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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zirkulierende polymorphkernige neutrophile Granuloyzten (PMN) sind essentiell als erste
Verteidigungslinie gegen Pathogene im Organismus. Eine Gewebeschiddigung in Folge
eines Traumas fiihrt zur sofortigen Aktivierung der PMN. Nach einem schweren Trauma
werden proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren in hohen Konzentrationen
freigesetzt, die eine verldngerte Lebensspanne und Funktionalitdt der PMN bewirken. Am
Ort des Traumas kommt es hdufig zu einer Einwanderung von PMN, die durch ihr
unspezifisches iiberschieendes zytotoxisches Potential zur Schédigung von gesundem
Gewebe und einer systemischen Entziindungsreaktion (systemic inflammatory response
sydrom, SIRS) bzw. Sepsis flihren konnen. Die hiufigste Todesursache in Folge eines
schweren Traumas ist die Entwicklung eines Sepsis-bedingten Multiorganversagens.

Die Vorversuche der Arbeit haben belegt, dass die nach einem Trauma verzogerte
spontane PMN Apoptose mit einer intrinsischen Apoptoseresistenz einhergeht, die sich in
Form einer Resistenz gegeniiber dem Kinaseninhibitor Staurosporin (STS) &dufBlert. Im
Fokus dieser Arbeit stand die Identifizierung von Serumfaktoren, die eine intrinsische
Apoptoseresistenz in PMN nach einem schweren Trauma vermitteln.

In dieser Arbeit konnte mittels chromatographischer Analyseverfahren o-1-Antitrypsin
(AAT), ein Akute-Phase-Protein, als Mediator der intrinsischen Apoptoseresistenz nach
Trauma identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass serumeigenes AAT in vitro
konzentrationsabhédngig eine STS-Resistenz in PMN gesunder Probanden induzieren kann.
Der zugrunde liegende molekulare Mechanismus wurde an dieser Stelle nicht genau
untersucht, ist aber Bestandteil zukiinftiger Untersuchungen. Zusammentfassend konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass der antiapoptotische Effekt des Serums
polytraumatisierter Patienten durch einen hitzestabilen, Albumin-unabhidngigen Faktor
vermittelt wird, der eine Grofle von >50 kDa aufweist. Im Weiteren konnte AAT als ein
wesentlicher Faktor fiir die intrinsische Apoptoseresistenz in PMN nach Trauma

identifiziert werden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Trauma

Unter einem Polytrauma versteht man einen durch &uBlere Einwirkung akut
entstandenen korperlichen Schaden, mindestens 2 verschiedener Organsysteme,
wovon einer als lebensbedrohlich gilt (Tscherne et al. 1987).

In der westlichen Welt ist Trauma einer der Haupttodesursachen von Menschen unter
50 Jahren (Probst et al. 2009). Patienten sterben an den Folgen ihrer Verletzungen
oder zusitzlichen Gewebe- oder Organschiddigungen im Rahmen dysregulierter
Immunreaktionen. Dabei wird die Mortalitdit und Morbiditdt nach schweren
Verletzungen von der Traumareaktion (host defense syndrom) bestimmt, auch
bekannt als systemisch inflammatorische Reaktion (systemic inflammatory response

syndrom, SIRS) (An et al. 2012).

Genetik

endogen
Korperliche Wiederbelebung

Verfassung Chirurgie

exogen

Zytokine
Chemokine Mediatoren

Komplement

Neutrophile

W pr—

Makrophagen

| SIRS/ MARS / CARA Erholung

Sterblichkeit MOF

Abbildung 1 Schema zur Atiologie und Pathologie von posttraumischen
Organversagens

Das Schema von Hietbrink et al. 2006 zeigt das Zusammenspiel entscheidender Elemente
um die Immunreaktion und schlussendlich Outcome des Patienten nach Trauma. Modifiziert
nach Hietbrink et al. 2006 (Hietbrink et al. 2006).



Einleitung

Physiologisch besteht ein Gleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen
Mechanismen im Immunsystem. Nach einem Trauma kommt es zur Aktivierung
beider Systeme, iiber Mediatoren (Zytokine, Chemokine, Komplement) und
Effektorzellen (PMN, Makrophagen). Somit besteht die posttraumatische
Immunreaktion aus simultan ablaufenden, divergenten Antworten: Zur
Aufrechterhaltung einer Homoostase werden neben der proinflammatorischen
Reaktion (SIRS) auch antiinflammatorische Mediatoren produziert (compensatory
anti-inflammatory response syndrom CARS) (Keel und Trentz 2005).

Je nach Pradisposition des Patienten (endogene und exogene Faktoren) kann es zu
einem Ungleichgewicht in der Immunreaktion hin bis zum SIRS kommen und die
physiologische posttraumatische Reaktion {iberschieBend-dysfunktional mit einer
Gewebeschddigung einhergehen (Abb. 1). Die dann resultierenden Organschdden
und etwaiges Organversagen sind mitunter entscheidend fiir die Mortalitdt bzw.
Erholungsdauer des Patienten. Uber 5% der Patienten, die nach schwerem Trauma
eingeliefert werden, entwickeln ein multiples Organversagen (MOV) (Cobb und

O'Keefe 2004).

1.2 SIRS und Sepsis

Per Definition ist eine Sepsis eine SIRS mit infektiologischer Atiologie. Die
Diagnose SIRS beinhaltet somit nicht zwangsldufig das Vorliegen einer infektiosen
Genese, weitere Ursachen konnen u.a. Trauma, Operation, Verbrennungen oder
Pankreatitis (abakterielles Entziindungsgeschehen) sein (Levy et al. 2003). Die
Mortalitét eines Patienten mit SIRS-induziertem Multiorganversagen ist um 50-80%
erhoht (Mannick et al. 2001). Die SIRS ist mit steigender Inzidenz ein hiufiger
Todesgrund auf Intensivstationen in den USA und Deutschland und somit klinisch
bedeutsam (Brunkhorst 2006). Anhand von objektivierbaren, klinischen Parametern
wird SIRS definiert, wobei mindestens 2 von 4 Kriterien fiir eine Diagnose vorliegen
miissen. Anhand der Kriterien wird deutlich, dass SIRS alles in allem eine

generalisierte Entziindungsreaktion darstellt (Bone et al. 1992).
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Kriterien einer SIRS:
1. Herzfrequenz > 90 Schldge/ min
2. Atemfrequenz > 20/ min bzw. Hyperventilation mit Abfall des arteriellen

CO,- Partialdruckes unter 32 mmHg.
3. Korpertemperatur > 38 °C oder < 36 °C
4. Leukozytenzahl > 12 000/ pl oder <4000/ ul oder >10% PMN

Quelle:  http://www.dimdi.de/static/de/klassi/fag/icd-10/icd-10-gm/maticd-sirs-def-
2007-1007.pdf (siche Anhang)

Als Voraussetzung fiir eine Entstehung von SIRS gilt die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems, den Effektorzellen (Makrophagen, Granulozyten),
sowie Mediatoren und eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen pro- und
antiinflammatorischen Vorgéngen hin zur entziindungsférdernden Seite (Keel und
Trentz 2005).

Zytokine sind eine wichtige Komponente des Immunsystems, als Botenstoffe in der
Zell-Zell Interaktion sind sie an vielen pathologischen Aspekten der SIRS und
Multiorgandysfunktions-Syndroms (MODS) Kaskade beteiligt. In der Tat ist eine
schwere Sepsis u.a. als eine tliberschieBende Zytokin-Produktion (IL-1, TNF-a, IL-6,
IL-8, 11-12, GM-CSF und G-CSF) charakterisiert (Mannick et al. 2001).

Somit ist die SIRS eine hyperinflammatorische, dysfunktionale Immunreaktion,
Abwehrzellen richten sich u.a. gegen korpereigenes Gewebe und die Inflammation
breitet sich auf den gesamten Organismus aus. Auf Grund von ausgeprigten
Gewebeschdden oder Entziindungen kann 1im Verlauf der SIRS ein
Multiorgandysfunktionssyndrom entstehen. In diesem Fall spricht man auch von

einem Multiorganversagen (Matsuda N 2006).

