula und somit eine mogliche Schidigung von ge-
sundem Gewebe verhindert (Hallett et al. 1995). Wahrend einer Entziindung oder Infek-
tion werden zirkulierende PMN in das periphere Gewebe rekrutiert und aktiviert, was in
der Degranulation, Phagozytose und dem oxidativen Burst kulminiert (Borregaard and
Cowland 1997; Hampton et al. 1998; Faurschou and Borregaard 2003).

Dem aktivierten Status von PMN geht ein wichtiger Schritt voraus: Priming oder
Pra-aktivierung. Die ruhenden PMN koénnen in der Zirkulation durch Zytokine und
Chemokine, wie IL-8, TNF-a, Interferon y (INF-y), GM-CSF, oder durch bakterielle
Substanzen, wie Lipopolysaccharide (LPS), geprimed werden (McColl et al. 1990; Hal-
lett and Lloyds 1995). Priming ist ein reversibler Prozess und stellt somit einen grund-
legenden Kontrollpunkt dar, der eine unkontrollierte Aktivierung von PMN verhindert
(Cowburn et al. 2008). Priming kann durch zwei unabhingige Mechanismen erfolgen.

Bei dem rapiden, transkriptionsunabhingigen Priming kann innerhalb weniger Minuten
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die Anzahl von membranstindigen Rezeptoren ohne Proteinsynthese bedeutend erhoht
werden. Dies erfolgt durch die Mobilisierung von intrazelluliren Granula mit vorge-
formten Rezeptoren zu der Plasmamembran. Héufig bewirken jedoch die Priming-
Agentien die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und konnen somit die de novo
Expression von Rezeptoren und Zytokinen induzieren. Dies resultiert in der Verlange-
rung der Lebensspanne sowie der Erhohung der Funktionalitit der PMN, wie Transmig-
ration und Aktivierung (Hallett and Lloyds 1995).

Die Migration von PMN zum Entziindungsort wird durch die Interaktionen mit
vaskuldren Endothelzellen kontrolliert. Durch schwachen Kontakt (loose tethering) von
zelloberfldchlichen L-Selektinen sowie dem P-Selektin Glykoprotein Ligand 1 (PSGL-
1) der PMN mit P- und E-Selektinen der Endothelzellen werden die geprimten PMN in
der Zirkulation angehalten und rollen entlang des Endotheliums. Die darauffolgenden
Konformationsédnderungen der oberfldchlichen Integrin-Adhdsionsmolekiile auf PMN
und Endothelzellen ermdglichen eine hochaffine Bindung von Liganden und eine starke
Adhision. Das nachfolgende rolling arrest wird durch die Bindung von Chemoattrak-
tanten, wie IL-8, an die entsprechenden PMN-Rezeptoren vermittelt (Ley et al. 2007).

Mithilfe von oberflichlichen Liganden der Endothellzellen und der PMN, wie
ICAM-2 (intercellular adhesion molecule 2), PECAM-1 (platelet endothelial-cell adhe-
sion molecule 1) und JAM Proteinen (junctional adhesion molecule), konnen PMN
durch die interzelluliren Rdume zwischen den benachbarten Endothelzellen ins Gewebe
migrieren (parazellulire Migration) (Woodfin et al. 2009). Etwa 70 % der migrierenden
PMN passieren jedoch die Endothelschicht aktiv (transzellulire Migration). Die hohe
Expression und Dichte von ICAM-1 Adhésions-Rezeptoren von Endothelzellen sowie
die distal agierende endotheliale Guanosintriphosphatase RhoG sind fiir die transzelluli-
re PMN-Migration essentiell (Yang et al. 2005; van Buul et al. 2007). Vermutlich nut-
zen PMN bei der Transmigration bevorzugt die Regionen in der Basalmembran des En-
dotheliums, die vermindert Matrixproteine, wie Laminin 10 oder Kollagen IV, expri-
mieren. Diese Bereiche sind ihrerseits mit Liicken zwischen den Perizyten assoziiert
(Wang et al. 2006). Lokale Entziindungsmediatoren, wie Histamin, Kinine sowie Meta-
bolite der Arachidonsdure, begiinstigen, durch die Erhohung der Permeabilitdt von
Blutgefdflen, die Infiltration von Immunzellen, bewirken jedoch die Entstehung von
Odemen (Lenz et al. 2007).

Nach dem Verlassen der Zirkulation migrieren PMN, dem chemotaktischen
Gradienten folgend, zum Entziindungsort (Servant et al. 2000). Durch die Membranre-

zeptoren fiir Komplement-Proteine und IgG findet am Infektionsherd die Erkennung
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von opsonisierten Bakterien statt, gefolgt von der Ausbildung von Pseudopodien, Pha-
gozytose und anschlieBender intrazelluldrer Zerstorung von Pathogenen in Phagosomen.
Dies erfolgt entweder durch sauerstoffabhéngige (Bildung von ROS) (Hampton, Kettle
et al. 1998) oder sauerstoffunabhdngige Mechanismen, wie z.B. mithilfe von proteolyti-
schen Enzymen, antimikrobiellen Peptiden und durch Azidifizierung von Endosomen
mit Mikroorganismen (Faurschou and Borregaard 2003) (Abb. 1.2). Die Hauptquelle
von ROS in PMN ist der Enzymkomplex Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH)-Oxidase, der nach der Bindung von Liganden an die membranstiandigen pat-
tern recognition-Rezeptoren (PRR) oder Zytokin-Rezeptoren aktiviert werden kann

(Segal 1989; El Benna et al. 2002; Dewas et al. 2003).

Aktivierung von Immunzellen,

Expression von
Adhdsionsmolekiilen,

/ Chemoattraktion

‘ Akflwer‘ung und Prostaglandine
| Proliferation der T-Zellen Leukotriene
\ Hemmung vom IL-6-
MHC-II- Rezeptor
Antigenprdsentation ’
Zytokine
_—" Chemokine
CDBO/CDB6-4—
Expression < o
0 L)
/ \ Proteolytische Spaltung von
Zytokinen/Chemokinen
Reaktive g ‘
Sauerstoffspezies (ROS) Proteasen ™| Spaltung von l5slichen

\ / Zytokin-Rezeptoren

Zerstérung von Pathogenen,
Knorpel-/Gewebezerstsrung

Abbildung 1.2. Funktionen und Produkte der PMN, die die Entziindungsprozesse im Organismus aktiv
anregen konnen.

Am Entziindungsort bekdmpfen PMN Pathogene mithilfe antimikrobieller Molekiile (wie Proteasen der PMN-
Granula) oder durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die jedoch aufgrund ihrer Unspezifitit auch das gesunde
Gewebe angreifen kdnnen. Proteasen sind auflerdem wichtige Mediatoren der Entziindung und sind an der proteolyti-
schen Aktivierung von Zytokinen und Chemokinen sowie an der Degradierung von 16slichen Zytokin-Rezeptoren
beteiligt. Die MHC-II-Antigenprésentation sowie die Expression von kostimulatorischen Molekiilen CD80/CD86
induzieren die Aktivierung und die Proliferation von T-Zellen. Die zahlreichen proinflammatorischen Mediatoren,
wie Zytokine und Chemokine (u.a. Leukotrien B4, Prostaglandin E2, IL-8 oder IL-1) férdern die Anlockung von
PMN sowie von weiteren inflammatorischen Zellen an Ort der Entziindung und wirken auf PMN antiapoptotisch,
was die Verldngerung bzw. Verstiarkung einer Inflammation bewirken kann. Modifiziert nach Wright ez al. (Wright et
al. 2010).

Am Entziindungsort sterben PMN durch spontane (Savill, Wyllie et al. 1989)
oder Todesrezeptor-induzierte Apoptose (Renshaw et al. 2000). Liganden der Todes-

Rezeptoren, wie z.B. Fas-Ligand (FasL) oder TNF-a, werden von infiltrierenden Mak-
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rophagen freigesetzt (Brown et al. 1999; Renshaw, Timmons et al. 2000). Wachstums-
faktoren und Zytokine, wie z.B. GM-CSF oder IL-17, konnen in der Endphase der Ent-
zlindung eine Umstellung des PMN-Phénotyps vom anti- zum proapoptotischen bewir-
ken (Dragon et al. 2008; Andina et al. 2009; Cowburn et al. 2011). So kénnen Zytokine
die suppressors of cytokine signaling (SOCS) induzieren, die wiederum Zytokin-
vermittelte antiapoptotische Wirkung hemmen, was eine rapide Einleitung der PMN-
Apoptose hervorruft (Dimitriou et al. 2008). Die Phagozytose von Bakterien am Ort der
Infektion aktiviert ebenfalls die Apoptose in PMN. Die apoptotischen PMN werden
durch spezifische sog. ,,eat me*“-Signale, wie z.B. durch Exposition von Phosphatidylse-
rin auf der Auflenseite der Plasmamembran oder von verdnderten Zuckerstrukturen der
oberflachlichen Glykoproteine, von inflammatori-schen Makrophagen erkannt und folg-
lich beseitigt (Savill 1997). Die Phagozytose von apoptotischen PMN durch Makropha-
gen induziert wiederum die Ausschiittung von antiinflammatorischen Molekiilen, wie
IL-10 und TGF-B1 (Byrne et al. 2002). Im Rahmen dieser Vorgidnge werden ansonsten
toxische und potente PMN sicher und effizient eliminiert, und somit die optimalen Be-
dingungen fiir das Abklingen einer Entziindung im Organismus geschaffen (Cowburn,
Condliffe et al. 2008).

Bei der unzureichenden Phagozytose durch Makrophagen kdnnen apoptotische
PMN sekundir Nekrose begehen. Dabei zerfallen sie, die zytotoxischen Molekiile der
PMN werden in den interzelluldren Raum freigesetzt und konnen das umliegende Ge-
webe beschddigen. Die Phagozytose von nekrotischen PMN durch Makrophagen be-
wirkt die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF, was dagegen zur

Anhaltung einer Entziindung fiihrt (Savill et al. 2002).

1.2.2 Die Rolle der PMN im Systemischen Inflammatorischen Reaktions-
Syndrom (SIRS) und multiplen Organversagen (MOV)

Ungeachtet ihrer essentiellen Rolle in der angeborenen Immunitét zeigen PMN héufig
ihr ,,Janus-Gesicht* und wirken proinflammatorisch. Es wurde bereits beschrieben, dass
PMN zur Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen, wie chronische obstruktive
Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease, COPD) (Quint et al. 2007;
Zhang et al. 2012), rheumatische Arthritis (Edwards et al. 1988; Wipke et al. 2001;
Wong et al. 2009), akutes Atemnotsyndrom (acute respiratory distress syndrome,
ARDS) (Windsor et al. 1993) oder zystische Fibrose (Weiss 1989) beitragen. Die Ge-
webeschddigungen, z.B. nach einem Trauma, bewirken ebenfalls die Pri-aktivierung

von PMN und Makrophagen (Hernandez et al. 1987). Der traumabedingte himorrhagi-
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sche Schock und die nachfolgenden Ischdmie/Reperfusion beglinstigen die Bildung von
ROS, die bekanntlich Chemoattraktanten fiir PMN sind und eine massive Migration und
Akkumulation von pri-aktivierten PMN im Gewebe bewirken (Swain et al. 2002).

Am Ort der Entziindung sind PMN den zahlreichen pro- und antiapoptotischen
Signalen ausgesetzt, die das Uberleben dieser Zellen modulieren (Simon 2003). Die
Zytokine und Chemoattraktanten, wie Chemokine und Eikosanoide, die aktivierte PMN
und Makrophagen nach einem Trauma produzieren, wirken antiapoptotisch und kdnnen
zur Verstirkung einer Entzlindungsreaktion beitragen (Savill, Dransfield et al. 2002).
Andererseits fordern Makrophagen durch die Ausschiittung von Idslichem FasL die
PMN-Apoptose (Brown and Savill 1999; Renshaw, Timmons et al. 2000) und somit das
Abklingen einer Inflammation. Wihrend einer Entziindung zeigen PMN héufig eine
gewisse Praddominanz fiir die antiapoptotischen Signale (Jimenez et al. 1997; Kotone-
Miyahara et al. 2004), was in einer unkontrollierten proinflammatorischen Antwort,
einer anhaltenden Entziindung und dariiber hinaus in einer systemischen Inflammation
resultieren kann. Dabei kdnnen die zytotoxischen Inhalte der zytoplasmatischen Granu-
la der PMN, wie Proteasen, sowie ROS auch das gesunde Gewebe zerstdren, und so die
sekunddren Gewebe- und Organschddigungen und folglich das friihe MOV bewirken
(Botha et al. 1995; Cassatella 1999).

Im peripheren Blut schwerverletzter Patienten wurden erhohte Konzentrationen
von Priming-Agentien der PMN, wie GM-CSF und TNF-a, festgestellt (Dinarello
2000). AuBerdem charakterisieren sich PMN aus dem Blut schwerverletzter Patienten
durch erhohte Funktionalitdt, wie Rolling und Adhésion (Maekawa et al. 1998; Seidelin
et al. 2002), sowie durch eine verldngerte Lebensspanne (Taneja et al. 2004). Die Inzi-
denz fiir SIRS und MOV korreliert mit der erhdhten Produktion von ROS durch PMN
(Partrick et al. 1996) sowie mit der erhohten Expression von Transmigrations-Markern
der PMN, wie den oberfldchlichen L-Selektin und Integrin CD11b/CD18, und erhohtem
Level an l6slichem ICAM-1 im Serum schwerverletzter Patienten (Maekawa, Futami et
al. 1998). Somit korreliert der aktive Status von PMN mit der Entwicklung von SIRS
und MOV, wobei eine hohe Aktivitit der PMN mit der Entwicklung eines SIRS und
eine weniger aktive Form mit der Entstehung einer Sepsis assoziiert ist (Moore et al.
1996).

Insofern ist es weitgehend anerkannt, dass die sekundidren Gewebe- und Organ-
schddigungen und die daraus resultierenden Komplikationen, wie SIRS und friihes

MOV, nach einem Trauma in erster Linie auf eine massive Einwanderung pra-
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aktivierter PMN an Ort des Traumas sowie erhohtes zytotoxisches Potential dieser Zel-

len zuriickzufiihren sind (Botha, Moore et al. 1995; Yao et al. 1998).

1.3 Apoptosesignalwege in PMN

Der programmierte Zelltod oder Apoptose ist ein fundamentaler und komplexer biologi-
scher Prozess, der der Aufrechterhaltung der Zellhomoostase wihrend der Entwicklung,
unter physiologischen sowie pathologischen Bedingungen dient (Thompson 1995). Die
Apoptose kann durch zwei Hauptsignalwege induziert werden: durch extrinsischen oder
Todesrezeptor-vermittelten Signalweg und durch intrinsischen mitochondrialen Signal-
weg (Green 1998). Die Kulmination beider Signalwege ist die Aktivierung von spezifi-
schen Proteasen, den Caspasen (cysteinhaltige Aspartat-spezifische Proteasen). Caspa-
sen degradieren selektiv die zelluldren Proteine, was die Spaltung der genomischen
DNA und letztendlich den Zelltod nach sich zieht (Nicholson et al. 1997; Cryns et al.
1998).

Der extrinsische Apoptosesignalweg wird aktiviert, wenn die spezifischen To-
desliganden an die membranstindigen Todesrezeptoren der Tumornekrosefak-
tor/Nervenwachstumsfaktor (tumor necrosis factor/nerve growth factor TNF/NGF)-
Rezeptor Superfamilie binden (Ashkenazi et al. 1998). PMN exprimieren eine Vielzahl
von Todesrezeptoren, u.a. Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1) (Murray et al.
1997), TRAIL-Rezeptor (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)
(Renshaw et al. 2003), CD95-Rezeptor (Apo-1 oder Fas-Rezeptor, FasR) sowie Fas-
Ligand (FasL) (Liles et al. 1996). Die Bindung z.B. von FasL an FasR resultiert in der
Trimerisierung des Rezeptors sowie in der Ausbildung des DISC (death-inducing sig-
naling complex), bestehend aus dem Todesrezeptor, dem Adaptor-Protein FADD (Fas-
associated death domain) und der Initiator Procaspase-8 (Green 1998). Im Zuge der
Autoprozessierung der Procaspase-8 entsteht eine aktive Caspase-8, die distal Effektor-
caspasen, wie z.B. die Caspase-3, aktiviert (Muzio et al. 1998).

Entstehen die Todessignale innerhalb der Zelle, z.B. durch DNA-Schéadigung
oder aufgrund missgefalteter Proteine, wird der intrinsische mitochondriale Signalweg
aktiviert. Die Aktivierung von Effektorcaspasen wird durch die Ausbildung des
Apoptosomen hervorgerufen. Diesem Vorgang geht die Depolarisierung der Mito-
chondrien voraus, einem Merkmal der frithen Apoptose (Shimizu et al. 1996). Die De-
polarisierung der Mitochondrien wird von Proteinen der Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) Fa-

milie reguliert, und ist durch den Austritt des proapoptotischen Proteins Cytochrom ¢
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aus den Mitochondrien ins Zytosol bedingt (Kluck et al. 1997). Im Zytosol assoziiert
Cytochrom ¢ mit Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor 1) und der Initiator Pro-
caspase-9 und bildet das Apoptosom aus. Im Apoptosom aktivierte Caspase-9 aktiviert

ihrerseits die Effektorcaspase-3 (Li et al. 1997) (Abb. 1.3).

Intrinsischer Apoptosesignalweg Extrinsischer Apoptosesignalweg

UV-Strahlung, Entzug
von Wachstumsfaoktoren | FasR | | TNFR1 |
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Abbildung 1.3. Die schematische Darstellung des intrinsischen und des extrinsischen apoptotischen
Signalwege.

In humanen PMN kann die extrinsische Apoptose durch die Zelloberflachenrezeptoren, wie z.B. Fas-Rezeptor (FasR)
oder Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1), induziert werden, wogegen die intrinsische Apoptose durch zahlrei-
che genotoxische Agentien oder Stoffwechselstérungen aktiviert werden kann. Die intrinsische Apoptose beinhaltet
die Aktivierung von BH3-only Proteinen, die die antiapoptotischen Faktoren, wie z.B. myeloid-cell leukemia I (Mcl-
1), inaktivieren konnen. Dies bewirkt die Befreiung und mitochondriale Translokation von proapoptotischen Protei-
nen Bax und/oder Bak, was in dem Austritt von Cytochrom ¢ (Cyt ¢) aus den Mitochondrien ins Zytosol, der Ausbil-
dung von Apoptosomen, der Aktivierung von Initiatorcaspase-9 und der nachfolgenden Aktivierung von Effektor-
caspase-3 resultiert. Die Caspasen aktivieren ihrerseits die DNasen und kontrollieren die Zellzerstérung. Die extrinsi-
schepoptose verlduft in humanen PMN ebenfalls iiber Mitochondrien. Das proapoptotische Protein Bid stellt hier
einen Link zwischen dem intrinsischen und dem extrinsischen Apoptosesignalwegen dar. Bid wird durch Caspase-8
gespalten und aktiviert, und kann nachfolgend die proapoptotischen Bax und/oder Bak aktivieren, oder wird selbst zu
den Mitochondrien transloziert. Modifiziert nach Youle et al. (Youle et al. 2008).

In zahlreichen Zelltypen, zu denen auch PMN zidhlen, sind Mitochondrien auch
in den extrinsischen Apoptosesignalweg einbezogen. Hierbei dienen Mitochondrien der
Verstiarkung des Signals und bewirken die Aktivierung von Caspase-3 (Scaffidi et al.
1998). Das Mitglied der Bcl-2 Familie und der spezifische Target der Caspase-8, das

proapoptotische Protein Bid, stellt einen Link zwischen dem Komplex DISC und den
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Mitochondrien dar. Aktiviertes Bid transloziert zu den Mitochondrien und kann den
Austritt von Cytochrom ¢ bewirken (Barnhart et al. 2003).

Die spontane PMN-Apoptose wird vermutlich in erster Linie durch den intrinsi-
schen mitochondrialen Signalweg reguliert, wobei der Entzug von Wachstumsfaktoren,
wie GM-CSF, und die Konzentrationsabnahme vom antiapoptotischen Protein Mcl-1
eine entscheidende Rolle spielen (Moulding et al. 2001). Nicht ausgeschlossen ist die
Rolle des extrinsischen Apoptosesignalweges in der spontanen Apoptose. So schlagen
Scheel-Toellner et al. ein mogliches Modell fiir die spontane PMN-Apoptose vor, bei
dem es aufgrund des Clustering von Todesrezeptoren zu nachfolgender Verstarkung des
Signals zu den Mitochondrien, Aktivierung der Caspase-3 und dem Zelltod kommt

(Scheel-Toellner et al. 2004).

1.3.1 PMN-Apoptose wihrend einer Entziindung oder eines Traumas

Ein erhohtes, zerstorerisches Potential von aktivierten PMN bei einer Entziindung oder
einem Trauma ist meistens mit einer verlingerten Lebensspanne und somit mit einer
gestorten Apoptose in diesen Zellen verbunden (Ogura et al. 1999; Hotta et al. 2001;
Raza et al. 2006). So tritt eine Verzogerung der PMN-Apoptose unmittelbar nach einem
Trauma ein und kann bis zu 3 Wochen anhalten (Taneja, Parodo et al. 2004).

Ein breites Spektrum von Entziindungsmediatoren, wie Zytokine GM-CSF
(Brach et al. 1992), G-CSF und INF-y (Colotta et al. 1992), IL-1p und TNF-a (Martin
1999; van Griensven et al. 1999), bakterielle Komponenten, wie LPS (Lee et al. 1993),
aber auch Adenosintriphosphat (ATP) (Gasmi et al. 1996), Leukotrien B4 (Lee et al.
1999) und Prostaglandin E2 (Ottonello et al. 1998), bewirken eine Senkung der PMN-
Apoptose und somit die Neutrophilie, was primir zur Optimierung der Funktionalitdt
von PMN beitragen soll. Bei zahlreichen Erkrankungen wurde eine Korrelation zwi-
schen erhohten Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen im Serum und
der gestorten PMN-Apoptose dokumentiert. So wurde eine erhdhte Produktion von
Chemokinen bei zystischer Fibrose, rheumatischer Arthritis und Sepsis beobachtet
(Scapini et al. 2000). Eine verzogerte Apoptose wurde in PMN aus Patienten u. a. mit
SIRS und Sepsis (Jimenez, Watson et al. 1997; Keel et al. 1997; Ogura et al. 1999),
zystischer Fibrose (Dibbert et al. 1999) und ARDS beschrieben (Matute-Bello et al.
1997).

Andererseits wird iiber eine erhohte Apoptose von PMN, die zu der Neutropenie

fiihrt, nach Chemotherapie (Crawford 2004), Knochenmarktransplantation (Minchinton
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et al. 1985), bei Felty-Syndrom und neutropenischem systemischem Lupus erythemato-
des berichtet (Hellmich et al. 2002).

Somit sind der programmierte Zelltod und eine korrekte Regulation der Apoptose
grundlegend, um die Zellhomdostase der PMN unter physiologischen Bedingungen
aufrechtzuerhalten, aber auch, um eine effiziente Beseitigung von Pathogenen und das
Abklingen einer Entziindung zu gewahrleisen (Squier, Sehnert et al. 1995; Akgul et al.
2001).

1.4 Rolle der Bcl-2 Familie in der Regulation der PMN-Apoptose

In der Regulation beider Apoptosesignalwege in PMN spielt die Familie der Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) Proteine eine essentielle Rolle. Die Bcl-2 Familie reprédsentiert die
neue Klasse von Onkogenen, die durch Hemmung der Apoptose die Onkogenese fordert
(Vaux et al. 1988). Alle Mitglieder dieser Familie weisen mindestens eins von vier rela-
tiv konservierten Bcl-2 Homologie (BH)-Dominen auf und werden in anti- und

proapoptotische Faktoren unterteilt (Youle and Strasser 2008) (Abb. 1.4).

Mcl-1, A1/Bfll, Bcl-x, Bcl-xu

Proapoptotische Bcl-2 Proteine
Multi-BH-Doméne Proteine (Effektoren)

I R ] R ) e, ok

BH3 BH1 BH2 ™
BH3-only Proteine (Sensoren)
[ [ Bid, Bim, Bad, Bik, Puma

BH3 ™

Abbildung 1.4. Die Proteine der Bcl-2 Familie werden aufgrund der Zusammensetzung der relativen Bcl-2
Homologie (BH)-Domiinen in drei funktionelle Gruppen unterteilt.

Zu den antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie, die alle vier BH-Doménen besitzen, zéhlen in humanen
PMN A1/Bfll, Bel-x und Bcl-x;. Das antiapoptotische Protein Mcl-1 stellt eine Ausnahme dar und besitzt BH1-3
Doménen. Die proapoptotischen multi-BH-Doméne Proteine, Bax und Bak, besitzen, ebenfalls wie Mcl-1, BH1-3
Doménen und agieren als Effektoren der Apoptose. Die BH3-only Proteine, wie Bid, Bad, Bim, Bik und Puma, haben
nur eine konservierte BH3-Region und fungieren als Sensoren des apoptotischen zelluldren Stresses. Modifiziert nach
Chipuk et al. (Chipuk et al. 2008).

Humane PMN exprimieren konstitutiv antiapoptotische Mitglieder, wie Mcl-1
(myeloid-cell leukemia 1) (Leuenroth et al. 2000), A1/Bfll (Chuang et al. 1998), Bcl-x
(B-cell lymphoma) (Weinmann et al. 1999) und Bcl-xp (B-cell lymphoma-extra large)

(Cowburn et al. 2002). Van Der Vliet et al. beschreiben auBBerdem die Expression von
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antiapoptotischem Bcl-2 in reifen PMN (Van Der Vliet et al. 1997), obwohl die meisten
Arbeitsgruppen diesen Faktor weder auf mRNA- noch auf Proteinebene nachweisen
konnten (Hannah et al. 1995; Weinmann, Gaehtgens et al. 1999).

Die proapoptotischen Faktoren werden ihrerseits in multi-BH-Doméne (Bax und
Bak) und BH3-only (Bid, Bad, Bik, Bim und Puma) Proteine unterteilt (Moulding,
Akgul et al. 2001; Saldanha-Gama et al. 2010; Cowburn, Summers et al. 2011). Die
BH3-only Proteine sind Sensoren des zelluliren Stresses (Giam et al. 2008;
Lomonosova et al. 2008), wiahrend die multi-BH-Doméne Proteine die essentiellen Ef-
fektoren der Apoptose sind. Sie agieren distal von antiapoptotischen und BH3-only Fak-
toren und konnen die Permeabilisierung der mitochondrialen AuBlenmembran (mito-
chondrial outer membrane permeabilization, MOMP) und die nachfolgende Freisetzung
von proapoptotischen Faktoren, wie Cytochrom ¢ und Smac/DIABLO, bewirken (Wei
et al. 2001; Chipuk et al. 2006).

Die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie entfalten ihre Wirkung in-
dem sie direkt an die proapoptotischen Proteine binden und somit diese in ihrer Funkti-
on hemmen und die MOMP verhindern (Yin et al. 1994; Cheng et al. 2001). Damit re-
guliert das Zusammenspiel zwischen pro- und antiapoptotischen Faktoren einen der
frithen Schritte der Apoptose, die MOMP (Chipuk and Green 2008). Die Uberexpressi-
on von antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie bewirkt die Hemmung séamtli-
cher apoptotischer Vorginge an Mitochondrien (Shimizu, Eguchi et al. 1996). Insofern
konnen sich die Proteine der Bel-2 Familie gegenseitig regulieren (Abb. 1.5), so dass
eine Balance in der Expression von pro- und antiapoptotischen Faktoren fiir das Zell-

uberleben und den Zelltod entscheidend ist.

BHS-only

s

Bax/Bak

\.”

Abbildung 1.5. Die drei wichtigsten Fraktionen der Bcl-2 Familie in humanen PMN.
Die BH3-only Proteine sind die essentiellen Initiatoren der Apoptose und kénnen direkt die antiapoptotischen Protei-
ne, wie Mcl-1, hemmen. Proteine Bax/Bak agieren ihrerseits distal von Mcl-1 und bewirken indirekt die Aktivierung

von Initiator- und Effektorcaspasen. Mcl-1 kann, vermutlich durch die Hemmung von Bax/Bak, die MOMP und die
nachfolgende Aktivierung von Caspasen inhibieren. Modifiziert nach Adams (Adams 2003).
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1.4.1 Die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie

Die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie Mcl-1 (Kozopas et al. 1993), Al
(Lin et al. 1993) sowie sein humanes Homolog Bfll (Choi et al. 1995) wurden ur-
spriinglich als immediate-early response genes identifiziert. Die Expressionslevel, zellu-
lare Lokalisierung, Stabilitdt sowie die Fihigkeit von Mcl-1 und A1/Bfll mit
proapoptotischen Proteinen Dimere auszubilden sind essentiell fiir die Regulation der
PMN-Apoptose (Edwards et al. 2004).

Humane PMN exprimieren Mcl-1 und A1/Bfll konstitutiv, wobei die Expressi-
on durch proinflammatorische Zytokine, wie GM-CSF, und bakterielle Komponenten,
wie LPS, gesteigert werden kann (Chuang, Yee et al. 1998; Moulding, Akgul et al.
2001). Die Inhibitoren der Proteinsynthese, wie Cycloheximid oder das Pilzmetabolit
Gliotoxin, sind bekannte Induktoren der PMN-Apoptose (Waring 1990; Yang et al.
1996; Ward et al. 1999) und bestitigen die Annahme, dass PMN zum Uberleben auf die
konstitutive Expression der antiapoptotischen Faktoren angewiesen sind. Ein hoher
Mcl-1- (Edwards, Derouet et al. 2004) bzw. A1/Bfl1-Level (Chuang, Yee et al. 1998)
korreliert mit der Verzdgerung der Apoptose und dem Uberleben der PMN. Dagegen
korreliert der Abbau des Mcl-1-Proteins mit der Induktion der PMN-Apoptose
(Leuenroth, Grutkoski et al. 2000).

Mit seiner Grofle von 40 - 42 kDa ist Mcl-1 ein untypisches Mitglied der Bcl-2
Familie. Das Protein besitzt putative Domadnen BH1-3 und kann daher mit anderen Pro-
teinen der Bcl-2 Familie, die eine BH4-Doméne besitzen, interagieren. Am N-Terminus
weist Mcl-1 PEST-Sequenzen (Prolin, Glutamat, Serin und Threonin) auf, die das Pro-
tein zur Polyubiquitinylierung und zu dem Abbau in Proteasomen leiten (Kozopas,
Yang et al. 1993). Die Mcl-1-mRNA sowie das Protein haben eine kurze Lebensdauer
(ca. 2 - 3 h) und werden durch eine Balance zwischen de novo Synthese und Abbau re-
guliert (Moulding, Akgul et al. 2001). Fiir die Funktion des Mcl-1-Proteins ist seine
Assoziation mit den Zellorganellen wichtig. Mcl-1 kann an der dufleren mitochondrialen
Membran, aber auch an der Zellkernmembran oder im Zytosol lokalisiert sein
(Leuenroth, Grutkoski et al. 2000). Im Zytosol ist Mcl-1 vermutlich mit den sekretori-
schen Vesikeln und azurophilen Granula assoziiert (Gardai et al. 2004).

Die Expression von Mcl-1, als ein wichtiger antiapoptotischer Faktor, wird in
PMN strikt auf unterschiedlichen Ebenen reguliert: transkriptional durch verschiedene
Kinasen, wie z.B. MEK/ERK, MAPK p38, PI3K/Akt und JAK/STAT 3/5 (Craig 2002);

posttranskriptional durch alternatives Splicing, z.B. von Exonen 1 und 3 und Ausbil-
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dung vom proapoptotischen BH3-only Mcl-1s Protein (Bae et al. 2000; Bingle et al.
2000); sowie posttranslational infolge des Abbaus durch Proteasen, wie Proteasomen
(Derouet et al. 2004), Caspasen oder Granzym B (Clohessy et al. 2004; Michels et al.
2004). Die Phosphorylierung an bestimmten Aminosdure-Resten ist eine der wichtigs-
ten posttranslationalen Modifikationen, die die Stabilitdt und somit die Halbwertszeit
des Mcl-1-Proteins beeinflusst. So verringert die Phosphorylierung von Mcl-1 am Thre-
onin 163 durch ERK den Abbau und erhoht somit die Stabilitét dieses Proteins, was auf
die Zelle antiapoptotisch wirkt (Domina et al. 2000). Dagegen fiihrt die Phosphorylie-
rung am Serin 121 und Threonin 163 durch JNK (Inoshita et al. 2002) oder am Serin
159 durch Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) (Maurer et al. 2006) zu der Inaktivie-
rung von Mcl-1 sowie zu der Erhéhung der PMN-Apoptose. Nachfolgend kann es zur
Polyubiquitinylierung von Mcl-1 durch Mcl-1 Ubiquitinylierungs-Ligase E3 (MULE)
und zu dem Abbau in den Proteasomen kommen (Derouet, Thomas et al. 2004; Zhong
et al. 2005).

Das A1/Bfll Protein besitzt 4 konservierte BH-Domédnen (Choi, Park et al.
1995) und befindet sich vermutlich nur im Zytosol. A1/Bfll ist, ebenso wie Mcl-1, ein
instabiles Protein und hat eine extrem kurze Halbwertszeit von 15 min, die ohne C-
Terminus auf ca. 1 h ansteigt. Ahnlich wie bei Mcl-1, wird die Stabilitit des A1/Bfll-
Proteins und seine antiapoptotische Funktion durch Phosphorylierung und nachfolgende
Polyubiquitinylierung und Degradierung in Proteasomen reguliert (Herold et al. 2006).

Es ist beschrieben, dass in humanen PMN Mcl-1, Bel-xp und A1/Bfll mit dem
proapoptotischen Protein Bax Heterodimere ausbilden konnen (Epling-Burnette et al.
2001; Gardai, Hildeman et al. 2004). Aufgrund der Interaktionen zwischen pro- und
antiapoptotischen Proteinen wird vermutlich nicht nur die Neutralisierung der
proapoptotischen Faktoren, sondern auch die Stabilisierung der antiapoptotischen Prote-
ine, durch Hemmung der Polyubiquitinylierung und des Abbaus, erreicht (Herold, Zeitz
et al. 2006; Wuilleme-Toumi et al. 2007).