1.3 CARS

Nach Trauma wird simultan zu der proinflammatorischen Reaktion (SIRS), mit dem
Ziel das Gleichgewicht im Organismus wiederherzustellen, eine kompensatorische
antiinflammatorische Antwort eingeleitet (Abb. 2) (Novotny et al. 2012). Dieses als
CARS (compensatory anti-inflammatory response syndrom) bezeichnete Phinomen
charakterisiert sich auch durch eine verminderte HLA-DR Expression auf

Monozyten, reduzierte TNF-a Produktion, erhohte T-Zell Apoptose, T-Zellanergie
3
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und eine Mitogen-Unempfinglichkeit und stellt damit eine Reaktion des erworbenen
Immunsystems dar (Keel und Trentz 2005). Die Rolle der im Rahmen von CARS
produzierten Zytokine, wie IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-11 und IL-13, ist die Inhibition
der Produktion von proinflammatorischen Faktoren und Verschiebung des

Gleichgewichts zur antiinflammatorischen Seite (Mannick et al. 2001).

Dysregulierte angeborene Immunabwehr
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Abbildung 2 Darstellung der posttraumatischen Reaktion des Immunsystems

Das Modell demonstriert die rapide Aktivierung der angeborenen proinflammatorischen
Immunantwort (SIRS) und die gleichzeitige Unterdriickung des erworbenen Immunsystems
(CARS) als einen flieBenden, simultan-divergent statt findendem Prozess nach Trauma. Des
Weiteren sind komplizierte Krankheitsverldufe zeitlich verlangert und resultieren in einem
dysregulierten, ,,paralysierten Zustand“ des Immunsystems. Das ,,Outcome® des Patienten
wird allgemein von der Stirke der Immunreaktion bestimmt. Modifiziert nach Xiao et al.
2011 (Xiao et al. 2011).

Wihrend auf der einen Seite der antiinflammatorische Prozess und die reduzierte
Effektor-T-Zell Funktion zur Limitierung und Lokalisierung der posttraumatischen
Reaktion notwendig ist, kommt es auf der anderen Seite, bei Uberwiegen der
antiinflammatorischen Reaktion, simultan zu einer Immunsuppression, einer

Unfdhigkeit addquate Reaktionen auf neue Bedrohungen zu produzieren. Im
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posttraumatischen Verlauf geht die Immunsuppression mit einer erhohten
Infektanfilligkeit einher, sodass ernste Komplikationen wie Sepsis und septischer
Schock mit darauffolgendem Organversagen das System bedrohen (Keel und Trentz

2005).

1.4 Die Rolle von neutrophilen Granulozyten (PMN) im
Immunsystem

PMN stellen eine Schliisselkomponente im angeborenen Immunsystem dar, die
»Sofort-Effektoren” prdgen als unspezifische Verteidigungslinie die erste
inflammatorische Immunreaktion nach einem Trauma (Hernandez et al. 1987a).

10" PMN werden tiglich im Knochenmark unter kontrollierten Bedingungen
produziert, im Rahmen einer Inflammation kann die Zahl um ein Vielfaches steigen.
Damit stellt der Zelltyp die groBte Population bei den Leukozyten und der Subgruppe
der Granulozyten dar (Christopher und Link 2007).

Durch Zytokine am Ort der Entziindung mobilisiert, bekimpfen PMN pathogene
Mikroorganismen mittels Phagozytose, oxidativen Burst, Degranulation und iiber die
Freisetzung von extrazelluliren Chromatin-Protein Fallen (NET, neutrophil
extracellular trap (Brinkmann et al. 2004)). PMN setzen ihr zytotoxisches Potential
sehr unspezifisch ein, die iiberméfBige Freisetzung proteolytischer Enzyme, wie
Elastase oder Myeloperoxidase (MPO) oder ROS trigt auch zur Schadigung von
gesundem Gewebe bei (Duffin et al. 2010). Die Zellen weisen einen Janus-Charakter
auf, ein Gleichgewicht zwischen dem Uberleben und dem physiologischen Zelltod
der PMN ist grundlegend fiir die Kontrolle der Funktionalitdt der potentiell toxischen
Zellen (Smith 1994).

Somit kann die Verzogerung des Apoptoseprozesses in Folge eines Traumas sowohl

die Entwicklung einer SIRS, als auch Gewebeschddigungen und MOV begiinstigen.

1.5 Regulation der Apoptose in PMN

Die Regulation der Lebensspanne von PMN ist essentiell fiir die Erhaltung des
Gleichgewichtes zwischen der funktionellen Niitzlichkeit der Zellen als Effektoren

des Immunsystems und ihrer potentiellen Schédlichkeit fiir das Wirtsgewebe. Die
5
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Apoptose ist somit fiir die Aufrechterhaltung der Homdostase, die Entwicklung der
Immuntoleranz und fiir das Abklingen der Inflammation entscheidend (Akgul et al.
2001)

Die spontane Apoptose veralteter PMN setzt in Abwesenheit von Zytokinen von
selbst ein und endet in der Phagozytose durch Makrophagen (Savill 1997). Ahnlich
wie bei vielen anderen Zelltypen wird der physiologische Zelltod der Granulozyten
durch 2 Signalwege kontrolliert; dem intrinsischen und extrinsischen Apoptoseweg
(Igney und Krammer 2002). Wéhrend der spontanen Apoptose in PMN werden beide
Signalwege, der Mitochondrien-abhdngige und Rezeptor-vermittelte Weg aktiviert
(Daigle und Simon 2001).

Klinisch ist vor allem die Korrelation zwischen SIRS bzw. MOV und Stérungen im

Apoptoseprozess von PMN bedeutsam (Partrick et al. 1996)

1.6 Intrinsischer Apoptoseweg

Der intrinsische Apoptosesignalweg kann durch intrazelluldre Stress-Signale und
einer Vielzahl an exogenen Stimuli induziert werden.

Der Signalweg besteht aus einem Zusammenspiel von Mitochondrien, Bcl-2
Proteinen, Caspasen und ist als primédrer Apoptoseweg in PMN von grofler
Bedeutung. Bei der Regulation der Apoptose nehmen Mitglieder der Bcl-2 Familie
eine entscheidende Rolle ein und vertreten pro- und antiapoptotische Mediatoren.
Das Verhiltnis zwischen den gegensitzlich wirkenden Mediatoren in der Zelle
entscheidet iiber ihren Fortbestand (Gross et al. 1999). PMN exprimieren mehrere
proapoptotische Bcl-2 Vertreter, einschlielich Bax, Bad, Bak, Bid, Bik (Akgul et al.
2001). Die wichtigsten antiapoptotischen Proteine, die in PMN nachgewiesen
wurden, sind Mcl-1 und A-1 (Santos-Beneit und Mollinedo 2000). Die Expression
von beiden antiapoptotischen Bcl2-Proteinen kann unter anderem durch Zytokine,
wie GM-CSF und TNF-a, verstarkt werden (Cross et al. 2008).

Das Mitochondrium ist Zentrum des intrinsischen Signalwegs. In Abwesenheit von
Triggern wird die Integritit der Mitochondrienmembran durch eine Balance
zwischen den anti- und proapoptotischen Proteinen aufrechterhalten. Die
Doppelmembranen und tubuldren Strukturen der Mitochondrien besitzen ein

transmembrandses Potential. Im Verlauf der Apoptose verdndert sich die Form der

6
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Organelle hin zu perinukledren Biindeln und proapoptotische Proteine, wie Bax und
Bid, fusionieren an die &ulBlere, depolarisierte Membran und fithren zu einer
Permeabilitétssteigerung dieser Biindel (Elmore 2007). Das Ergebnis ist die
Freisetzung von proapoptotischen mitochondrialen Proteinen, wie Cytochrom-C oder

Smac/Diablo und schlieBlich die Apoptose (Du et al. 2000).

Ligand

Cytoﬁom c

_> Apoptosom > .

¥

Apoptose

Abbildung 3 Die Apoptosesignalwege in PMN

A Der intrinsische Signalweg wird von den Proteinen der Bcl-2- Familie reguliert.