Aufgrund der antiapoptotischen Funktion und der induzierbaren Expression von
Mcl-1 und A1/Bfll besitzen diese Faktoren ein onkogenes Potential und sind vermutlich
an der Entstehung bestimmter Tumoren beteiligt. So wurde die erhohte Mcl-1- (Zhou et
al. 2001; Ding et al. 2007) und A1/Bfll1-Expression (Choi, Park et al. 1995; Mandal et
al. 2005) in zahlreichen Tumoren des Menschen und der Maus dokumentiert. Dies
macht Mcl-1 und A1/Bfll zu potentiellen Zielmolekiilen bei Krebstherapien (Thallinger
et al. 2004; Henson et al. 2006). Andererseits erlaubt die Mcl-1- und A1/Bfl1-mediierte

Verzogerung der Apoptose den PMN das Uberleben fiir lingere Perioden sowie das
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Ausfithren der Abwehrreaktion. Die kurze Lebensdauer dieser Faktoren ist wiederum
fiir das Abklingen einer Entziindung essentiell (Edwards, Derouet et al. 2004), wobei
diese Proteine vermutlich unterschiedliche Wirkmechanismen haben (Akgul, Moulding

etal. 2001).

1.4.2 Die proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie

In humanen PMN sind Bax, Bid und Bad die wichtigsten proapoptotischen Faktoren der
Bcl-2 Familie. Im Vergleich zu den antiapoptotischen Mcl-1 und A1/Bfl1, charakteri-
sieren sich die proapoptotischen Proteine durch eine erhdhte Stabilitit und eine lange
Halbwertszeit (Moulding, Akgul et al. 2001). Lange Zeit wurde angenommen, dass die
Expression von proapoptotischen Faktoren nicht Zytokin-induzierbar ist. Neuere Stu-
dien besagen jedoch, dass die Expression von mehreren proapoptotischen Faktoren in
humanen PMN, u.a. von Bid (Moulding, Akgul et al. 2001), Bax, Bad und Bim
(Cowburn, Cadwallader et al. 2002; Cowburn, Summers et al. 2011) durch Zytokine
moduliert werden kann.

Multi-BH-Domiéne Proteine wie Bax und Bak sind fiir die friihe Phase der
Apoptose, die MOMP, essentiell (Wei, Zong et al. 2001). Das Protein Bak ist mit der
dufleren mitochondrialen Membran assoziiert, wogegen Bax durch eine diffuse zytosoli-
sche Lokalisation charakterisiert ist (Wolter et al. 1997; Cheng et al. 2003). Nach
apoptotischen Stimuli kann Bax, vermutlich durch die Ca®"-abhingige Cysteinprotease
Calpain-1, zu einer kiirzeren Form (fruncated Bax, tBax) gespalten und somit aktiviert
werden (van Raam et al. 2008). Dadurch wird dem Bax ein hdheres proapoptotisches
Potential sowie eine hohere Affinitit fiir die mitochondriale Translokation verliehen,
und ferner die Interaktion mit antiapoptotischen Faktoren verhindert (Gao et al. 2000;
Tang et al. 2000; Simon 2003; Altznauer et al. 2004). Bax kann vermutlich direkt Poren
in der dufleren mitochondrialen Membran ausbilden und die Freisetzung proapoptoti-
scher Faktoren bewirken. Diesem Schritt geht die Oligomerisierung dieses Proteins vo-
raus (Desagher et al. 1999; Eskes et al. 2000; Kuwana et al. 2002). Die mitochondriale
Lokalisation von Bax wird mittlerweile als ein sensitives und verlédssliches Merkmal der
Apoptose in humanen PMN anerkannt (Maianski et al. 2004).

BH3-only Proteine sind entweder im Zytosol (Zha et al. 2000; Cowburn,
Summers et al. 2011) oder an den Mitochondrien lokalisiert (Cowburn, Cadwallader et
al. 2002; Gomez-Bougie et al. 2005). Der genaue Wirkmechanismus dieser Faktoren ist
noch nicht griindlich erforscht worden. Vermutlich agieren BH3-only Proteine als Inhi-

bitoren von antiapoptotischen Faktoren und/oder als Effektoren oder Aktivatoren von
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proapoptotischen multi-BH-Doméne Proteinen. Laut der ,,death by default“ Hypothese
fordern BH3-only Proteine Apoptose, indem sie die antiapoptotischen Mitglieder der
Bcl-2 Familie neutralisieren und Bax und Bak aus den Komplexen befreien (Cheng,
Wei et al. 2001). Nach der ,,hit and run‘ Theorie konnen Bax und Bak direkt von be-
stimmten BH3-only Proteinen aktivieren werden, wobei die Hemmung von antiapopto-
tischen Proteinen fiir die Einleitung der Apoptose vermutlich notwendig bleibt (die ,,/ife
by default” Hypothese) (Letai et al. 2002).

Fiir das BH3-only Mitglied Bid ist die Spaltung durch Caspase-8 und Caspase-3 zu
einer kiirzeren aktiven Form (truncated Bid, tBid) beschrieben (Slee et al. 2000;
Desagher et al. 2001; Degli Esposti et al. 2003). Bid kann direkt Bax aktivieren, indem
Bid die Oligomerisierung und Einfiigung in die duflere mitochondriale Membran von
Bax induziert. Vermutlich kann Bid, ebenfalls wie Bax, zu den Mitochondrien translo-
ziert werden und direkt Poren in der &uBeren mitochondrialen Membran ausbilden

(Desagher, Osen-Sand et al. 1999; Eskes, Desagher et al. 2000; Grinberg et al. 2002).

1.5 Rolle der Mitochondrien in PMN

Laut neuesten Erkenntnissen besitzen humane PMN nur wenige Mitochondrien, deren
Funktion nahezu auf die Regulation der Apoptose reduziert ist (Murphy et al. 2003;
Maianski et al. 2004). So sind die Mitochondrien nicht am oxidativen Burst und der
Phagozytose beteiligt. Die Hemmung der mitochondrialen Funktion bewirkt keine Er-
hohung der PMN-Apoptose, obwohl die Translokation vom proapoptotischen Protein
Bax zu den Mitochondrien (Maianski, Roos et al. 2004), die Abnahme des mitochondri-
alen Membranpotentials (MMP) (Fossati et al. 2003) sowie die Degradierung (Clus-
tering) der Mitochondrien als Merkmale der frithen Apoptose in humanen PMN gelten.

Es wird angenommen, dass der Energiebedarf der PMN zum gréften Teil durch die
Glykolyse und nicht durch die oxidative Phosphorylierung gedeckt wird (Karnovsky
1968; Borregaard et al. 1982; van Raam, Sluiter et al. 2008). Murphy et al. beschreiben,
dass humane PMN einen extrem niedrigen Expressionslevel vom wichtigen Enzym der
Atmungskette, dem Cytochrom ¢, aufweisen, was durch eine hohe Expression von
Apaf-1 kompensiert wird (Murphy, O'Neill et al. 2003).

Indessen besitzen humane PMN ein hochentwickeltes mitochondriales System, das
fiir wichtige zelluldre Prozesse, wie Chemotaxis oder Aufrechterhaltung der Zellform,
notwendig ist (Fossati, Moulding et al. 2003). Die restliche Expression von den Enzy-

men der Atmungskette ist dennoch ausreichend, um das transmembrane mitochondriale
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Potential aufrechtzuerhalten (van Raam, Sluiter et al. 2008). Mitochondrien der PMN
enthalten auller Cytochrom ¢ weitere proapoptotische Faktoren, wie Smac/DIABLO,
HtrA2/Omi und AIF (apoptosis-inducing factor). Smac/DIABLO und HtrA2/Omi wer-
den wihrend der Apoptose ins Zytosol freigesetzt und begiinstigen, durch die Inaktivie-
rung von IAPs (inhibitor of apoptosis proteins), die Aktivierung von Caspase-9
(Murphy, O'Neill et al. 2003; Altznauer, Conus et al. 2004; Maianski, Geissler et al.
2004).

AufBlerdem konnen PMN Kern- sowie mitochondriale DNA mit Histonen und Gra-
nula-Proteinen als extrazelluldre Fallen (neutrophil extracellular traps, NETs) gegen
Bakterien, Hefen und Protozoen aus der Zelle ausschleudern (Guimaraes-Costa,
Nascimento et al. 2009; Yousefi et al. 2009). Somit erfiillen PMN, im wahrsten Sinne
die ,,Kamikaze-Zellen des Immunsystems, die antimikrobielle Funktion sogar nach

ihrem Tod.

1.6 Kinasesignalkaskaden in der Regulation der PMN-Apoptose

Die Entziindungssignale werden in erster Linie durch Proteinkinasen und Phosphatasen
in die Zelle geleitet und losen somit die Aktivierung von bestimmten Signalkaskaden
aus. Dies resultiert in der rapiden posttranskriptionalen oder posttranslationalen Modu-
lation einer Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren und/oder in der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (Akgul, Moulding et al. 2001; Namas et al. 2012).

Frithere Arbeiten haben gezeigt, dass die Tyrosinkinasen, wie z.B. Lyn, fiir die
Transduktion von extrazelluldren Signalen in humanen PMN wichtig sind (Wei et al.
1996). Die Aktivierung von Tyrosinkinasen 16st ihrerseits die Aktivierung von Phos-
phatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B (PI3K/Akt)- (Cantley 2002) sowie von Mito-
gen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)- (Chang et al. 2001) Signalwegen aus. Die
MAPK-Signalwege (ERK, JNK und p38), aber auch der PI3K/Akt-Signalweg sind be-
kanntlich an der Regulation der PMN-Apoptose, durch Modulation der Expression von
Mitgliedern der Bcel-2 Familie, beteiligt (Epling-Burnette, Zhong et al. 2001; Arruda et
al. 2004; Nakamae-Akahori et al. 2006). Die Zytokin-vermittelte Aktivierung von
MAPK- und PI3K/Akt-Signalwegen resultiert in der Verzdgerung der Apoptose von
PMN (Epling-Burnette, Zhong et al. 2001; Klein 2002; Derouet, Thomas et al. 2004),
wihrend die Hemmung von PI3K/Akt die PMN-Apoptose erhoht (Luo et al. 2008). Die
PI3K/Akt- und ERK-Signalwege sind direkt an der GM-CSF-vermittelten Stabilisierung

vom antiapoptotischen Protein Mcl-1 und Hemmung des proapoptotischen Proteins Bax
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beteiligt (Derouet, Thomas et al. 2004; Gardai, Hildeman et al. 2004). Die Kinase JNK
bewirkt dagegen die Neutralisierung des Mcl-1-Proteins, was mit der Erhohung der
PMN-Apoptose korreliert (Inoshita, Takeda et al. 2002).

Der PI3K/Akt-vermittelte Effekt auf Mcl-1 wird durch die Glykogensynthase-
Kinase 3 (GSK-3) ausgeiibt. Die wachstumsfaktorenabhéngige Aktivierung von
PI3K/Akt bewirkt die Phosphorylierung und Inhibierung von GSK-3 (Cross et al. 1995).
Dies resultiert in der Stabilisierung von Mcl-1 und der Verzogerung der PMN-Apoptose
(Zhao et al. 2007). Beim Entzug von Wachstumsfaktoren verbleibt GSK-3 in humanen
PMN aktiv und kann Mcl-1 direkt am Serin 159 phosphorylieren und inaktivieren. Dies
fiihrt zu der Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels aufgrund der Polyubiquitinylierung und
Degradierung in Proteasomen (Maurer, Charvet et al. 2006; Ding, He et al. 2007).

Die Rolle der MAP Kinase p38 in der PMN-Apoptose bleibt unklar. Aus einigen
Studien geht hervor, dass p38 direkt die Caspase-8 und Caspase-3 phosphorylieren und
inhibieren kann, und somit antiapoptotisch wirkt. Die Hemmung dieses Signalweges
erhoht die spontane PMN-Apoptose (Leuenroth, Grutkoski et al. 2000; Alvarado-
Kristensson et al. 2002; Harter et al. 2002). Andere Autoren postulieren dagegen eine
proapoptotische Wirkung von p38 in humanen PMN (Frasch et al. 1998; Aoshiba et al.
1999; Derouet et al. 2006; Geering et al. 2011).
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2 Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die molekularen Mechanismen untersucht werden, die
an der Regulation konstitutiver Apoptose in PMN unter physiologischen Bedingungen
sowie an der Serum-vermittelten Verzogerung der Apoptose in PMN nach einem

schweren Trauma beteiligt sind.
Es wurden folgende Punkte untersucht:

1. Charakterisierung der PI3K/Akt- und MAPK-Signalwege in PMN aus gesunden
Probanden und aus Polytrauma-Patienten

2. Charakterisierung des Abbaus des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 nach Akti-
vierung des intrinsischen sowie des extrinsischen Apoptosesignalwege in PMN
aus gesunden Probanden und aus Polytrauma-Patienten

3. Spezifische Ausschaltung der Mcl-1-Proteinexpression und nachfolgende Unter-
suchung der Relevanz dieses Proteins flir die Apoptoseresistenz in PMN aus Po-
lytrauma-Patienten

4. Untersuchung einer moglichen Interaktion des antiapoptotischen Proteins Mcl-1
mit den proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie in PMN aus gesunden
Probanden und aus Polytrauma-Patienten

5. Charakterisierung der subzelluldren Lokalisation der proapoptotischen Faktoren
der Bcl-2 Familie Bax und Bid sowie Untersuchung einer moglichen Transloka-
tion dieser Proteine zu den Mitochondrien nach Aktivierung des intrinsischen
sowie des extrinsischen Apoptosesignalwege in PMN aus gesunden Probanden

und aus Polytrauma-Patienten

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen zum besseren Verstindnis der Regulation der
Apoptose in humanen PMN sowie zu der Aufkldarung der Apoptoseresistenz in PMN
aus Polytrauma-Patienten beitragen. Dadurch kénnen die Kenntnisse iiber die Rolle von
PMN in der humanen Pathologie, z.B. wihrend eines SIRS, vertieft werden. Ferner
konnen die Ergebnisse der Arbeit zum besseren Verstiandnis der Prozesse beitragen, die
fiir das Abklingen einer Entziindung essentiell sind. Die Identifizierung antiapoptoti-
scher Faktoren und Signalkaskaden kann eine solide Basis fiir die Entwicklung neuer

therapeutischer Moglichkeiten schaffen, die bei der Behandlung von SIRS und Sepsis,
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aber auch von weiteren inflammatorischen Erkrankungen, die mit einer Neutrophilie
einhergehen, fordernd sein kann.

Das ferne Ziel in der PMN-Forschung bleibt, die hochpotenten toxischen Effekte
von PMN neutralisieren zu konnen, ohne das wertvolle antiinflammatorische und anti-

mikrobielle Potential dieser Zellen zu beeinflussen.
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3 Material und Methoden

3.1 Geriite

BioPhotometer, Eppendorf

Blotkammer fiir Western Blot (Novex semi-dry), Invitrogen
Brutschrank (HeraCell 150), Heraeus

Durchflusszytometriegerit (FACSCalibur), Becton Dickinson
Echtzeit-PCR Gerit (Real Time-PCR System 7300), Applied Biosystems
Eis-Blocks (Bio-Rad)

Eismaschine (AF80), Scotsman

Elektrophoresekammer (mini-protean tetra cell), Bio-Rad
Elektroporationsgerit (Nukleofektor Amaxa Il Device), Lonza
Feinwaage (Kern ABJ), Kern & Sohn GmbH
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 40), Zeiss
Geldokumentationsanlage (Molecular Imager ChemiDoc), Bio-Rad
Glasplatten fiir Gelelektrophorese (0,75, 1,0 und 1,5 mm), Bio-Rad
GrofBzentrifuge (Megafuge 16R), Heraeus

Heizplatte (dry bath FB15101), Fischer Scientific
Konfokalmikroskop (cLSM 510 Meta), Zeiss

Kiihlschrank (4 °C, -20 °C), Liebherr

Kiihlschrank (-80 °C Hera freeze), Heraeus

Lichtmikroskop (Axiovert 40C) Zeiss

MACS Separator mit magnetischem Feld (Miltenyi)

MACS mikro-Auftrennungssdulen (Miltenyi)

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank (HeraSafe), Heraeus
Neubauer Zahlkammer 0,0025 mmz, Tiefe 0,100 mm, Assistent
PCR Gerit (ThermoCycler), Bio-Rad

pH Messgerit (HJ 221), Hanna Instruments

Photometer (Viktor® 1420), Perkin Elmer

Pipetten, Eppendorf, Peqlab, Reference

Pipettierhilfe Pipetus® , Hirschmann Laborgeréte

Schiittler (KM2), Edmund Biihler GmbH

Schiittler (see-saw rocker SSL4), Stuart

Spannungsquelle (PowerPac HC), Bio-Rad
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Stidnder und Rahmen fiir Gelelektrophorese, Bio-Rad

Taumelrollenmischer (rock 'n ‘roller RMS), CAT

Thermomixer (Ikamag RH), Janke & Kunkel IKA-Labortechnik

Tischzentrifuge (Fresco 17/Pico 17), Heraeus

Ultraschallprozessor (UP50H mit Sonotrode MS1), Hielscher Ultrasound Technology
Vortexer (Labinco L46), Welabo

Waage (Kern 440-45), Kern & Sohn GmbH

Wasserbad mit Schiittelfunktion, Medingen

Wasserbad (4dqualine AL12), Lauda

3.2 Material

3.2.1 Verbrauchsmaterialien

BioBlot Nitrozellulose-Membran (Porengréfe 0,4 pm), Bio-Rad

Blotting Filterpapier (Dicke 2,5 mm, 7,5:8,4 cm), Invitrogen
Deckglidschen (24x32 mm), VWR

Deckglédschen (15 mm), VWR

FACS Rohrchen (5 ml), Becton Dickinson

Falkonr6hrchen (15 und 50 ml), Greiner Bio-One

Fluoreszenzkiivetten (Schichtdicke 10 mm, 340 nm, 10x4x45), Sarstedt
Heparin Blutréhrchen (LH102 I.U., 6 ml, 13 x 100 mm), BD Vacutainer
Kombitips (0,5 und 5 ml), Eppendorf

Kryorohrchen, Greiner Bio-One

Mikrotiterplatten (12-, 24- und 96-well CELLSTAR®), Greiner Bio-One
Pasteurpipetten (3 ml, makro graduiert 150 mm, unsteril), Ratiolab
Pipettenspitzen verschiedener GroB3en, StarLab

Plastikpipetten (5, 10 und 25 ml), Costar

Reaktionsgefialie (0,5, 1,5 und 2 ml), Eppendorf

Serum-Blutréhrchen (SST II advance, 5 ml, 13 x 100 mm), BD Vacutainer
Zellkulturflaschen mit Gasaustauschschraubverschluss (Bodenfliche: 75 cm? 250 ml

CELLSTAR"™), Greiner Bio-One

3.2.2 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid (30 %/Bis Solution 37,5:1), Roth
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All-trans-Retinolsdure (ATRA), Sigma
Ammoniumchlorid (0,83 %) Sigma
Ammoniumpersulfat (APS), Sigma
Bromphenolblau, Roth

BSA (Rinderserumalbumin, bovine serum albumin), PAA
Chlorophorm, Sigma

Dako cytomation mounting medium, Dako
DAPI, Sigma

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma
Dithiothreitol (DTT), Imgenex

dNTP-Mix, Qiagen

EDTA, Sigma

Ethanol, Merk

Essigsédure (96 %, Eisessig), Merck

Glycerol, Roth

Glycin, Roth

Isopropanol, Sigma

JC-1, Sigma

Kaliumhydrogencarbonat, Merck
Magermilchpulver, Roth

Mercaptoethanol, Roth

Methanol, Merck

Mitotracker Red CMX Ros, Invitrogen
Molekularbiologisch reines Wasser, SPrime
Natriumchlorid, Merck

Natriumchlorid, physiologische Losung 0,9 %, DeltaSelect
Natriumcitrat, Merck

Natriumdeoxycholat, Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS), VWR
Nonidet-P40, US Biological

Normales Ziegenserum (normal goat serum, NGS), Dako
Paraformaldehyd (PFA), Merck

Percoll (easycoll separating solution), Biochrom
Phosphataseinhibitoren (PhosSTOP), Roche
Poly-D-Lysin Hydrobromid, Sigma
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PonceauS, Serva

Power SYBR®™ Green PCR-Mastermix, Applied Biosystems
Precision plus protein dual-color standards, Bio-Rad
Propidiumiodid, Sigma

Proteaseinhibitoren (complete mini), Roche

Protein G mikro-Beads, Miltenyi

Rothi-Mark prestained Proteinmarker, Roth
RNase-Inhibitor (RiboLock 2500U), Thermo Scientific
RT-Puffer fiir RT-PCR (10x), Qiagen

Staurosporin (STS), Alexis

Taq-Polymerase-Puffer (10x), Qiagen

TEMED, VWR

Trichloressigsdure (TCA), Merk

TriReagent”, Sigma

Tris, Roth

Tris-Base, Calbiochem

Triton X-100, Sigma

Trypanblau, Sigma

Tween 20, Sigma

3.2.3 Kits

BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific

DNA-free Kit, Ambion

Extraktionskit fiir Mitochondrien, Imgenex

Nukleofektor Kit fiir humane Monozyten, Lonza

Omniscript® Kit fiir reverse Transkription, Qiagen

Phospho-MAPK Array Kit, R&D Systems

UptiLight ultrasensitives HRP Detektions-System fiir Western Blot, Uptima

3.2.4 Inhibitoren

Inhibitor fiir Caspasen (BocD-fimk), Biocat
Inhibitor fiir p38a/p (SB203580), Calbiochem
Inhibitor fiir PI3K (LY294002), Cayman
Inhibitor fiir Proteasom (MG-132), Calbiochem

26



3 Material und Methoden

3.2.5 Antikorper

Tabelle 3.1. Ubersicht der primiren und sekundiren Antikérper fiir Western Blot.

Antikorper Ursprungspezies | Zielspezies Hersteller
anti-Mcl-1 IgG1, x monoklonal Maus Human BD Pharmingen
anti-Bax IgG, polyklonal Kaninchen Human Cell Signaling
anti-Bid IgG, polyklonal Kaninchen Human Cell Signaling
anti-Bad IgG1 (D24-A9), monoklonal Kaninchen Human Cell Signaling
anti-Bik IgG, polyklonal Kaninchen Human Cell Signaling
anti-Bim IgG (C34-C5), monoklonal Kaninchen Human Cell Signaling
anti-Puma IgG, polyklonal Kaninchen Human Cell Signaling
anti-Cytochrom ¢ IgG2b, k monoklonal Maus Human BD Pharmingen
anti-MnSOD, polyklonal Kaninchen Human Stressmarg
Biosciences Inc.
anti-GAPDH IgG1, monoklonal Maus Human Imgenex
anti-phospho-Akt (Serin 473), polyklonal Kaninchen Human Cell Signaling
anti-phospho-GSK-3a Kaninchen Human Cell Signaling
(Serin 21), monoklonal
anti-phospho-GSK-3f (Serin 9), polyklonal | Kaninchen Human Cell Signaling
anti-Maus IgG-HRP Ziege Maus Dako
anti-Kaninchen IgG-HRP Ziege Kaninchen Dako
Tabelle 3.2. Ubersicht der Antikorper fiir Co-Immunprizipitation.
Antikorper Ursprungspezies | Zielspezies Hersteller
anti-Bax IgG, polyklonal (Klon N20) Kaninchen Human Santa Cruz
Biotechnology
anti-Mcl-1 IgG1, x monoklonal Maus Human BD Pharmingen
Tabelle 3.3. Ubersicht der Antikérper fiir Inmunfluoreszenz.
Antikorper Ursprungspezies | Zielspezies Hersteller
anti-Bax IgG, polyklonal (Klon N20) Kaninchen Human Santa Cruz
Biotechnology
AlexaFluor 488-Konjugat IgG (H+L) | Ziege Kaninchen Cell Signaling

F(ab"), Fragment

3.2.6 Enzyme

Omniscript® Reverse Transkriptase, Qiagen

Taq-Polymerase, Qiagen
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3.2.7 Oligonukleotide

Primer fiir RT-PCR: oligo-(dT);s-Nukleotide, Sigma
Random-Primer, Sigma

Genspezifische Primer fiir qRT-PCR (human), Sigma:
Mecl-1

forward 5'- CAA GGC ATG CTT CGG AAA CT -3’
reverse 5'- GAT CAT CAC TCG AGA CAA CGA TTT -3’
18S

forward 5'- CAT GGT GAC CAC GGG TGA C-37;
reverse 5'- TTC CTT GGA TGT GGT AGC CG-3";

3.2.8 siRNA

AlexaFluor 488-konjugierte Kontroll-siRNA, Qiagen

Genspezifische Mcl-1 siRNA-Sequenz fiir Transfektion (human), Qiagen:
Ziel-Sequenz 5'- CCC GCC GAA TTC ATT AAT TTA -3°

Sense Strang 5'- CGC CGA AUU CAU UAA UUU ATT -3’

Antisense Strang 5'- UAA AUU AAU GAA UUC GGC GGG -3’

3.2.9 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit destilliertem Wasser (Fischar GmbH & Co KG)

angesetzt.

Fiir Herstellung einer reinen Granulozyten-Population:

Erythrozyten-Lyselosung 0,83 % NH4Cl
0,1 % KHCO3
0,004 % EDTA

Fiir Messung der Apoptose nach Nicoletti:

Propidiumiodid-Losung (Nicoletti- 0,1 % Natriumcitrat
Puffer) 0,1 % Triton X-100
50 pg/ml Propidiumiodid

Fiir Messung der mitochondrialen Membrandepolarisation:

JC-1-Losung 760 uM in PBS
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Fiir Western Blot:

Trenngel-Puffer, 4x

1,5 M Tris (pH = 8§,8)
0,4 % SDS

Sammelgel-Puffer, 4x

0,5 M Tris (pH = 6,8)
0,4 % SDS

10 % Trenngel, pH = 8,8
(fir 1 Gel)

H,0 3,125 ml

30 % (v/v) Acrylamid 2,5 ml
4x Trenngel-Puffer 1,875 ml
10 % (v/v) APS 25 ul
TEMED 10 pl

12 % Trenngel, pH = 8,8
(fur 1 Gel)

H,0 2,625 ml

30 % (v/v) Acrylamid 3 ml
4x Trenngel-Puffer 1,875 ml
10 % (v/v) APS 25 ul
TEMED 10 pl

15 % Trenngel, pH = 8,8
(fiir 1 Gel)

H,0 1,875 ml

30 % (v/v) Acrylamid 3,75 ml
4x Trenngel-Puffer 1,875 ml
10 % (v/v) APS 25 ul
TEMED 10 pl

4 % Sammelgel, pH = 6,8
(fiir 1 Gel)

H,0 3 ml

30 % (v/v) AA 0,65 ml

4x Sammelgel-Puffer 1,25 ml
10 % (v/v) APS 25 ul
TEMED 10 ul

SDS-Elektrophorese-Puffer
(Elphopuffer)

25 mM Tris, pH= 28,3 - 8,8
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Transfer-Puffer

25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
10 % (v/v) Methanol

TBS-T

TBS + 0,1 % (v/v) Tween
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TBS 7,7 mM Tris (pH = 7,5)
150 mM NacCl

PBS 80 mM Na,HPO,47H,0
20 mM NaH,PO4-H,0
100 mM NaCl pH = 7,5

Lammli-Puffer, 4x 40 % (v/v) Glycerol

250 mM Tris, pH = 6,8

8 % (w/v) SDS

0,1 % (v/v) Bromphenolblau
20 % (v/v) B-Mercaptoethanol

Blockierungs-Losung

5 % (w/v) Milchmagerpulver/BSA in TBS-T

PonceauS-Losung

3% (v/v) TCA
0,1 % (v/v) PonceauS

RIPA Protein-Lysepuffer

50 mM Tris/HCL, pH =8
150 mM NacCl

1 % (w/v) Nonidet P-40

1 % (w/v) Na-Deoxycholat
0,1 % (w/v) SDS

Stripping-Puffer

62,5 mM Tris (pH = 6,8)
2 % SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

Fiir Co-Immunprizipitation:

Lyse-Losung

50 mM Tris/HCI, pH =7,5
150 mM NacCl
1 % TritonX-100 mit Proteaseinhibitoren

Salzreiches Puffer

500 mM NacCl
50 mM Tris/HCL, pH =8
1 % NP-40

Salzarmes Puffer

300 mM NacCl
50 mM Tris/HCL, pH =8
1 % NP-40
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3.2.10 Zellen und Zellkulturmedien

Humane myeloide Leukédmie-Zelllinie HL-60, Institut fiir medizinische Mikrobiologie,
HHUD

RPMI-1640 (mit 2 mmol/L Glutamin, 2,0 g/l NaHCO3), Biochrom

Antibiotika (Penicillin 100 U/ml; Streptomycin 100 pg/ml), weiter als P/S abgekiirzt,
PAA Laboratories

FCS (fotales Kédlberserum, fetal calf serum), PAA Laboratories

PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung, Dulbecco’s phosphate-buffered saline, w/o
Mg/Ca), Biochrom

Zusammensetzung des Zellkulturmediums:

Zu RPMI-1640 wurde 1 % (v/v) P/S hinzugefiigt. Versuchsabhingig wurde zusédtzlich
1 % oder 5 % FCS (v/v) bzw. 1 % oder 5 % Patienten-Serum (v/v) hinzugefiigt. Um

interindividuelle Unterschiede zu minimieren, wurde standardgemal ein zu gleichen

Teilen gemischtes Serum von mind. 3 Polytrauma-Patienten verwendet.

3.2.11 Software

ABI Prism 7300 System SDS v 1.4 fiir qRT-PCR, Applied Biosystems
Adobe Photoshop CS3 10.0 fiir Bildbearbeitung, Adobe
CellQuestPro fiir durchflusszytometrische Messung, Becton Dickinson

End Note X5 fiir Zitaten und Literaturverzeichnis, Reuters

GraphPad Prism 5 fiir Datenauswertung und statistische Analyse, GraphPad Prism

LSM Image Browser, fiir Bildbearbeitung, Zeiss
MS Office 2010

Primer Express® 3.0 fiir Design von genspezifischen Primern, Applied Biosystems

Molecular Imager ChemiDoc XRS und QuantityOne 4.6.5 Basic fur Protein- Geldoku-

mentation, Bio-Rad Laboratories

3.3 Methoden

3.3.1 Demografie und die Aufnahmekriterien der Patienten in die Studie

In diese prospektive Studie sind Daten von 37 polytraumatisierten Patienten eingeflos-
sen (11 Frauen und 26 Ménner). Als Kontrolle diente ein vergleichbares Kollektiv ge-
sunder Probanden (n = 35, 19 Frauen und 16 Ménner). Das durchschnittliche Alter der
Polytrauma-Patienten betrug 52,4 + 19,2 Jahre (Altersumfang 22 — 80 Jahre), der Kon-
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troll-Probanden 34,0 + 9,4 Jahre (Altersumfang 23 — 52 Jahre). In die Studie wurden
Patienten aufgenommen, die eine Verletzungsschwere mit einem injury severity score
(ISS) > 16 Punkte aufwiesen, sowie einen Aufenthalt auf der Intensivstation (intensive
care unit, ICU) von mindestens 3 Tagen, und primér im Universititsklinikum Diissel-
dorf behandelt wurden. Alle Patienten erfiillten mindestens 2 Kriterien fiir SIRS (s.u.)
am Tag der Aufnahme auf dem ICU und am 1. Tag nach Trauma. Ausgeschlossen aus
der Studie wurden polytraumatisierte Patienten mit einem isolierten Schédelhirntrauma
sowie mit einer bekannten immunsupprimierenden Vormedikation. Die Blutproben
wurden am 1. Tag nach Trauma aus einliegenden arteriellen Kathetern entnommen. Die
Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf hat diese Studie geneh-
migt (Studiennummer 2633).

Laut der internationalen Sepsis-Konferenz des amerikanischen Kollegiums der Lun-
genspezialisten (american college of chest physician, ACCP) und der Gesellschaft der
Intensivmedizin (society of critical care medicine, SCCM) von 1991 wird SIRS diag-
nostiziert, wenn mindestens zwei von vier folgenden klinischen Parametern erfiillt sind
(Bone, Balk et al. 1992):

e Fieber (> 38°C) oder Hypothermie ( <36 °C)

e Tachypnoe (Atemfrequenz > 20/min) oder Hyperventilation (arterialer Kohlen-

dioxidpartialdruck (PaCO,) < 32 mmHg)

e Tachykardie (Herzfrequenz > 90/min)

e Leukozytose (> 12000 weiBe Blutkdrperchen/mm?), Leukopenie ( < 4000/mm°)

oder > 10 % unreife Leukozytenformen im Differenzialblutbild (sog. Linksver-

schiebung).

3.3.2 Methoden der Zellkultur
3.3.2.1 Isolierung und Kultivierung von humanen PMN

Humane PMN wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll aus heparini-
siertem vendsem Vollblut isoliert. Zur Herstellung einer reinen Population von PMN
wurde eine Dichte des Gradienten von 1,086 verwendet, wofiir Percoll-Lésung mit der
Dichte von 1,124 g/ml mit 0,9 % NaCl verdiinnt wurde (5 ml Percoll-Losung + 3,4 ml
NacCl). Die verdiinnte Percoll-Losung wurde langsam mit ca. 5 ml Vollblut in einem 15
ml Falkonréhrchen iiberschichtet, um eine eventuelle Vermischung der Phasen zu ver-

meiden. Danach folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 25 min bei 2000 rpm und Raum-
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temperatur (RT) ohne Bremse. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte sammeln sich
die mononukleédren Zellen (Monozyten und Lymphozyten) in der Interphase an, wobei

sich PMN mit Erythrozyten im Sediment befinden (Abb. 3.1).

Vollblut Plasma

Mononukledre Zellen

Percoll-Lésung

Percoll-Losung

Polymorphnukledre
Zellen (PMN) und
Erythrozyten

Vor der Zentrifugation Nach der Zentrifugation

Abbildung 3.1. Zentrifugenréhrchen vor (links) und nach (rechts) der Dichtegradientenzentrifugation von
Percoll-Losung mit Vollblut.

8,4 ml verdiinnte Percoll-Losung wird langsam mit ca. 5 ml heparinisiertem vendsem Vollblut iiberschichtet, um eine
Vermischung der Phasen zu vermeiden. Nach dem Zentrifugationsschritt (25 min, 2000 rpm ohne Bremse bei RT)
sammeln sich die mononukledren Zellen, wie Monozyten und Lymphozyten, in der Interphase an. Die PMN mit
Erythrozyten befinden sich im Sediment und die obere Phase enthdlt Plasma. 5 ml Vollblut wird benétigt, um ca.
1107 PMN zu isolieren.