B Der extrinsische Signalweg wird liber eine Liganden- Rezeptor-Bindung ausgeldst.
(Modifiziert nach Helen L. Wright et al. 2010 Wright et al. 2010)

Staurosporin  (STS) ist ein natiirlich vorkommendes Zellgift, welches den
intrinsischen Signalweg der Zellapoptose in PMN aktiviert (Bruno et al. 1992). STS
wurde in der vorliegenden Arbeit fiir die modellhafte Einleitung der intrinsischen

Apoptose in PMN verwendet.
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1.7 Extrinsischer Apoptoseweg

Der extrinsische, Rezeptor-abhéngige Apoptoseweg hat mit dem Mitochondrien-
abhédngigen, intrinsischen Apoptoseweg eine gemeinsame Endstrecke: die Caspasen-
Kaskade (Abb.3) (Elmore 2007).

Dieser Signalweg wird durch eine Liganden-Rezeptor-Interaktion initiiert. Die
Todesrezeptoren sind Zelloberflaichenmolekiile, welche ein intrazelluldres Signal bei
Bindung ihrer Liganden ausbilden. Kommt es zu einer Rezeptoraktivierung, wobei
der entsprechende Fas-Ligand an seinem Rezeptor auf der Zelloberfliche bindet,
trimerisiert die intrazelluldire Doméne des Rezeptors mit anschlieBender Anlagerung
des Adaptermolekiils FADD (Fas-associated Death Domain Protein) und Pro-
Caspase-8 zum DISC-Komplex (death-inducing signaling complex). Im nichsten
Schritt kommt es zu der endstindigen, gemeinsamen Caspasen-Kaskade: Nach
Dimerisierung und autoproteolytischer Spaltung wird die Caspase-8 frei und aktiviert

durch Proteolyse die Effektorcaspasen (Simon 2003).

1.8 Verzogerte Apoptoserate in PMN nach Trauma

Die physiologische Lebensdauer von ausdifferenzierten PMN im Blutkreislauf
betrdgt 8-20 h (Maianski et al. 2004). Christopher et al. beschreiben 2007, dass nach
einem schweren Trauma zusétzlich ein Vielfaches mehr an PMN aus dem
Knochenmark freigesetzt wird, als im Normalzustand. Posttraumatisch ist die
Lebensdauer von PMN signifikant verldngert, unter anderem verursacht durch die
aktivierende Wirkung von bakteriellen Antigenen, wie Endotoxin und pro-
inflammatorischen Zytokinen (GM-CSF, G-CSF, IL-1, IL-6, IL-2), die nach einer
schweren Verletzung sezerniert werden (Paunel-Gorgulu et al. 2009). Die verlédngerte
Lebensspanne nach Trauma kann im Rahmen einer SIRS bis zu 3 Wochen anhalten
(Wagner et al. 2000) und geht mit einer Verstdrkung der einzelnen Funktionen der
PMN (Proteasen, Elastasen, ROS) einher. Die vermehrte Sekretion proteolytischer
Enzyme kann wiederum zur Schidigung von gesundem Gewebe im Organismus
beitragen (Bhatia et al. 2006). Die posttraumatische Hyperinflammation des
Immunsystems und inhibierte Apoptose der PMN kann zu einer anhaltenden SIRS

filhren, assoziiert mit Gewebsschidden und einem konsekutivem MOV. In diesem
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Zusammenhang wurde in einer prospektiven Studie gezeigt, dass PMN von Patienten
mit Sepsis-induzierter ARDS und der hochsten Mortalitétsrate die niedrigste PMN-
Apoptoserate aufwiesen, verglichen mit der PMN Apoptoserate von Patienten mit
unkomplizierter Sepsis (Fialkow et al. 2006). Es besteht eine Korrelation zwischen
erhohter PMN-Aktivitdt und dem Vorkommen von SIRS und MOV (Partrick et al.
1996). Dabei ist weitgehend anerkannt, dass die Beendigung einer
Entziindungsreaktion oder SIRS vor allem von der Einleitung des programmierten
Zelltodes der PMN abhéngig ist (Botha et al. 1995).

Frithere Arbeiten aus der Arbeitsgruppe, sowie andere Arbeiten haben gezeigt, dass
die Trauma-bedingte verldngerte Lebensdauer auf Serumfaktoren zuriickzufiihren ist
(Kawakami et al. 2004). Die Inkubation von PMN gesunder Probanden mit Serum
polytraumatisierter Patienten induziert eine Hemmung der intrinsischen Apoptose
(Paunel-Gorgulu et al. 2009). In der Literatur sind eine Vielzahl an antiapoptotisch-
wirkenden Faktoren beschrieben die gleichzeitig PMN aktivieren konnen (Tabelle 1).
Nach einem Trauma kommt es zu einem deutlichen Proteinkonzentrationsanstieg von
dem antiapoptotisch wirkenden Mcl-1 in PMN (Paunel-Gorgulu et al. 2012),
gefordert durch den Uberlebensfaktor GM-CSF, welcher einen positiven Effekt auf
die Expression von Mcl-1 hat und gleichzeitig zu einer Beeintrichtigung Fas-
mediierter Effekte flihrt, die essentiell fiir den extrinsischen Apoptoseweg sind. In
der Studie von Kotone-Miyahara ist 2004 aufgezeigt worden, dass rekombinantes
GM-CSF die Rekrutierung von FADD an den Fas-Rezeptor verzégert. Jedoch wird
auch gezeigt, dass die verminderte Fas-Sensitivitdt nach verstirkter Fas-Rezeptor
Stimulation aufgehoben wird (Kotone-Miyahara et al. 2004). Das Fas- System ist in
inflammatorischen PMN nicht gehemmt, wirksam und somit nicht an den
pathologischen Prozessen nach Trauma beteiligt (Logters et al. 2010).
Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe machten erstmalig deutlich, dass die
Trauma-bedingt verldngerte Lebensdauer von PMN auf einer Inhibition des
Mitochondrien-abhéngigen intrinsischen Apoptose-Signalwegs beruht (Paunel-
Gorgulu et al. 2009).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung unbekannter Serumfaktoren, die

nach einem Trauma zu der verldngerten Lebensspanne von PMN beitragen.
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Tabelle 1 PMN-aktivierende Faktoren

Faktor Priming Verzogerung Referenz

der Apoptose

GM-CSF Ja Ja (Moulding et
al. 1998)

IL-1PB Ja Ja (Moulding et
al. 1998);

(Colotta et al.
1992)

1L-15 Ja (Girard et al.
1996)

Mcl-1/ A-1 Ja (Derouet et al.
2004),(Edwards

etal. 2004)

(Helen L. Wright et al. 2010; Wright et al. 2010)
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2 Zielsetzung der Arbeit

Als Folge eines schweren Traumas kommt es hdufig zu einer Hyperaktivierung
neutrophiler Granulozyten (PMN), gefolgt von einer systemischen Abwehrreaktion
(SIRS) und multiplem Organversagen (MOV). Obwohl bislang bekannt war, dass
PMN nach Trauma eine verlingerte Lebensdauer aufgrund eines gestorten
programmierten Zelltods aufweisen, sind die regulatorischen Mechanismen bislang
weitgehend ungeklart geblieben. Gegenstand der vorliegenden Dissertationsschrift
war die Aufkldrung der molekularen Serumfaktoren zwischen posttraumatischer
Inflammation und Apoptoseresistenz in PMN nach schwerem Trauma.

Die Trauma-bedingte verlingerte Lebensdauer von PMN beruht auf einer Inhibition
des  Mitochondrien-abhdngigen intrinsischen  Apoptose-Signalweges.  Die
Behandlung von PMN gesunder Probanden mit dem Serum polytraumatisierter
Patienten ist ausreichend um eine signifikante Hemmung der PMN-Apoptose zu
erzielen. Die Konzentration des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 ist in PMN nach
Trauma deutlich erh6ht und unterliegt einem positiven Regulationsmechanismus des
,,Uberlebensfaktors“ GM-CSF. In vorherigen Arbeiten konnte GM-CSF als Mediator
fiir eine gesteigerte Erregbarkeit und Funktionalitit von PMN unter Inflammation
identifiziert werden.