Zur Lyse der Erythrozyten im Pellet wurde eine isotonische Ammoniumchlorid-
Losung verwendet. Das PMN/Erythrozyten-Pellet wurde in Ammoniumchlorid-
Lyselosung resuspendiert und fiir 7 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend folgten ein
Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 1500 rpm und RT und ein Waschschritt mit phos-
phatgepufferter Salzlosung (phosphate-buffered saline, PBS). Reinheit und Viabilitét
der PMN-Population wurde routinegemdll mittels forward und side scatter im Durch-
flusszytometer (FACSCalibur) und mittels Trypanblau-Fiarbung bestimmt und betrug
immer > 95 %. Fiir weitere Experimente wurden Zellen entweder sofort bei -80 °C ein-
gefroren oder im Zellkulturmedium resuspendiert und im Brutschrank bei 37 °C, 80 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Gehalt kultiviert.

Um die Zellphysiologie nicht unnétig zu beeintrachtigen, eine Pré-aktivierung
und das Verklumpen der PMN zu vermeiden, wurde wéhrend des gesamten Prozesses
der Isolierung ein tiberméBig starkes und hiufiges Resuspendieren und Schiitteln der

Zellen sowie abruptes Temperaturwechsel vermieden.
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3.3.2.2 Gewinnung von Serum

Das Serum wurde aus vendsem Vollblut isoliert. Dafiir wurden Blutproben in Serum-
Blutrohrchen (SST II advance von BD Vacutainer) gesammelt, die im Vergleich zu den
Rohrchen fiir Plasma- oder Blutzellgewinnung keine Antikoagulantien enthalten. Blut
gerinnt daher spontan in den Réhrchen und wird in 2 Fraktionen aufgetrennt: Serum und
Blutkuchen mit Fibrin. Die Serum-Réhrchen wurden fiir 10 min bei 3000 rpm und RT
abzentrifugiert, wobei sich das Serum im Uberstand ansammelt. AnschlieBend wurde

das Serum in Eppendorfgefdfle aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.

3.3.2.3 Kultivierung und Ausdifferenzierung von HL-60 Zellen

Die Zelllinie HL-60 entstand von einer 36-jdhrigen Patientin mit akuter myeloider Leu-
kdmie (Collins et al. 1977), die aufgrund der Neuevaluierung als akute myeloblastische
Leukdmie mit Differenzierung (FAB Klasse M2) eingestuft wurde (Dalton et al. 1988).
Die Kultivierung von peripheren Leukozyten aus dem Blut dieser Patientin ermoglichte
die Etablierung einer wachstumsfaktorenunabhéngigen, immortalisierten Zelllinie mit
diversen myeloiden Eigenschaften (Gallagher et al. 1979). HL-60 Zellkulturen bestehen
aus ausdifferenzierten Zellen, die Myeloblasten- und Promyelozyten-dhnliche Eigen-
schaften besitzen. Abhingig von den Eigenschaften des Induktors kann die Fahigkeit
der myeloiden Zellen erhdht werden, sich zu Granulozyten-dhnlichen oder zu Monozy-
ten/Makrophagen-dhnlichen Zellen zu differenzieren (Fontana et al. 1981).

So konnen die Zellen mittels polar-planarer Stoffe, wie Dimethylsulfoxid
(DMSO), oder durch andere Substanzen, wie Retinolsdure oder Actinomycin D, zu
Neutrophil-dhnlichen Zellen ausdifferenziert werden, wihrend 1,25-Dihydroxyvitamin
D3, Phorbolesther und Sodiumbutyrat die Differenzierung zu Monozyten/Makrophagen-
dhnlichen Zellen anregen konnen (Fontana, Colbert et al. 1981; Fibach et al. 1982). Die
Ausdifferenzierung bewirkt zahlreiche Verdnderungen in der Zelle, die durch morpho-
logische, histochemische und immunologische Kriterien nachweisbar sind (Graham et
al. 1985; Collins 1987). Somit stellt die Zelllinie HL-60 ein attraktives Modell dar, um
die Differenzierung von humanen myeloiden Zellen zu untersuchen (Birnie 1988), wo-
bei die ausdifferenzierten Neutrophil-dhnlichen HL-60 Zellen eine giinstige Alternative
fiir Studien mit humanen PMN darstellen.

HL-60 Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C, 80 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
CO,-Gehalt in Zellkulturflaschen (75 cm?) herangeziichtet. In der log-Phase bei einer

Konfluenz von 75 — 90 % wurden die Zellen passagiert (etwa zweimal pro Woche). Das
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Passagieren der Zellen erfolgte durch Zugabe des frischen Mediums (RPMI-1640 + 1 %
P/S + 10 % FCS). Die Ausdifferenzierung von HL-60 Zellen zu Neutrophil-dhnlichen
Zellen erfolgte durch Zugabe von all-trans-Retinolsdure (ATRA) in der Konzentration
von 1 uM. Die Zellen wurden in 75 cm’ Zellkulturflaschen mit einer Dichte von 1-10°
Zellen/ml ausgesét und mit ATRA fiir 5 Tage im Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Am
5. Tag erfolgte Behandlung und anschlieBende Kultivierung der Zellen.

HL-60 Zellen entwickeln wihrend der Ausdifferenzierung zu Neutrophil-
dhnlichen Zellen viele Charakteristika der reifen PMN, u.a. die Fihigkeit spontane
(konstitutive) Apoptose zu begehen (Santos-Beneit et al. 2000). Daher wurde zur Kon-
trolle der Ausdifferenzierung der HL-60 Zellen durchflusszytometrisch die Apoptose
bestimmt. Fiir die ausdifferenzierten Neutrophil-dhnlichen HL-60 Zellen ist eine ca. 10-
fache Erhohung der Apoptoserate, im Vergleich zu den myeloiden HL-60 Zellen, cha-

rakteristisch.

3.3.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Um eine bestimmte Zelldichte ausplattieren zu konnen, wurde die Zellzahl mithilfe der
Neubauer Zihlkammer bestimmt. Die auszuzdhlende Zellsuspension wurde dafiir mit
Trypanblau-Lésung 1:4 verdiinnt. Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff und
kann daher die Membranen lebender Zellen nicht passieren. Tote Zellen konnen den
Farbstoff hingegen aufnehmen, werden blau angefarbt und sind somit im Lichtmikro-
skop von den vitalen Zellen gut unterscheidbar. Nach Auszidhlung der vier GroBquadra-
te ldsst sich die Anzahl der Zellen/ml nach folgender Formel errechnen:
(Zellzahl in 4 Quadraten - 104) / Anzahl von Quadraten (4) = Zellen/ml,

wobei 10* der Kammerfaktor ist.

3.3.2.5 Auftauen und Einfrieren der Zellen

Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen im Einfriermedium (90 % FCS + 10 %
DMSO) bei -180 °C im fliissigen Stickstoff kryokonserviert. Die Zellen wurden aus der
Zellkulturflasche abpipettiert und in ein steriles Falkonrohrchen iiberfiihrt. Anschlie-
Bend erfolgte das Abzentrifugieren der Zellen fiir 5 min bei 1000 rpm und RT. Der
Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in
Kryorohrchen tiberfiihrt. Zum langsamen Abkiihlen wurden die Rohrchen in ein Ein-
friergefiB (-1 °C/min) gestellt und iiber Nacht (UN, mind. 18 h) bei -80 °C gelagert. Am
ndchsten Tag wurden die Kryordhrchen in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.
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Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen in Kryordhrchen im Wasserbad bei
37 °C erwiarmt. AnschlieBend wurden die Zellen im vorgewdrmten Zellkulturmedium
(RPMI-1640 + 1 % P/S + 10 % FCS) aufgenommen, in ein steriles 15 ml Falconréhr-
chen tiberfiihrt und fiir 3 min bei 1000 rpm und RT abzentrifugiert. Das Zellpellet wur-
de anschliefend im frischen Zellkulturmedium resuspendiert und auf eine Zellkulturfla-

sche (75 cm?) verteilt. Weiterhin wurden die Zellen wie beschrieben kultiviert.

3.3.3 Durchflusszytometrische Methoden

Durchflusszytometrie (fluorescent-activating cell sorting, FACS) ist eine Laser-
gestiitzte Methode zu einer simultanen Quantifizierung mehrerer optischer Eigenschaf-
ten von einzelnen Partikeln oder von kompletten Zellen. Mittels Durchflusszytometer
konnen sowohl die Streulicht- (ZellgroBe und Zellgranularitit) als auch die Fluoreszen-

zeigenschaften von Zellen bestimmt werden.

3.3.3.1 Bestimmung der Apoptose (Methode nach Nicoletti)

Die Apoptoserate von PMN bzw. von HL-60 Zellen wurde unter Anwendung der durch-
flusszytometrischen Analyse mit Propidiumiodid (PI) untersucht. Die Methode wurde
1991 von Nicoletti und Mitarbeitern etabliert (Nicoletti et al. 1991) und stellt seitdem
ein weit verbreitetes Verfahren dar, um die Apoptose in verschiedenen experimentellen
Modellen zu untersuchen (Riccardi et al. 2006). PI ist ein Fluorochrom, der stochiomet-
risch an die Nukleinsduren bindet (Wallen et al. 1982; Pollack 1990). Somit ist die
Emission von PI proportional zu dem DNA- und RNA-Gehalt der Zelle.

Die Nicoletti-Methode beruht auf dem Prinzip, dass die apoptotischen Zellen,
unter anderen Merkmalen, fragmentierte DNA aufweisen (Wyllie 1980). AuBerdem
wird mit dieser Technik eine mogliche Anfarbung der zelluldiren RNA vermieden. Ne-
ben PI enthélt der hypotone Nicoletti-Puffer das Detergenz Triton X-100. Dadurch wird
nur die Zellmembran, nicht aber die Kernmembran lysiert. Die Zellkerne bleiben intakt
und man kann somit nur den zelluliren DNA-Gehalt im Durchflusszytometer messen.
Bei der durchflusszytometrischen Analyse zeigen die mit PI inkubierten apoptotischen
Zellen einen breiten, schwicher fluoreszierenden hypodiploiden (sub-G1) Peak, der sich
deutlich von dem schmalen Peak der Zellen mit normalem (diploidem) DNA-Gehalt
unterscheidet.

Die Apoptoserate wurde entweder direkt nach der Isolierung oder nach der Kul-
tivierung der Zellen bestimmt. Dafiir wurden die Zellpellets (mind. 5-10° Zellen) im
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Nicoletti-Puffer aufgenommen und die Zellsuspension fiir 2 h bei 4 °C im Dunkeln in-
kubiert. AnschlieBend erfolgte die Fluoreszenzmessung mittels FACS Analyse. Pro
Probe wurden 20000 Zellen gemessen. Fiir die Auswertung wurde der prozentuale An-
teil der Zellen in der Probe bestimmt, die den hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen,
was der fragmentierten DNA entspricht und folglich fiir apoptotische Zellen charakte-

ristisch ist.

3.3.3.2 Bestimmung der mitochondrialen Membrandepolarisation

Die mitochondriale Atmungskette produziert Energie, die als elektrochemisches Poten-
tial gespeichert wird. Das elektrochemische Potential besteht aus transmembranem
elektrischem Potential, das innen stark negativ geladen ist (-180 bis -200 mV), und ei-
nem Protonengradienten von etwa 1 Unit, welcher ausreichend fiir die ATP-Synthese
ist, um energieabhéingige zelluldre Prozesse zu gewihrleisten (Mitchell 1961; Boyer et
al. 1977). In der frithen Phase der Apoptose kommt es zur Ausbildung von Poren in der
mitochondrialen Aufenmembran und folglich zu der Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials (MMP). Die Verdnderung des MMP gilt somit als ein Merkmal der
frithen apoptotischen Ereignisse in der Zelle (Petit et al. 1995; Zamzami et al. 1995;
Castedo et al. 1996; Zamzami et al. 1996; Fossati, Moulding et al. 2003).

Aufgrund des hohen transmembranen Potentials konnen intakte funktionierende
Mitochondrien lipophile Kationen akkumulieren (Chen 1989). Basierend auf dieser Ei-
genschaft, wurde die Féirbung mit dem metachromatischen 5,5°,6,6 tetrachloro-
1,1°,3,3 -tetraethylbenzimidazolcarbocyaninjodid (JC-1) etabliert (Smiley et al. 1991).
Das lipophile, membranpermeable Kation JC-1 kann in monomerer Form vorliegen
oder reversibel in Aggregatform iibergehen (Reers et al. 1991; Cossarizza et al. 1996).
In vitalen Zellen mit hohem MMP lagert sich JC-1 in der mitochondrialen Matrix in der
Aggregatform an und fluoresziert orange-rot. In apoptotischen Zellen kommt es zur
Depolarisation der mitochondrialen Membran, so dass JC-1 grofBtenteils in monomerer
Form im Zytosol zurilickbleibt und fluoresziert griin (Reers, Smith et al. 1991; Smiley,
Reers et al. 1991).

Fiir die Bestimmung der mitochondrialen Membrandepolarisation wurden PMN
bzw. HL-60 Zellen (mind. 2,5-10° Zellen in RPMI + 1 % P/S + 10 % FCS) mit 3 pM (2
ng/ml) JC-1 fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte
sofort die Fluoreszenzmessung mittels Durchflusszytometer. Pro Probe wurden 10000

Zellen gemessen. Fiir die Auswertung wurde der prozentuale Anteil der Zellen be-
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stimmt, der eine Zunahme der Griinfluoreszenz aufwiesen (FL-1 shift), was auf die De-

polarisation der Mitochondrien in diesen Zellen hindeutete.

3.3.4 Molekularbiologische Methoden
3.3.4.1 Isolierung der Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA aus PMN bzw. aus HL-60 Zellen wurde mittels TriReagent™ (Sigma-
Aldrich) isoliert. Dieses Verfahren ist eine Modifikation vom single-step Protokoll fiir
die Isolierung der Gesamt-RNA von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski et al.
1987). TriReagent”, eine Mischung aus Guanidinthiocyanat und Phenol in der einphasi-
gen Losung, 16st effektiv DNA, RNA und Proteine in den Zellen oder in den Gewebe-
proben auf. Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach Herstellerangaben. Es wurde
1 ml TriReagent®/5-10° Zellen hinzugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe
von 200 pl Chloroform und nachfolgendem Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 11200
rpm und 4 °C entstehen 3 Phasen: die organische Phase mit Proteinen, die Interphase
mit DNA und die 16sliche Phase, die die RNA enthilt.

Die Gesamt-RNA wurde mittels Isopropanol prézipitiert. Zu der wéssrigen farb-
losen RNA-haltigen Phase wurde 500 pl Isopropanol/1ml TriReagent™ hinzugefiigt, 10
min bei RT inkubiert und anschlieBend 10 min bei 11200 rpm und 4 °C abzentrifugiert.
Das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml 75 % Ethanol gewaschen und zuletzt in sterilem
RNase-freiem Wasser resuspendiert. Zusitzlich wurde ein DNase I Verdau (rigorous
DNase treatment) mittels DNA-free Kit (Ambion) nach Herstellerangaben durchge-
fiihrt. Die Proben wurden mit der rekombinanten DNase I behandelt, um eine Kontami-
nation der RNA-Probe mit DNA auszuschlieBen. Die isolierte RNA wurde bei -80 °C
aufbewahrt.

3.3.4.2 Konzentrationsbestimmung der RNA

Eine intakte und reine RNA ist essentiell, um zuverldssige und reproduzierbare Ergeb-
nisse in der Genexpressionsforschung zu gewihrleisten. Die Reinheit der RNA wird
normalerweise aus dem Ajeo/a280- Verhidltnis bewertet (Baelde et al. 2001). Ein Azeo/280-
Verhéltnis von > 1,8 entspricht einer reinen RNA-Losung, die nicht durch Proteine
und/oder DNA verunreinigt ist (Sambrook J. 1989). Die eluierten RNA-Proben wurden
vorerst 1:25 mit sterilem 1 M Tris/HCI-Puffer verdiinnt. Zur Bestimmung der Konzent-

ration und Abschétzung der Reinheit der RNA-Losung wurde die Absorption bei 260
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nm und 280 nm gemessen. Die Messung erfolgte in UV-Kiivetten am BioPhotometer

(Eppendorf). Eine Absorption von A260 =1 (bei pH = 7) entspricht einer Konzentration

von 40 pg RNA /ml.

3.3.4.3 Reverse Transkription

Da das in der PCR verwendete Enzym Tag-Polymerase nur DNA-Stringe als Matrize
erkennt, muss die isolierte RNA mithilfe der RNA-abhéngigen DNA-Polymerase in
komplementire DNA (copy-DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Dazu wird das En-
zym Reverse Transkriptase verwendet, das in Retroviren vorkommt. Dieses Enzym be-
ndtigt zur Synthese ein Startermolekiil (einen Primer), das komplementéir an die mRNA
bindet. Meist sind das Oligo-dT-Nukleotide (10-15 Deoxythymidine), welche an den
poly-A-Schwanz (3’-Ende) der mRNA binden (Nam et al. 2002), oder random-
Oligonukleotide, bestehend aus mehreren zufillig zusammengesetzten Nukleotiden.
Standardgemdf wurde fiir die cDNA-Synthese 0,5 pg RNA eingesetzt. Die
RNA-Probe wurde mit 10 ul Wasser verdiinnt und anschlieBend der RT-Mix hinzuge-
fiigt. Dieser bestand aus:
0,25 ul Omniscript Reverse Transkriptase (4 U/ul)
2 ul RT-Puffer, 10x
2 ul dNTP-Mix (5 mM)
1 pl Oligo-dT-Primer (20 M)
2 ul random-Primer (8 bp, 100 uM)
0,25 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul)
2,5 ul RNase-freies Wasser
Fiir die Reverse Transkription wurde der Ansatz fiir 60 min bei 37 °C mittels
ThermalCycler (BioRad) inkubiert. Die so gewonnene cDNA wurde bei -20 °C gelagert

oder direkt flir Expressionsanalysen eingesetzt.

3.3.4.4 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-
PCR)

Die qRT-PCR ist eine Methode der Vervielfiltigung von Nukleinsduren, die auf dem
Prinzip der PCR (Mullis et al. 1987) beruht. Die Technik ermdglicht es, die Expression
von Genen in ,,Echtzeit” zu verfolgen, indem die Messungen des gebildeten Amplifikats
nach jedem PCR-Zyklus erfolgen (Schmittgen ; Heid et al. 1996; Klein 2002). Fiir die
Quantifizierung der Amplifikate wurde der sequenzunabhidngige DNA-Farbstoff SYBR

Green verwendet (Wittwer et al. 1997). SYBR Green weist in der Losung eine Grund-
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fluoreszenz auf, seine inhdrente Fluoreszenz wird jedoch erh6ht, wenn er in die kleine
Furche (minor groove) der doppelstringigen DNA interkaliert (Cosa et al. 2001;
Haugland 2001; Zipper et al. 2004). Somit ist die messbare Fluoreszenz proportional zu
der Menge an gebildetem Amplifikat.

In der Anlaufphase einer PCR ist die Menge an DNA begrenzt. Am Ende der
Reaktion (Plateau-Phase) steigt die Menge des Amplifikats sehr stark an, so dass die
Produkte miteinander hybridisieren und folglich die PCR hemmen kdnnen. Dazwischen
befindet sich die log-Phase (exponentielle Phase). Die Quantifizierung wird daher im
linearen Bereich in der log-Phase der PCR vorgenommen, da nur wihrend dieser Phase
die optimalen Reaktionsbedingungen herrschen. Der Zyklus, bei dem die messbare Flu-
oreszenz in der Probe erstmalig signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt (in
die exponentielle Phase libergeht), wird als Schwellenwert-Zyklus (threshold cycle, CT)
bezeichnet (Pfaffl et al. 2002; Holzapfel 2007).

Fiir die Quantifizierung wurde als Referenzgen die ribosomale RNA 18S (18S-
rRNA) verwendet. Dabei wurde die Expression des Zielgens mit dem Referenzgen
normalisiert, um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA-/DNA-
Probe auszugleichen und zell- und gewebespezifische Unterschiede in der Expression
zu minimieren. Die relative Quantifizierung der Genexpression wurde mittels delta-
delta-CT-Methode berechnet (Livak et al. 2001; Schmittgen et al. 2008), die eine Effi-
zienzkorrektur beinhaltet (Pfaffl 2001). Die Expression wurde mithilfe des delta-delta-
CT-Wertes als n-fache Genexpression angegeben. Die Spezifitit der entstandenen PCR-
Produkte wurde nach Beendigung der Amplifikation mittels Schmelzkurvenanalyse
iiberpriift.

Die qRT-PCR wurde in einem 7300 Real-Time PCR-System (Applied Biosys-
tems) mithilfe von Power SYBR Green PCR-Mastermix (Qiagen) durchgefiihrt. Die
Proben wurden in 96-Well Platten pipettiert, wo gleichzeitig die fluorimetrische Mes-
sung von den PCR-Produkten erfolgte. Das Gerdt misst bei jedem Zyklus die steigende
Fluoreszenz in den Proben und leitet das Signal direkt zur Software. Die Software regis-
triert fiir jede Probe den CT.

Zur Durchfiihrung der qRT-PCR wurden standardgemil 2 ng cDNA eingesetzt. Zu
jeder Probe (Triplikate) wurde Mastermix hinzugefiigt. Dieser bestand aus:
12,5 ul Power SYBR Green PCR-Mastermix, 2x
7 ul H,O (RNase-/DNase-frei)
0,75 pl forward Primer (10 pM)
0,75 pl reverse Primer (10 uM)
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AnschlieBend wurde die Platte bei 1000 rpm fiir 2 min bei 4 °C abzentrifugiert und
direkt der Lauf gestartet.

Laufparameter:

1. Aktivierung der Taq-Polymerase (hot start) 10 min bei 95 °C (1 Zyklus)
2. Amplifikation (40 Zyklen)

e Denaturierung 15 sec 95 °C

e Annealing 60 sec 60 °C

e Elongation 30 sec 72 °C

e Messung 0 sec 81 °C
3. Schmelzkurvenanalyse 0,1 °C/sec (70 — 95 °C)

3.3.4.5 RNA-Interferenz

Uber das Phinomen der RNA-Interferenz (RNAi) oder RNA-targeted silencing wurde
erstmalig im Jahr 1990 von Napoli und Mitarbeitern (Napoli et al. 1990) sowie von van
der Krol und Mitarbeitern (van der Krol et al. 1990) berichtet. RNA1 ist eine spezifische
Inaktivierung von Boten-RNA (messenger-RNA, mRNA), wobei in der Zelle doppel-
stringige RNA (dsRNA) durch DNA- oder RNA-abhingige Synthese hergestellt wer-
den. Solche dsRNA, die normalerweise in der Zelle nicht vorkommen, werden von einer
speziellen RNase Dicer erkannt und in kleine 21-23 Nukleotide lang dsRNA oder short
interfering RNA (siRNA) zerschnitten. Die siRNA besitzen an den beiden 3’-Enden
jeweils einen einzelstringigen Uberhang von 2 Nukleotiden. Einer der beiden RNA-
Stringe der siRNA wird anschlieBend in einem Riboproteinkomplex RNA-induced
silencing complex (RISC) entfernt. Der Abbau eines der beiden Stringe geschieht spezi-
fisch, da mit dem Entwinden der Strdnge am thermodynamisch instabileren Ende be-
gonnen wird. Der aktivierte RISC kann dann an die komplementére Ziel-mRNA binden
und diese zerschneiden.

Bereits wenige aktivierte RISC reichen aus, um eine grofle Anzahl von mRNA
in der Zelle zu inaktivieren. Es kommt zu einer drastischen Reduktion der mRNA-
Menge in der Zelle. Ebenfalls rasch sinken die Mengen an instabilen Proteinen mit einer
kurzen Halbwertszeit, die von mRNA kodiert werden. Bei stabilen Proteinen mit einer
hohen Halbwertszeit reicht die Zeit, bei der mRNA-Menge gering gehalten wird, nicht

aus, um eine signifikante Abnahme der Proteinexpression zu bewirken (Miilhardt 2006).

41



3 Material und Methoden

3.3.4.5.1 Transfektion von siRNA

Fiir die Transfektion von PMN bzw. von HL-60 Zellen wurde die auf Elektroporation
basierende Nukleofektor-Technologie (Lonza) angewandt. Die Zellen wurden unter
Verwendung des Elektroporationsgerites Amaxa II Device und unter Anwendung des
Nukleofektor Kits fiir humane Monozyten (beides Lonza) elektroporiert. Bei der Elekt-
roporation wird die Zellmembran kurzfristig durch einen kurzen elektrischen Impuls
permeabilisiert. Dadurch kann fremde DNA aus der Losung in die Zelle, vermutlich
durch Diffusion, passieren.

Fiir die Herunterregulation der Mcl-1-Expression wurden kommerziell erhaltli-
che spezifische siRNA-Sequenzen (Qiagen) verwendet. Die Positivkontrolle enthalt
siRNA, die an den Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 488 (Qiagen) gekoppelt ist. Die
Transfektionseffizienz wurde nach 1 h durchflusszytometrisch iiberpriift. Fiir die Trans-
fektionsexperimente wurde zu 5-10° Zellen/100 pl Transfektions-Losung (Kit) unter-
schiedliche Konzentrationen von siRNA (0,5, 1,5 und 2,5 ng) hinzugefiigt und die Zell-
suspension in die Elektroporationskiivette iiberfiihrt. Fiir die Elektroporation von PMN
wurde das Programm Y-001, von HL-60 Zellen — das Programm T-019 verwendet. An-
schlieend wurden die transfizierten Zellen sofort im vorgewarmten Zellkulturmedium
(RPMI-1640 + 1 % P/S + 10 % FCS) aufgenommen und in die Vertiefungen einer 24-
Well Platte tiberfiihrt. Die Zellen wurden nach 24 h fiir Western Blot Analysen gesam-
melt, um die Effizienz der Herunterregulation des Zielproteins zu iiberpriifen. Nach 24
h wurde zu den transfizierten Zellen der Induktor fiir intrinsische Apoptose Staurosporin
(STS) in der Konzentration von 0,2 uM hinzugefiigt, um die Relevanz von Mcl-1 fiir
die intrinsische Apoptoseresistenz in PMN nach schwerem Trauma zu {iberpriifen. Nach

18 h wurde durchflusszytometrisch die Apoptose bestimmt.

3.3.5 Proteinbiochemische Methoden
3.3.5.1 Western Blot

Die Western Blot Methode ermdglicht die Ubertragung von Proteinen auf eine Tri-
germembran, auf der die Proteine anschliefend mittels Immundetektion nachgewiesen

werden konnen.
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3.3.5.1.1 Proteinisolierung und Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Isolierung von Proteinen wurden frisch isolierte oder kultivierte PMN bzw. HL-60
Zellen im RIPA-Puffer aufgenommen und mittels Ultraschallprozessor (UP50H, Hiel-
scher Ultrasound Technology) sonifiziert (Sonotrode MS1, Amplitude 80 %, 0,5 Zyk-
len). AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicin-
choninsdure (BCA) Protein Assay Kit (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben. Der
Assay basiert auf der Eigenschaft von BCA, einen farbigen Komplex mit Kupferionen
Cu'" auszubilden, dessen Absorbtion bei 562 nm photometrisch bestimmt werden kann.
Dabei sind zwei Verfahren kombiniert: die herkdmmliche Biuretreaktion (Ausbildung
eines Komplexes zwischen Peptidbindungen und Kupferkationen Cu”" im basischen
Milieu) und die hochst sensitive, kolorimetrische Detektion von reduzierten Kupferio-
nen Cu'" mittels BCA (Smith et al. 1985).

Die sonifizierten Proben wurden vor der Messung 1:6 mit PBS verdiinnt und als
Duplikate auf eine 96-Well Platte pipettiert. Fiir die Quantifizierung wurde ein externer
Standard (0,0125, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 1,5 und 2 mg BSA/ml PBS) verwendet und eben-
falls als Duplikate pipettiert. Anschlieend wurde zu den Proben und Standards je 200
ul von BCA working reagent hinzugefiigt, 30 sec auf dem Schiittler bei RT und an-
schlieend 30 min bei 37 °C inkubiert. Die quantitative Messung der Proteinkonzentra-
tion erfolgte mittels Photometer (VICTOR?, Perkin Elmer). Die Proteinproben im RI-
PA-Puffer wurden bei -80 °C aufbewahrt oder sofort im Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.

3.3.5.1.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Vor dem eigentlichen Blot werden die Proteine in Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt,
was die Ermittlung des apparenten Molekulargewichtes von einzelnen Proteinen ermog-
licht. Standardgemil wurde 40 - 50 pg des Gesamtproteins mittels SDS-PAGE aufge-
trennt. Vorerst wurden die Proteine mit dem SDS- und B-mercaptoethanolhaltigen
Lammli-Puffer versetzt und 7 min bei 95 °C erhitzt. Das anionische Detergenz SDS
bildet Komplexe mit Proteinen und verleiht ihnen eine negative Gesamtladung, so dass
die urspriingliche Eigenladung der Proteine {iberdeckt wird. Somit laufen alle Proteine
im Gel gerichtet in Richtung Anode und werden nur ihrer GréBe nach aufgetrennt. Au-
Berdem dienen SDS und B-Mercaptoethanol im Lammli-Puffer der Zerstorung der nati-

ven Proteinkonformation (Denaturierung) und der Spaltung der Disulfidbriicken (Re-
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duktion) von Proteinen. Lange der entfalteten Polypeptide ist dadurch direkt proportio-
nal zum Molekulargewicht des jeweiligen Proteins.

Bei einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese wurden Sammel- und Trenngel
verwendet (Laemmli 1970). In Abhéngigkeit von der Gro3e des zu untersuchenden Pro-
teins wurde das geeignete Trenngel ausgewdhlt. Fiir Proteine von 10 - 60 kDa wurde ein
15 %-iges, flir Proteine von 30 - 120 kDa wurde ein 10 %-iges, fiir Proteine von 50 -
200 kDa wurde ein 7,5 %-iges Trenngel verwendet (Hashimoto et al. 1983). Die mit
dem Ladmmli-Puffer versetzten und denaturierten Proteine wurden in die Taschen des
Sammelgels aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei
einer Spannung von 120 V ca. 1,5 h in einer Elektrophoresekammer (mini-protean tetra
cell, Bio-Rad). Als Elektrophorese-Laufpuffer diente ein kombiniertes Tris/Glycin-
System. Im Sammelgel werden die Proteine an der Grenze zum Trenngel zu einer
schmalen, scharfen Bande konzentriert. Im kleinporigen Trenngel werden die Proteine

anschlieBBend ihrem Molekulargewicht nach aufgetrennt (Schagger et al. 1987).
3.3.5.1.3 Transfer und Immundetektion

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulose-
Membran im elektrischen Feld iibertragen (Towbin et al. 1979; Towbin et al. 1992). Der
Transfer der Proteine erfolgte bei einer Spannung von 23 V fiir 2,5 h mittels Blotkam-
mer (Novex semi-dry, Invitrogen). Auf der Nitrozellulose-Membran bleiben die Protei-
ne aufgrund ionischer und polarer Wechselwirkungen fixiert und sind fiir die nachfol-
gende Immundetektion zugédnglich. Vor dem Gebrauch wurde die Nitrozellulose-
Membran kurz im Transfer-Puffer mit Methanol aktiviert.

Die Effizienz der Ubertragung sowie die Auftrennung der Proteine auf der
Membran wurden nach dem Blotten mit dem Farbstoff PonceauS kontrolliert. PonceauS
ist 3-Hydroxy-4-(2-sulfo-4-(4-sulfophenylazo)-phenylazo)-2,7-naphthalendisulfonsiure,
die unspezifisch Protein-banden auf der Membran rot anfarbt. Die Trichloressigsdure in
der Farbelosung fixiert gleichzeitig die Proteine auf der Membran. Der Farbstoff wurde
von der Membran durch mehrmaliges Waschen mit Wasser und PBS entfernt. Zuletzt
wurde die Membran kurz mit TBS-T gewaschen.

Vor der eigentlichen Immunfirbung wurden alle freien Bindungsstellen auf der
Membran mit einem fiir den Antikorper nicht erkennbaren Protein blockiert, um eine
unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern. StandardgemiB wurden die
Membranen in der Blockierungs-Losung fiir 1 h bei RT inkubiert. Vor der Behandlung

der Membran mit den primiren Antikérpern, wie anti-Glycerinaldehyd-3-phosphat-
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Dehydrogenase (GAPDH) oder anti-mitochondriale Superoxiddismutase (MnSOD),
wurde 5 % BSA in TBS-T als Blockierungs-Losung verwendet. Fiir alle anderen Anti-
korper in dieser Arbeit wurde 5 % Magermilch in TBS-T als Blockierungs-Losung ge-
nommen. Anschlieend wurde die Membran mit einem spezifischen primiren Antikor-
per gegen das Zielprotein nach Herstellerangaben inkubiert (s. Tab. 3.4).

Die nachfolgenden Waschschritte mit TBS-T dienten dazu, um unspezifisch ge-
bundene und schwicher haftende Antikdrper zu entfernen. Danach folgte eine Inkubati-
on der Membran mit dem sekundiren Antikorper, der spezifisch gegen den ersten Anti-
korper gerichtet war und der Detektion diente. Es wurde der sekundére anti-Maus bzw.
anti-Kaninchen Antikorper aus Ziege verwendet (beides Dako), der das En-
zym/AntikSrper-Konjugat darstellt und an das Enzym Meerrettich-Peroxidase (horsera-
dish peroxidase, HRP) gekoppelt ist. Der sekundidre Antikoérper wurde in einer Verdiin-
nung von 1:1000 in TBS-T eingesetzt und die Membran damit fiir 1 h bei RT inkubiert.

Tabelle 3.4. Die Verdiinnungen und die Inkubationsparameter fiir die primiren Antikérper.

Antikorper Verdiinnung Inkubationslosung Inkubationsparameter
anti-Mcl-1 1:300 1 % Milch in TBS-T 2,5 hbei RT
anti-Cytochrom ¢ 1:2500 1 % Milch in TBS-T 2,5 hbei RT
anti-MnSOD 1:4000 3 % BSA in TBS-T 1,5 hbei RT
anti-Bax 1:1000 5% BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-Bid 1:1000 5 % Milch in TBS-T UN bei 4 °C
anti-Bad 1:1000 5% BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-Bik 1:1000 5 % BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-Bim 1:1000 5 % BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-Puma 1:1000 5% BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-phospho-Akt 1:1000 5% BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-phospho-GSK-3a | 1:1000 5% BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-phospho-GSK-3p | 1:1000 5% BSA in TBS-T UN bei 4 °C
anti-GAPDH 1:7500 3 % BSA in TBS-T 1 hbei RT

Zuletzt wurde die Membran erneut mit TBS-T gewaschen und das Signal mittels

Chemilumineszenz visualisiert und detektiert. Das Licht wurde in der Geldokumentati-
onsanlage mithilfe von ChemiDoc XRS Programm (Bio-Rad) direkt auf der Membran
detektiert. Die Spotintensitit auf der Membran korreliert mit der Menge des nachgewie-
senen Proteins. Somit erlaubt die Bestimmung der Spotintensitét Riickschliisse auf die
relative Menge der Proteine auf der Tragermembran. Zur relativen Quantifizierung der
Proteinmenge auf einer Membran wurden die zu bestimmenden Proteinspots unter
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Verwendung von QuantityOne Basic Programm (Version 4.6.5, 2000, Bio-Rad) genau
markiert und densitometrisch ausgewertet.

Fiir die semiquantitative Auswertung der Proteinexpression wurde die Membran
mit dem Antikorper gegen das Protein GAPDH reinkubiert. Diesem Schritt ging das
Strippen der Membran voraus. Dabei wurden die an der Membran haftenden Antikorper
entfernt und somit eine zweite Inkubation der Membran mit dem priméren Antikorper
ermoglicht. Dazu wurde die Membran fiir 20 min bei 60 °C mit B-Mercaptoethanol- und
SDS-haltigem Stripping-Puffer unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden -
Mercaptoethanol und SDS von der Membran durch mehrmaliges Waschen mit Wasser

und PBS entfernt. Zuletzt wurde die Membran kurz mit TBS-T gewaschen.

3.3.5.2 Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz kénnen Antigene mithilfe von Antikérpern, die an die fluo-
reszierenden Farbstoffe (Fluorochrome) gekoppelt sind, detektiert werden. Die Signale
von Antigen/Antikorper-Strukturen werden unter einem Immunfluoreszenzmikroskop
visualisiert. Hier wurde diese Methode angewandt, um die subzellulire Lokalisation
von dem proapoptotischen Mitglied der Bcl-2 Familie Bax in PMN aus gesunden Pro-
banden und aus Polytrauma-Patienten nach Aktivierung des intrinsischen sowie des

extrinsischen Signalwege zu untersuchen.
3.3.5.2.1 Subzellulire Lokalisation

Als erstes wurden PMN auf Deckgldschen (Durchmesser 13 mm) immobilisiert. Um die
Adhédrenz von PMN zu erhéhen, wurden die Deckgldschen mit Poly-D-Lysin (0,1
mg/ml in PBS) beschichtet. Die Deckgldschen wurden vorerst abgeflammt, mit 200 pl
Poly-D-Lysin iiberschichtet und bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde
Poly-D-Lysin von den Deckgldschen entfernt, zweimal mit sterilem PBS gewaschen
und sofort verwendet.

Frisch isolierte oder kultivierte PMN (5-10° bzw. 10° Zellen/ml) wurden auf die
beschichtete Deckglidschen pipettiert, die in die Vertiefungen einer 12-Well Platte gelegt
wurden. AnschlieBend wurden die Zellen mit Mitotracker Red CMX Ros (Invitrogen) in
der Konzentration von 100 nM fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Dieser mitochondrien-
spezifische Farbstoff kann passiv durch die Membran lebender Zellen einwandern und
besitzt eine Thiol-reaktive Chloromethylgruppe. Dank dieser reaktiven Gruppe kann
Mitotracker mit den Mitochondrien assoziieren (Poot et al. 1996). Nach der Inkubation

wurden die Zellen mit Zellkulturmedium (RPMI-1640 + 1 % P/S + 10 % FCS) gewa-
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schen, um den iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen. Anschliefend wurden die Zellen
mit 4 % Paraformaldehyd fiir 20 min bei RT fixiert und fiir weitere 20 min mit PBS +
0,5 % Triton X-100 permeabilisiert.

Fiir die Bestimmung der zelluldren Lokalisation von Bax wurde der Antikdrper
gegen dieses Protein verwendet (polyklonal aus Kaninchen, Klon N20, Santa Cruz Bio-
technology). Vorerst wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit 5 % Ziegenserum
(normal goat serum, NGS) in PBS + 0,3 % Triton X-100 blockiert und mit dem anti-
Bax Antikérper UN bei 4 °C in der Verdiinnung von 1:1000 inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen fiir 1 h mit dem sekundéren AlexaFluor 488-gekoppelten Antikdrper
(Cell Signaling) inkubiert.

Fiir die Farbung von Zellkernen wurde die nukleinsiurespezifische DAPI (4",6"-
Diamidin-2-Phenylindol)-Férbung durchgefiihrt. Der Farbstoff DAPI interkaliert iiber-
wiegend in die kleine Furche (minor groove) der doppelstraingigen DNA und fluores-
ziert bei der Anregung mit UV-Licht blau (Kubista et al. 1987). Die behandelten Deck-
glischen wurden dazu mit der beschichteten Seite auf die Objekttrager gelegt und in
fluorescent mounting Medium (Dako) mit 2 ng/ml DAPI (Sigma) eingedeckelt. Die
Analyse der subzelluldren Lokalisation von Bax erfolgte mittels konfokaler Laserscan-
ning Mikroskopie (cLSM 510 Meta, Zeiss). Um die Spezifitit der Bax-Farbung zu
iiberpriifen, wurde die Farbung mit dem sekundiren AlexaFluor 488-gekoppelten Anti-

korper durchgefiihrt.

3.3.5.3 Subzellulire Fraktionierung (Isolierung der Mitochondrien)

Um die subzelluldre Lokalisation von den proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Fa-
milie Bax und Bid zu untersuchen sowie eine mogliche Translokation dieser Proteine zu
den Mitochondrien nach Einleitung des intrinsischen und des extrinsischen Apoptose-
signalwege in Kontroll- und Patienten-PMN zu analysieren, wurde in dieser Arbeit eine
Zellfraktionierung unter Anwendung des Extraktionskits fiir Mitochondrien (Imgenex)
durchgefiihrt. Um moglichst reine zytosolische und mitochondriale Zellfraktionen zu
erzielen und die Zerstorung der Mitochondrien zu vermeiden, wurde die Fraktionierung
entweder in frisch isolierten PMN oder direkt nach der Kultivierung der PMN durchge-
fiihrt, ohne die Zellpellets einzufrieren. Die Experimente wurden nach einem modifi-
zierten Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.

Als erstes wurden die Zellen (1,5:107 Zellen) in dem Homogenisierungs-Puffer
(Kit) resuspendiert, 20 min auf Eis unter Schiitteln inkubiert und anschlieBend sonifi-

ziert. Um Zellmembranen und Debris zu entfernen, wurde die Zellsuspension 15 min
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bei 3000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand (enthilt mitochondriale und zyto-
solische Fraktionen) wurde erneut fiir 15 min bei 13000 rpm und 4 °C anzentrifugiert.
Das gewonnene Pellet beinhaltete die Mitochondrien, der Uberstand war die zytosoli-
sche Fraktion. Das mitochondriale Pellet wurde im mitochondrialen Lyse-Puffer (Kit)
resuspendiert und kurz sonifiziert. In den zytosolischen und mitochondrialen Fraktionen
wurde die Proteinkonzentration bestimmt und anschlieend die Translokation der Ziel-
proteine mittels Western Blot Technik untersucht.

Fiir die semiquantitative Auswertung der Bax- und Bid-Proteinexpression in
beiden Fraktionen wurden die Membranen mit den spezifischen Antikdrpern gegen Pro-
teine GAPDH sowie MnSOD reinkubiert. GAPDH ist ein typisch zytosolisches,
MnSOD ein typisch mitochondriales Protein. Daher diente gleichzeitig die GAPDH-
und MnSOD-Firbung dazu, um die Effizienz der Zellfraktionierung zu tiberpriifen.

3.3.5.4 Co-Immunprizipitation

Mittels Immunprézipitation kénnen Antigene aufgereinigt und anschlieBend detektiert
werden. Zuerst wird das Zielprotein mithilfe spezifischer Antikérper gebunden. Dieser
Immunkomplex kann dann unter Anwendung von Antikdrper-bindenden Proteinen
(meistens Protein A und/oder G) aus der Gesamtprotein-Losung prizipitiert werden. Die
Antikdrper-bindenden Proteine sind in der Regel an die Beads gekoppelt (wie z.B. Se-
pharose- oder Eisen-Beads), so dass der Immunkomplex schnell und effizient aus der
Losung eluiert werden kann. Die eluierte Fraktion kann anschlieBend mittels Western
Blot Analyse untersucht werden.

Co-Immunprézipitation basiert auf dem Prinzip der Immunprizipitation und
wird angewandt, um das Zielprotein mitsamt seiner potentiellen Interaktionspartner zu
préazipitieren. Mittels Western Blot Technik kdnnen entsprechend neben dem priméren
Antigen auch die Interaktionspartner nachgewiesen werden.

Fiir den Nachweis von moglichen Interaktionspartnern des Mcl-1-Proteins wur-
de die pMACS-Technologie (Miltenyi) angewandt. Dabei wurde das Zielprotein aus
dem Gesamtprotein-Lysat mittels spezifischen anti-Mcl-1 Antikdérper (monoklonal aus
Maus, BD Pharmingen) prézipitiert, das seinerseits an das Protein G-gekoppelte p-
Eisen-Beads gebunden war. Der magnetische Immunkomplex wurde anschlieend auf
eine uMACS-Auftrennungsséule gegeben, die sich im starken magnetischen Feld eines
Separators (beides Miltenyi) befand. Das markierte Mcl-1-Protein blieb mit seinen In-

teraktionspartnern in der Sdule haften, wihrend die ungebundenen Proteine ausgewa-
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schen werden konnten. AnschlieBend wurde auch das Zielprotein mitsamt Interaktions-
partner mittels Lammli-Puffer eluiert.

Es wurde nach dem modifizierten Protokoll des Herstellers gearbeitet. Wahrend
der gesamten Prozedur wurde ein starkes Schiitteln und Resuspendieren der Proben
vermieden, um die Proteinkomplexe nicht zu zerstoren. Zellpellets (mind. 1-107 Zellen)
wurden in 1 ml Lyse-Puffer (mit Protease- und Phosphataseinhibitoren) aufgenommen
und 30 min auf Eis unter sanftem Schwenken inkubiert. Nach dem Zentrifugations-
schritt (10 min bei 10000 rpm und 4 °C) wurde zu dem Uberstand der anti-Mcl-1 Anti-
korper in der Konzentration von 2 pg/ml, sowie 50 ul/ml von Protein G/p-Beads hinzu-
gefiigt und 30 min auf Eis inkubiert.

Nach dem Aquilibrieren der p-Auftrennungssiulen mit dem Lyse-Puffer (ohne
Protease- und Phosphataseinhibitoren) wurden die Gesamtprotein-Lysate auf die Sdulen
gegeben. Um unspezifische Bindungen zu 16sen, wurden die Sdulen vorerst mit den
salzhaltigen Puffern gewaschen: zweimal mit dem salzreichen und nachfolgend zwei-
mal mit dem salzarmen Puffer. Die zwei anschlieBenden Waschschritte mit 20 mM
Tris/HCI-Puffer (pH = 7,5) dienten zum Entfernen der Salze aus den Sdulen. Zuletzt
wurden die Sdulen mit 20 pl Lammli-Puffer mit 5 % B-Mercaptoethanol (erhitzt bei 95
°C) fiir 5 min inkubiert. Die Proteinkomplexe wurden mit 50 pl Ldmmli-Puffer mit 5 %
B-Mercaptoethanol (ebenfalls erhitzt bei 95 °C) aus den Séulen eluiert. Die Proteinpro-
ben wurden gesammelt und bei -80 °C eingefroren oder sofort mittels SDS-PAGE auf-
getrennt.

Um eine unspezifische Bindung von p-Eisen-Beads an die Proteine auszuschlie-
en, wurde Co-Immunprizipitation mit leeren Beads ohne Antikorper durchgefiihrt. Zur
Kontrolle der Mcl-1-Co-Immunprézipitation ~ wurde eine  reziproke Co-
Immunprézipitation vom potentiellen Mcl-1-Interaktionspartner Bax mittels spezifi-
schen anti-Bax Antikorper (polyklonal aus Kaninchen Klon N-20, Santa Cruz Biotech-
nology) durchgefiihrt.

3.3.6 Statistische Analyse

Die Daten wurden als Mittelwert = Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels ANOVA Varianzanalyse (one-
way analysis of variance), kombiniert mit dem Newman-Keuls Test unter Verwendung

von GraphPad Prism Programm (5. Version). p-Werte < 0,05 wurden als signifikant
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bewertet. Die Anzahl von gleichartigen, unabhingig durchgefiihrten Tests fiir die je-

weiligen Experimente ist als ,,n“ angegeben.
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4 FErgebnisse

4.1 In PMN aus Polytrauma-Patienten sind die Mengen von phosphorylier-
ten Kinasen Akt, p38 und GSK-3 erhoht

Die vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe und die von anderen haben gezeigt, dass
sich PMN aus Polytrauma-Patienten durch eine verzogerte Apoptose, im Vergleich zu
PMN gesunder Probanden, charakterisieren. Die verldngerte Lebensspanne der PMN
nach einem schweren Trauma ist auf Wachstumsfaktoren und Zytokine zuriickzufiihren,
die in erhohten Konzentrationen im Serum polytraumatisierter Patienten vorzufinden
sind (Ayala et al. 1990; Tanaka et al. 1996; Coxon et al. 1999; Dibbert, Weber et al.
1999; Dinarello 2000). Die Verzogerung der Apoptose in PMN aus Polytrauma-
Patienten ist auerdem durch eine gestorte intrinsische Apoptose bedingt und korreliert
mit der erh6hten Expression vom antiapoptotischen Faktor Mcl-1 (Paunel-Gorgulu et al.
2009). Die Vorinkubation von PMN aus gesunden Probanden mit dem Serum von Poly-
trauma-Patienten fiihrt zu einer verzogerten spontanen sowie induzierten intrinsischen
Apoptose in diesen Zellen, was mit der Stabilisierung des Proteinlevels von Mcl-1 ein-
hergeht (Paunel-Gorgulu, Zornig et al. 2009). Dieser Effekt ldsst sich ebenfalls in der
humanen myeloiden Leukdmie-Zelllinie HL-60 reproduzieren (nicht publizierte Daten
der Arbeitsgruppe). Ziel von nachfolgenden Experimenten war es, die molekularen Me-
chanismen aufzukldren, die den Serum-mediierten Effekt auf die verzogerte Apoptose
und auf die erhohte Expression von Mcl-1 in PMN nach einem schweren Trauma ver-
mitteln.

Die Phosphorylierungskaskaden sind fiir die Weiterleitung von extrazelluldren
Signalen und somit fiir die Regulation der PMN-Apoptose essentiell (Akgul, Moulding
et al. 2001). Kinasen modulieren den Phosphorylierungsstatus und demzufolge die Sta-
bilitdt vieler Apoptose-regulierenden Proteine, u.a. von Mcl-1, und kdnnen insofern an
der Vermittlung des Serum-mediierten antiapoptotischen Effektes in humanen PMN
beteiligt sein. Um zu untersuchen, welche Kinasen in PMN aus Polytrauma-Patienten
phosphoryliert und somit aktiv sind, wurde im Rahmen eines Vorversuches der Phos-
pho-MAPK Array (R&D Systems) durchgefiihrt. Dabei wurden in PMN aus Polytrau-
ma-Patienten, im Vergleich zu PMN aus gesunden Probanden, erhohte Mengen an
phosphorylierten Formen der Proteinkinase B 2 (Akt2) und der Mitogen- und Stress-
aktivierten Proteinkinase MSK?2 detektiert (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1. Erhohte Mengen von phosphorylierten Kinasen in PMN aus Polytrauma-Patienten, isoliert
am 1. Tag nach Trauma (Patienten-PMN), im Vergleich zu PMN aus gesunden Probanden (Kontroll-PMN).

1 — Akt2, 2 — MSK2. Jede Membran wurde mit einem zu gleichen Teilen gemischten Gesamtprotein-Lysat von zwei
PMN-Spendern inkubiert. Dargestellt sind die représentativen Aufnahmen von zwei unabhéngigen Experimenten.

Diese Ergebnisse bestdtigen zum Teil die Daten der Vorversuche unserer Ar-
beitsgruppe (nicht publizierte Daten). Im Rahmen dieser Experimente wurden erhohte
Mengen an phosphorylierten Formen der Mitogen-aktivierten Kinase (MAPK) p386
und Glykogensynthase-Kinase 30/ (GSK-3a/B) in PMN aus Polytrauma-Patienten, im
Vergleich zu PMN aus gesunden Probanden, detektiert. Die GSK-3 ist jedoch, im Ver-
gleich zu anderen hier aufgefiihrten Kinasen, in der phosphorylierten Form (am Serin 9
und 21) inaktiv. Diese Phosphorylierungs-bedingte Inaktivierung wird durch die Kinase
Akt vermittelt (Cross, Alessi et al. 1995). In den ausdifferenzierten Neutrophil-
dhnlichen HL-60 Zellen konnten nach der Behandlung mit dem Serum von Polytrauma-
Patienten (1. Tag nach Trauma) ebenfalls erhohte Mengen an phosphorylierten Formen
der Kinasen p380 und GSK-3a/p detektiert werden. AuBBerdem wurden Signale fiir die
phosphorylierten Kinasen Aktl, Akt2, Akt pan, ribosomale s6 Kinase 1 (RSK1) sowie
p38y detektiert.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass vor allem die Kinasen Akt, p38 und GSK-
3 eine Rolle in der Regulation der PMN-Apoptose nach einem schweren Trauma spie-

len konnen.

4.2 Die Kinasen PI3K/Akt und p38 sind am Serum-mediierten antiapoptoti-
schen Effekt in PMN und in HL-60 Zellen beteiligt

In Anlehnung an die Vorversuche dieser Arbeit sowie aktuelle Literatur wurde in den
nachfolgenden Experimenten die Rolle der Kinasen PI3K/Akt und p38 in der spontanen
PMN-Apoptose sowie ihre Beteiligung am Serum-mediierten antiapoptotischen Effekt
analysiert. Dafiir wurden spezifische pharmakologische Inhibitoren fiir den PI3K/Akt-
Signalweg sowie fiir die MAP Kinase p38 verwendet. Fiir die Inhibierung von p38 wur-
de der Inhibitor SB203580, fiir die Inhibierung von PI3K/Akt wurde der Inhibitor

LY294002 eingesetzt.
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Zuerst wurden die Experimente mit der humanen myeloiden Leukédmie-Zelllinie
HL-60 durchgefiihrt. Die kann mithilfe von all-trans-Retinolsdure (ATRA) zu Neutro-
phil-dhnlichen Zellen ausdifferenziert werden, die als Modell fiir humane PMN dienen.
Die ausdifferenzierten HL-60 Zellen wurden im Zellkulturmedium (RPMI-1640 + 1 %
P/S + 1 % FCS) aufgenommen und mit der Zelldichte von 2,5-10° Zellen/ml in die Ver-
tiefungen einer 24-Well Platte ausgesit. AnschlieBend wurden die Zellen mit dem Inhi-
bitor fiir PI3K LY294002 (25 uM), mit dem Inhibitor fiir p38 SB203580 (40 uM), so-
wie mit der Kombination beider Inhibitoren (40 uM SB203580 und 10 uM LY294002)
fiir 20 min bei 37 °C vorinkubiert. Nach 20 min erfolgte die Zugabe von 5 % FCS bzw.
5 % Serum von Polytrauma-Patienten (Patienten-Serum) fiir weitere 3,5 h. Nach 3,5 h
und 18 h Inkubation der ausdifferenzierten HL-60 Zellen mit den Inhibitoren wurde die
Gen- sowie die Proteinexpression von Mcl-1 mittels qRT-PCR und Western Blot Tech-
nik untersucht. AuBBerdem wurde nach 18 h Inkubation die Apoptose durchflusszytomet-
risch bestimmt.

Der gleiche Ansatz wurde anschlieend in frisch isolierten PMN aus Polytrau-
ma-Patienten sowie in PMN aus gesunden Probanden durchgefiihrt. PMN aus gesunden
Probanden (Kontroll-PMN) wurden, wie HL-60 Zellen nach der Behandlung mit den
Inhibitoren, in An- bzw. Abwesenheit des Patienten-Serums inkubiert. Die frisch iso-
lierten PMN aus Polytrauma-Patienten wurden direkt im RPMI-1640 + 1 % P/S +5 %
FCS aufgenommen und mit den Inhibitoren, wie oben beschrieben, behandelt. Nach 3,5
h Inkubation wurde durchflusszytometrisch die Depolarisation der mitochondrialen
Membran, nach 18 h Inkubation die Apoptose bestimmt. AuBlerdem wurde nach 3,5 h
und 18 h Inkubation die Proteinexpression von Mcl-1 mittels Western Blot Analyse
untersucht.

Die Inkubation von ausdifferenzierten HL-60 Zellen mit dem Patienten-Serum
fiir 18 h bewirkte eine Verzdgerung der Apoptose (Abb. 4.2). Die Hemmung von p38
mit dem Inhibitor SB203580 und die Hemmung von PI3K mit dem Inhibitor LY294002
bewirkten eine bis zu ca. 2-fache Zunahme der Apoptoserate in HL-60 Zellen, im Ver-
gleich zur Kontrolle. LY294002 konnte komplett die antiapoptotische Wirkung vom
Patienten-Serum in HL-60 Zellen aufheben und fiihrte zu einer 2-fachen signifikanten
Erhohung der Apoptoserate. Der Effekt von SB203580 auf die Apoptose in HL-60 Zel-
len, inkubiert mit dem Patienten-Serum, war im Vergleich zu LY294002, deutlich ver-
mindert. SB203580 konnte den antiapoptotischen Effekt vom Patienten-Serum in HL-
60 Zellen nur zum Teil tiberwinden. Die Behandlung mit SB203580 zeigte einen leich-

ten ca. 1,4-fachen Anstieg der Apoptoserate in diesen Zellen.
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Um zu untersuchen, ob beide Kinasen eine redundante Rolle in der Regulation
der Apoptose in HL-60 Zellen spielen, wurde die Kombination aus beiden Kinase-
inhibitoren verwendet. Die Inhibitoren wurden in den optimalen Konzentrationen einge-
setzt (40 uM SB203580 und 10 pM LY294002), um eine mogliche synergistische
proapoptotische Wirkung auf HL-60 Zellen zu vermeiden. Die Kombination aus beiden
Inhibitoren fiihrte zu einer ca. 2,4-fachen signifikanten Erh6hung der Apoptoserate, im
Vergleich zur Kontrolle, und konnte den Serum-mediierten antiapoptotischen Effekt in

HL-60 Zellen komplett autheben (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2. Inhibitoren fiir PI3K und p38 hemmen den antiapoptotischen Effekt vom Serum der Poly-
trauma-Patienten (Patienten-Serum) in ausdifferenzierten Neutrophil-ihnlichen HL-60 Zellen.
Ausdifferenzierte HL-60 Zellen wurden in RPMI-1640 + 1 % P/S + 1 % FCS aufgenommen, mit dem Inhibitor fiir
PI3K LY294002 (25 uM), dem Inhibitor fiir p38 SB203580 (40 uM) sowie mit der Kombination beider Inhibitoren
(10 uM LY294002 und 40 pM SB203580) fiir 20 min vorinkubiert, und fiir weitere 18 h in Anwesenheit von 5 %
FCS bzw. 5 % Patienten-Serum kultiviert. Nach 18 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der Apoptose.
Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was der frag-
mentierten DNA entspricht. ** < 0,005, *** < 0,0005 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen); # < 0,05,
### < 0,0005 im Vergleich zur Serum-Kontrolle (unbehandelte Zellen + Pat.-Serum). n = 6.

Um zu untersuchen, ob PI3K/Akt und p38 an der Serum-mediierten Stabilisie-
rung von Mcl-1 beteiligt sind, wurde nach der Vorinkubation der ausdifferenzierten HL-
60 Zellen mit SB203580 und LY294002 und anschlieBender Inkubation in An- bzw.
Abwesenheit des Patienten-Serums fiir 3,5 h und 18 h die Expression von Mcl-1 unter-
sucht. Die Analyse der Mcl-1 mRNA-Expression hat gezeigt, dass in Serum-
behandelten ausdifferenzierten HL-60 Zellen Mcl-1 mRNA-Level nach 3,5 h, im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle, unverdndert blieb, und nach 18 h leicht erhoht war
(Abb. 4.3A-B). LY294002 bewirkte nach 3,5 h eine 2-fache signifikante Abnahme
(Abb. 4.3A) und nach 18 h Inkubation eine 4-fache signifikante Abnahme (Abb. 4.3B)
des Mcl-1 mRNA-Levels in ausdifferenzierten HL-60 Zellen. SB203580 alleine fiihrte

zu einer ca. 2-fachen, und in der Kombination mit LY294002 zu einer ca. 6-fachen sig-
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nifikanten Abnahme der Mcl-1 mRNA-Expression nur nach 18 h Inkubation. Auflerdem
kam es zu einer bis zu 3-fachen signifikanten Abnahme des Mcl-1 mRNA-Levels nach
der Inkubation der ausdifferenzierten HL-60 Zellen mit den Inhibitoren einzeln und in

der Kombination in Anwesenheit von Patienten-Serum fiir 18 h (Abb. 4.3B).
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Abbildung 4.3. Mcl-1 mRNA-Expression nach Behandlung der ausdifferenzierten Neutrophil-dhnlichen HL-
60 Zellen mit den Inhibitoren fiir PI3K und p38 in Ab- und Anwesenheit von Serum der Polytrauma-Patienten
(Patienten-Serum).

Ausdifferenzierte HL-60 Zellen wurden mit dem Inhibitor fiir PI3K LY294002 (25 pM), dem Inhibitor flir p38
SB203580 (40 uM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibitoren (10 uM LY294002 und 40 uM SB203580) fiir
20 min vorinkubiert, und fiir weitere 3,5 h bzw. 18 h in Anwesenheit von 5 % FCS bzw. 5 % Patienten-Serum inku-
biert. Nach 3,5 h (A) bzw. 18 h (B) wurde die Expression von Mcl-1 auf mRNA Ebene mittels QqRT-PCR untersucht
und auf die mRNA-Expression des Referenzgens 18S normiert. Die Daten fiir die Mcl-1 mRNA-Expression wurden
anschliefend mit der Mcl-1 mRNA-Expression in der Kontroll-Probe (unbehandelte Zellen) verglichen. Die Daten
sind als relative Genexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. * < 0,05, ** < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle
(unbehandelte Zellen); ### < 0,0005 im Vergleich zur Serum-Kontrolle (unbehandelte Zellen + Pat.-Serum). n = 6.

Der Mcl-1-Proteinlevel war nach 3,5 h Inkubation von HL-60 Zellen mit dem
Patienten-Serum 1,7-fach signifikant erhoht, und dieser Effekt hielt bis zu 18 h an (Abb.
4.4). LY294002 alleine und in der Kombination mit SB203580 fiihrten zu einer bis zu

ca. 4-fachen signifikanten Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels nach 3,5 h (Abb. 4.4A)
und 18 h Inkubation (Abb. 4.4B). Eine komplette signifikante Uberwindung der Serum-
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induzierten erhdhten Mcl-1-Proteinexpression wurde nach 3,5 h und 18 h Inkubation
der ausdifferenzierten HL-60 Zellen mit den Inhibitoren einzeln und in der Kombination
dokumentiert. Diese Ergebnisse weisen demnach auf die Beteiligung von PI3K/Akt und
p38 in ausdifferenzierten Neutrophil-dhnlichen HL-60 Zellen am Serum-mediierten
antiapoptotischen Effekt sowie an der Serum-induzierten erhdhten Expression von Mcl-

1 vor allem auf Protein- aber auch auf mRNA-Ebene hin.
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Abbildung 4.4. Mcl-1-Proteinexpression nach Behandlung der ausdifferenzierten Neutrophil-ihnlichen HL-
60 Zellen mit den Inhibitoren fiir PI3K und p38 in Ab- und Anwesenheit von Serum der Polytrauma-Patienten
(Patienten-Serum).

Dargestellt sind densitometrische Auswertungen der Mcl-1-Proteinexpression mit repriasentativen Western Blot-
Aufnahmen. Ausdifferenzierte HL-60 Zellen wurden mit dem Inhibitor fiir PI3K LY294002 (25 pM), dem Inhibitor
fiir p38 SB203580 (40 uM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibitoren (10 uM LY294002 und 40 pM
SB203580) fiir 20 min vorinkubiert, und fiir weitere 3,5 h bzw. 18 h in Anwesenheit von 5 % FCS bzw. 5 % Patien-
ten-Serum inkubiert. Nach 3,5 h (A) bzw. 18 h (B) wurde die Proteinexpression von Mcl-1 mittels Western Blot
Technik analysiert und auf die Proteinexpression des Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten fiir die Mcl-1-
Proteinexpression wurden anschlieBend mit der Mcl-1-Proteinexpression in der Kontroll-Probe (unbehandelte Zellen)
verglichen. Die Daten sind als relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. * < 0,05, ** < 0,005,
**% < 0,0005 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen); ### < 0,0005 im Vergleich zur Serum-Kontrolle
(unbehandelte Zellen + Pat.-Serum). n = 6.
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Aus Abb. 4.5 ist ersichtlich, dass die Inkubation der PMN von gesunden Pro-
banden (Kontroll-PMN) mit dem Patienten-Serum eine Verzogerung der Apoptose, im
Vergleich zu unbehandelten Kontroll-PMN, bewirkte. PMN aus Polytrauma-Patienten
zeigten ebenfalls, im Vergleich zu unbehandelten Kontroll-PMN, eine niedrigere
Apoptoserate. Die Hemmung von p38 mit dem Inhibitor SB203580 und die Hemmung
von PI3K mit dem Inhibitor LY294002 bewirkten nur in Kombination eine 2-fache sig-
nifikante Zunahme der Apoptoserate in Kontroll-PMN, im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (Abb. 4.5). LY294002 und SB203580 einzeln und in Kombination konnten
die antiapoptotische Wirkung von Patienten-Serum in Kontroll-PMN zum Teil autheben
und fiihrten zu einer bis zu 2-fachen, jedoch nicht signifikanten Erh6hung der Apopto-
serate in diesen Zellen. In Patienten-PMN bewirkten LY294002 und SB203580 sowie
die Kombination beider Inhibitoren eine bis zu 1,6-fache nicht signifikante Erh6hung
der Apoptoserate (Abb. 4.5). Generell zeigte die Kombination aus beiden Inhibitoren
einen leicht verstiarkten Effekt auf die Apoptose in allen Zellgruppen.
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Abbildung 4.5. Anteil der apoptotischen Zellen nach Inkubation von PMN aus gesunden Probanden (Kon-
troll-PMN) mit den Inhibitoren fiir PI3K und p38 in Ab- und Anwesenheit von Serum der Polytrauma-
Patienten (Patienten-Serum), sowie nach Inkubation von PMN aus Polytrauma-Patienten (Patienten-PMN)
mit den Inhibitoren fiir PI3K und p38.

Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden wurden in RPMI-1640 + 1 % P/S + 1 % FCS aufgenommen. An-
schlieBend wurden die Zellen mit dem Inhibitor fiir PI3K LY294002 (25 uM), dem Inhibitor fiir p38 SB203580 (40
uM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibitoren (10 uM LY294002 und 40 pM SB203580) fiir 20 min vorin-
kubiert und fiir weitere 18 h in Anwesenheit von 5 % FCS bzw. 5 % Patienten-Serum inkubiert. PMN aus Polytrau-
ma-Patienten wurden direkt in RPMI-1640 + 1 % P/S + 5 % FCS aufgenommen und mit den Inhibitoren fiir 18 h
inkubiert. Nach 18 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der Apoptose. Es ist der prozentuale Anteil der
Zellen dargestellt, die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was der fragmentierten DNA entspricht. * <
0,05 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Kontroll-PMN). n> 7.

Wie aus reprisentativen Western Blot-Aufnahmen ersichtlich ist, korrelierte die
verzogerte Apoptose in PMN aus gesunden Probanden, inkubiert mit dem Patienten-

Serum, sowie in Patienten-PMN mit der erhdhten Proteinexpression von Mcl-1 nach 3,5
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h (Abb. 4.6A) und 18 h (Abb. 4.6C). Die Inkubation von Kontroll- und Patienten-PMN
mit den Inhibitoren einzeln und in Kombination bewirkte keine signifikanten Verinde-
rungen der Mcl-1-Proteinexpression zu den beiden untersuchten Zeitpunkten.
SB203580 und LY294002 einzeln und in Kombination zeigten lediglich eine bis zu 1,4-
fache nicht signifikante Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels nach 3,5 h Inkubation der
Kontroll-PMN sowie Kontroll-PMN, inkubiert mit dem Patienten-Serum (Abb. 4.6B).
Nach 18 h Inkubation wurde kein signifikanter Effekt auf die Mcl-1-Proteinexpression
in diesen Zellen beobachtet (Abb. 4.6D). Auf reprisentativen Western Blot-Aufnahmen
ist jedoch zu sehen, dass LY294002 und SB203580 einzeln und in Kombination die
Serum-induzierte erhdhte Mcl-1-Proteinexpression in Kontroll-PMN einzelner Spender
zu den beiden untersuchten Zeitpunkten iiberwinden konnten (Abb. 4.6A, C). In Patien-
ten-PMN kam es zu einer deutlichen Stabilisierung des Mcl-1-Proteinlevels nach 3,5 h
Inkubation mit den Inhibitoren (Abb. 4.6A-B), obgleich eine 2,3-fache, jedoch nicht
signifikante Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels nach 18 h Inkubation mit der Kombina-

tion aus beiden Inhibitoren dokumentiert wurde (Abb. 4.6D).
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Abbildung 4.6. Mcl-1-Proteinexpression nach Behandlung von PMN aus gesunden Probanden (Kontroll-
PMN) mit den Inhibitoren fiir PI3K und p38 in Ab- und Anwesenheit von Serum der Polytrauma-Patienten
(Patienten-Serum), sowie nach Behandlung von PMN aus Polytrauma-Patienten (Patienten-PMN) mit den
Inhibitoren fiir PI3K und p38.

A, C - Reprisentative Western Blot-Aufnahmen; B, D - Densitometrische Auswertungen der Mcl-1-
Proteinexpression in Patienten-PMN sowie in Kontroll-PMN, inkubiert in Ab- bzw. Anwesenheit von Patienten-
Serum. Kontroll-PMN wurden mit dem Inhibitor fiir PI3K LY294002 (25 uM), dem Inhibitor fiir p38 SB203580 (40
uM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibitoren (10 pM LY294002 und 40 pM SB203580) fiir 20 min vorin-
kubiert, und fiir weitere 3,5 h (A, B) bzw. 18 h (C, D) in Anwesenheit von 5 % FCS bzw. 5 % Patienten-Serum inku-
biert. Patienten-PMN wurden mit den Inhibitoren fiir 3,5 h (A, B) bzw. 18 h (C, D) in Anwesenheit von 5 % FCS
inkubiert. Nach 3,5 h bzw. 18 h wurde in Kontroll- und Patienten-PMN die Proteinexpression von Mcl-1 mittels
Western Blot Technik analysiert und auf die Proteinexpression des Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten fiir
die Mcl-1-Proteinexpression fiir jede Zellgruppe wurden anschlieBend mit der Mcl-1-Proteinexpression in der jewei-
ligen Kontroll-Probe (unbehandelte Zellen) verglichen. Die Daten sind als relative Proteinexpression (n-faches der
Kontrolle) dargestellt. n > 6.