Die vorliegende Arbeit hat es sich zum Ziel gemacht Serumfaktoren zu
identifizieren, denen die intrinsische PMN-Apoptoseresistenz nach Trauma zugrunde

liegt.
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3 Material & Methoden

Roth — Karlsruhe, Deutschland
Sigma — Deisenhofen, Deutschland
Serva — Heidelberg, Deutschland
Merck — Darmstadt, Deutschland
BioRad — Miinchen, Deutschland
Thermo — Dreieich, Deutschland
Qiagen— Hilden, Deutschland
Promega — Miinchen, Deutschland
Biochrom — Berlin, Deutschland
Eppendorf — Hamburg, Deutschland
Life Technologies GmbH (Invitrogen) — Darmstadt, Deutschland
VWR — Darmstadt, Deutschland
Waldner — Wangen, Deutschland
GE — Freiburg, Deutschland

3.1 Material

3.1.1 Gerite

Abzug Waldner

Semi-Dry Blotter Life Technologies™ Blotter:
Novex®

HERACcell® 150 Thermo Electron Corporation

FACSCalibur BD Biosciences

Haraeus Pico 17 Microcentrifuge Thermo Scientific

Haraeus Megafuge 16 R Thermo Scientific

Gel Doc System BioRad

Drybath Fisher scientific

12
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IKAMAG® safety control IKA® RET control/t
Axiovert 40 Mikroskop Zeiss

Multipette® plus Eppendorf

Basics pH/ORP Benchtop Meter HANNA instruments HI 2211
Accu-jet® pro BRANDS

Fix 10-100 pl Eppendorf Research®

Fix® 100-1000 pl Eppendorf Research

Fix® 0,5 — 10 pl Eppendorf Research

DHO09306 Thermo Scientific
Taumel- Rollenmischer RMS-V 1750

V Multilabel Counter model 1420 Perkin Elmer VICTOR3™
Electronic Balance Typ ABJ2204 KenABJ Log NoAO1

HERAsafe®

Thermo Electron Corporation

Haraeus Fresco 17 Centrifuge

Thermo Electron Corporation

Novex Semi-Dry Blotter

Invitrogen

HPLC Chromatograph

Aktipurifier, INV- 907; GE

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

2,0 ml Safe Lock Tubes

Eppendorf, Hamburg

1,5 ml Safe Lock Tubes

Eppendorf, Hamburg

0,5 ml Safe Lock Tubes

Eppendorf, Hamburg

15 ml bio- oneCellstar Tubes GREINER
50 ml bio- oneCellstarTubes GREINER
48-Well Culture Plate GREINER
96-Well CELLSTAR® GREINER
Pasteurpipetten ISA 7712 Brand GmbH + Co Kg

Pasteurpipetten Plastik

Ratiolab, Dreieich

Costar® 10 ml Stripette® Serological Pipets
Costar® 25 ml Stripette® Serological Pipets
Costar® 2 ml Stripette® Serological Pipets
Costar® 5 ml Stripette® Serological Pipets

13
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Cell Culture Flasks 75 em® red CELLSTAR®
filter cap

Zihlkammer Neubauer
Vacutainer Safety Lok Blood BD

Collection Set REF367286

Kodan Schiilke
Vacutainer Plus Blood BD
Collection Tubes REF368889

Dialysis Membranes Cellulose Spectrum Labs

Ester Spectra/ PorBiotec

MWCO 50000; Flath Wide: 10 mm;

Diameter: 6,4 mm

Float-A-Lyzer G2  dialysis
device (molecular weight cut off

50 kDa)

Spectrum Labs

Slide-A-Lyzer® 10K Dialysis

Cassettes

Thermo Scientific

Slide-A-Lyzer® 20K Dialysis

Cassettes

Thermo Scientific

Slide-A-Lyzer® 2K Dialysis

Thermo Scientific,

Cassettes

Filter Unit 045 pm MF- MILLEX® HA
Millipore MCE Membrane

PeqglabPorsize: 0,2 mm MILLEX®
Glasplatten 10 mm BioRad
Casting Stands BioRad
Casting Frames BioRad
Filterpapier 2,5 mm Invitrogen
HiTRAP Blue, RiueHp 5 ml GE

Superose 6 10/300 GL GE
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3.1.3 Substanzen

Ammoniumsulfat 99%, Enzymqualitét, Roth

Triton-X-100 Sigma

Aqua dest. (steril) Aqua B. Braun, 1000 ml

Demi H,O Fischer

Staurosporin Cayman Chemical

Alcianblau-Losung ~ fiir  die Merck KGaA 101647

Mikroskopie

BSA Fraction V pH 7,0 PAA

Essigsdure 96% zur Analyse Merck KGaA 100062

EMSURE®

Glycin zur Analyse Merck KGaA 104201

Methanol zur Analyse Merck KGaA 106009

EMSURE® ACS,ISO,Reag.

PhEur

NaCl 0,9%-Spiillosung B. Braun

Natriumchlorid zur Analyse VWR®

Na,COs Merck 6398

PBS Phosphate Buffered Saline Biochrom AG

(Dulbecco)

PBS-Losung mit Ca2+, Mg 2+

Ponceau S SERVA Electrophoresis

N,N,N*,N- VWR®

Tetramethylethylendiamin ~ zur

Analyse

TRIS PUFFERAN® Carl Roth®

Tris-Base Merck KGaA 648310
Molecular Biology Grade
Calbiochem®

Protein G Plus/ Protein A, Calbiochem

Agarose Suspension
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Propidiumiodid Sigma
Retinolsdure/ ATRA Sigma
Easycoll Solution density 1.124 Biochrom AG
g/ml,

RPMI 1640 w/ stable Glutamine Biochrom AG
Fetal Bovine Serum Gold PAA
Penicillin-Streptomycin =~ 100X Gibco®

Solution (Dulbecco)

Ethanol denaturated with about
1% methyl ethyl ketone for
analysis EMSURE®

Merck KGaA 100974

Ethanol

Merck UN 1170

Tris-Hydrochloride

Merck KGaA 648310648313
ULTROL® Grade Calbiochem®

2- Mercaptoethanol

SIGMA-ALDRICH M7154  for

electrophoresis
APS SIGMA
30 % Acrylamid Bio-Rad /Bis Solutions, Roth
Glycerol Carl Roth®
0,01 % Bromphenolblau Carl Roth®

Natriumdodecylsulfat VWR® SDS fiir die
Molekularbiologie
Peroxidase-Goat ~ Anti-Human Invitrogen

IgG, IgA, IgM (H+L)

Pierce® BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific

Alpha 1-Antitrypsin

Sigma

Formaldehyd Sigma F-8775
AgNO;3 Sigma S-0139
NaS,03 Sigma S-1648
ATRA Sigma

3.1.4. Medien
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Wachstumsmedium fiir HI-60 Zellen:
500 ml RPMI 1640 mit stabilem Glutamin
50 ml FCS

5 ml Penicillin/Streptomycin

Versuchsmedium:
500 ml RPMI 1640 mit stabilem Glutamin
5 ml Penicillin/Streptomycin

3.1.5 Puffer und Losungen

Western Blot

Sammelgel: (fiir 1 Gel)

650 pnl 30% Acrylamid

3 ml H,O

1, 25 ml 4 x Sammelgelpuffer
10 pl TEMED

25 ul 10% APS

10%iges Trenngel: (fiir 1 Gel)
3,125 ml H,O

2,5 ml 30% Acrylamid

1,875 ml 4 x Trenngelpuffer

10 ul TEMED

25 ul 10% APS

Laufpuffer:

25 mM Tris (pH 8,3-8,8)
192 mM Glycin

0,1% SDS

ad 1000 ml H,O

Tris-Glycine Transferpuffer
17
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12 mM Tris-Base
96 mM Glycin
ad 500 ml H,O

Blotting- Puffer (2x Tris-Glycine Transferpuffer)
0, 08 ml 25x Transferpuffer

75 ml Methanol

ad 750 ml H,O

4x Trenngelpuffer

91 g Tris (1,5Mm; pH 8,8)
2 g SDS (0,4%)

ad 500 ml H,O

4x Sammelgelpuffer
0,5 mM Tris (pH 6,8)
0,4% SDS

ad 100 ml H,O

TBS
Fir 1 x Puffer

7,7 mM Tris (pH 7,5)
150 mM NacCl
ad 1000 ml H,O

4x Tris-Glycine SDS Sample Buffer (4x Lammli-Puffer)

252 mM 1 M Tris-HCL (pH 6, 8)

40% Glycerol

8% SDS

eine Spatelspitze 0,01% Bromphenolblau
ad 10 ml H,O

vor Gebrauch: 20% Mercaptoethanol zusetzen
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TBS-T
100 ml 10x TBS