Es ist bekannt, dass die Mitglieder der Bcl-2 Familie, wie z.B. Mcl-1, die Integ-
ritdt der Mitochondrien und somit die frithe Phase der Apoptose — die Permeabilisierung
der mitochondrialen Aulenmembran (mitochondrial outer membrane permeabilization,
MOMP) in humanen PMN kontrollieren. Daher wurde zusétzlich untersucht, ob der
Expressionslevel des Mcl-1-Proteins nach 3,5 h Auswirkungen auf das mitochondriale
Membranpotential (MMP) in humanen PMN hat.

Das basale MMP in Kontroll-PMN bei der spontanen Apoptose nach 3,5 h war
in diesem Experiment bereits extrem niedrig, so dass eine Serum-vermittelte Stabilisie-
rung von MMP zu diesem Zeitpunkt nicht auftrat. Der Inhibitor SB203580 bewirkte nur

in Kombination mit LY294002 eine 9-fache signifikante Erhohung der Zellzahl mit
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niedrigem MMP nach 3,5 h in Kontroll-PMN, im Vergleich zu unbehandelten Zellen
(Abb. 4.7). SB203580 alleine zeigte dabei eine 8-fache nicht signifikante, LY294002
eine 2-fache nicht signifikante Erhohung der Zellzahl mit niedrigem MMP. In Kontroll-
PMN, inkubiert mit dem Patienten-Serum, fiihrte die Inkubation der Zellen mit den
Kinaseinhibitoren einzeln sowie in Kombination zu einer bis zu 8-fachen, jedoch nicht
signifikanten Erhohung der Zellzahl mit niedrigem MMP, im Vergleich zu unbehandel-
ten Zellen (Abb. 4.7).
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Abbildung 4.7. Depolarisation der mitochondrialen Auienmembran nach Inkubation von PMN aus gesun-
den Probanden (Kontroll-PMN) mit den Inhibitoren fiir PI3K und p38 in Ab- und Anwesenheit von Serum
der Polytrauma-Patienten (Patienten-Serum), sowie nach Behandlung von PMN aus Polytrauma-Patienten
(Patienten-PMN) mit den Inhibitoren fiir PI3K und p38.

Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden wurden in RPMI-1640 + 1 % P/S + 1 % FCS aufgenommen. An-
schlieBend wurden die Zellen mit dem Inhibitor fiir PI3K LY294002 (25 pM), dem Inhibitor fiir p38 SB203580 (40
uM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibitoren (10 uM LY294002 und 40 pM SB203580) fiir 20 min vorin-
kubiert, und fiir weitere 3,5 h in Anwesenheit von 5 % FCS bzw. 5 % Patienten-Serum inkubiert. PMN aus Poly-
trauma-Patienten wurden direkt in RPMI-1640 + 1 % P/S + 5 % FCS aufgenommen und mit den Inhibitoren fiir 3,5 h
inkubiert. Nach 3,5 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der mitochondrialen Membrandepolarisation.
Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die eine Zunahme der Griinfluoreszenz aufwiesen (FL-1 shiff),
was auf die Depolarisation der mitochondrialen Aulenmembran in diesen Zellen hindeutet. * < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle (unbehandelte Kontroll-PMN). n > 7.

Generell konnten die beiden Inhibitoren einzeln und in Kombination das basale
MMP in Kontroll-PMN aufheben. Dies korrelierte mit der leichten Abnahme des Mcl-
1-Proteinlevels nach 3,5 h sowie einem leichten Anstieg der Apoptoserate nach 18 h
durch LY294002 und SB203580 in Anwesenheit des Patienten-Serums. In Patienten-
PMN bewirkten beide Inhibitoren einzeln und in Kombination nach 3,5 h einen bis zu
ca. 3-fachen nicht signifikanten Anstieg der Zellzahl mit niedrigem MMP, was aller-
dings mit der Stabilisierung des Mcl-1-Proteins zu diesem Zeitpunkt einherging. Nach
18 h Inkubation von Patienten-PMN mit den Inhibitoren korrelierte wiederum eine

leichte Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels mit einem leichten Anstieg der Apoptoserate.
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Diese Ergebnisse deuten auf eine mogliche Beteiligung von PI3K/Akt und p38 am Se-
rum-mediierten antiapoptotischen Effekt sowie an der Serum-mediierten erhohten Mcl-

1-Proteinexpression in humanen PMN hin.

4.3 Caspasen und Proteasom sind an dem Apoptose-induzierten Abbau von

Mcl-1 in PMN beteiligt

Neben den Kinasen kann die Expression und somit die Halbwertszeit von Mcl-1, ein
pridominanter Apoptose-regulierender Faktor in humanen PMN, posttranslational
durch Polyubiquitinylierung und Abbau in den Proteasomen (Zhong, Gao et al. 2005)
oder durch Caspasen reguliert werden (Clohessy, Zhuang et al. 2004; Derouet, Thomas
et al. 2006; Cross et al. 2008). Daher sollte als Nachstes die Rolle des Proteasoms und
von Caspasen in der Regulation des Apoptose-induzierten Abbaus von Mcl-1 in PMN
unter physiologischen Bedingungen sowie in PMN nach einem schweren Trauma unter-
sucht werden.

Frithere Studien der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass PMN aus Polytrauma-
Patienten sich durch eine gestorte intrinsische Apoptose charakterisieren, die mit der
erhohten Expression von Mcl-1 korreliert. Die Resistenz gegen den intrinsischen
Apoptoseinduktor Staurosporin (STS) kann in PMN aus Polytrauma-Patienten nach der
Einleitung des extrinsischen Apoptosesignalweges mittels Aktivierung des Fas-
Rezeptors (FasR) iiberwunden werden (Paunel-Gorgulu, Zornig et al. 2009; Paunel-
Gorgulu et al. 2011).

Frisch isolierte PMN aus Polytrauma-Patienten sowie PMN aus gesunden Pro-
banden wurden in RPMI-1640 + 1 % P/S + 5 % FCS mit der Zelldichte von 2,5-10° Zel-
len/ml aufgenommen und in die Vertiefungen einer 24-Well Platte ausgesidt. PMN wur-
den fiir 30 min mit dem spezifischen Inhibitor fiir Proteasom MG-132 (10 pM), mit
dem Breitbandinhibitor fiir Caspasen Boc-aspartyl(OMe)fluoromethylketon (BocD-
fmk, 100 pM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibitoren (10 pM MG-132 und
100 uM BocD) vorinkubiert. Zur Einleitung der intrinsischen Apoptose erfolgte an-
schlielend die Zugabe von STS (0,2 uM), zur Aktivierung des extrinsischen Apoptose-
signalweges die Zugabe vom anti-Fas IgM Antikorper (Klon CH-11, 200 ng/ml) fiir
weitere 3,5 h bzw. fiir 18 h. Nach 3,5 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung
der mitochondrialen Membrandepolarisation und nach 18 h die Messung der Apoptose.
AuBlerdem wurde nach 3,5 h die Proteinexpression von Mcl-1 mittels Western Blot

Technik untersucht.
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Nach der Inkubation von Kontroll- sowie von Patienten-PMN mit dem Inhibitor
fiir Caspasen BocD einzeln und in Kombination mit dem Inhibitor fiir Proteasom MG-
132 wurden keine signifikanten Verdnderungen des MMP nach 3,5 h (Abb. 4.8A) und
eine bis zu 2-fache nicht signifikante Abnahme der Apoptoserate nach 18 h (Abb. 4.8C)
dokumentiert. Der Inhibitor fiir Proteasom MG-132 bewirkte dagegen in Kontroll- und
in Patienten-PMN eine leichte Abnahme der Zellzahl mit niedrigem MMP (Abb. 4.8A)
und zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Apoptose, im Vergleich zu den unbehan-
delten Zellen (Abb. 4.8C). Dies korrelierte mit einer bis zu ca. 2,5-fachen Erh6hung des
Mcl-1-Proteinlevels in Kontroll- und in Patienten-PMN nach 3,5 h (Abb. 4.8B). Dies
besagt, dass vor allem Caspasen, aber auch Proteasom eine Rolle in der Regulation der
spontanen PMN-Apoptose sowie des Mcl-1-Abbaus wihrend der spontanen Apoptose

in beiden Zellgruppen spielen.
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Abbildung 4.8. Effekt von Inhibitoren fiir Caspasen (BocD) und Proteasom (MG-132) auf das MMP (A),
Mcl-1-Proteinexpression (B) und Apoptose (C) in PMN aus gesunden Probanden (Kontroll-PMN) und aus
Polytrauma-Patienten (Patienten-PMN).

Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden bzw. aus Polytrauma-Patienten wurden mit dem Inhibitor fiir Caspasen
BocD-fmk (100 uM), dem Inhibitor fiir Proteasom MG-132 (10 uM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibito-
ren (10 uM MG-132 und 100 pM BocD-fmk) fiir 3,5 h inkubiert. A - Nach 3,5 h erfolgte durchflusszytometrisch die
Bestimmung der mitochondrialen Membrandepolarisation. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die
eine Zunahme der Griinfluoreszenz aufwiesen (FL-1 shiff), was auf die Depolarisation der Mitochondrien in diesen
Zellen hindeutet. B - Nach 3,5 h wurde zusétzlich die Proteinexpression von Mcl-1 analysiert und auf die Proteinex-
pression des Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten fiir die Mcl-1-Proteinexpression wurden anschlieBend mit
der Mcl-1-Proteinexpression in der jeweiligen Kontroll-Probe (unbehandelte Zellen) verglichen. Die Daten sind als
relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. Abgebildet sind densitometrische Auswertungen der
Mcl-1-Proteinexpression mit reprasentativen Western Blot-Aufhahmen. C - Nach 18 h erfolgte durchflusszytomet-
risch die Bestimmung der Apoptose. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die einen hypodiploiden
(sub-G1) Peak aufwiesen, was der fragmentierten DNA entspricht. # < 0,05, ## < 0,005.n > 5.

Nach der Inkubation der Kontroll- und Patienten-PMN mit dem anti-Fas IgM
Antikorper wurde eine bis zu ca. 3-fache Erhdhung der Zellzahl mit niedrigem MMP
nach 3,5 h dokumentiert (Abb. 4.9A). Diese korrelierte mit einer bis zu ca. 1,6-fachen
nicht signifikanten Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels zu diesem Zeitpunkt (Abb. 4.9B)
sowie mit einer bis zu 3,5-fachen signifikanten Erh6hung der Apoptoserate nach 18 h
(Abb. 4.9C). Der unspezifische Inhibitor fiir Caspasen BocD konnte in Patienten-PMN
komplett, in Kontroll-PMN jedoch nur zum Teil den Fas-mediierten Effekt auf das
MMP und auf die Mcl-1-Proteinexpression autheben. In beiden Zellgruppen konnte
BocD den Fas-induzierten apoptotischen Effekt nach 18 h signifikant iiberwinden. Der
Inhibitor fiir Proteasom MG-132 konnte in Kontroll-PMN die Fas-induzierte Abnahme
des Mcl-1-Proteinlevels, jedoch nicht die Fas-induzierte Abnahme des MMP und die
Erhohung der Apoptose, autheben. Es kam dabei zu einem leichten Anstieg der Zellzahl
mit niedrigem MMP nach 3,5 h und zu einem 2-fachen signifikanten Anstieg der
Apoptoserate nach 18 h, obgleich eine Stabilisierung des Mcl-1-Proteinlevels, im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen, dokumentiert wurde. In Patienten-PMN konnte MG-
132 die Fas-induzierte Abnahme des MMP leicht hemmen, jedoch nicht vor Fas-
induzierten Apoptose und der Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels schiitzen. Es wurde
eine leichte Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels und eine ca. 3,7-fache Erhdhung der
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Apoptoserate dokumentiert. Die Kombination aus beiden Inhibitoren konnte, dhnlich
wie BocD alleine, die PMN beider Gruppen vor der Fas-induzierten Apoptose schiitzen,
was mit der Stabilisierung des Mcl-1-Proteinlevels und mit einer Hemmung der mito-

chondrialen Membrandepolarisierung nach 3,5 h korrelierte (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9. Effekt vom anti-Fas IgM Antikorper in Anwesenheit von Inhibitoren fiir Caspasen (BocD)
und Proteasom (MG-132) auf das MMP (A), Mcl-1-Proteinexpression (B) und Apoptose (C) in PMN aus ge-
sunden Probanden (Kontroll-PMN) und aus Polytrauma-Patienten (Patienten-PMN).

Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden bzw. aus Polytrauma-Patienten wurden mit dem Inhibitor fiir Caspasen
BocD-fmk (100 uM), dem Inhibitor fiir Proteasom MG-132 (10 uM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibito-
ren (10 pM MG-132 und 100 uM BocD-fmk) fiir 30 min vorinkubiert. AnschlieBend wurde zu den Zellen fiir weitere
3,5 h anti-Fas IgM (200 ng/ml) zugegeben. A - Nach 3,5 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der
mitochondrialen Membrandepolarisation. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die eine Zunahme der
Griinfluoreszenz aufwiesen (FL-1 shift), was auf die Depolarisation der Mitochondrien in diesen Zellen hindeutet. B -
Nach 3,5 h wurde zusétzlich die Proteinexpression von Mcl-1 analysiert und auf die Proteinexpression des Referenz-
gens GAPDH normiert. Die Daten fiir die Mcl-1-Proteinexpression wurden anschlieBend mit der Mcl-1-
Proteinexpression in der jeweiligen Kontroll-Probe (unbehandelte Zellen) verglichen. Die Daten sind als relative
Proteinexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. Abgebildet sind densitometrische Auswertungen der Mcl-1-
Proteinexpression mit reprasentativen Western Blot-Aufnahmen. C - Nach 18 h erfolgte durchflusszytometrisch die
Bestimmung der Apoptose. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die einen hypodiploiden (sub-G1)
Peak aufwiesen, was der fragmentierten DNA entspricht. ** < 0,005, *** < 0,0005 im Vergleich zur Kontrolle (un-
behandelte Kontroll-PMN); ## < 0,005, ### < 0,0005. n > 6.

Im Weiteren wurde der Mcl-1-Abbau nach der Aktivierung des intrinsischen
Apoptosesignalweges mittels STS untersucht. Die PMN aus Polytrauma-Patienten zei-
gen aufgrund der gestorten intrinsischen Apoptose eine Resistenz gegen STS, die mit
der Stabilisierung des Mcl-1-Proteins korreliert (Paunel-Gorgulu, Zornig et al. 2009).
Bestdtigend dafiir wurden auch in diesen Experimenten keine Verdnderung des MMP
nach 3,5 h (Abb. 4.10A) sowie keine Erhohung der Apoptoserate nach 18 h Inkubation
der PMN aus Polytrauma-Patienten mit STS, im Vergleich zu unbehandelten Patienten-
PMN, beobachtet (Abb. 4.10C). Aullerdem wurde eine 2-fache Abnahme des Mcl-1
Proteinlevels nach 3,5 h Inkubation mit STS in Kontroll-PMN, im Vergleich zu unbe-
handelten Kontroll-PMN, beobachtet. In Patienten-PMN wurde dagegen eine deutliche
Stabilisierung dieses Proteins dokumentiert (Abb. 4.10B).

Der Inhibitor fiir Caspasen BocD und der Inhibitor fiir Proteasom MG-132 konn-
ten einzeln und in Kombination die STS-induzierte Abnahme des MMP nach 3,5 h in
Kontroll-PMN nur leicht auftheben (Abb. 4.10A). BocD alleine und in Kombination mit
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MG-132, jedoch nicht MG-132 alleine, konnten die STS-induzierte Apoptose nach 18 h
in Kontroll-PMN komplett iiberwinden (Abb. 4.10C). Weder BocD noch MG-132 ein-
zeln konnten allerdings den STS-induzierten Mcl-1-Abbau nach 3,5 h hemmen: es kam
zu einer bis zu 1,6-fachen nicht signifikanten Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels. Die
Kombination aus beiden Inhibitoren zeigte in diesem Versuch einen stabilisierenden
Effekt auf die Mcl-1-Proteinexpression und konnte die STS-induzierte Abnahme des
Mcl-1-Proteinlevels autheben (Abb. 4.10B). In Patienten-PMN bewirkten Caspasen-
und Proteasominhibitor nach Zugabe von STS, dhnlich wie STS alleine, keine signifi-
kanten Effekte auf die Apoptose sowie einen stabilisierenden Effekt auf das Protein

Mcl-1 (Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10. Effekt von Staurosporin (STS) in Anwesenheit von Inhibitoren fiir Caspasen (BocD) und
Proteasom (MG-132) auf das MMP (A), Mcl-1-Proteinexpression (B) und Apoptose (C) in PMN aus gesunden
Probanden (Kontroll-PMN) und aus Polytrauma-Patienten (Patienten-PMN).

Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden bzw. aus Polytrauma-Patienten wurden mit dem Inhibitor fiir Caspasen
BocD-fmk (100 uM), dem Inhibitor fiir Proteasom MG-132 (10 pM) sowie mit der Kombination aus beiden Inhibito-
ren (10 pM MG-132 und 100 uM BocD-fmk) fiir 30 min vorinkubiert. AnschlieBend wurde zu den Zellen fiir weitere
3,5 h STS (0,2 uM) zugegeben. A - Nach 3,5 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der mitochondrialen
Membrandepolarisation. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die eine Zunahme der Griinfluoreszenz
aufwiesen (FL-1 shiff), was auf die Depolarisation der Mitochondrien in diesen Zellen hindeutet. B - Nach 3,5 h
wurde zusétzlich die Proteinexpression von Mcl-1 analysiert und auf die Proteinexpression des Referenzgens
GAPDH normiert. Die Daten fiir die Mcl-1-Proteinexpression wurden anschlieBend mit der Mcl-1-Proteinexpression
in der jeweiligen Kontroll-Probe (unbehandelte Zellen) verglichen. Die Daten sind als relative Proteinexpression (n-
faches der Kontrolle) dargestellt. Abgebildet sind densitometrische Auswertungen der Mcl-1-Proteinexpression mit
reprasentativen Western Blot-Aufnahmen. C - Nach 18 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der
Apoptose. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was
der fragmentierten DNA entspricht. *** < 0,0005 im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Kontroll-PMN); # <
0,05, ### < 0,0005. n > 5.

Daraus ldsst sich schlieBen, dass vor allem Caspasen in der Regulation der Fas-
induzierten Apoptose in Kontroll- und Patienten-PMN, und in der Regulation der STS-
induzierten Apoptose in Kontroll-PMN involviert sind. Der Fas-induzierte Abbau von
Mcl-1 in Kontroll-PMN wird vermutlich in erster Linie durch Proteasom, in Patienten-
PMN in erster Linie durch Caspasen reguliert, wogegen bei der STS-induzierten
Apoptose in Kontroll-PMN in gleichem Malle Caspasen und Proteasom am Abbau von

Mcl-1 beteiligt sind.
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4.4 Das Serum von Polytrauma-Patienten kann die Staurosporin-induzierte

Abnahme der phosphorylierten Kinasen Akt und GSK-3 aufheben

Die intrinsische Apoptoseresistenz gegen STS in PMN aus Polytrauma-Patienten korre-
liert, wie oben gezeigt, mit der Stabilisierung des Mcl-1-Proteinlevels. Die Kinasen
PI3K/Akt und p38 sind an der Vermittlung des Serum-mediierten antiapoptotischen
Effektes sowie der Serum-induzierten erhohten Mcl-1-Proteinexpression in PMN betei-
ligt. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Kinase Akt sowie die distal agierende GSK-
3 die Expression von Mcl-1 durch posttranslationale Modifikationen, und somit die Sta-
bilisierung dieses Faktors direkt modulieren konnen (Cross, Alessi et al. 1995; Maurer,
Charvet et al. 2006; Zhao, Altman et al. 2007).

Als Weiteres wurde daher untersucht, ob das Serum polytraumatisierter Patien-
ten die Aktivitdt der Kinasen Akt und GSK-3 wihrend der Einleitung des intrinsischen
Apoptosesignalweges mittels STS modulieren, und evtl. dadurch den stabilisierenden
Effekt auf das Mcl-1-Protein ausiiben und so die intrinsische Apoptoseresistenz in PMN
aus Polytrauma-Patienten vermitteln kann. Dafiir wurden frisch isolierte PMN aus ge-
sunden Probanden in RPMI-1640 + 1 % P/S mit der Zelldichte von 2,5-106 Zellen/ml
aufgenommen und in die Vertiefungen einer 24-Well Platte ausgesdt, mit 1 % FCS
bzw. 1 % Serum von Polytrauma-Patienten fiir 1 h vorinkubiert und anschlieBend mit
STS (0,2 uM) fiir 30 min, 1 h und 3 h behandelt. Nach diesen Zeitpunkten wurde die
Proteinexpression von phosphorylierten Formen der Kinasen Akt und GSK-3 mittels
Western Blot Technik untersucht.

Die Inkubation von Kontroll-PMN mit STS fiir 30 min zeigte keinen Effekt auf
den Expressionslevel der phosphorylierten Form von Akt, wobei eine leichte Abnahme
der phosphorylierten aktiven Akt nach 1 h und 3 h Inkubation der Kontroll-PMN ein-
zelner Spender mit STS dokumentiert wurde. Die Behandlung von Kontroll-PMN mit
dem Patienten-Serum in Ab- und Anwesenheit von STS resultierte in einer deutlichen

Stabilisierung der phosphorylierten Akt-Form (Abb. 4.11A, B).
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Abbildung 4.11. Effekt von Staurosporin (STS) auf das phospho-Akt-Proteinexpression in PMN aus gesun-
den Probanden (Kontroll-PMN), inkubiert in Ab- und Anwesenheit von Serum der Polytrauma-Patienten
(Patienten-Serum).

A - Reprisentative Western Blot-Aufnahmen; B - Densitometrische Auswertungen der phospho-Akt-
Proteinexpression. Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden wurden mit 1 % Serum von Polytrauma-Patienten
fiir 1 h vorinkubiert. AnschlieBend wurde zu den Zellen fiir weitere 30 min, 1 h und 3 h STS (0,2 uM) zugegeben.
Nach den drei Zeitpunkten wurde mittels Western Blot Technik die Proteinexpression der phosphorylierten Akt-Form
analysiert und auf die Proteinexpression des Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten fiir die phospho-Akt-
Proteinexpression wurden anschlieBend mit der basalen Expression von phospho-Akt (frisch isolierte Zellen ohne
Kultivierung, als 0 h dargestellt) verglichen. Die Daten sind als relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle)
dargestellt. n=4.

Nach 1 h und 3 h Inkubation der Kontroll-PMN mit STS wurde eine leichte,
nicht signifikante Abnahme der phosphorylierten Isoform GSK-3a (Serin 21) (Abb.
4.12A, B), sowie nach 30 min, 1 h und 3 h Inkubation eine leichte, nicht signifikante
Abnahme der phosphorylierten Isoform GSK-3f (Serin 9) beobachtet (Abb. 4.13A, B),
die jedoch inaktiven Isoformen dieser Kinase entsprechen. Das Patienten-Serum konnte
dagegen die STS-induzierte Abnahme von phosphorylierten inaktiven GSK-3a und
GSK-3f zu diesen Zeitpunkten aufheben. Somit ldsst sich sagen, dass das Serum poly-
traumatisierter Patienten sowie der Induktor fiir intrinsische Apoptose STS den Phos-
phorylierungsstatus und somit die Aktivitdt der Kinasen Akt und GSK-3 modulieren

konnen. Dadurch konnte der stabilisierende Effekt des Patienten-Serums auf die Protei-
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nexpression von Mcl-1 sowie auf die Ausbildung der intrinsischen Apoptoseresistenz

gegen STS in PMN nach einem schweren Trauma vermittelt werden.
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Abbildung 4.12. Effekt von Staurosporin (STS) auf das phospho-GSK-3o-Proteinexpression in PMN aus
gesunden Probanden (Kontroll-PMN), inkubiert in Ab- und Anwesenheit von Serum der Polytrauma-
Patienten (Patienten-Serum).

A — Repriasentative Western Blot-Aufnahmen; B - Densitometrische Auswertungen der phospho-GSK-3a-
Proteinexpression. Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden wurden mit 1 % Serum von Polytrauma-Patienten
fiir 1 h vorinkubiert. Anschlieend wurde zu den Zellen fiir weitere 30 min, 1 h und 3 h STS (0,2 uM) zugegeben.
Nach den drei Zeitpunkten wurde die Proteinexpression von p-GSK-3a analysiert und auf die Proteinexpression des
Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten fiir die p-GSK-3a-Proteinexpression wurden anschlieend mit der basa-
len Expression der phosphorylierten GSK-3a-Form (frisch isolierte PMN ohne Kultivierung, als 0 h dargestellt)
verglichen. Die Daten sind als relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. n = 6.
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Abbildung 4.13. Effekt von Staurosporin (STS) auf das phospho-GSK-3B-Proteinexpression in PMN aus
gesunden Probanden (Kontroll-PMN), inkubiert in Ab- und Anwesenheit von Serum der Polytrauma-
Patienten (Patienten-Serum).

A — Reprisentative Western Blot-Aufnahmen; B - Densitometrische Auswertungen der Proteinexpression. Frisch
isolierte PMN aus gesunden Probanden wurden mit 1 % Serum von Polytrauma-Patienten fiir 1 h vorinkubiert. An-
schlieend wurde zu den Zellen fiir weitere 30 min, 1 hund 3 h STS (0,2 uM) zugegeben. Nach den drei Zeitpunkten
wurde die Proteinexpression von p-GSK-3f analysiert und auf die Proteinexpression des Referenzgens GAPDH
normiert. Die Daten fiir die p-GSK-3B-Proteinexpression wurden anschlieBend mit der basalen Expression der phos-
phorylierten GSK-3B-Form (frisch isolierte PMN ohne Kultivierung, als 0 h dargestellt) verglichen. Die Daten sind
als relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. n = 6.

4.5 Ausschaltung der Mcl-1-Proteinexpression erhoht die Sensitivitit der

PMN aus Polytrauma-Patienten fiir Staurosporin

Aus vorherigen Versuchen ist ersichtlich, dass die gestorte PMN-Apoptose nach einem
schweren Trauma mit der Resistenz gegen STS sowie mit der erh6hten Proteinexpressi-
on von Mcl-1 korreliert. Dies bestétigt die Hypothese, dass der zelluldre Expressionsle-
vel von Mcl-1 in der Regulation der PMN-Apoptose entscheidend ist. Um die Relevanz
des Mcl-1-Proteins fiir die Apoptoseresistenz gegen STS in PMN aus Polytrauma-
Patienten zu untersuchen, wurde die Expression dieses Proteins mittels RNAi spezifisch

ausgeschaltet. Dazu wurden spezifische gegen Mcl-1-mRNA gerichtete siRNA-
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Sequenzen verwendet, die letztendlich den Abbau von Mcl-1-mRNA bewirken. Dies
resultiert in der Herunterregulation des Mcl-1-Proteins, im sog. knock down.

Die Transfektionsexperimente wurden zuerst mit der humanen myeloiden Leu-
kidmie-Zelllinie HL-60 durchgefiihrt, die mithilfe von all-trans-Retinolsdure (ATRA) zu
Neutrophil-dhnlichen Zellen ausdifferenziert werden kann und als Modell fiir humane
PMN dient. Zur Ausbildung der STS-Resistenz wurden ausdifferenzierte HL-60 Zellen
2 h vor der Transfektion sowie weitere 24 h nach der Transfektion im Zellkulturmedium
mit Serum von Polytrauma-Patienten inkubiert (RPMI-1640 + 1 % P/S + 10 % Patien-
ten-Serum). Nach der Vorinkubation mit dem Patienten-Serum wurden HL-60 Zellen
mit siRNA transfiziert. Nachfolgend wurden die transfizierten Zellen fiir weitere 24 h
bei 37 °C inkubiert. Die Transfektionsexperimente wurden parallel auch in PMN aus
Polytrauma-Patienten durchgefiihrt. Die frisch isolierten Patienten-PMN wurden in
RPMI-1640 + 1 % P/S + 10 % FCS aufgenommen, 30 min bei 37 °C vorinkubiert und
anschlieBend mit siRNA transfiziert. Nach der Transfektion wurden die Zellen fiir wei-
tere 24 h bei 37 °C inkubiert.

HL-60 Zellen und Patienten-PMN wurden mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen von Mcl-1-siRNA (0,5, 1,5 und 2,5 pg) und mit Kontroll-siRNA (20 uM, 0,31
ug/ul) als Positivkontrolle transfiziert. Nach 24 h wurde die Effizienz der Herunterregu-
lation von Mcl-1-Protein mittels Western Blot Analyse iiberpriift. Die Kontroll-siRNA
ist an das Fluoreszenzmolekiil AlexaFluor 488 gekoppelt und wurde verwendet, um die
Effizienz der Transfektion zu iiberpriifen. Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz
wurde 1 h nach der Transfektion der Anteil der griinfluoreszierenden Zellen durch-
flusszytometrisch bestimmt (FL-1 shift). Der prozentuale Anteil an transfizierten Zellen
betrug durchschnittlich > 98 %.

Die Transfektion mit den unterschiedlichen Konzentrationen von Mcl-1-siRNA
fiihrte zu einer signifikanten Herabregulation der Mcl-1-Proteinexpression bis auf 68 %
in HL-60 Zellen (Abb. 4.14A) und bis auf ca. 50 % in PMN aus Polytrauma-Patienten
(Abb. 4.15A). Um den Einfluss des Mcl-1-knock downs auf die intrinsische Apoptose-
resistenz gegen STS zu untersuchen, wurden die transfizierten Zellen nach 24 h mit 0,2
uM STS fiir weitere 18 h behandelt. AnschlieBend wurde die Apoptose durchflusszyto-
metrisch bestimmt. Die Transfektion mit 1,5 pg siRNA und die anschlieBende Behand-
lung mit STS fiihrte zu der Erh6hung der Apoptoserate in HL-60 Zellen und somit zu
der Erhohung der Sensitivitdt dieser Zellen fiir STS (Abb. 4.14B). In PMN aus Poly-
trauma-Patienten lie§ die Transfektion mit 1,5 pg siRNA und die anschlieBende Be-

handlung mit STS die gleichen Ergebnisse erzielen. Es kam dabei zu einer signifikanten
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Erhohung der Apoptoserate (Abb. 4.15B). Somit konnte die Sensitivitit dieser Zellen
fiir STS deutlich erhoht werden und die intrinsische Apoptoseresistenz, zumindest parti-
ell, aufgehoben werden. Demnach deuten diese Ergebnisse auf eine beachtliche Rolle
von Mcl-1 fiir die intrinsische Apoptoseresistenz gegen STS in PMN aus Polytrauma-

Patienten hin.
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Abbildung 4.14. STS-Resistenz in ausdifferenzierten Neutrophil-ihnlichen HL-60 Zellen nach spezifischer
Ausschaltung des Mcl-1-Proteins mittels siRNA.

Ausdifferenzierte HL-60 Zellen wurden 2 h vor der Transfektion im Zellkulturmedium mit 10 % Patienten-Serum bei
37 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Mcl-1-siRNA (0,5, 1,5 und 2,5 pg)
transfiziert. Als Kontrolle wurde Kontroll-siRNA, gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 488, verwendet.
A - 24 h nach der Transfektion wurde die Proteinexpression von Mcl-1 mittels Western Blot Technik analysiert und
auf die Proteinexpression des Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten fiir die Mcl-1-Proteinexpression fiir jede
Mcl-1-siRNA Konzentration wurden anschlieBend mit der Mcl-1-Proteinexpression in der Kontrolle (Transfektion
mit der Kontroll-siRNA fiir 24 h) verglichen. Die Daten sind als relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle)
dargestellt. Abgebildet sind densitometrische Auswertungen der Mcl-1-Proteinexpression mit reprisentativen Wes-
tern Blot-Aufnahmen. B — 24 h nach der Transfektion wurde zu den HL-60 Zellen STS (0,2 uM) fiir weitere 18 h
zugegeben. Nach 18 h erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der Apoptose. Es wurde der prozentuale
Anteil der Zellen gemessen, die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was der fragmentierten DNA ent-
spricht. Die Daten sind als relative Apoptoserate (n-faches der Kontrolle) dargestellt. * < 0,05 im Vergleich zur Kon-
trolle (Transfektion mit der Kontroll-siRNA fiir 24 h). n = 4.
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Abbildung 4.15. STS-Resistenz in PMN aus Polytrauma-Patienten nach spezifischer Ausschaltung des Mcl-
1-Proteins mittels siRNA.

Frisch isolierte Patienten-PMN wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von Mcl-1-siRNA (0,5, 1,5 und 2,5
ng) transfiziert. Als Kontrolle wurde Kontroll-siRNA, gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff AlexaFluor 488, ver-
wendet. A - 24 h nach der Transfektion wurde die Proteinexpression von Mcl-1 mittels Western Blot Technik analy-
siert und auf die Proteinexpression des Referenzgens GAPDH normiert. Die Daten fiir die Mcl-1-Proteinexpression
fiir jede Mcl-1-siRNA Konzentration wurden anschlieBend mit der Mcl-1-Proteinexpression in der Kontrolle (Trans-
fektion mit der Kontroll-siRNA fiir 24 h) verglichen. Die Daten sind als relative Proteinexpression (n-faches der
Kontrolle) dargestellt. Abgebildet sind densitometrische Auswertungen der Mcl-1-Proteinexpression mit reprasenta-
tiven Western Blot-Aufnahmen. ** < 0,005 im Vergleich zur Kontrolle (Transfektion mit der Kontroll-siRNA fiir 24
h). n > 6. B — 24 h nach der Transfektion wurde zu den Zellen STS (0,2 uM) fiir weitere 18 h zugegeben. Nach 18 h
erfolgte durchflusszytometrisch die Bestimmung der Apoptose. Es wurde der prozentuale Anteil der Zellen gemes-
sen, die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was der fragmentierten DNA entspricht. Die Daten sind als
relative Apoptoserate (n-faches der Kontrolle) dargestellt. * < 0,05 im Vergleich zur STS-Kontrolle (Transfektion mit
der Kontroll-siRNA + STS). n > 6.
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4.6 Mcl-1 interagiert verstirkt mit proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2

Familie in PMN aus Polytrauma-Patienten

Entscheidend fiir die Regulation der Apoptose ist das zelluldre Verhiltnis sowie die
Interaktionen zwischen den pro- und antiapoptotischen Faktoren der Bcl-2 Familie
(Oltvai et al. 1993; Westphal et al. 2011). Um zu untersuchen, mit welchen proapopto-
tischen Proteinen der Bcl-2 Familie Mcl-1 in humanen PMN interagiert und dadurch
seine antiapoptotische Funktion ausiibt, wurden Co-Immunprizipitationsexperimente
durchgefiihrt. Die Experimente wurden in frisch isolierten PMN aus Polytrauma-
Patienten durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurden frisch isolierte PMN aus gesunden Pro-
banden genommen.

In den Mcl-1-prézipitierten Proben aus Kontroll- und Patienten-PMN konnten
Signale fiir Bax, Bid, Bad, Bik, zusitzlich mit Bim und Puma (nicht gezeigt), detektiert
werden. Eine leicht erhohte Heterodimerisierung von Mcl-1 mit vier untersuchten
proapoptotischen Proteinen (Bax, Bid, Bad und Bik) wurde in PMN aus Polytrauma-
Patienten, im Vergleich zu PMN gesunder Probanden, beobachtet (Abb. 4.16A). Die
Interaktion von Mcl-1 mit Bax wurde mittels einer reziproken Co-Immunprézipitation
fiir das Protein Bax bestitigt (Abb. 4.16B).

Dies bekriftigt die Hypothese, dass Mcl-1 in PMN aus Polytrauma-Patienten an
der Ausbildung der intrinsischen Apoptoseresistenz, vermutlich durch eine verstéirkte

Interaktion mit proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie, beteiligt ist.

A Mcl-1 Co-IP B Bax Co-l®P Kontroll
Co-lP
Bax Bid Bad Bik Mcl-1 1 2 3
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i
l
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Abbildung 4.16. A - Co-Immunprizipitation (Co-IP) von Bax, Bid, Bad und Bik mit Mcl-1 in PMN aus ge-
sunden Probanden (Kontroll-PMN) und aus Polytrauma-Patienten (Patienten-PMN). B - Die reziproke Co-IP
von Mcl-1 mit Bax in PMN aus gesunden Probanden.

A - Aus den Gesamtprotein-Lysaten von frisch isolierten PMN gesunder Probanden sowie der Polytrauma-Patienten
wurde mit dem spezifischen Antikdrper (monoklonal aus Maus, BD Pharmingen) das Protein Mcl-1 préazipitiert. Die
Expression der potentiellen Mcl-1-Interaktionspartner Bax, Bid, Bad und Bik wurde mittels Western Blot Analyse
untersucht. Anschlieend wurden die Nitrozellulose-Membranen gestrippt und mit dem Antikdrper gegen das Mcl-1-
Protein reinkubiert. Dargestellt sind représentative Western Blot-Aufnahmen von 6 unabhéngigen Experimenten. B —
Aus den Gesamtprotein-Lysaten von frisch isolierten Kontroll-PMN wurde mit dem spezifischen Antikdrper (po-
lyklonal aus Kaninchen, Santa Cruz Biotechnology) das Protein Bax prézipitiert. Mittels Western Blot Analyse wurde
die Expression von Mcl-1 analysiert. AnschlieBend wurden die Nitrozellulose-Membranen gestrippt und mit dem
Antikorper gegen das Bax-Protein reinkubiert. 1 - an die Beads gebundene Fraktion; 2 — nicht gebundene Fraktion; 3
— Kontroll Co-IP mit den leeren Beads (hier wird an die leeren Beads gebundene Fraktion gezeigt). Dargestellt sind
reprasentative Western Blot-Aufnahmen von zwei unabhingigen Experimenten.
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4.7 Die verminderte Spaltung und mitochondriale Translokation von Bax
und Bid korreliert mit der Hemmung der Freisetzung von Cytochrom c

in PMN aus Polytrauma-Patienten

Durch die Heterodimerisierung von Mcl-1 mit den proapoptotischen Faktoren der Bcl-2
Familie, wie z.B. Bax oder Bid, konnen diese in ihrer proapoptotischen Funktion ge-
hemmt werden und bleiben im Zytosol inaktiv. Aus den Komplexen befreit, werden
diese Proteine oligomerisiert und sind an den Mitochondrien fiir die MOMP verantwort-
lich, was in humanen PMN ein Merkmal der frithen Apoptose ist (Maianski et al. 2004).
Die vorherigen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass nach der Aktivierung des extrinsi-
schen Apoptosesignalweges mittels anti-Fas IgM Antikérper in PMN aus gesunden
Probanden sowie in PMN aus Polytrauma-Patienten zu der Abnahme des MMP, der
Abnahme des zelluldren Proteinlevels von Mcl-1 sowie der Erhdhung der Apoptose
kommt. Nach der Einleitung des intrinsischen Apoptosesignalweges mit STS bleiben
dagegen PMN aus Polytrauma-Patienten, im Vergleich zu PMN gesunder Probanden,
apoptoseresistent, was mit der Stabilisierung des Mcl-1-Proteinlevels korreliert.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss der Abbau bzw. die Stabilisierung des
Mcl-1-Proteins auf die Aktivitdt und Lokalisation von proapoptotischen Proteinen der
Bcl-2 Familie hat, wurde eine mdgliche Translokation dieser Faktoren zu den Mito-
chondrien nach der Einleitung des extrinsischen sowie des intrinsischen Apoptosesig-
nalwege untersucht. Dazu wurden frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden sowie
aus Polytrauma-Patienten in RPMI-1640 + 1 % P/S + 5 % FCS mit der Zelldichte von
5-10° Zellen/ml aufgenommen und in die Vertiefungen einer 12-Well Platte ausgesit.
Die Zellen wurden mit STS (0,2 uM) bzw. mit anti-Fas IgM Antikorper (200 ng/ml) fiir
18 h inkubiert und anschlieBend die Zellfraktionierung mittels Homogenisierung durch-
gefiihrt. Es wurden die zytosolische und die mitochondriale Fraktionen gewonnen und
die Proteine aus den beiden Fraktionen in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Mittels
Western Blot Analyse wurde dann die Proteinexpression von Bax, Bid und Cytochrom ¢
in beiden Fraktionen untersucht.

Nach 18 h Inkubation wurde das Protein Bax in Kontroll- und in Patienten-PMN
iiberwiegend in der zytosolischen Fraktion, und in kleineren Mengen auch in der mito-
chondrialen Fraktion detektiert. Neben dem Signal fiir das volle Bax (20 kDa) wurde
auch die kurze, gespaltene Form dieses Proteins (truncated Bax, tBax) mit einem Mole-
kulargewicht von 18 kDa in der mitochondrialen Fraktion in beiden Zellgruppen detek-

tiert (Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17. Subzelluliire Lokalisation von Bax, Bid und Cytochrom ¢ (Cyt ¢) in PMN aus gesunden
Probanden (Kontroll-PMN) und aus Polytrauma-Patienten (Patienten-PMN).

Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden und aus Polytrauma-Patienten wurden fiir 18 h mit dem anti-Fas IgM
(200 ng/ml) bzw. STS (0,2 uM) inkubiert und anschlieend die Zellfraktionierung durchgefiihrt. In den gewonnenen
zytosolischen und mitochondrialen Fraktionen wurde die Proteinexpression von Bax, Bid und Cyt ¢ mittels Western
Blot Technik analysiert. Die Immunférbung mit den Antikérpern gegen GAPDH und MnSOD diente hier als Refe-
renz zu den zytosolischen bzw. mitochondrialen Fraktionen. Es sind die repridsentativen Western Blot-Aufnahmen
von > 5 unabhingigen Experimenten dargestellt.

Somit fanden in Kontroll- und Patienten-PMN wéhrend der spontanen Apoptose
nach 18 h die Translokation von Bax zu den Mitochondrien sowie die Spaltung und die
Translokation von tBax zu den Mitochondrien statt. Das Signal fiir tBax wurde haupt-
sachlich in den mitochondrialen Fraktionen dokumentiert. Aus diesem Grund wurde das
volle Protein Bax fiir die Quantifizierung der Expression in den zytosolischen Fraktio-
nen, und die gespaltene tBax-Form fiir die Quantifizierung der Expression in den mito-
chondrialen Fraktionen in beiden Zellgruppen genommen.

Nach 18 h Inkubation der Kontroll-PMN mit den Apoptose-induzierenden Sub-
stanzen, wie STS bzw. anti-Fas IgM, wurde {iberwiegend die Translokation von tBax zu
den Mitochondrien beobachtet. Es kam zu einer bis zu ca. 3-fachen signifikanten Ab-
nahme des Bax-Proteinlevels in der zytosolischen Fraktion, sowie zu einer bis zu ca. 3-
fachen jedoch nicht signifikanten Erhdhung des tBax-Proteinlevels in der mitochondria-
len Fraktion, im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten Kontrollen (Abb. 4.18A-
B). Generell wurde ein schwaches oder kein Signal fiir Bax in der vollen Form in bei-
den Fraktionen wihrend der induzierten Apoptose mit STS und anti-Fas IgM in Kon-
troll-PMN detektiert.

Die Inkubation der Patienten-PMN mit dem anti-Fas IgM fiir 18 h bewirkte eine

Spaltung sowie mitochondriale Translokation von Bax (Abb. 4.17). Es wurden erhdhte
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Mengen an tBax ausschlieflich in der mitochondrialen Fraktion dokumentiert. Gleich-
zeitig kam es zu einer 6,5-fachen signifikanten Abnahme des Bax-Proteinlevels in der
zytosolischen Fraktion und zu einer ca. 1,3-fachen Erhéhung des tBax-Proteinlevels in
der mitochondrialen Fraktion, im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten Kontrol-
len (Abb. 4.18C-D).

Im Gegensatz dazu blieb die Spaltung von Bax nach der Behandlung der Patien-
ten-PMN mit STS aus, die mitochondriale Translokation von Bax war deutlich vermin-
dert. Der Proteinlevel von Bax war ca. 1,8-fach signifikant erh6ht im Zytosol wéhrend
der STS-induzierten Apoptose, im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Dies kor-
relierte mit einer 2,3-fachen signifikanten Abnahme der Bax-Spaltung in der mito-

chondrialen Fraktion in diesen Zellen (Abb. 4.18C-D).
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Abbildung 4.18. Densitometrische Auswertungen der Bax/tBax-Proteinexpression in PMN aus gesunden
Probanden (A, B - Kontroll-PMN) und aus Polytrauma-Patienten (C, D - Patienten-PMN).

Die Proteinexpression von Bax in den zytosolischen Fraktionen wurde auf die Proteinexpression des Referenzgens
GAPDH, die Proteinexpression von tBax in den mitochondrialen Fraktionen - auf die Proteinexpression des Refe-
renzgens MnSOD normiert. Die Daten fiir die Bax/tBax-Proteinexpression wurden anschlieBend mit der Proteinex-
pression in der jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Zellen, 18 h) verglichen und sind als relative Proteinexpression
(n-faches der Kontrolle) dargestellt. * < 0,05, ** < 0,005, *** < 0,0005 im Vergleich zur jeweiligen unbehandelten
Kontrolle; ## < 0,005, ### < 0,0005.n> 5.

Die Translokation von Bax zu den Mitochondrien nach Einleitung des intrinsi-

schen und des extrinsischen Apoptosesignalwege mittels STS bzw. anti-Fas [gM Anti-
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korper wurde zusétzlich in Kontroll- und in Patienten-PMN mittels Immunfluoreszenz
verifiziert (Abb. 4.19). Dazu wurden Kontroll- und Patienten-PMN auf die mit Poly-D-
Lysin vorbeschichteten Deckgldaschen immobilisiert und anschlieBend fiir 18 h mit STS
bzw. mit dem anti-Fas IgM inkubiert.

A Kontroll-PMN

Bax Mitochondrien

Kontrolle 18 h

+ anti-Fas

+ 8TS

Legende und Abb. 4.19B — s. nichste Seite
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B Patienten-PMN

Bax Mitochondrien

Kontrolle 18 h
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+ anti-Fas
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Abbildung 4.19. Subzellulire Lokalisation von Bax in PMN aus gesunden Probanden (A - Kontroll-PMN)
und in PMN aus Polytrauma-Patienten (B - Patienten-PMN).

A — Staurosporin (STS) und anti-Fas IgM Antikorper stimulieren die mitochondriale Translokation von Bax in Kon-
troll-PMN. B — In Patienten-PMN bewirkt der anti-Fas IgM, und nicht STS, die mitochondriale Translokation von
Bax. Frisch isolierte PMN aus gesunden Probanden sowie aus Polytrauma-Patienten wurden auf die mit Poly-D-
Lysin vorbeschichteten Deckglédschen immobilisiert und anschlieend fiir 18 h mit STS (0,2 uM) bzw. anti-Fas IgM
(200 ng/ml) inkubiert. Die Analyse der Translokation von Bax (griin) zu den Mitochondrien (rot) erfolgte mittels
konfokaler Laserscanmikroskopie. Die Kolokalisation von Bax mit den Mitochondrien ist als gelb-orange Fluores-
zenz zu sehen (Pfeilspitzen). Dargestellt sind die reprasentativen Mikrofotografien von zwei unabhéngigen Experi-
menten.

Nach 18 h Inkubation der Kontroll- und Patienten-PMN wurde eine zytosolische
(griines Signal) sowie auch eine teilweise mitochondriale Lokalisation (im Overlay
gelb-oranges Signal) von Bax beobachtet. Die Aktivierung des extrinsischen Apoptose-

signalweges mit dem anti-Fas IgM in Kontroll- und in Patienten-PMN resultierte in

einer deutlichen Zunahme der Gelbfluoreszenz, im Vergleich zu den jeweiligen unbe-
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handelten Kontrollen, was der verstiarkten mitochondrialen Lokalisation von Bax ent-
sprach (Abb. 4.19A, B).

STS bewirkte dagegen die mitochondriale Lokalisation von Bax nur in den Kon-
troll-PMN, wo ebenfalls eine deutliche Erh6hung der Gelbfluoreszenz detektiert wurde
(Abb. 4.19A). In Patienten-PMN war eine pyknotische griine Farbung von Bax nach der
Behandlung mit STS dokumentiert, was der zytosolischen Lokalisation von diesem Pro-
tein entsprach. Das Protein Bax blieb in Patienten-PMN nach der Einleitung des intrin-
sischen Apoptosesignalweges mit STS grofBtenteils im Zytosol und wurde nicht zu den
Mitochondrien transloziert (Abb. 4.19B).

Die kurze, gespaltene Bid-Form (truncated Bid, tBid) von 15 kDa, konnte im
Vergleich zu tBax, in beiden Fraktionen, jedoch nur in den Proben einzelner Spender
(sowohl in Kontroll- als auch in Patienten-PMN) detektiert werden. Daher erfolgte die
Quantifizierung der Expression sowohl in den zytosolischen als auch in den mitochond-
rialen Fraktionen ausschlielich fiir das volle Protein Bid von 20 kDa. Wéhrend der
spontanen Apoptose nach 18 h wurde in Kontroll-PMN das Signal fiir das Protein Bid,
und (vereinzelt) fiir tBid in beiden Fraktionen detektiert. Somit fanden die Translokati-
on von Bid zu den Mitochondrien, sowie die Spaltung und die Translokation von tBid
zu den Mitochondrien statt (Abb. 4.17). Nach 18 h Inkubation der Kontroll-PMN mit
STS sowie mit dem anti-Fas IgM kam es zu einer bis zu 2-fachen Abnahme des Bid-
Proteinlevels in den zytosolischen Fraktionen, im Vergleich zu den unbehandelten Zel-
len. Gleichzeitig wurde eine ca. 1,6-fache Erhdhung des Bid-Proteinlevels in den mito-
chondrialen Fraktionen, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen, dokumentiert
(Abb. 4.20A). Bid wurde sowohl in der vollen als auch in der aktiven gespaltenen Form
(vereinzelt) wihrend der induzierten Apoptose mit STS bzw. anti-Fas IgM in Kontroll-
PMN zu den Mitochondrien transloziert.

In PMN aus Polytrauma-Patienten konnte wahrend der spontanen sowie Fas-
induzierten Apoptose die Spaltung von Bid zu tBid (ebenfalls vereinzelt), sowie die
Translokation beider Formen zu den Mitochondrien beobachtet werden (Abb. 4.17).
Nach der Behandlung der Patienten-PMN mit dem anti-Fas IgM kam es zu einer ca. 2-
fachen Abnahme des Bid-Proteinlevels in der zytosolischen Fraktion. Gleichzeitig wur-
de eine ca. 1,4-fache Erhohung des Bid-Proteinlevels in der mitochondrialen Fraktion,
im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle, dokumentiert (Abb. 4.20B). Die Einlei-
tung der intrinsischen Apoptose mit STS bewirkte in Patienten-PMN zumindest eine
partielle Hemmung der Spaltung und der mitochondrialen Translokation von Bid. Der

Proteinlevel von Bid in der mitochondrialen Fraktion war ca. 2-fach erniedrigt wiahrend
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der STS-induzierten Apoptose, im Vergleich zu dem Bid-Proteinlevel in der mitochond-
rialen Fraktion wihrend der Fas-induzierten Apoptose in diesen Zellen (Abb. 4.20B).
Das Bid-Protein blieb somit nach STS-Behandlung in Patienten-PMN grof3tenteils im
Zytosol (Abb. 4.17).
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Abbildung 4.20. Densitometrische Auswertungen der Bid-Proteinexpression in PMN aus gesunden Proban-
den (A - Kontroll-PMN) und aus Polytrauma-Patienten (B - Patienten-PMN).

Die Proteinexpression von Bid in den zytosolischen Fraktionen wurde auf die Proteinexpression des Referenzgens
GAPDH, in den mitochondrialen Fraktionen - auf die Proteinexpression des Referenzgens MnSOD normiert. Die
Daten fiir die Bid-Proteinexpression wurden anschlieBend mit der Proteinexpression in der jeweiligen Kontrolle
(unbehandelte Zellen, 18 h) verglichen und sind als relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. #
<0,05, ## < 0,005.n>7.

Die mitochondriale Translokation von proapoptotischen Faktoren der Bcl-2 Fa-
milie, wie z.B. Bax und Bid, resultiert in der MOMP in humanen PMN (Maianski, Roos
et al. 2004). Dadurch wird die Integritit der duleren mitochondrialen Membran zerstort,
was den Austritt von proapoptotischen Proteinen, wie z.B. Cytochrom ¢, ins Zytosol
bewirkt. Die mitochondriale Translokation von Bax/tBax und Bid/tBid nach der Inkuba-
tion der Kontroll-PMN fiir 18 h mit STS bzw. mit dem anti-Fas IgM korrelierte mit ei-
ner bis zu 2,4-fachen signifikanten Erhohung des Cytochrom c-Proteinlevels im Zyto-
sol. Gleichzeitig wurde eine bis zu ca. 2-fache Abnahme dieses Proteins in der mito-
chondrialen Fraktion, im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle, dokumentiert (Abb.
4.17,4.21A).

In PMN aus Polytrauma-Patienten konnte ebenfalls der Austritt von Cytochrom
¢ aus den Mitochondrien ins Zytosol nach der Behandlung dieser Zellen fiir 18 h mit
dem anti-Fas IgM detektiert werden (Abb. 4.17). Es kam dabei zu einer ca. 3-fachen
Erhohung des Cytochrom c-Proteinlevels in der zytosolischen Fraktion. Dies korrelierte
mit einer 1,6-fachen Abnahme dieses Proteins in der mitochondrialen Fraktion, im Ver-

gleich zu der unbehandelten Kontrolle (Abb. 4.21B).
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Im Gegensatz dazu fiihrte die Behandlung von Patienten-PMN mit STS zu einer
kompletten Aufhebung der Freisetzung von Cytochrom ¢ ins Zytosol. Das Signal fiir
Cytochrom ¢ konnte in Patienten-PMN nach STS-Behandlung ausschlieBlich in der
mitochondrialen Fraktion detektiert werden und korrelierte ferner mit der verminderten
Spaltung und verminderten mitochondrialen Translokation von Bax und Bid (Abb. 4.17;

421B).
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Abbildung 4.21. Densitometrische Auswertungen der Cytochrom c¢ (Cyt ¢)- Proteinexpression in PMN aus
gesunden Probanden (A - Kontroll-PMN) und aus Polytrauma-Patienten (B - Patienten-PMN).

Die Proteinexpression von Cyt ¢ in den zytosolischen Fraktionen wurde auf die Proteinexpression des Referenzgens
GAPDH, in den mitochondrialen Fraktionen - auf die Proteinexpression des Referenzgens MnSOD normiert. Die
Daten fiir die Cyt c-Proteinexpression wurden anschlieBend mit der Proteinexpression in der jeweiligen Kontrolle
(unbehandelte Zellen, 18 h) verglichen und sind als relative Proteinexpression (n-faches der Kontrolle) dargestellt. *
< 0,05, ** < 0,005, *** < 0,0005 im Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle; # < 0,05, ## < 0,005, ### <
0,0005.n>7.
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Als essentielle Zellen des angeborenen Immunsystems stellen polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMN) die erste Verteidigungslinie gegen Pathogene im Or-
ganismus dar. PMN sind terminal ausdifferenzierte, nicht proliferierende Zellen, die
sich aufgrund der spontanen (konstitutiven) Apoptose durch eine extrem kurze Lebens-
dauer von 8 — 20 h auszeichnen (Edwards 1994). Letztere kann durch zahlreiche Media-
toren, wie z.B. Zytokine und Wachstumsfaktoren (Brach, deVos et al. 1992; Colotta, Re
et al. 1992; Martin 1999), aber auch durch andere Agentien, wie Lipopolysaccharide
(LPS) (Lee, Whyte et al. 1993) oder Hypoxie (Leuenroth, Grutkoski et al. 2000), deut-
lich verldangert werden. Durch Zytokine kénnen PMN auflerdem rasch an Ort der Ent-
ziindung mobilisiert werden, wo sie effektiv Mikroorganismen und Viren durch Pha-
gozytose, Degranulation, oxidativen Burst (Nathan 2006) sowie durch Freisetzung von
extrazelluldren Fallen aus Chromatin und Proteinen (neutrophil extracellular traps,
NETs), sog. NETose (Brinkmann et al. 2004), bekdmpfen. Diese Funktionen der PMN
sind jedoch unspezifisch und konnen die Schiadigung von gesundem Gewebe sowie eine
langanhaltende Entziindung hervorrufen (Duffin et al. 2010).

Die Balance zwischen dem Uberleben und dem programmierten Zelltod der
PMN ist daher ein grundlegender Mechanismus, der die Funktionalitdt sowie eine siche-
re Eliminierung dieser potentiell toxischen Zellen kontrolliert. Die kurze Lebensdauer
und die Einleitung der Apoptose in PMN ist fiir die Zellhomoostase und das Abklingen
einer Entziindung essentiell, wogegen eine verldngerte Lebensspanne den PMN die
Ausfiihrung von proinflammatorischen und antimikrobiellen Funktionen ermoglicht
(Savill et al. 1995).

PMN wurden erstmalig vor ca. 120 Jahren von dem deutschen Arzt und Forscher
Paul Ehrlich (1854-1915) und dem russischen Zoologen und Bakteriologen Ilja Iljitsch
Metschnikow (1845-1916) beschrieben. Ein besseres Verstindnis iiber die Rolle und die
Funktionen der PMN unter physiologischen und pathologischen Bedingungen wurde
dennoch erst in den beiden letzten Jahrzehnten erreicht. Heutzutage ist bekannt, dass
PMN zahlreiche inflammatorische Mediatoren, wie z.B. die Komponenten des Kom-
plementsystems, Fc-Rezeptoren, Chemokine und Zytokine, exprimieren koénnen
(Cassatella 1999). PMN produzieren auch antiinflammatorische Faktoren, wie z.B. In-
terleukin 10 (IL-10) oder Transformierender Wachstumsfaktor B (transforming growth
factor B, TGF-B), die fiir das Abklingen einer Entziindung essentiell sind (Cowburn,

Condliffe et al. 2008). AuBBerdem sind PMN in die Aktivierung und Regulation der Zel-
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len des adaptiven und des angeborenen Immunsystem involviert und stellen somit das
Schliisselelement des adaptiven und des angeborenen Immunsystem dar (Nathan 2006;
Mantovani, Cassatella et al. 2011). Dementsprechend spielen PMN eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese von einer Vielzahl an Erkrankungen, wie z.B. Krebserkran-
kungen, chronische Entziindungen oder Autoimmunerkrankungen, was das besondere
Interesse fiir diese Zellen in der Forschung erklart.

Nach einem schweren Trauma wird héufig die Erhohung der Funktionalitdt
(Maekawa, Futami et al. 1998; Seidelin, Nielsen et al. 2002) sowie die Verldngerung
der Lebensspanne der PMN beobachtet (Jimenez, Watson et al. 1997; Maianski,
Maianski et al. 2004; Taneja, Parodo et al. 2004). Die verldangerte Lebensspanne wird
durch Wachstumsfaktoren, wie z.B. Granulozyten Makrophagen-Kolonie stimulierender
Faktor (GM-CSF) und Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF), sowie
durch Zytokine und Chemokine, wie z.B. IL-1B, IL-8 und IL-18, vermittelt (Ertel et al.
1998; Akgul, Moulding et al. 2001; Mayadas et al. 2005; Hewins et al. 2006), die in
erhohten Konzentrationen im Serum von schwerverletzten Patienten vorzufinden sind
(Ayala, Perrin et al. 1990; Tanaka, Ishikawa et al. 1996; Coxon, Tang et al. 1999;
Dinarello 2000; Grobmyer et al. 2000; Oberholzer et al. 2001). Die verzdgerte spontane
Apoptose in PMN nach einem schweren Trauma ist auBerdem auf eine gestorte intrinsi-
sche Apoptose zurilickzufiihren und korreliert mit der erhdhten Expression vom antiapo-
ptotischen Protein myeloid-cell leukemia 1 (Mcl-1). Die Vorinkubation der PMN ge-
sunder Probanden mit dem Serum von Polytrauma-Patienten fiihrt zu einer verzdgerten
spontanen sowie induzierten intrinsischen Apoptose in diesen Zellen. Es wurde die Sta-
bilisierung des Mcl-1-Proteins, die Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpo-
tentials (MMP) und die verzogerte Apoptose nach der Behandlung dieser Zellen mit
dem Induktor fiir intrinsische Apoptose Staurosporin (STS) beobachtet (Paunel-
Gorgulu, Zornig et al. 2009). Dieser Effekt ldsst sich ebenfalls in der humanen myeloi-
den Leukdmie-Zelllinie HL-60 reproduzieren (nicht publizierte Daten der Arbeitsgrup-
pe).

Die intrazelluldren Signalwege, die die Serum-vermittelte Verzogerung der
PMN-Apoptose bewirken, sind bis heute nicht ausreichend erforscht worden. Im Fokus
dieser Arbeit stand daher die Aufklarung von molekularen Mechanismen, die den Se-
rum-mediierten Effekt auf die verzégerte spontane und induzierte intrinsische Apoptose
sowie auf die erhdhte Expression vom Protein Mcl-1 in PMN nach einem schweren

Trauma vermitteln.
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Die membranstindigen Rezeptoren sowie die Kinasen, die die Phosphorylierung
von Tyrosin, Serin und Threonin bewirken, sind fiir die Weiterleitung von extrazellulé-
ren Signalen und somit fiir die Regulation der PMN-Apoptose essentiell (Akgul,
Moulding et al. 2001). Mehrere intrazelluldren Signalwege, u.a. Phosphatidylinositol-3-
Kinase/Proteinkinase B (PI3K/Akt) sowie die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
(MAPK), werden in der Literatur als mogliche Faktoren erwéhnt, die an der Zytokin-
mediierten Verzogerung der PMN-Apoptose beteiligt sein konnen (Frasch, Nick et al.
1998; Aoshiba, Yasui et al. 1999; Klein et al. 2000). In Anlehnung an die Ergebnisse
der Vorversuche fiir diese Arbeit sowie an aktuelle Literatur wurde somit als Erstes die
Rolle der Kinasen PI3K/Akt und p38 fiir die PMN-Apoptose untersucht. AuBlerdem
wurde analysiert, ob diese Kinasen den Serum-mediierten antiapoptotischen Effekt und
die Serum-induzierte Stabilisierung von Mcl-1 in PMN nach einem schweren Trauma
vermitteln.

Die Rolle der MAP Kinase p38 in der PMN-Apoptose wird in der Literatur sehr
kontrovers diskutiert und bleibt bis heute unklar. Haufig wird p38 in humanen PMN als
antiapoptotisch beschrieben (Leuenroth, Grutkoski et al. 2000; Villunger et al. 2000;
Alvarado-Kristensson, Porn-Ares et al. 2002), wobei manche Autoren eine proapoptoti-
sche Rolle fiir p38 postulieren (Frasch, Nick et al. 1998; Aoshiba, Yasui et al. 1999;
Derouet, Thomas et al. 2006; Geering, Gurzeler et al. 2011). Es bleibt aulerdem um-
stritten, ob GM-CSF die Phosphorylierung und die Aktivierung von p38 beeinflussen
kann. Nijhuis et al. beschreiben die GM-CSF-mediierte Phosphorylierung von p38
(Nijhuis et al. 2002), die in der Phosphorylierung und Inaktivierung von Caspase-8 und
Caspase-3 resultiert (Alvarado-Kristensson et al. 2004). Suzuki et al. und Derouet et al.
berichten hingegen, dass p38 durch GM-CSF nur sehr schwach bzw. mit zeitlicher Ver-
zogerung aktiviert werden kann (Suzuki et al. 1999; Derouet, Thomas et al. 2004). An-
dere Arbeitsgruppen postulieren, dass GM-CSF keinen Einfluss auf die Phosphorylie-
rung und Aktivierung von p38 hat (Aoshiba, Yasui et al. 1999; Villunger, O'Reilly et al.
2000).

PI3K/Akt ist in humanen PMN neben MEK1/ERK der wichtigste antiapoptoti-
sche Signalweg. Die aktive PI3K kann iiber ihre Produkte, PIP3 und PIP2 (Phosphatidy-
linositol-3,4,5-triphosphat und -3,4-biphosphat), die Phosphorylierung am Threonin 308
und die Rekrutierung von Akt vom Zytosol zur Plasmamembran bewirken (Franke et al.
1997; Frech et al. 1997; Marte et al. 1997). GM-CSF gilt als einer der effektivsten Sti-
mulatoren der PI3K (Whitlock et al. 2000). Distal von PI3K/Akt agiert die Se-

rin/Threonin Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3), die Mcl-1 direkt am Serin 159
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phosphorylieren und inaktivieren kann (Maurer, Charvet et al. 2006). GSK-3 wird ihrer-
seits von den aktiven PI3K/Akt phosphoryliert und inaktiviert (Cross, Alessi et al.
1995). AuBlerdem konnen die aktiven p38 und PI3K den Enzymkomplex Nicotinamida-
denindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase aktivieren, was in der Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und in der Aktivierung von
Caspase-3 resultiert (El Benna et al. 1996; Geering, Gurzeler et al. 2011). ROS ihrer-
seits liben einen inhibitorischen Effekt auf die PI3K Klasse IB p110y aus, was eine
verminderte Phosphorylierung von Akt nach sich zieht. Diese autokrine Signalkaskade
trdgt anscheinend zu der komplexen Regulation der spontanen PMN-Apoptose bei (Xu
et al. 2010). Infolgedessen machen die zellulire Lokalisierung, Induzierbarkeit durch
Wachstumsfaktoren und die vielseitigen Effekte von PI3K/Akt und p38 diese Faktoren
zu den primdren Kandidaten, die die Expression, die Stabilisierung und die antiapoptoti-
sche Funktion des Mcl-1-Proteins direkt oder indirekt modulieren, und somit eine wich-
tige Rolle in der PMN-Apoptose spielen konnen.

Durch die Anwendung von spezifischen pharmakologischen Inhibitoren fiir
PI3K und p38 konnte in dieser Arbeit eine bedeutende Rolle dieser Kinasen im Serum-
mediierten antiapoptotischen Signalweg in ausdifferenzierten Neutrophil-dhnlichen HL-
60 Zellen sowie in humanen PMN belegt werden. Das Patienten-Serum bewirkte eine
Verzogerung der Apoptose, die mit einer erhdhten Mcl-1-Proteinexpression in ausdiffe-
renzierten HL-60 Zellen sowie in humanen PMN korrelierte. Aus den Ergebnissen lésst
sich schlieen, dass beide Kinasen in ausdifferenzierten Neutrophil-dhnlichen HL-60
Zellen antiapoptotisch wirken. Auflerdem sind PI3K und p38 in die Regulation der
spontanen Apoptose und der Mcl-1-Expression auf mRNA- und Proteinebene in diesen
Zellen involviert. Die Serum-mediierte verlidngerte Lebensspanne sowie die erhohte
Mcl-1-Proteinexpression konnten durch die pharmakologische Inhibierung von PI3K
und p38 signifikant aufgehoben werden. Demnach deuten diese Daten auf die Beteili-
gung von PI3K und p38 an der Vermittlung des Serum-mediierten antiapoptotischen
Effektes sowie an der Serum-induzierten erh6hten Mcl-1-Expression in ausdifferenzier-
ten Neutrophil-&hnlichen HL-60 Zellen hin.

Der Effekt von Kinaseinhibitoren auf die Apoptose und die Mcl-1-Expression in
primdren humanen PMN war, im Vergleich zu HL-60 Zellen, etwas vermindert. Die
Inhibitoren fiir PI3K und p38 bewirkten ausschlieBlich in Kombination eine signifikante
Zunahme der Zellzahl mit niedrigem MMP sowie eine signifikante Erhoéhung der
Apoptoserate in PMN aus gesunden Probanden. Es wurden jedoch keine signifikanten

Effekte von den Inhibitoren auf die Mcl-1-Proteinexpression in Kontroll-PMN, sowie
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auf die Apoptose und die Mcl-1-Proteinexpression in Kontroll-PMN, inkubiert mit dem
Serum von Polytrauma-Patienten, und in PMN aus Polytrauma-Patienten beobachtet. Es
lasst sich jedoch die Tendenz erkennen, dass PI3K und p38 in PMN, ebenfalls wie in
ausdifferenzierten HL-60 Zellen, antiapoptotisch wirken und in die Regulation der
spontanen Apoptose involviert sind. Die pharmakologische Inhibierung von PI3K und
p38 konnte die Serum-mediierte verldngerte Lebensspanne der PMN, sowie die erhohte
Proteinexpression von Mcl-1 lediglich zum Teil autheben. Dessen ungeachtet ldsst sich
auch hier der Trend erkennen, dass PI3K und p38 in PMN, dhnlich wie in ausdifferen-
zierten HL-60 Zellen, an der Serum-induzierten erhéhten Mcl-1-Proteinexpression so-
wie am Serum-mediierten antiapoptotischen Effekt beteiligt sein kdnnen.