1 ml Tween (0,1% Endkonzentration)

ad 1000 ml H,O

Blockierlosung: 5% BSA
5% BSA in TBS-T

Coomassie-Brillant-Blue (1 1)
250 ml Coomassie

50 ml TCA

250 ml Methanol

Entfirber-Losung (1 1)
133 ml Methanol

200 ml Eisessig
ad 1000 ml H,O

Silbernitratfirbung:

Fixierlosung (100 ml)
50 ml H,O
40 ml Ethanol

10 ml Essigsdure

Waschlosung (100 ml)
70 ml H,O
30 ml Ethanol

Sensitizer-Losung (100 ml)
0,02% Na28203 in Hzo

Silberlosung
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100 mM AgNOj in H,O
0,02% Formaldehyd

Entwicklerlosung (100 ml)
2 g Na,COj in H,O (w/w)
0,04 g Formaldehyd

Essigsidure 5% (100 ml)
5 ml 100% Essigsdure in 95 ml H,O

Essigsidure (100 ml)
1 ml 5% Essigséure in 95 ml H,O

Glycinpuffer: pH 2,7
100 mM Glycin
ad 500 H20

1% Natrium-Citrat-Losung
1 g Natrium-Citrat
ad 100 ml H,O

0,1% Natrium-Citrat-Triton-X-Losung/ hypotone Zelllyse (100 ml)

10 ml Natriumcitrat
0,1 ml Triton-X 100
ad 100 ml H,O

Propidiumiodidlosung zur Apoptoseratebestimmung per FACS

0,5 ml Propidiumiodid (1 mg/ml)

9,5 ml 0,1% Natriumcitrat + 0,1% Triton- X- Losung

ad 10 ml
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Erythrozytenlyse-Losung (1L)
83 g Ammoniumchlorid

1 g KHCO;

0,4 ¢ EDTA

ad 1000 ml H,O

Bindungspuffer
20 mM NaPOy, pH 8,0
ad 1000 ml

Elutionspuffer

20 mM NaPOy, pH 8, 0
5 M NacCl

ad 1000 ml

3.1.6 Spender

Das zu untersuchende Serum von Polytraumapatienten wurde von Patienten
entnommen, die an der Klinik fiir Unfall- und Handchirurgie, Universitatsklinikum
Diisseldorf eingeliefert wurden, zwischen 18 - 80 Jahren alt waren und sich bereit
erklarten an der Studie teilzunehmen. Dabei wurde Serum ab Tag eins bis zehn
entnommen und eingefroren. Das verwendete Polytraumaserum in den Experimenten
der folgenden Arbeit war gepooltes Serum von Tag eins bis zwei nach Trauma von
mehreren Spendern. Die Ethikkommission des Universitétsklinikums Diisseldorf hat
diese Studie genehmigt (Nr 3412).

Fiir die Experimente wurden PMN gesunder Probanden eingesetzt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Herstellung einer reinen Granulozyten — Population

Fiir den Zweck Serumeffekte polytraumatisierter Patienten an polymorphkernigen
Leukozyten (PMN) auszutesten, wurden reine Granulozyten-Populationen von
gesunden Spendern isoliert.

Fiir die Isolation von PMN wurden zunéchst 5-40 ml Blut mittels Heparin-R6hrchen
entnommen. Nach Anzahl der Heparin-Rohrchen (ca. 5 ml) wurden 15 ml Falcons
mit je 5 ml Percoll (Biochrom AG; Dichte 1,124 g/ml) + 3,4 ml 0,9% NaCl
(Physiologische Kochsalzlosung) vorbereitet, unter Berilicksichtigung einer
vollstindigen Vermischung beider Fliissigkeiten. Im ndchsten Schritt konnte das
Probenvolumen aus den Heparin-Réhrchen aufgenommen und der Inhalt langsam in
das dafiir vorbereitete Falcon pipettiert werden, sodass das Blut sich auf dem NaCl/
Percoll-Gemisch sammelte. Im Anschluss folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 25 min
bei RT bei 2000 rpm ohne Bremse.

Die gewihlte Verdinnung des Percolls fiihrte zu einer Ablagerung der
polymorphkernigen Zellen im Rest-Erythrozyten-Sediment. Die mononukledren
Zellen befanden sich im oberen Uberstand. Weiterhin wurde der Uberstand nach
erfolgreicher Auftrennung des Dichtegradienten der Blutprobe abgenommen und das
rote Pellet mit 5 ml ,Erythrozytenlyse-Losung® und Pasteurpipette aufgenommen und
in ein 50 ml Falcon gegeben mit 45 ml Erythrozytenlyse-Losung.

Nach vorsichtigem Schwenken des 50 ml Falcons lag dieses bei 4 °C fiir 7 min.
Anschlieend wurde es fiir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert, so dass sich die PMN
am Boden des Falcons absetzten. Es folgte ein Waschschritt der PMN mit 50 ml PBS
und die nochmalige Zentrifugation fiir 5 min bei RT, 1500 rmp, um die
aufgewirbelten PMN’s am Boden zu sedimentieren.

Zum Schluss wurde der Uberstand durch erneut rasches Kippen verworfen und das
Pellet in 5 ml PBS resuspendiert und die nun isolierten Granulozyten konnten 1:4 mit
Trypanblau verdiinnt und anschlieBend in der Neubauer-Ziahlkammer ausgezihlt

werden.
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3.2.1.2 Bestimmung der Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie (FACS — Analyse)

Die Durchflusszytometrie wurde als Messverfahren zur Erfassung der Apoptoserate
von PMN bzw. von HL-60 Zellen verwendet. Die Zellen flieBen per
hydrodynamischer Fokussierung in hohem Tempo und gerichtetem laminarem
Probenstrom an einem monochromatischen Licht (Laser) vorbei. Das Prinzip der
Untersuchung besteht darin, dass wenn die mit Farbstoff-markierten Zellen den
Lichtstrahl des FACS-Gerites passieren, nach Absorption von Lichtenergie durch
das Flourochrom, Emissionen in hoherer Wellenldnge abgegeben und diese im
optischen System des FACS-Gerdtes von einem Detektor erfasst werden. Die
Emissionen werden im Gerét {iber ein System aus Spiegeln, Linsen und Filtern zum
Detektor geleitet und durch einen Photomultipler verstérkt.

Die Quantifizierung der Apoptose wurde nach dem etablierten Prinzip von Nicoletti
und seinen Mitarbeitern unter Anwendung von Propidiumiodid (PJ) durchgefiihrt
(Nicoletti, 1991, 13). Der fluoreszierende Farbstoff PI, welcher an Zell-DNA
interkaliert (zwischen den Basen bindet), wurde in einer hypotonen Losung (0,1%
NaCl, 0,1% Triton-X 100) zu den zu analysieren Zellen gegeben (Wallen et al.
1982). Die Zelllyse bewirkt eine Permeabilisierung der Zellmembran fiir den roten
Farbstoff und eine nachfolgende Anfirbung der Zell-DNA. Im Zuge der
anschlieenden, quantitativen Erfassung der Emissionen zeigen die mit PI
inkubierten apoptotischen Zellen einen breiten schwicher floureszierenden
hypodiploiden (sub-G1) Peak, der sich deutlich von dem schmalen Peak der Zellen

mit normalem (nicht-fragmentiertem) DNA-Gehalt unterscheidet.

Die Apoptoserate wurde nach einer Inkubationszeit von 18 h erfasst. Dafiir wurden
die Zellen zunichst aus ihrem Zellmedium entfernt, in einem FACS-Ro6hrchen
abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und anschlieBend fiir 1 h in 200 pl hypotoner
Losung mit PI bei 4 °C inkubiert. Als ndchstes kam es zu einer prozentualen
Erfassung der roten Fluoreszenzintensitit der Zellkerne bei 585 nm im Zytometer
(FACScalibur; BD Bioscience) (Nicoletti 1991), wobei pro Probe 10000 Zellen
erfasst wurden. Alle Zellen die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was

der fragmentierten DNA entspricht, wurden als apoptotische Zellen charakterisiert.
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Propidiumiodid:
Absorptionsspektrum: 536 nm
Emissionsmaximum: 617 nm

- farbt Nukleinsduren

3.2.1.3 Kultivierung und Passagierung

Die Kultivierung der Zellen (HL-60, Jurkat; RalJi, THP1; K562) fand ausschlieBlich
in einer T 75er — Zellkulturflasche in 20 ml RPMI + 10% FCS + 1% P/S im
Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, statt. Die Zelldichte pro Flasche musste
regelmiBig iiberpriift werden, gesplittet wurden die Zellen alle drei Tage auf 2 x 10°

Zellen pro Flasche.

3.2.1.4 Vitalititstest & Lebendzellzahlermittlung

Fir den Vitalititstest und Lebendzellzahlermittlung konnte die Neubauer—
Zihlkammer verwendet werden. Das Deckglidschen wurde nach Befeuchten auf die
Zihlkammer geschoben, bis sich die sogenannten Newton'schen Interferenzringe
ausbildeten. Anschlieend wurden 10 pl der Zellen mit 30 pl Trypanblauldsung
gemischt und 10 pl des Aliquots unter das Deckgldschen auf die Zdhlkammer
pipettiert und im Mikroskop ausgezdhlt. Trypanblau ist ein anionischer
Diazofarbstoff der durch die Membran von toten Zellen diffundieren kann und diese
daraufhin blau anfarbt. Intakte, vitale Zellen bleiben hingegen ungeféarbt. Nach dem
Neubauer Prinzip wurden die duBleren, senkrechten 4 Késtchen von jedem der 4
Quadrate, die aus 4 x 4 Kistchen bestehen, ausgezahlt (insgesamt 16 Késtchen). Die

Bestimmung der Zellzahl erfolgte anhand folgender Formel:

Formel:

Anzahl gezihlter Zellen x 4 x 10*= Zellzahl pro Milliliter
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3.2.1.5 Zellen auftauen

Auf die Entnahme der Zellen aus dem Einfrierbehélter mit fliissigem Stickstoff und
dem direkten Auftauen im Wasserbad (37°C), bis der Inhalt fliissig war, folgte die
Resuspension der Zellen mit warmen RPMI + 10% FCS + 1% P/S Medium (2-3 ml)
und Ubernahme in ein 15 ml Falcon mit 10 ml Medium.

Nach einer Zentrifugation fiir 5 min und 1500 rpm wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet wiederrum mit 2-3 ml warmen RPMI + 10% FCS + 1 P/S
resuspendiert und in eine T75-Zellkulturflasche mit insgesamt 20 ml Volumen
warmen RPMI + 10% FCS + 1 P/S tberfiihrt. Die Zellen inkubierten mindestens 2

Tage bevor sie das erste Mal gesplittet wurden.

3.2.1.6 Zellen einfrieren

Die Kryokonservierung von Zellkulturen in fliissigem Stickstoff (-196 °C) gleicht
einer Art Kdéltestarre, bei der alle Stoffwechselvorgdnge nahezu zum Stillstand
kommen und dient der Langzeitaufbewahrung. Diese Methode erlaubt eine
unbegrenzte Aufrechterhaltung der Vitalitit der Zellen.

Die HL-60 Zellen wurden aus ihren Zellkulturflaschen entnommen und im sterilen
Falconrohrchen 5 min bei 1000 rpm abzentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes konnte das Zellpellet mittels entsprechender Menge Einfriermedium (90
% FCS + 10% DMSO) resuspendiert und in Kryorohrchen pipettiert werden. Fiir
eine schonende Abkiihlung kamen die Zellen in ein Einfriergefdll (- 1°C / min) und
wurden iiber Nacht bei — 80°C aufbewahrt, um am nichsten Tag in fliissigem

Stickstoff gelagert zu werden.

3.2.1.7 Ausdifferenzieren von HL-60 Zellen zu PMN-dhnlichen Zellen mittels ATRA

ATRA (all-trans Retinolsdure/ Vitamin-A-Saure) oder auch Tretinoid genannt, leitet
seine chemische Struktur von Vitamin A (Retinol) ab und wird als pharmazeutischer

Wirkstoff in der Therapie von akuten Leukdmien eingesetzt. ATRA fiihrt tiber die
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genetische Ebene zu einer Expansion und Ausreifung von Leukozyten-dhnlichen
Zellen.

Die Ausdifferenzierung der HL-60 Zellen fand in T75-Zellkulturflaschen statt. Es
wurden 2 x 10° Zellen in 20 ml RPMI mit 10% FCS + 1% P/S Gesamtvolumen pro
Flasche ausgesdht und 1 uM ATRA fiir die Ausdifferenzierung der HL-60 Zellen
hinzugegeben. Der Ansatz wurde 5 Tage bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Nach Beendigung der Ausdifferenzierung konnte die Apoptoserate mittels FACS-
Analyse bestimmt, die Zellzahl neu ermittelt und die Zellen in einem Versuchsansatz

verwendet werden.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1. Hitzeinaktivierung von Serum

Fiir die Durchfithrung von einer Hitzeinaktivierung wurde 100 pl gepooltes Serum
(Tag 1-2 nach Trauma) von Traumapatienten in ein 1,5 ml Eppi abgefiillt und im
Wasserbad bei 56 °C fiir 20 Minuten inkubiert. Parallel dazu, konnte als Kontrolle,
ein weiteres Eppi mit 100 pl gepooltem Serum 20 min auf Eis gestellt werden.

Das beschriebene Prozedere wurde auch bei 95 °C durchgefiihrt.

Nach Ablauf der 20 min konnten die neu hergestellten Proben direkt in einen
Versuch mit frisch isolierten PMN eingesetzt oder im weiteren Verlauf bei -20 °C

eingefroren werden.

3.2.2.2 Ammoniumsulfatfiallung

Die Ammoniumsulfatfillung ist eine proteinchemische Methode zur Aufreinigung
von Proteinen. Durch eine kontinuierliche Steigerung der Salzkonzentration in einer
Losung kommt es zu einer reversiblen Proteinfillung, indem durch das Salz
(Ammoniumsulfat) die Hydrathiille an den Proteinen zerstort wird und diese
prazipitieren.

Zunéchst wurden auf Eis 10 Eppis, welche je 100 ul gepooltes Traumapatienten-
Serum enthielten, vorbereitet. Berechnet nach einem Nomogramm, kam es zu dem

Hinzugeben der gewiinschten Menge an Ammoniumsulfat entsprechend der zu

26



Material & Methoden

fallenden Konzentration. Dies wurde in 10ner Schritten vorgenommen und dabei
Féllungen von 10% bis 100% angefertigt (Abb.1). Nach Zugabe des Salzes zum
Serum, wurden die Eppis gut gemischt und anschlieend fiir 10 min auf Eis gestellt
werden.

Im néchsten Schritt wurden die Proben dann 10 min bei 10000 rpm und 4 °C

abzentrifugiert und in einen Versuch eingesetzt oder bei -20°C eingefroren.

10 20 25 30 33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 90 100
Zuzugebende Menge in g/l
0 65 | 114 | 144 | 176 | 196 | 209 | 243 | 277 | 313 | 351 390 | 430 | 472 | 516 | 561 | 622 | 767
10 57 86 |118 | 137 | 150 | 183 | 216 | 251 | 288 |326 | 365 | 406 | 449 | 494 | 592 | 694
20 29 59 78 91 123 | 155 | 189 | 225 | 262 | 300 | 340 | 382 | 424 | 520 | 619
25 30 49 61 93 | 125 | 168 | 193 [230 | 267 | 307 | 348 | 390 | 485 | 583
30 19 30 62 94 | 127 | 162 | 198 | 235 | 273 | 314 | 356 | 449 | 522
<
33 12 43 74 | 107 | 142 | 177 | 214 | 252 | 292 | 333 | 426 | 522
35 31 63 94 129 (164 | 200 | 238 | 278 | 319 | 411 506
[ » 40 31 63 97 132 | 168 | 205 | 245 | 285 | 375 | 469
< 45 32 65 99 134 | 171 | 210 | 250 | 339 | 431

Abbildung 1 Nomogramm zur Berechnung der Ammoniumsulfatkonzentration
Nomogramm zur Berechnung der Ammoniumsulfatkonzentration, die fiir eine bestimmte
Menge an Gemisch zur Prazipitation, erforderlich ist.