Der Inhibitor fiir p38 SB203580 zeigte in humanen PMN und in HL-60 Zellen
hiufig, im Vergleich zu dem Inhibitor fiir PI3K LY294002, einen verminderten Effekt
auf die Apoptose sowie auf die Expression von Mcl-1. Humane PMN exprimieren
hauptséchlich die ubiquitire Isoform p38a, und in kleinen Mengen die zellspezifische
Isoform p38d (Nick et al. 1999), wobei die Rolle von p389 fiir die PMN-Apoptose noch
nicht erforscht ist. In HL-60 Zellen wurde die Expression von Isoformen p38a, p38y
und p385 dokumentiert (Zhang et al., 2011). Der in dieser Arbeit verwendete Inhibitor
SB203580 hemmt die Aktivitit der Isoformen p38a und p38B (Lee et al. 1994; Kumar
et al. 1997), und hat demnach keinen inhibitorischen Effekt auf die p38y- und p389-
Isoformen. Diese, eventuell nicht ausreichende, partielle Hemmung von p38 kann zum
Teil den verminderten Effekt des Inhibitors SB203580 in HL-60 Zellen sowie in PMN
erkldren. Es ist auBBerdem nicht auszuschlieen, dass diese drei Isoformen unterschiedli-
che Rollen in der Regulation der Apoptose spielen, so dass z.B. p38a antiapoptotisch,
p38y und p38d proapoptotisch wirken (Ferrari et al. 2012).

Die Kombination aus beiden Inhibitoren zeigte in diesen Experimenten, im Ver-
gleich zu den Inhibitoren einzeln, hdufig einen verstarkten Effekt auf die Apoptose so-
wie auf die Mcl-1-Proteinexpression, jedoch nicht auf die Mcl-1 mRNA-Expression in
ausdifferenzierten HL-60 Zellen. Vermutlich kdnnen beide Kinasen deren Aktivitit ge-
genseitig modulieren (Rane et al. 2001; Derouet, Thomas et al. 2006; Geering, Gurzeler
et al. 2011), wodurch eine komplexe Regulation der Apoptose geschaffen wird. Es
bleibt aulerdem in der Literatur umstritten, ob p38 proximal (Geering, Gurzeler et al.
2011) oder distal von Akt agiert (Derouet, Thomas et al. 2006). Von Rane et al. wurde
in humanen PMN eine Assoziation von p38 mit Akt und der MAP Kinase-aktivierten
Proteinkinase 2 (MK2) zu einem Komplex, sowie eine direkte Phosphorylierung von

Akt am Serin 473 durch p38 beschrieben (Rane, Coxon et al. 2001). Ferner es ist mog-
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lich, dass bei der Kombination beider Inhibitoren der Effekt des Inhibitors fiir p38
SB203580 in diesen Experimenten zum groB8en Teil auf die Wirkung des Inhibitors fiir
PI3K LY294002 zuriickzufiihren ist.

Andere Arbeitsgruppen haben, bestétigend zu dieser Arbeit, ebenfalls die Invol-
vierung von PI3K und p38 an der Vermittlung des Zytokin-mediierten antiapoptoti-
schen Effektes in humanen PMN dokumentiert. So wurde die Beteiligung von PI3K/Akt
und p38 an der GM-CSF- und INF-y-mediierten Verzogerung der PMN-Apoptose
(Cowburn, Cadwallader et al. 2002; Harter, Keel et al. 2002; Saffar et al. 2008) sowie
die Beteiligung dieser Kinasen an der GM-CSF-induzierten erhohten Mcl-1-
Proteinexpression beschrieben (Epling-Burnette, Zhong et al. 2001; Derouet, Thomas et
al. 2004). Larbi et al. berichten dagegen iiber die Beteiligung von p38 an der Regulation
der spontanen Apoptose, jedoch nicht an der Vermittlung des GM-CSF-mediierten anti-
apoptotischen Effektes in humanen PMN (Larbi et al. 2005). Hirata ef al. schildern die
Involvierung von PI3K und ERK, jedoch nicht von p38, an der IL-18- und LPS-
induzierten verzogerten PMN-Apoptose. Die Beteiligung dieser Kinasen an der IL-18-
und LPS-induzierten erhéhten Mcl-1- und A1/Bfl1-Proteinexpression wurde dennoch
nicht festgestellt (Hirata et al. 2008).

Die Daten, die in humanen PMN generiert wurden, zeigten in diesen Experimen-
ten eine deutlich ausgepriagte Spenderabhingigkeit und somit eine sehr starke Hetero-
genitit. Dies kann auf unterschiedlichen Aspekten beruhen. Es ist heutzutage bekannt,
dass das Alter der Spender einen Aspekt darstellt, der die Funktionalitdt der PMN be-
einflussen kann. Am hiufigsten werden altersbedingt Funktionen wie Chemotaxis, oxi-
dativer Burst sowie antibakterielle Funktionen der PMN beeintrichtigt (Ligthart et al.
1990; Fulop et al. 2004; Plackett et al. 2004). Das Probandenalter in der Kontroll- und
in der Patientengruppe in dieser Arbeit war ungleich. Aullerdem zeigte vor allem das
Patientenkollektiv einen ziemlich gro8en Altersumfang. So betrug das durchschnittliche
Alter der polytraumatisierten Patienten 52,4 + 19,2 Jahre (Altersumfang 22 — 80 Jahre),
der gesunden Probanden 34,0 + 9,4 Jahre (Altersumfang 23 — 52 Jahre).

Aber nicht nur das Alter, sondern auch andere Aspekte, wie z.B. Rauchen
(Guzik et al. 2011), Sport (Mooren et al. 2012; Takahashi et al. 2013) und psychologi-
scher Stress (Khanfer et al. 2010; Ignacchiti et al. 2011; Parks et al. 2012), konnen die
Apoptose und die Funktionalitdt der PMN ebenfalls deutlich beeinflussen. So kénnen
intensives korperliches Training (Mooren et al., 2012) sowie akuter psychologischer
Stress (Khanfer, Phillips et al. 2010) eine Aktivierung der Zellen des angeborenen Im-

munsystems bewirken und eine Neutrophilie aufgrund einer verzogerten PMN-
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Apoptose hervorrufen. Dagegen konnen Nikotin (Guzik et al., 2011), méiBige Spor-
tibungen (Takahashi, Miyashita et al. 2013) und chronischer psychologischer Stress
(Phillips et al. 2006) eine Erhohung der PMN-Apoptose und eine Verminderung der
Funktionalitidt der Immunzellen nach sich ziehen. Ferner konnen der Immunstatus und
die Vorerkrankungen der Probanden ebenso die PMN-Apoptose verzogern oder erho-
hen, was in einer Neutrophilie bzw. Neutropenie resultiert (Aga et al. 2002; Ramirez et
al. 2004; Elbim et al. 2009; Aref et al. 2011). Somit kdnnen die heterogenen Effekte von
Kinaseinhibitoren sowie von Patienten-Serum auf die Apoptose und auf die Mcl-1-
Proteinexpression in PMN unterschiedlicher Probanden in diesen Experimenten, zu-
mindest teilweise, durch die aufgefiihrten Aspekte erklart werden.

Zusitzlich besteht die Moglichkeit, dass PMN durch Endotoxinspuren wahrend
und nach der Isolierung pra-aktiviert werden kdnnen. Dies kann anscheinend bestimmte
apoptotische Signalkaskaden modulieren, wie z.B. die Aktivierung von MAP Kinase
p38 (Nahas et al. 1996; Nick et al. 1996), so dass die spontane sowie induzierte PMN-
Apoptose beeintrachtig werden konnen. Dies kann genauso, zumindest teilweise, die
unterschiedliche Wirkung von Kinaseinhibitoren und von Patienten-Serum auf die
Apoptose und die Proteinexpression in humanen PMN, und somit die Heterogenitét der
Daten erklédren. Infolge einer mdglichen Pra-aktivierung der PMN wéhrend und nach
der Isolierung ist auBBerdem die Extrapolation von in vitro Daten auf die in vivo Bedin-
gungen als ziemlich kritisch und problematisch anzusehen (Aoshiba, Yasui et al. 1999).

Fernerhin ist es nicht moglich, mittels Dichtegradientenzentrifugation mit Per-
coll eine 100 %-ige reine PMN-Population aus dem Vollblut zu gewinnen. Trotz ziem-
lich hohem Anteil an PMN (> 95 %) ist eine gewisse Verunreinigung durch mononuk-
ledre Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC), wie Lymphozyten und Mo-
nozyten, die ca. 1 - 2 % ausmachen kann, nicht zu vermeiden. Zudem ermdglicht die
Dichtegradientenzentrifugation der Blutzellen keine Auftrennung der PMN und eosino-
philen Granulozyten. Die Reinheit der PMN-Population hiangt daher von der Anzahl der
Eosinophile im Blut des Donors ab (Edwards 1994). Die Verunreinigung der PMN-
Suspension durch PBMC und eosinophile Granulozyten kann die Physiologie der PMN
in vitro beeintrachtigen (Sabroe et al. 2002), was zu der gewissen Heterogenitit der
Apoptose- und Proteinexpressionsdaten beitragen konnte. Der antiapoptotische Effekt
von GM-CSF auf die PMN-Apoptose (Walmsley et al. 2004) sowie auf die Mcl-1-
Expression (Wardle et al. 2011) wird dennoch nicht durch die Verunreinigung der PMN
durch PBMC beeinflusst.
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Die PMN-Apoptose korreliert bekanntlich invers mit der Mcl-1-Expression. Ein
hoher Mcl-1-Proteinlevel ist mit der Verzogerung der PMN-Apoptose, dagegen eine
Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels mit der erhohten PMN-Apoptose assoziiert
(Leuenroth, Grutkoski et al. 2000; Derouet, Thomas et al. 2004). Die Daten, die in die-
sen Experimenten in der Neutrophil-dhnlichen Zelllinie HL-60 generiert wurden, besti-
tigen das. Es wurde hier jedoch teilweise keine Korrelation zwischen der Apoptose und
Mcl-1-Proteinexpression in humanen PMN beobachtet. In der Literatur wird spekuliert,
dass die Abnahme des Mcl-1-Proteins nach der Einleitung der Apoptose durch andere
Mechanismen, und nicht durch den Abbau, zustande kommen kann. So fanden Gardai et
al., dass das Mcl-1-Protein mit den sekretorischen Vesikeln und azurophilen Granula im
Zytoplasma der humanen PMN assoziiert ist. Die aktivierten PMN kénnen bekanntlich
die Inhalte der Granula und Vesikeln freisetzen (Faurschou and Borregaard 2003), was
vermutlich auch den Verlust des mit Granula assoziierten Mcl-1-Proteins bewirken
kann. Somit wird von dieser Arbeitsgruppe vermutet, dass eine Abnahme des zelluldren
Mcl-1-Proteinlevels wihrend der Apoptose auch ohne Abbau dieses Proteins zustande
kommen konnte (Gardai, Hildeman et al. 2004). Von Lee ef al. wird berichtet, dass die
Einleitung der Apoptose in der humanen myelomonozytischen Zelllinie FDC-P1 ohne
proteasomale Degradierung von Mcl-1 erfolgen kann. Mcl-1 wird lediglich durch die
Bindung mit proapoptotischem BH3-/ike Ligand Bims2A in seiner antiapoptotischen
Funktion gehemmt (Lee et al. 2008).

Die Balance in der Expression von pro- und antiapoptotischen Mitgliedern der
Bcl-2 Familie ist ein entscheidender Faktor in der Regulation des Uberlebens und der
Apoptose der PMN. Die Expression von Mcl-1, ein ilibergeordnetes antiapoptotisches
Bcl-2 Homolog in humanen PMN, wird strikt auf verschiedenen Ebenen reguliert. Laut
Ergebnissen dieser Arbeit regulieren die Kinasen PI3K und p38 die Serum-induzierte
erhohte Mcl-1-Expression auf Proteinebene. Allerdings wurde nicht genau untersucht,
ob die Regulation der Mcl-1-Expression iiber translationsabhingige oder -unabhéngige
Mechanismen erfolgt.

Es ist bekannt, dass neben der Regulation der Expression auf Transkriptions-
und Translationsebene, die Kinasen PI3K und p38 die antiapoptotischen zelluldren Pro-
zesse auch iiber translationsunabhéngige Mechanismen regulieren konnen. Im Rahmen
von posttranslationalen Modifikationen konnen diese Kinasen iiber die Phosphorylie-
rung von Apoptose-regulierenden Proteinen, u.a. von Mcl-1, die nachfolgende Stabili-
sierung oder Abbau, Heterodimerisierung, Inaktivierung und subzelluldre Lokalisation

dieser Faktoren modulieren. So bewirken die aktiven PI3K/Akt und p38 die Phosphory-
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lierung von weiteren Kinasen, wie GSK-3 (Cross, Alessi et al. 1995), von proapoptoti-
schen Proteinen der Bcl-2 Familie, wie Bax oder Bad, oder von Caspasen, wie Caspase-
8 oder Caspase-3 (Cowburn, Cadwallader et al. 2002; Alvarado-Kristensson, Melander
et al. 2004; Gardai, Hildeman et al. 2004). Kotone-Miyahara et al. berichten iiber die
GM-CSF-mediierte PI3K- und MEK/ERK1/2-vermittelte posttranslationale Modifikati-
on und Hemmung von FADD. Es verhindert folglich die Ausbildung des DISC-
Komplexes, die Spaltung von Procaspase-8 und die Fas-induzierte Apoptose, was zur
verzogerten PMN-Apoptose fithrt (Kotone-Miyahara, Yamashita et al. 2004). Es wurde
die translationsunabhdngige Stabilisierung von Mcl-1 und die Verzégerung der PMN-
Apoptose durch den second messenger cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
beschrieben (Rossi et al. 1995; Kato et al. 2006). Der Haupteffektor von cAMP, die
Proteinkinase A (PKA), kann ihrerseits GSK-3 und MAP Kinasen phosphorylieren
(Sassone-Corsi 2012), die bekanntlich die Expression von Mcl-1 modulieren konnen.

Es ist demnach nicht auszuschlieBen, dass diese alternativen, antiapoptotischen,
translationsunabhédngigen Regulationsmechanismen von PI3K/Akt, GSK-3 und p38 zu
dem Serum-mediierten erhdhten Mcl-1-Proteinlevel in ausdifferenzierten Neutrophil-
dhnlichen HL-60 Zellen und in humanen PMN beitragen. Dadurch wird eine komplexe
Regulation der Mcl-1-Expression und folglich der Apoptose in PMN unter physiologi-
schen Bedingungen sowie nach einem schweren Trauma geschaffen.

Als Weiteres wurde hier der Abbau vom Protein Mcl-1 in PMN aus gesunden
Probanden und aus Polytrauma-Patienten widhrend der spontanen sowie induzierten
Apoptose analysiert. Die Struktur und der Aufbau des Mcl-1-Proteins ermoglichen eine
rapide Degradierung, was eine extrem kurze Halbwertszeit (2 — 3 h) dieses antiapoptoti-
schen Faktors sowie eine dynamische Regulation der PMN-Apoptose gewihrleisten. So
besitzt Mcl-1 mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen, die dessen Aktivitét beein-
flussen konnen. Die Phosphorylierung von Mcl-1 an bestimmten Aminoséure-Resten
kann entweder in einer Stabilisierung oder Polyubiquitinylierung und dem nachfolgen-
den Abbau resultieren (Domina, Smith et al. 2000; Inoshita, Takeda et al. 2002; Maurer,
Charvet et al. 2006). Die PEST-Sequenzen (Prolin, Glutamat, Serin und Threonin) am
N-Terminus leiten Mcl-1 zur Polyubiquitinylierung und Degradierung in den Proteaso-
men (Kozopas, Yang et al. 1993). Aulerdem wurden in der PEST-Region von Mcl-1
zwei konservierte Aspartatsdure-Reste 127 und 157 identifiziert, die als Spaltungsstel-
len fiir Caspasen dienen (Michels et al. 2005). Im Rahmen der extrinsischen Apoptose

kann Mcl-1 durch die Caspase-8 gespalten werden (Derouet, Thomas et al. 2006; Cross,
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Moots et al. 2008). Durch die Caspase-3 wird Mcl-1 zu einer kiirzeren proapoptotischen
Form gespalten (Clohessy, Zhuang et al. 2004).

Der PI3K/Akt-vermittelte Effekt auf Mcl-1 wird durch die konstitutiv aktive Se-
rin/Threonin Kinase GSK-3 ausgelibt, die Mcl-1 direkt phosphorylieren kann. In der
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren verbleibt GSK-3 in humanen PMN aktiv und
kann Mcl-1 phosphorylieren. Dies fiihrt zu der Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels auf-
grund der Polyubiquitinylierung und Degradierung in den Proteasomen (Maurer,
Charvet et al. 2006). Die Mcl-1 Ubiquitinylierungs-Ligase E3 (MULE) ist ein essentiel-
ler Faktor, der das Protein Mcl-1 polyubiquitinylieren und somit die Expression von
Mcl-1 posttranslational regulieren kann (Zhong, Gao et al. 2005). Die wachstumsfakto-
renabhdngige Aktivierung von PI3K/Akt bewirkt die Phosphorylierung am Serin 9 und
21 und die nachfolgende Inhibierung von GSK-3 (Cross, Alessi et al. 1995), was in ei-
ner Stabilisierung von Mcl-1 und der verzogerten Apoptose resultiert (Zhao, Altman et
al. 2007).

Durch die Anwendung des spezifischen Inhibitors fiir Proteasom MG-132 und
des Breitbandinhibitors fiir Caspasen BocD-fmk konnte in dieser Arbeit eine wichtige
Rolle fiir Caspasen und Proteasom in der spontanen sowie induzierten Apoptose in hu-
manen PMN belegt werden. Auflerdem konnte eine wichtige Rolle fiir diese Proteasen
bei dem Abbau des Mcl-1-Proteins wéhrend der spontanen sowie induzierten Apoptose
in Kontroll- und Patienten-PMN bestétigt werden. Unterstiitzend dafiir wurde in der
Literatur die Beteiligung von Caspasen an der Regulation der spontanen Apoptose in
humanen PMN und differenzierenden myeloiden humanen HL-60 Zellen beschrieben
(Santos-Beneit and Mollinedo 2000; Wardle, Burgon et al. 2011; Lucas et al. 2013).

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Induktion der intrinsischen
Apoptose mittels STS bzw. der extrinsischen Apoptose mittels agonistischer anti-Fas
IgM Antikorper die Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels in Kontroll-PMN bewirkt, was
mit der Abnahme des MMP und der Erhohung der Apoptose korreliert. In PMN aus
Polytrauma-Patienten kommt es zur Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels ausschlieBlich
wihrend der Fas-induzierten Apoptose. Dies geht, ebenfalls wie in Kontroll-PMN, mit
der Abnahme des MMP und der Erhdhung der Apoptose einher. Nach STS-Behandlung
zeigten Patienten-PMN dagegen eine deutlich ausgeprigte Resistenz. Es wurde, im
Vergleich zu Kontroll-PMN, eine Stabilisierung des Mcl-1-Proteinlevels dokumentiert,
die mit einer Verzégerung der Apoptose in diesen Zellen korrelierte.

Die Fas-induzierte Abnahme des MMP und des Mcl-1-Proteinlevels sowie die

Erhohung der Apoptose konnten generell durch pharmakologische Inhibierung von
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Caspasen und vom Proteasom in Kontroll- und Patienten-PMN aufgehoben werden.
Allerdings bewirkte diesen Effekt in Kontroll- und Patienten-PMN der Inhibitor fiir
Caspasen BocD einzeln und in Kombination mit dem Inhibitor fiir Proteasom MG-132,
jedoch nicht MG-132 alleine. MG-132 konnte in Kontroll-PMN die Fas-induzierte Ab-
nahme des Mcl-1-Proteinlevels, jedoch nicht die Fas-induzierte Abnahme des MMP und
die Erhohung der Apoptose tiberwinden. In Patienten-PMN dagegen konnte die Inhibie-
rung des Proteasoms die Fas-induzierte Abnahme des MMP, aber nicht die Fas-
induzierte Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels und die Erhohung der Apoptose autheben.
Die Kombination von den beiden Inhibitoren zeigte in diesen Experimenten keinen sy-
nergistischen Effekt. Demzufolge sind vor allem die Caspasen an der Regulation der
Fas-induzierten Apoptose in Kontroll- und Patienten-PMN beteiligt. Beim Fas-
induzierten Mcl-1-Abbau scheint in Kontroll-PMN in erster Linie das Proteasom, in
Patienten-PMN in erster Linie Caspasen involviert zu sein.

In der Literatur gibt es ebenfalls Befunde, dass wihrend der spontanen sowie in-
duzierten PMN-Apoptose Caspasen und Proteasom unterschiedlich beteiligt sein kon-
nen. So wurde die Involvierung von Caspasen, und nicht vom Proteasom, wéhrend der
Natriumsalicylat-induzierten PMN-Apoptose sowie dem Abbau von Mcl-1 wéhrend der
induzierten PMN-Apoptose beobachtet (Derouet, Thomas et al. 2006). Wardle et al.
berichten, dass die Hemmung von Caspasen mit der Abnahme des Mcl-1-Proteinlevels
in der frithen Phase der Apoptose (nach 8 h), dagegen mit der Erhohung des Mcl-1-
Proteinlevels in der spiten Phase der Apoptose (nach 20 h) korreliert. Somit postuliert
diese Arbeitsgruppe, dass der caspaseabhingige Abbau von Mcl-1 in der spéten, und
nicht in der frithen Phase der Apoptose erfolgt. Mcl-1 {ibt somit eine regulierende Funk-
tion in der frithen Phase der Apoptose aus und kann distal die Aktivierung von Caspa-
sen und die Einleitung der Apoptose induzieren. Der caspase- und evtl. calpainabhéngi-
ge Abbau von Mcl-1 in der spiten Phase der Apoptose erfolgt daher als eine Konse-
quenz der Apoptose und hat demnach keine regulierende Funktion mehr (Wardle,
Burgon et al. 2011). Es wird auBlerdem die Phosphorylierung und der proteasomabhén-
gige Abbau von Mcl-1 wihrend der spontanen (Derouet, Thomas et al. 2004; Derouet,
Thomas et al. 2006) sowie GM-CSF- und Flavonoid-induzierten Apoptose in humanen
PMN dokumentiert (Derouet, Thomas et al. 2006; Lucas et al. 2012). Die Involvierung
von Caspasen und Calpainen in die Regulation des Mcl-1-Abbaus wihrend der sponta-
nen Apoptose in humanen PMN wurde dagegen nicht beobachtet (Derouet, Thomas et

al. 2004).
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Die pharmakologische Inhibierung von Caspasen und vom Proteasom konnte in
Kontroll-PMN generell die STS-induzierte Abnahme des MMP und die Abnahme des
Mcl-1-Proteinlevels sowie die Erhohung der Apoptose verhindern. Der Inhibitor fiir
Proteasom MG-132 alleine konnte allerdings die STS-induzierte Zunahme der Apoptose
nicht iiberwinden. Anscheinend sind in erster Linie Caspasen an der Regulation der
STS-induzierten Apoptose in Kontroll-PMN beteiligt. Die STS-mediierte Abnahme des
Mcl-1-Proteinlevels konnte in Kontroll-PMN nur durch die Kombination beider Inhibi-
toren, und nicht durch die Inhibitoren einzeln, aufgehoben werden. Die Kombination
aus beiden Inhibitoren zeigte in diesen Experimenten einen verstirkten Effekt auf die
Mcl-1-Proteinexpression. Daraus lésst sich schliefen, dass in den STS-induzierten Ab-
bau von Mcl-1 offensichtlich sowohl das Proteasom als auch Caspasen in gleichem Ma-
Be involviert sind. Die Beteiligung von Caspasen wurde wihrend der STS-induzierten
Apoptose in humanen Melanom-Zelllinien dokumentiert, obgleich in humanen Brust-
krebszellen MCF-7 und in murinen Leukidmie-Zelllinien L1210 sowohl caspaseabhin-
gige als auch -unabhingige STS-induzierte Apoptose beschrieben wurde (Belmokhtar et
al. 2001; Xue et al. 2003). Ein STS-induzierter, GSK-33-abhédngiger Abbau von Mcl-1
wurde in HeLa Zellen beobachtet (Ding, He et al. 2007).

Nach Hemmung von Caspasen und/oder vom Proteasom blieben Patienten-PMN
weiterhin gegen STS resistent. Vermutlich ist die Aktivitit von Caspasen in Patienten-
PMN bereits (evtl. Zytokin-mediiert) gehemmt, so dass eine zusdtzliche Inhibierung
keinen Effekt auf die Apoptose sowie auf die Mcl-1-Proteinexpression nach STS-
Behandlung in diesen Zellen bewirkt. AuBerdem kann Mcl-1, vermutlich aufgrund der
Serum-mediierten Aktivierung von Akt und Hemmung von GSK-3, nicht phosphory-
liert und dadurch nicht fiir die Polyubiquitinylierung und den nachfolgenden Abbau in
den Proteasomen markiert werden. Somit hat anscheinend die Inhibierung des Protea-
soms wihrend der intrinsischen Apoptose in Patienten-PMN ebenso keinen Effekt auf
die Apoptose und auf die Mcl-1-Proteinexpression.

Von Derouet et al. wird postuliert, dass die GM-CSF-induzierte erhohte Mcl-1-
Expression durch transkriptionsunabhidngige Mechanismen reguliert wird, und in erster
Linie die Mcl-1-Expressionsdnderungen auf Proteinebene bewirkt. Somit entfalten
Wachstumsfaktoren, wie z.B. GM-CSF, ihre antiapoptotische Wirkung indem sie in
erster Linie die proteasomale Degradierung des Mcl-1-Proteins hemmen und dadurch
die Stabilisierung dieses Faktors nach sich ziehen (Derouet, Thomas et al. 2004). Au-

Berdem ist die Polyubiquitinylierung von Mcl-1 ein reversibler Prozess und kann durch
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die Deubiquitinase USP9X aufgehoben werden (Schwickart et al. 2010), was ebenfalls
in der Stabilisierung von Mcl-1 resultiert.

Die Erh6hung des Mcl-1-Proteinlevels nach GM-CSF-Behandlung ist demnach
auf die Verzogerung des Mcl-1-Abbaus (durch Hemmung von Proteasomen) und auf
die daraus resultierende Stabilisierung dieses Proteins zuriickzufiihren, was seinerseits
durch PI3K/Akt- und ERK/MEK-Signalwege vermittelt wird. Posttranslationale Modi-
fikationen von Mcl-1, wie Hyperphosphorylierung, konnen den GM-CSF-mediierten
Effekt auf die Stabilisierung dieses Faktors und auf die Verzogerung der Apoptose in
humanen PMN autheben (Derouet, Thomas et al. 2004). Die Phosphorylierung durch
die Kinase GSK-3, die nachfolgende Polyubiquitinylierung durch die E3 Ligase MULE
und die proteasomale Degradierung des Mcl-1-Proteins wurden vor kurzem als essenti-
elle proapoptotische Mechanismen in HeLa und in Jurkat Zellen sowie in murinen pro-
B-Zellen der lymphoiden Zelllinie FL5.12 beim Zytokinentzug beschrieben (Zhong,
Gao et al. 2005; Maurer, Charvet et al. 2006). Unterstiitzend dafiir wurde iiber den gly-
koseabhédngigen antiapoptotischen Signalweg in murinen myeloiden Zelllinien berich-
tet, bei dem die erhohte Glykolyserate mit der Phosphorylierung und Inhibierung von
GSK-30/p am Serin 21 und 9 und der Stabilisierung von Mcl-1 korreliert (Zhao, Altman
et al. 2007).

Dies bestétigt unsere Beobachtungen, dass der erniedrigte Mcl-1-Proteinlevel
wiéhrend der spontanen sowie induzierten PMN-Apoptose in erster Linie auf die Verdn-
derungen der Mcl-1-Expression auf Proteinebene, aufgrund des Abbaus dieses Proteins
in den Proteasomen und/oder durch Caspasen, zuriickzufiihren ist. Dagegen kann die in
dieser Arbeit gezeigte Stabilisierung des Mcl-1-Proteins in PMN aus Polytrauma-
Patienten nach der Einleitung des intrinsischen Apoptosesignalweges mittels STS ver-
mutlich ebenfalls auf die Verdnderungen der Mcl-1-Expression auf Proteinebene zu-
riickgefiihrt werden, und zwar auf die Hemmung des Abbaus dieses Proteins in den Pro-
teasomen und/oder durch Caspasen.

Um die molekularen Mechanismen der Serum-induzierten Mcl-1-Stabilisierung
ndher zu untersuchen, wurde hier zusétzlich die Proteinexpression der Kinase Akt sowie
der von Akt distal agierenden GSK-3 analysiert, die, wie bereits oben erwihnt, die Mcl-
1-Proteinexpression direkt modulieren konnen. Die Daten dieses Experimentes charak-
terisieren sich, dhnlich wie im frither beschriebenen Experiment mit Kinaseinhibitoren
fiir PI3K und p38, LY294002 und SB203580, ebenfalls durch eine deutlich ausgeprégte
Spenderabhingigkeit und somit durch eine sehr starke Heterogenitit. Es ldsst sich den-

noch sagen, dass das Serum von Polytrauma-Patienten in PMN aus gesunden Probanden
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eine verstirkte Phosphorylierung von Akt, die fiir die aktive Akt-Form charakteristisch
ist, bewirkte. Gleichzeitig wurde eine verstirkte Phosphorylierung (am Serin 21 und 9)
von Isoformen GSK-3a und GSK-3B dokumentiert, die jedoch den inaktiven Formen
dieser Kinase entsprechen. Auerdem fiihrte STS zu einzelnen untersuchten Zeitpunk-
ten zu einer leichten Abnahme der aktiven Akt-Form sowie von inaktiven GSK-3-
Isoformen, die durch das Patienten-Serum aufgehoben werden konnte. Hiermit ldsst
sich schlieBen, dass das Patienten-Serum und der intrinsische Apoptoseinduktor STS
den Phosphorylierungsstatus und somit die Aktivitit beider Kinasen modulieren kon-
nen.

Somit verbleibt Akt in Anwesenheit des Patienten-Serums nach der Einleitung
der intrinsischen Apoptose mittels STS phosphoryliert und aktiv, was mit der Phospho-
rylierung und der Inaktivierung von GSK-3 korreliert. Die Phosphorylierung durch
GSK-3 und der nachfolgende Abbau von Mcl-1 werden somit gechemmt. Durch diese
Mechanismen konnte das Patienten-Serum den stabilisierenden Effekt auf das Mcl-1-
Protein sowie auf die Ausbildung der intrinsischen Apoptoseresistenz gegen STS in
PMN nach einem schweren Trauma vermitteln. Die inhibitorischen Effekte von STS auf
Kinasen PI3K/Akt und ERK1/2 (Zha et al. 1996; Yamaki et al. 2002), obgleich ein akti-
vierender Effekt auf GSK-3p und der STS-induzierte GSK-3B-vermittelte Abbau von
Mcl-1 (Ding, He et al. 2007) wurden, bestétigend zu diesen Daten, auch von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben.

Wie die Ergebnisse in dieser und in vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe zei-
gen, kann die intrinsische Apoptoseresistenz in Patienten-PMN mittels agonistischer
anti-Fas IgM Antikdrper iiberwunden werden. Wie bereits oben beschrieben, wird die
Fas-induzierte Apoptose sowie der Fas-induzierte Mcl-1-Abbau in Patienten-PMN vor
allem durch Caspasen, und nicht durch das Proteasom, reguliert. Dagegen sind in Kon-
troll-PMN vermutlich in den Fas-induzierten Abbau von Mcl-1 in erster Linie das Pro-
teasom, in den STS-induzierten Abbau von Mcl-1 Caspasen und Proteasom in gleichem
Malle einbezogen. Anscheinend beeinflussen die verschiedenen extra- und intrazellulé-
ren Signale die Aktivitdt beider Proteasen. Es ist auch anzunehmen, dass die posttrans-
lationalen Modifikationen von Mcl-1, wie Phosphorylierung an bestimmten Aminoséu-
re-Resten, die Priferenz fiir eine bestimmte Abbauform modulieren kénnen. Eine er-
hohte Phosphorylierung durch GSK-3 und nachfolgende Polyubiquitinylierung von
Mcl-1 in Kontroll-PMN kann die Involvierung vor allem von den Proteasomen in den
Mcl-1-Abbau wihrend der spontanen sowie Fas-induzierten Apoptose in diesen Zellen

erklaren.
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In PMN aus Polytrauma-Patienten verbleibt die Kinase Akt offenbar phospho-
ryliert und aktiv und kann die distal agierende Kinase GSK-3 phosphorylieren und inhi-
bieren. Die daraus resultierende Hemmung der Mcl-1-Phosphorylierung koénnte die
nachfolgende proteasomale Degradierung von Mcl-1 wihrend der extrinsischen
Apoptose in Patienten-PMN hindern, jedoch angeblich nicht die Spaltung durch Caspa-
sen. AuBBerdem ist bekannt, dass Mcl-1 mit den proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2
Familie heterodimerisieren kann. Dadurch wird vermutlich nicht nur die Hemmung von
proapoptotischen Faktoren erreicht, sondern die Aktivitdt von Mcl-1 moduliert. So wur-
de in der humanen Myeloma-Zelllinie RPMI-8226 und in der humanen embryonalen
Nieren-Zelllinie Hek-293 ein reziproker Schutz von Mcl-1 und Bim gegen den
Ubiquitin-Proteasomen-abhidngigen Abbau dokumentiert (Wuilleme-Toumi, Trichet et
al. 2007). Eine mogliche Assoziierung von Mcl-1 mit den proapoptotischen Faktoren
der Bcl-2 Familie in PMN nach einem schweren Trauma konnte die Hemmung vor al-
lem der proteasomalen Degradierung von Mcl-1 wihrend der Fas-induzierten Apoptose
erklaren.