3.2.2.3 Dialyse

Die Dialyse dient der Aufreinigung von Proteingemischen nach Teilchengréf3e. Das
Repertoire umfasst 2 Systeme: Dialyseschliuche oder Dialysemembranen (Slide-a-
Lyzer; Dialysis Cassettes) in verschiedenen Groflen, genormt nach dem
Molekulargewicht MWCO (Molecular Weigth Cut OfY).

Durch die semipermeablen Eigenschaften der Dialysesysteme kommt es zu einer
selektiven Durchléssigkeit fiir verschiedene Ionen und Molekiile nach Grof3e,
angetriecben durch den im ionenarmen PBS entstehenden osmotischen Sog. Es
wurden in der folgenden Arbeit beide Systeme, Schlauch und Membran, verwendet.
Die Dialysemembran wurde trocken, bei RT gelagert und fiir den Zweck der Dialyse
kurz vorher in PBS per Styroporschwimmer gehangen, um dann mit Hilfe einer

Spritze mit dem zu dialysierenden Gemisch versehen zu werden. Der
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Dialyseschlauch wurde bei 4°C in 10x PBS gelagert. Fiir die Durchfiihrung der
Aufreinigung wurde ein entsprechendes Stiick, je nach Volumen der Probe,
abgeschnitten und mit Knoten und Klammern verschlossen. Beide Systeme wurden
nach Befiillung fiir 12-16 h in 5000 ml 1x PBS bei 4°C auf einem Magnetriihrer
gelagert. Nach Ablauf der 24 Stunden wurden die nun dialysierten Proben der
Membran/ Schlauch entnommen und im Versuch eingesetzt oder bei -20°C

eingefroren.

Membran:

2000 MWCO - 5-3 ml Versuchsvolumen
10000 MWCO - 0,5 -3ml Versuchsvolumen
20000 MWCO - 3 — 12 ml Versuchsvolumen

Schlauch:
50000 MWCO - 0,5 — 12 ml Versuchsvolumen

3.2.2.4 Filtration

Die Filtration dient der Probenaufreinigung. Es wurde 0,5 ml gepooltes Serum iiber
eine Spritze ohne Kaniile in den 0,45 um Filter (Millex®) von oben hineingegeben.
Anschlieend konnte das filtrierte Serum in einen Versuch eingesetzt oder bei -20°C

eingefroren werden.

3.2.2.5 IgG Depletion

Im humanen Serum sind groBe Mengen an Antikorpern, vor allem IgG
(Immunoglobulin G), enthalten. Zur Entfernung von IgG aus humanem Serum
wurden zundchst Protein G Plus/ Protein A Agarose Suspension-Beads
(Calbiochem), die verschiedene Klassen von Immunoglobulinen binden, 15 min bei
4°C auf einem Roller durchmischt und anschlieBend im Verhéltnis 1:10 zu der Probe
hinzuzugeben (die Beads sollten mit abgeschnittener Pipettenspitze aufgenommen

werden). Anschlieend kam die Probe in einem 50 ml Falcon fiir mindestens 30-60
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min bei 4°C auf einen Roller. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (5 min bei 3000
rpm) mit anschlieBender Inkubation des Eppis fiir 5 min auf Eis. Der Uberstand (das
Serum) wurde in ein neues Eppi iiberfiihrt und die im Pellet enthalten Beads,
gebunden mit IgG, fiir weitere Untersuchungen in einem Western Blot aufbewahrt
oder mittels Aufreinigung wieder verwendet.

Zur Aufreinigung der Beads erfolgte die Resuspension des Pellets in Glycinpuffer
pH 2,7(1 ml). Nach vollstindiger Auflosung des Pellets in Glycin konnte die Probe 5
min bei 2500 rpm abzentrifugiert werden. Dieser Schritt erfolgte noch dreimal. Nach
weiterem zwei maligem Waschen mit PBS waren die Beads wieder verwendbar. Die

Lagerung fand in 1% PBS bei 4°C statt.

3.2.2.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Test, eine
photometrische Methode zur quantitativen Proteinbestimmung mit Hilfe des Pierce®
BCA Protein Assay Kit von Thermo Scientific angewandt. Dabei wurden zu 10 pl
verdiinnter Probe (1:100 verdiinnt in 1x PBS) 200 pl Triphenylmethanfarbstoff
Coomassie Brilliant Blue hinzugegeben. Der Farbstoff geht mit den Seitenketten der
Proteine Komplexbindungen ein, wodurch sich das Absorptionsspektrum des
gebundenen Farbstoffes (595 nm) gegeniiber dem freien Farbstoff (470 nm)
verschiebt. Die damit verbundene Zunahme der Absorption bei 595 nm des
Farbstoff-Protein-Komplexes, im Vergleich zum Standard, wird photometrisch als

Mab fiir die Proteinkonzentration in der Probe gesehen.

3.2.2.7 SDS —PAGE (sodium dodecyl sulfatpolyacrylamid gel electrophoresis)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung eines in bestimmter Konzentration
aufgetragenen Proteingemisches nach ihrer Molekiilmasse in einem elektrischen Feld
und ist der Durchfiihrung der Western Blot Methode vorausgesetzt. Es wurden
jeweils 5 pg Protein mittels der diskontinuierlichen Gelelektrophorese, das aus einem

Sammel- und ein Trenngel besteht, aufgetrennt (Laemmli 1970).
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In einem ersten Schritt wurden die Proteine durch Zugabe von Laemmli-Puffer und
Aufkochen bei 95°C fiir 8 min denaturiert und linearisiert. Das 3-Mercaptoethanol,
welches zu 5% im Laemmli-Puffer enthalten ist, sorgt zusétzlich zur
Hitzedenaturierung von Tertidr-, Sekundérstrukturen und
Wasserstoffbriickenbindungen, fiir eine Reduktion der Disulfidbriickenbindungen
mittels seiner Thiol-Gruppe.

Gleichzeitig bindet das anionische Detergens SDS, als ein weiterer Bestandteil des
Laemmli-Puffers, an die hydrophoben Regionen der Polypeptidketten und tiberdeckt
dadurch die Eigenladung der Proteine. Die auf diese Weise negativ aufgeladenen
Peptidketten wandern in einem elektrischen Feld Richtung Anode und werden somit
entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Kleine Proteine wandern im
Gelgitter schneller und grof3e Proteine langsamer, somit wurde je nach Proteingrof3e
die Porenweite des Geles ausgewihlt (Hashimoto et al. 1983).

Das Trenngel wurde zundchst zwischen 2 Glasplatten gegossen und fiir einen graden
Ubergang mit 70% Ethanol iiberschichtet. Nach der Polimerisationszeit von 15-20
min wurde das Ethanol durch das Sammelgel ersetzt und das nun fertige Gel mit
Kamm konnte im ausgehérteten Zustand mit den vorbereiteten Proteinproben

beladen werden.

Die Mengenangaben der Gelbestandteile:

1 Gel: 1,5 mm 10% Trenngel 4% Sammelgel
30% 2,5 ml 650 ul
Acrylamid 1,875ml 1,25ml

4x Puffer Trenngelpuffer Sammelgelpuffer
H,O 3,125 ml 3ml

TEMED 10 pl 10 pl

10% APS 25 ul 25 ul

Die Gellaufkammer (Mini-PROTEAN Tetra Cell, BioRad) wurde mit 1x Laufpuffer
aufgefiillt und an 60 V angeschlossen, bis die Proben das Sammelgel passiert hatten.
Im Trenngel wurde anschlieBend mit 120 — 140 V gearbeitet, die Page konnte mit

Auslaufen der Proben aus dem Gel gestoppt werden.
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Im Sammelgel, der diskontinuierlichen Gelelektrophorese, befinden sich grof3e Poren
und Chloridionen mit groBerer elektrophoretischer Wanderungsgeschwindigkeit als
die der aufgetragenen Proteine (Abb. 2). Hinzu kommen die neutralen Glycinionen
mit dem Elektrophoresepuffer, die langsamer als die Proteine (Folge-Ionen) wandern
und somit in Kombination mit den Chloridionen (Leit-Ionen) eine Zone hoher
elektrischer Feldstiarke zwischen sich erschaffen, die die Proteine der Probe zwischen
den Feldstarkegradienten sammeln und sie zu einer Proteinbande formen und zur
Trenngelfront wandern lassen. Dies ist der sogenannte ,,stacking effect™ der zu einer
Fokussierung der Proteine am Trenngel fiihrt und die Auflésung im Trenngel
erheblich verbessert (Abb. 2).