Wihrend der spontanen sowie Fas-induzierten PMN-Apoptose kommt es zur
Erhohung der Aktivitdit von Caspasen, wie Caspase-8 und Caspase-3 (Alvarado-
Kristensson, Porn-Ares et al. 2002). Die Wachstumsfaktoren {iben eine inhibitorische
Wirkung auf Caspasen aus. So bewirken die GM-CSF-aktivierten PI3K/Akt und p38
u.a. die Phosphorylierung und Inaktivierung der Caspase-8 und Caspase-3 (Cowburn,
Cadwallader et al. 2002; Alvarado-Kristensson, Melander et al. 2004; Gardai, Hildeman
et al. 2004), die bekanntlich Mcl-1 spalten und inaktivieren konnen (Clohessy, Zhuang
et al. 2004; Derouet, Thomas et al. 2006; Cross, Moots et al. 2008). Bestitigend dafiir
wurde in einem Apoptose-Array eine deutlich verminderte Expression von Procaspase-3
in PMN aus polytraumatisierten Patienten, im Vergleich zu PMN aus gesunden Proban-
den, dokumentiert (nicht publizierte Daten der Arbeitsgruppe). Kotone-Miyahara et al.
beschreiben eine GM-CSF-abhingige Hemmung der Spaltung der Procaspase-8
(Kotone-Miyahara, Yamashita et al. 2004). Eine wachstumsfaktorenabhédngige Inhibie-
rung von GSK-3 (Cross, Alessi et al. 1995) trigt anscheinend ebenfalls zum Schutz von
Mcl-1 gegen den Abbau und somit zu der Stabilisierung dieses Proteins bei. Infolgedes-
sen wird in Patienten-PMN durch komplexe Mechanismen, wie Hemmung der Expres-
sion und Aktivitdt von Caspasen und Modulation der Aktivitit von Kinasen, die Stabili-
sierung des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 und eine Verzogerung der Apoptose er-

reicht.
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Als Weiteres konnte hier gezeigt werden, dass die Herunterregulation der Mcl-1-
Proteinexpression mittels siRNA mit einer signifikanten Erhohung der Apoptose nach
Behandlung mit STS, und somit mit einer Erh6hung der Sensitivitdt dieser Zellen fiir
intrinsische Apoptose korrelierte. Infolgedessen konnte die Serum-vermittelte intrinsi-
sche Apoptoseresistenz in Patienten-PMN, zumindest partiell, aufgehoben werden. Dies
bekriftigt die Hypothese, dass Mcl-1 an der Ausbildung der Serum-vermittelten verzo-
gerten Apoptose sowie intrinsischen Apoptoseresistenz gegen STS in PMN nach einem
schweren Trauma beteiligt ist. Die Ausschaltung der Mcl-1-Expression in differenzie-
renden Zellen der humanen myeloiden Leukdmie-Zelllinie U-937 (Bazzoni et al. 1999;
Moulding et al. 2000) sowie in humanen und in murinen PMN (Leuenroth, Grutkoski et
al. 2000; Dzhagalov et al. 2007) war ausreichend, um Apoptose in diesen Zellen zu er-
hohen. Die Virus-induzierte verzogerte Apoptose in humanen Monozyten (Chan et al.
2010), die Glykolyse-mediierte verzogerte Apoptose in der murinen pro-B-Zellen lym-
phoiden Zelllinie FL5.12 (Zhao, Altman et al. 2007) sowie die GM-CSF-vermittelte
verzogerte Apoptose in humanen PMN (Edwards et al. 2003) konnte nach der spezifi-
schen Ausschaltung des Mcl-1-Proteins aufgehoben werden. Die Herabregulation des
Mcl-1-Proteinlevels in humanen Myeloma-Zellen erhohte die Sensitivitéit dieser Zellen
gegen den Proteasominhibitor Bortezomib (Gomez-Bougie et al. 2007).

Es ist jedoch anzunehmen, dass Mcl-1 nicht der einzige Faktor ist, der die Ver-
zogerung der Apoptose sowie die Ausbildung der Apoptoseresistenz in PMN nach ei-
nem schweren Trauma reguliert. Es ist hochstwahrscheinlich ein komplexer Regulati-
onsmechanismus, an dem weitere Faktoren der Bcl-2 Familie einbezogen sein konnen.
So wurde von Hamasaki ef al. die Relevanz von 4/-a, einem Subtyp des 4/-Gens fiir
die Apoptose in Maus dokumentiert (Hamasaki et al. 1998). Die Ausschaltung des
proapoptotischen Mitgliedes der Bcl-2 Familie Puma in humanen PMN resultierte in der
verzogerten Apoptose in diesen Zellen, einer anhaltenden Entziindung sowie einer un-
kontrollierten bakteriellen Infektion (Garrison et al. 2010). AuBler Faktoren der Bcl-2
Familie konnen in diesen Prozess auch andere Mechanismen bzw. Signalwege invol-
viert sein, die proximal (wie z.B. PI3K/Akt, p38, Initiatorcaspasen) und distal (Ef-
fektorcaspasen) von den Mitochondrien sowie direkt an den Mitochondrien (z.B. GSK-
3) agieren.

Die Serum-induzierten Kinase-vermittelten posttranslationalen Modifikationen
der Proteine der Bcl-2 Familie, wie z.B. Phosphorylierung, modulieren die Aktivitét
dieser Faktoren nicht nur durch die Stabilisierung bzw. Abbau, sondern auch durch die

Heterodimerisierung und die subzelluldre Lokalisation. Mcl-1 wird als Faktor angese-
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hen, der kein direktes intrinsisches oder selbstdndiges antiapoptotisches Potential auf-
weist. Das Protein Mcl-1 besitzt Doménen BH1-3 und charakterisiert sich durch die
Abwesenheit der BH4-Doméne. Dieses Merkmal ermdglicht dem Mcl-1-Protein die
Interaktionen mit Proteinen, die dieses Motiv enthalten (Derouet, Thomas et al. 2004).
Es wird demnach postuliert, dass Mcl-1 seine antiapoptotische Wirkung entfaltet, indem
es mit proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie interagiert und diese in ihrer Funk-
tion hemmt. Folglich wird dadurch die Translokation dieser proapoptotischen Proteine
zu den Mitochondrien verhindert, was die Integritdt der Mitochondrien aufrechterhélt
und die Apoptose inhibiert (Dorward et al. 2012). Die Uberexpression von Mcl-1 kann
die Apoptose verzogern (Reynolds et al. 1994). Dagegen ist das proapoptotische Protein
Bax fiir die Einleitung der PMN-Apoptose essentiell, und kann durch antiapoptotische
Stimuli in seiner Funktion unterdriickt werden (Pryde et al. 2000). Generell wird Bax in
der Literatur, neben Mcl-1, als Schliisselfaktor der Apoptose in humanen PMN und in
hematopoetischen Zellen beschrieben (Zhou et al. 1998; Weinmann, Gaehtgens et al.
1999).

Daher wurde hier als Nachstes untersucht, ob und mit welchen proapoptotischen
Faktoren der Bcl-2 Familie Mcl-1 interagieren kann. Es konnte gezeigt werden, dass
Mcl-1 mit proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie Bax, Bid, Bik, Bad, Bim und
Puma, interagiert. AuBBerdem wurde eine erhdhte Co-Immunprézipitation von Mcl-1 mit
Bax, Bad, Bik und Bid in PMN aus Polytrauma-Patienten, im Vergleich zu PMN aus
gesunden Probanden, dokumentiert.

In der Literatur gibt es ebenfalls Hinweise darauf, dass Mcl-1 mit proapoptoti-
schen Faktoren der Bcl-2 Familie, wie z.B. mit Bax, interagieren kann, und diese Inter-
aktionen durch Zytokine moduliert werden konnen. Somit bewirken Zytokine, u.a. GM-
CSF, eine Umstellung des PMN-Phénotyps vom pro- zum antiapoptotischen (Larbi,
Douziech et al. 2005). So wird iiber eine erhohte Heterodimerisierung von Mcl-1 mit
Bax nach der Behandlung der PMN mit GM-CSF berichtet (Epling-Burnette, Zhong et
al. 2001; Gardai, Hildeman et al. 2004). AuBlerdem ist die Interaktion von Bax mit ei-
nem weiteren antiapoptotischen Protein in humanen PMN, dem Bcl-x; beschrieben
(Altznauer, Conus et al. 2004; Gardai, Hildeman et al. 2004). Es wird postuliert, dass
Bcl-x;. mit der vollen, und nicht mit der gespaltenen aktiven Form von Bax, direkt inter-
agieren und dadurch seine mitochondriale Lokalisation verhindern kann (Altznauer,
Conus et al. 2004). In humanen B-Zellen (Gomez-Bougie, Bataille et al. 2005) sowie in
murinen T-Zellen (Zhu et al. 2004) wurde die Interaktion von Mcl-1, Bcl-2 und Bel-x¢.

mit dem proapoptotischen Protein Bim an den Mitochondrien beschrieben. Dadurch
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wird Bim in seiner proapoptotischen Funktion gehemmt, und folglich die zytosolische
Translokation von Bim sowie die Bim-vermittelte Aktivierung von Bax inhibiert.

Es wird aullerdem postuliert, dass die Zytokin-mediierte PI3K/Akt-vermittelte
Phosphorylierung von proapoptotischen Faktoren der Bel-2 Familie, wie z.B. von Bax
oder Bad, die Heterodimerisierung von Mcl-1 mit Bax in humanen PMN begiinstigen
kann. So bewirkt die GM-CSF-vermittelte PI3K/Akt-abhéngige Phosphorylierung von
Bax am Serin 184 seine zytosolische Lokalisation und Heterodimerisierung mit den
antiapoptotischen Proteinen Mcl-1 und Bcl-xp (Gardai, Hildeman et al. 2004). Cowburn
et al. beschreiben eine GM-CSF-mediierte, PI3K-abhéngige Phosphorylierung von Bad,
die vermutlich die nachfolgende Heterodimerisierung von Mcl-1 mit weiteren
proapoptotischen Faktoren, wie z.B. Bax, stimulieren kann (Cowburn, Cadwallader et
al. 2002). Die PI3K-abhingige Phosphorylierung von Bad am Serin 112 und 136 verén-
dert die subzelluldre Lokalisation dieses Proteins und hemmt es in seiner proapoptoti-
schen Funktion. Die Phosphorylierung verhindert vermutlich die Heterodimerisierung
von Bad mit den antiapoptotischen Faktoren der Bcl-2 Familie, wie z.B. mit Bel-x;, oder
Mcl-1, an den Mitochondrien. Dies bewirkt die Translokation von Bad von der mito-
chondrialen Auflenmembran ins Zytosol, wo es vermutlich mit dem regulatorischen
Protein 14-3-3 interagiert (Yang et al. 1995; Zha et al. 1996; Cowburn, Cadwallader et
al. 2002). Die befreiten antiapoptotischen Faktoren, wie Mcl-1, kdnnen nun mit weite-
ren proapoptotischen Faktoren der Bcl-2 Familie, wie z.B. mit Bax, interagieren. Diese
werden folglich in ihrer proapoptotischen Funktion gehemmt.

AuBerdem moduliert die GM-CSF-vermittelte Heterodimerisierung nicht nur
die Aktivitdt der proapoptotischen Faktoren der Bcl-2 Familie, sondern auch die Aktivi-
tit, Stabilisierung und Abbau von Mcl-1 (Derouet, Thomas et al. 2004; Wuilleme-
Toumi, Trichet et al. 2007). Die verstirkte Heterodimerisierung konnte das Mcl-1-
Protein auch vor dem Abbau schiitzten (z.B. in den Proteasomen), was zu der Stabilisie-
rung von Mcl-1 und somit zu der verzogerten Apoptose in PMN nach einem schweren
Trauma beitragen konnte.

In einem weiteren Schritt sollten in dieser Arbeit die Folgen des Mcl-1-Abbaus
nach Apoptoseeinleitung in Kontroll-PMN sowie die Folgen der Mcl-1-Stabiliseirung
nach STS-Behandlung in Polytrauma-PMN néher untersucht werden. Die Degradierung
von Mcl-1 korreliert hdufig mit der Erh6hung der Apoptose (Maurer, Charvet et al.
2006) und stellt somit eine wichtige Voraussetzung fiir die Aktivierung und mitochond-
riale Translokation von proapoptotischen Proteinen der Bel-2 Familie Bax und Bak dar

(Nijhawan et al. 2003). Diese Faktoren konnen die Freisetzung proapoptotischer Protei-
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ne aus den Mitochondrien ins Zytosol und die Abnahme des MMP bewirken, wodurch
der point of no return der apoptotischen Kaskade erreicht wird (Eskes et al. 1998;
Jurgensmeier et al. 1998). Die Stabilisierung von Mcl-1 aufgrund der Hemmung der
Phosphorylierung durch die GSK-3 kann diesen Prozess autheben (Maurer, Charvet et
al. 2006). In diesem Zusammenhang sollte gekldrt werden, ob die Stabilisierung des
Mcl-1-Proteins in PMN nach einem schweren Trauma die Aktivierung und die subzellu-
lare Lokalisation der proapoptotischen Faktoren der Bcl-2 Familie beeinflussen, und
vielleicht auf diese Weise die Aufrechterhaltung des MMP und eine Verzogerung der
Apoptose bewirken kann.

Es konnte gezeigt werden, dass in PMN gesunder Probanden wéhrend der spon-
tanen sowie induzierten Apoptose die Translokation proapoptotischer Proteine Bax und
Bid zu den Mitochondrien stattfand. Neben den vollen Proteinen wurden auerdem die
gespaltenen, aktiven Formen von Bax und Bid, tBax und tBid, in den zytosolischen und
in den mitochondrialen Fraktionen dokumentiert. An dieser Stelle muss jedoch vermerkt
werden, dass anders wie fiir Bax, die Spaltung von Bid zu tBid nur bei einzelnen PMN-
Spendern detektiert wurde. Wéhrend der induzierten Apoptose wurde die mitochondria-
le Translokation von Bax iiberwiegend in der gespaltenen Form als tBax beobachtet,
wobei Bid anndhernd in gleichem Malle in der vollen sowie in der kiirzeren Form zu
den Mitochondrien transloziert wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden in PMN aus Poly-
trauma-Patienten nach der Einleitung der extrinsischen Apoptose erzielt.

Die Translokation von Bax zu den Mitochondrien in Kontroll-PMN nach der
Einleitung der intrinsischen und extrinsischen Apoptose, sowie in Patienten-PMN aus-
schlieBlich nach der Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalweges wurde auller-
dem mittels Immunfluoreszenz bestitigt.

Ferner korrelierte die Aktivierung und die mitochondriale Translokation von
Bax und Bid in Kontroll-PMN wéhrend der intrinsischen und extrinsischen Apoptose,
sowie in Patienten-PMN wihrend der extrinsischen Apoptose mit dem Austritt von Cy-
tochrom ¢ aus den Mitochondrien ins Zytosol.

Maianski et al. beschreiben ebenfalls die mitochondriale Translokation von Bax,
die Spaltung und die mitochondriale Translokation von Bid/tBid, sowie die nachfolgen-
de Freisetzung mitochondrialer proapoptotischer Faktoren, wie Smac/DIABLO und
HtrA2/Omi, ins Zytosol wiahrend der spontanen PMN-Apoptose. Das Signal fiir tBid
wurde hauptséchlich in der zytosolishen Fraktion detektiert. Die Translokation von Bid
zu den Mitochondrien wurde iiberwiegend in der vollen Form, von Bax ausschlieBlich

in der vollen Form beobachtet, wobei das Signal fiir tBax nicht detektiert wurde
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(Maianski, Roos et al. 2004). Von Altznauer et al. wurde dagegen die Spaltung von Bax
zu tBax wihrend der spontanen sowie Fas-induzierten PMN-Apoptose dokumentiert
(Altznauer, Conus et al. 2004). Van Raam et al. beschreiben die Spaltung sowie die
mitochondriale Translokation beider proapoptotischer Faktoren, Bax und Bid, was mit
dem Austritt von Smac aus den Mitochondrien wihrend der spontanen Apoptose in hu-
manen PMN korrelierte. In humanen Melanom-Zelllinien wurde die STS-induzierte
Aktivierung sowie die mitochondriale Translokation von Bax beschrieben, die mit dem
Austritt von Cytochrom ¢, AIF und Smac/DIABLO aus den Mitochondrien, der Ab-
nahme des MMP und der Aktivierung von Caspase-3 korrelierte (Zhang et al. 2004).

Das aktive Protein Bax oligomerisiert an den Mitochondrien (Yethon et al.
2003) und kann direkt Poren in der duBeren mitochondrialen Membran ausbilden
(Desagher, Osen-Sand et al. 1999; Eskes, Desagher et al. 2000). Die genaue Rolle von
Bid/tBid bleibt dagegen bis heute unklar. Laut Daten dieser Arbeit wird Bid in der vol-
len als auch in der gespaltenen Form zu den Mitochondrien transloziert und spielt ver-
mutlich in gleichem Mal3e, direkt oder indirekt, eine Rolle in der MOMP. In der Litera-
tur wird einerseits beschrieben, dass Bid seine proapoptotische Wirkung entfaltet, in-
dem es die Konformationséinderungen und Oligomerisierung sowie die mitochondriale
Lokalisation von Bax induziert (Desagher, Osen-Sand et al. 1999; Eskes, Desagher et
al. 2000). So stellen die Arbeitsgruppe Maianski die Hypothese auf, dass nicht die Spal-
tung von Bid, sondern vielmehr die Interaktionen zwischen tBid und Bax, sowie die
nachfolgende Aktivierung von Bax durch tBid, fiir die PMN-Apoptose essentiell sind
(Maianski, Roos et al. 2004). Von anderen Autoren wird dagegen postuliert, dass Bid in
der vollen und/oder gespaltenen Form zu den Mitochondrien transloziert wird, und
ebenfalls wie Bax, selbst Poren in der dufleren mitochondrialen Membran ausbilden
kann (Desagher, Osen-Sand et al. 1999; Eskes, Desagher et al. 2000; Grinberg, Sarig et
al. 2002). So beschreiben Kuwana et al. die Assoziation von Bax mit Bid und mito-
chondrialen Lipiden zu einem Komplex, der anschlieBend Poren in der &uBeren mito-
chondrialen Membran ausbilden kann (Kuwana, Mackey et al. 2002).

Nach der Behandlung von PMN aus Polytrauma-Patienten mit STS wurde eine
deutliche Verminderung der Spaltung sowie der mitochondrialen Translokation von Bax
und Bid dokumentiert. Die Signale fiir die vollen, nicht gespaltenen Formen von Bax
und Bid wurden iiberwiegend in den zytosolischen Fraktionen detektiert. Die vermin-
derten Spaltung und mitochondriale Translokation von Bax und Bid in Patienten-PMN
gingen nach der Einleitung des intrinsischen Apoptosesignalweges mittels STS, wie

erwartet, mit der Inhibierung der Freisetzung von Cytochrom c¢ einher. Mehrere Ar-
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beitsgruppen haben ebenfalls die Zytokin-mediierte Hemmung der mitochondrialen
Translokation von proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie beschrieben. So korre-
lierte die GM-CSF- und G-CSF-mediierte Verzogerung der PMN-Apoptose mit der
Hemmung der mitochondrialen Translokation von Bax und Bid/tBid, sowie mit der
Hemmung der Freisetzung von proapoptotischen Faktoren ins Zytosol (Maianski, Roos
et al. 2004; Dragon, Saffar et al. 2008). Van Raam et al. haben dagegen keinen G-CSF-
vermittelten Effekt auf die mitochondriale Translokation von Bax/tBax, Bid/tBid, Frei-
setzung von proapoptotischen Proteinen und das MMP, obgleich eine Verzégerung der
PMN-Apoptose dokumentiert (van Raam, Sluiter et al. 2008).

Die Interaktionen von Mcl-1 mit proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie
sowie die subzelluldre Lokalisation dieser Faktoren konnen, wie bereits oben erwéhnt,
in gleichem Mafe durch die posttranslationalen Modifikationen von Mcl-1 sowie durch
die posttranslationalen Modifikationen seiner Interaktionspartner moduliert werden.
Dieser Mechanismus kann somit gleicherweise zu der Hemmung der mitochondrialen
Translokation der proapoptotischen Faktoren, und folglich zu der verzdgerten Apoptose
und der Ausbildung der intrinsischen Apoptoseresistenz in PMN nach einem schweren
Trauma beitragen. So beschreiben Gardai et al. die GM-CSF-mediierte PI3K/Akt-
abhingige Phosphorylierung von Bax am Serin 184, die die Heterodimerisierung dieses
Faktors mit antiapoptotischen Mcl-1, Bcl-x; und A1/Bfll im Zytosol fordert und somit
die mitochondriale Translokation verhindert. Apoptotische Zellen zeigen entsprechend
einen verminderten Level des phosphorylierten Bax im Zytosol, was mit der erhdhten
Spaltung und Aktivierung von Bax, sowie mit der erhdhten Translokation von Bax zu
den Mitochondrien korreliert (Gardai, Hildeman et al. 2004).

Der Zytokin-mediierte antiapoptotische Effekt wird demnach auch iiber die
proapoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie, wie Bax und Bid, vermittelt. Es wurde in
dieser Arbeit und von anderen dokumentiert, dass Zytokine oder Serum der Polytrauma-
Patienten, die Hemmung der Bax- und Bid-Translokation zu den Mitochondrien bewirk-
ten (Gardai, Hildeman et al. 2004; Maianski, Roos et al. 2004; Dragon, Saffar et al.
2008), obgleich die Faktoren, die dies direkt modulieren kénnen, unklar sind. Als ge-
eignete Kandidaten dafiir werden in der Literatur die antiapoptotischen Proteine der
Bcl-2 Familie angesehen. Es wurde bereits in dieser Arbeit, sowie von anderen gezeigt,
dass Mcl-1 mit Bax und Bid in humanen PMN interagieren kann (Epling-Burnette,
Zhong et al. 2001; Gardai, Hildeman et al. 2004), und demzufolge die Zytokin-
mediierte Hemmung der mitochondrialen Translokation dieser Faktoren vermitteln

konnte. Ein weiterer Kandidat ist Bcl-x;, fiir den ebenfalls die Interaktion mit Bax in
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humanen PMN beschrieben wurde (Gardai, Hildeman et al. 2004). AuBlerdem konnte
fiir ein weiteres antiapoptotisches Protein in humanen PMN, A1/Bfll, die Interaktion
mit proapoptotischen Bax, Bid, Bad und Bik gezeigt werden (nicht publizierte Daten
der Arbeitsgruppe), die ebenfalls zu der Hemmung der mitochondrialen Translokation
dieser Faktoren und somit zur Aufrechterhaltung des MMP beitragen konnte. Die Inter-
aktion von A1/Bfll mit Bak und tBid und die daraus resultierende Hemmung von Bax
und Bak wurde in HeLa Zellen beschrieben (Simmons et al. 2008).

Basierend auf Daten dieser Arbeit und aktueller Literatur wird hier ein vermeint-
licher Serum-vermittelter Signalweg postuliert, der in humanen PMN nach einem
schweren Trauma aktiviert wird und eine Verzogerung der konstitutiven Apoptose be-
wirken sowie die intrinsische Apoptoseresistenz gegen STS vermitteln kann (Abb. 5.1).
Die essentiellen Elemente dieser Signalkaskade sind die Kinasen PI3K/Akt, p38 und
GSK-3, sowie die Faktoren der Bcl-2 Familie, wie Mcl-1, Bax und Bid.

Faktoren im Polytrauma-Serum

Stabilisierung
Abbau im % % Spaltung durch
Proteasom Caspasen

y '7‘,
L
@ 5> avoptose

Mitochondrium

Abbildung 5.1. Die bis dato unbekannte Faktoren im Serum von Polytrauma-Patienten induzieren
den antiapoptotischen Signalweg in humanen PMN und bewirken eine Verzogerung der Apoptose
(schematische Darstellung).

Die Faktoren im Patienten-Serum bewirken, anscheinend durch die Phosphorylierung und Aktivierung
vom PI3K/Akt-Signalweg (und evtl. von p38), die Phosphorylierung und Hemmung von GSK-3. Somit
wird die Phosphorylierung durch GSK-3 und nachfolgender proteasomaler Abbau von Mcl-1 gehemmt,
was in der Stabilisierung von Mcl-1 resultiert. An der Stabilisierung von Mcl-1 sind anscheinend auch die
Caspasen beteiligt. Die Folgen der Mcl-1-Stabilisierung sind erhohte Heterodimerisierung von Mcl-1 mit
proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie, wie Bax und Bid, wodurch ihre mitochondriale Transloka-
tion jedoch blockiert wird. Dies resultiert in der Hemmung der Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien ins Zytosol, der Aufrechterhaltung des MMP und folglich in der Verzogerung der konsti-
tutiven PMN-Apoptose. Die Stabilisierung von Mcl-1, vermittelt durch PI3K/Akt/GSK-3-Signalweg, ist
vermutlich fiir die Ausbildung der Resistenz gegen STS in PMN nach einem schweren Trauma essentiell.
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Die bis dato unbekannte Faktoren im Patienten-Serum bewirken, vermutlich
durch die Phosphorylierung und Aktivierung von PI3K/Akt (und evtl. von p38) und die
nachfolgende Phosphorylierung und Inaktivierung von GSK-3, die Hemmung des Ab-
baus durch Caspasen und/oder in den Proteasomen und die daraus resultierende Stabili-
sierung von Mcl-1. Dadurch wird vermutlich die Heterodimerisierung von Mcl-1 mit
proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie, wie Bax und Bid, begiinstigt, ihre mi-
tochondriale Translokation jedoch gehemmt. Dies resultiert in der Hemmung der Frei-
setzung von mitochondrialen proapoptotischen Faktoren, wie Cytochrom c, ins Zytosol,
der Aufrechterhaltung des MMP und der Verzogerung der spontanen PMN-Apoptose.
Der PI3K/GSK-3/Mcl-1-Signalweg wurde als ein wichtiger antiapoptotischer Signal-
weg auch fiir neuronale (Mori et al. 2004) und hematopoetische Zellen postuliert
(Maurer, Charvet et al. 2006).

Die Daten dieser Arbeit bekriftigen die Hypothese, dass die Regulation der
Apoptose in humanen PMN eng mit der Expression des antiapoptotischen Proteins Mcl-
1 verbunden ist. Des Weiteren sind die Hemmung des Abbaus von Mcl-1 sowie die dar-
aus resultierende Stabilisierung dieses nicht redundanten antiapoptotischen Proteins
essentiell fiir die verzogerte spontane Apoptose sowie fiir die Ausbildung der intrinsi-
schen Apoptoseresistenz gegen STS in PMN nach einem schweren Trauma. An dieser
Stelle muss auch erwédhnt werden, dass die genauen proapoptotischen Wirkmechanis-
men von STS bis heute umstritten und unzureichend untersucht bleiben, was die voll-
staindige Aufklidrung von molekularen Mechanismen der intrinsischen Apoptoseresis-
tenz in PMN aus Polytrauma-Patienten erschwert.

Mcl-1 bleibt bis heute der einzige am besten erforschte antiapoptotische Faktor
der Bcl-2 Familie in humanen PMN, obgleich die Expression weiterer antiapoptotischer
Faktoren in PMN, wie Bcl-xp und A1/Bfll, belegt wurde (Chuang, Yee et al. 1998;
Cowburn, Cadwallader et al. 2002). Von unserer Arbeitsgruppe und von anderen wird
fiir Mcl-1 eine bedeutende Rolle in der Regulation der PMN-Apoptose bzw. des PMN-
Uberlebens postuliert. Es wurde jedoch beschrieben, dass GM-CSF die Apoptose in
Maus mit dem myeloiden spezifischen Mcl-1-Deffekt verzogern (Dzhagalov, St John et
al. 2007) und die Apoptose in humanen PMN auch durch Mcl-1-unabhidngige Mecha-
nismen regulieren kann (Wardle, Burgon et al. 2011). Die murinen A1/Bfl1-defizienten
PMN zeigen dagegen eine erhdhte Apoptoserate in vitro (Hamasaki, Sendo et al. 1998).

AuBerdem gibt es neuere Befunde, dass die Apoptose in humanen PMN nicht

immer mit dem Mcl-1-Proteinlevel invers korreliert. So wurde in PMN aus septischen
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Polytrauma-Patienten trotz der verminderten Apoptose die erniedrigte Expression von
antiapoptotischen Proteinen Mcl-1 und A1/Bfll, im Vergleich zu schwerverletzten,
nicht septischen Patienten, dokumentiert (Paunel-Gorgulu et al. 2012). Angesichts des-
sen ist es anzunehmen, dass der Serum-mediierte antiapoptotische Effekt sowie die
intrinsische Apoptoseresistenz nicht nur durch die Stabilisierung von Mcl-1, sondern
auch durch die Modulation weiterer Faktoren in humanen PMN nach schwerem Trauma
vermittelt werden.

Das nachfolgende Ziel dieser Arbeit ist daher, die oben beschriebene antiapoptoti-
sche Signalkaskade in PMN aus Polytrauma-Patienten niher zu untersuchen, sowie wei-
tere Faktoren und Mechanismen zu identifizieren, die (evtl. ergdnzend zur Wirkung von
Mcl-1) die verzogerte spontane Apoptose und die intrinsische Apoptoseresistenz gegen

STS in PMN nach einem schweren Trauma hervorrufen konnen.
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Bcel-x
Bel-x.
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Bik

Bim
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CD
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Co-IP
COPD

Abbildung

amerikanisches Kollegium der Lungenspezialisten (american college of
chest physician)

Apoptosis-inducing factor

Antikorper

Proteinkinase B (PKB)

Apoptotic protease-activating factor 1

Akutes Atemnotsyndrom (acute respiratory distress syndrome)
Adenosintriphosphat

All-trans-Retinolsédure

Bcl-2—-assoziiertes death promoter Protein

Bcl-2 Antagonist/killer Protein

Bcl-2-assoziiertes X Protein

Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid)

B-cell lymphoma 2

B-cell lymphoma Protein

B-cell ymphoma-extra large Protein
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Bcl-2 Interaktions-Protein

Bcl-2 Interaktions-killer Protein

Bcl-2 Interaktions-Mediator des Zelltodes

Basenpaar

cyclisches Adenosinmonophosphat

Kompensatorisches antiinflammatorisches Reaktions-Syndrom (compen-
satory antiinflammatory response)

Unterscheidungsgruppe (cluster of differentiation)

komplementidre DNA (copy-DNA)

Centimeter

Co-Immunprizipitation

Chronische obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmo-

nary disease)
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Da
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DIABLO
DISC
DMSO
DNA
dsRNA
ERK
FACS
FADD
FasL
FasR
FCS
fMLP

g
GAPDH
G-CSF
GM-CSF
GSK-3

h

HRP
HtrA2/Omi
IAP
ICAM
ICU

Ig

IL

INF

ISS
JAK/STAT
JAM
JC-1

Schwellenwert-Zyklus (threshold cycle)

Cytochrom ¢

Dalton

Damage-associated molecular pattern
4',6-Diamidin-2-phenylindol

Direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl
Death-inducing signaling complex

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Doppelstringige (double-stranded) RNA
Extrazellular-regulierte Kinase

Durchflusszytometrie (fluorescent-activated cell sorting)
Fas-associated death domain-protein

Fas-Ligand

Fas-Rezeptor

Fotales Kélberserum (fetal calf serum)
N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin

Gramm

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor
Granulozyten Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
Glykogensynthase-Kinase 3

Stunde (hour)

Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)

High temperature requirement protein A2

Inhibitor of apoptosis protein

Intercellular adhesion molecule

Intensivstation (intensive care unit)

Immunglobulin

Interleukin

Interferon

Schweregrad einer Verletzung (injury severity score)
Januskinase/signal transducers and activators of transcription
Junctional adhesion molecule

5,5%,6,6 tetrachloro-1,1",3,3 tetraethylbenzimidazolcarbocyaninjodid
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JINK

LPS

MACS
MAPK
MARS

Mcl-1
mg
ug
MHC

min
mind.
MK2
mL

mm

mM

pum
mmHg
MMP
MnSOD
MODS
MOMP
MOV
mRNA
MSK2
MULE
NADPH
NETs
ng

NGF

C-Jun N-terminale Kinase

Liter

Lipopolysaccharid

Mol

Magnetische Zellisolierung (magnetic activated cell sorting)
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Komplexes gegenseitiges Reaktions-Syndrom (mixed antagonist respon-
se syndrome)

Mpyeloid-cell leukemia 1

Milligramm

Mikrogramm

Hauptgewebevertriglichkeitskomplex (major histocompatibility com-
plex)

Minute

Mindestens

MAP Kinase-aktivierte Proteinkinase 2

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

Millimol

Mikromol

Mikrometer

Maleinheit Millimeter Quecksilbersiule (= 133,322 Pascal)
Mitochondriales Membranpotential

Mitochondriale Superoxiddismutase

Multiples Organ-Dysfunktions-Syndrom

Mitochondrial outer membrane permeabilization

Multiples Organversagen

Boten-RNA (messenger-RNA)

Mitogen- und Stress-aktivierte Proteinkinase 2

Mcl-1 Ubiquitinylierungs-Ligase E3
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Neutrophile extrazelluldre Fallen (neutrophil extracellular traps)
Nanogramm

Nerven Wachstumsfaktor (nerve growth factor)
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NGS

nM

nm
qRT-PCR
PBMC

PBS

PCR
PECAM-1
PEST

PI

PI3K
PIP3/PIP2
PMN
PRR
PSGL-1
Puma
RISC
RNA
RNAIi
ROS

rpm
rRNA

RT
RT-PCR
SCCM
SDS-PAGE
sec
siRNA
SIRS

Smac
SOCS
sog.

STS

Normales Ziegenserum (normal goat serum)

Nanomol

Nanometer

Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion
Mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononu-
clear cells)

Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate-buffered saline)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Platelet endothelial-cell adhesion molecule 1
Prolin-Glutamat-Serin-Threonin Sequenz

Propidiumiodid

Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat / -3,4-biphosphat
Polymorphkernige neutrophile Granulozyten
Pattern-recognition receptor

P-Selektin Glykoprotein Ligand 1

Mitochondrion/p53 upregulated modulator of apoptosis
RNA-induced silencing complex

Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz (RNA silencing)

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
Umdrehungen pro Minute (U/min)

Ribosomale RNA

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase- oder Real-Time PCR

Gesellschaft der Intensivmedizin (society of critical care medicine)
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunde

small interfering RNA

Systemisches Inflammatorisches Reaktions-Syndrom (systemic inflam-
matory response syndrome)

Second mitochondria-derived activator of caspase
Suppressors of cytokine signaling

Sogenannt

Staurosporin
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Tab.
tBax
tBid
TGF
TLR

TNFR
TRAIL

USA
USP9X
Uuv

Tabelle

gespaltenes (truncated) Bax

gespaltenes (truncated) Bid

Transformierender Wachstumstaktor (transforming growth factor)
Toll-dhnlicher Rezeptor (foll-like receptor)

Tumornekrosefaktor (tumor necrosis factor)
Tumornekrosefaktor-Rezeptor

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand

Unit

iiber Nacht

Die Vereinigten Staaten von Amerika (United States of America)
Ubiquitin-spezifische Peptidase 9, X-linked

Ultraviolett

Volt
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