Durch den pH-Swift zwischen Sammel- (pH 6,8) und Trenngel (pH 8,8) erhalten die
Glycin-lonen eine negative Nettoladung und {iiberholen die makromolekularen
Anionen wodurch der Feldstirkegradient aufgehoben wird und die Proteine nach
threr molaren Masse im engporigem Trenngel aufgetrennt werden (Schiagger und
Jagow 1987).

Nach ungefdhr 1-2 Stunden war die Beendigung der Auftrennung erreicht, das Gel
wurde in Aqua dest gespiilt und kurz darauf in Transferpuffer fiir 15 min dquilibriert

und damit auf das ,,Blotting* vorbereitet.
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Probe
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Abbildung 2 Eine schematische Darstellung der SDS-Page
Die SDS-PAGE dient der elektrischen Auftrennung eines Proteingemisches nach ihrer
Molekiilmasse und ist der Durchfithrung der Western Blot Methode vorausgesetzt.

3.2.2.8 Western Blot

Der Zweck dieser Methode ist der Transfer und Erhalt des Musters von
elektrophoretisch aufgetrennten Proteingemischen von einem Gel auf eine
Tragermembran (Nitrocellulosemembran, 0,2 pm Porengrof3e).

Per Semi-Dry-Blotting Verfahren wurde bei 23 V iiber 2 Stunden die Proteine im Gel
auf eine Membran transferiert (Kyhse-Andersen 1984). In einer ,,sandwich-
Formation* liegt das Gel auf der Membran, senkrecht ausgerichtet zum elektrischen
Feld. Dabei war die mA Einstellung nach der Faustregel 1,5 mA/ cm” zu wéhlen. Der
Transfer konnte mittels Ponceau S-Farbung iiberpriift werden. Die Entfarbung der
Membran erfolgte mit Wasser und im Anschluss mit TBS/0,1% Tween20.

Zur weiteren Feststellung der Effizienz des Transfers wurde zusitzlich das Gel in
Coomassie-Losung gelegt und fiir 30 min auf dem Schiittler gefarbt mit
anschlieender Entfirbung mit Entfarber-Losung bis die Proteinbanden sichtbar

wurden.
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Im nidchsten Schritt folgte die Blockierung der Membran fiir 60 min bei RT mit 5%
BSA. Nachfolgend fand die Inkubation mit einem HRP-gekoppelten Antikorper
(goat-anti Human IgG) in TBS/ 0.1% Tween-20 in einer Verdiinnung von 1:1000 fiir
1 h bei RT statt. AnschlieBend folgten drei Waschschritte mit TBS + 0.1% Tween-
20. SchlieBlich wurden die Proteine mittels Chemilumineszenz (Pierce® ECL
Western Blotting Substrat, Thermo, Dreieich, Deutschland) detektiert und
densitometrisch (Molecular Imager Chemi Doc XRS; Programm Quantity One,

BioRad) quantifiziert.

3.2.2.9 Silberfirbung von SDS-Gelen

Zur Darstellung der aufgetrennten Proteinanteile in einer SDS-PAGE kann die
Silberfarbung genutzt werden. Zunédchst wurde das fertige Gel in der Fixierlosung fiir
mindestens 30 min geschwenkt, wobei alle 20 min die Fixierldsung erneuert wurde.
Anschliefend wurde das Gel mit Waschlosung (zweimal je 20 min) und ddH,O
(einmal 30 min, dabei alle 10 min ddH,O auswechseln) gereinigt. Fiir die weiteren
Schritte ist die Arbeit im Kiihllabor (4°C) notwendig. Das Gel wurde fiir 1 min mit
der Sensitizer-Losung bedeckt und dann in Ag-Losung (zweimal jeweils 30 sec)
getaucht, mit anschlieBend kompletter Entfernung der Ag-Losung und ddH,O
Reinigung des Gels, dreimal je 15 sec. Dann wurde die Entwickler-Losung iiber das
Gel gegeben, bis die Proteinbanden sich deutlich darstellten. Abschlieend wird der
Féarbeprozess mittels ddH,O Spiilung und der Hinzugabe von 5%iger Essigsdure fiir

5 min abgestoppt. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C in Essigsdure (1%).

3.2.2.10 Chromatographie

Die Chromatographie ist ein bevorzugtes Verfahren zur Proteinaufreinigung. Mittels
eines geschlossenen Sdulensystems ist es moglich endotoxin- und pyrogenfreies
Protein, das in der Zellkultur eingesetzt werden kann, nach bestimmten
Charakteristika aufzutrennen.

Die Methodik besteht aus einer Sdule mit dem zur Auftrennung nétigem Material,

einer Pumpe, die den jeweiligen Puffer mit Probe gleichmidBlig durch das
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Sdulensystem spiilt und einem Detektor der am Ausgang der der Sdule das eluierte
Protein durch die Messung der Absorption bei 280 nm graphisch erfasst (Abb. 3).
Das durchgeflossene, wie geloste Protein wurde in Fraktionen gesammelt und konnte
im Einzelnen auf seine Aktivitdt hin untersucht werden.

Die Affinitdtschromatographie ist ein versuchsintensiver Ansatz. Bei selbst
hergestellten Versuchsmaterialen miissen die Bedingungen fiir die effektive Bindung

und Elution ausgetestet und normiert werden (Urh et al. 2009).

Abbildung 3 AKTApurifier Chromatographiesystem

3.2.2.11 Albumin Depletion

Die Albumin Depletion wurde mit einer HITRAP Blue Saule (Riue Hp 5 ml; GE)
geméil den Herstellerangaben durchgefiihrt.

Der benétigte Bindungs- und Elutionspuffer wurde nach Anleitung hergestellt und
mittels 2 maliger Filtration (0,45 um, 0,2 pm) vor Gebrauch aufgereinigt.
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Die Siule wurde nach ordnungsgemiBem Einbau in den Aktapurifier, GE und
SmaligemWaschen mit ihrem maximalen Volumen (insgesamt 25 ml
Bindungspuffer) gespiilt und im Anschluss mit dem Serum beladen. Die Laufzeit
betrug 2-2,5 Stunden und es wurden 12-13 Fraktionen gespalten. Allgemein wurde
eine Geschwindigkeit von 0,2-0,3 ml/ min gewihlt, wobei der Druck nicht 0,3 MPa

uberschritten hatte.

3.2.2.12 Gelfiltration zur Groflenauftrennung

Die Gelfiltration wurde mittels einer Superose 6 10/ 300 GL Siule nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Mit 0,5 ml /min konnte die Flussgeschwindigkeit
gewidhlt werden, wobei darauf geachtet werden musste einen Sdulendruck von 1,5
MPa nicht zu liberschreiten.

Die aufgetragene Konzentration betrug 150 pg Protein in 100 pul Volumen, welche
mit einem Verdiinnungsfaktor von 1:300 auf 36 Fraktionen, nach der GroBe,

aufgetrennt wurde.

3.2.3 Statistische Analysen

Die Daten sind als arithmetische Mittelwerte £ SEM angegeben. Fiir die statistische
Auswertung der Daten wurde, wenn nicht anders angegeben, ANOVA angewandt.
Alternativ wurde der Student’s t-Test (unabhéngige Proben) verwendet.

P<0,05 gilt als signifikant.
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4. Ergebnisse

4.1 Das Serum polytraumatisierter Patienten hemmt die
spontane PMN-Apoptose und induziert eine intrinsische
Apoptoseresistenz

Vorhergegangene Ergebnisse externer und der Labor-Arbeitsgruppe haben gezeigt,
dass im Vergleich zu PMN gesunder Probanden sich PMN aus Polytrauma-Patienten
durch eine verldngerte Lebensspanne auszeichnen. Verantwortlich fiir die verzogerte
Apoptoserate der PMN sind Wachstumsfaktoren und Zytokine, die in erhohten
Konzentrationen im Serum polytraumatisierter Patienten zu finden sind (Dinarello
2000).

Die Verzogerung der Apoptose der PMN aus Patienten nach einem schweren Trauma
ist durch eine gestorte intrinsische Apoptose bedingt, welche proportional mit einer
erhohten Proteinkonzentration von Mcl-1, einem antiapoptotisch wirkenden Faktor,
einhergeht. (Die Inkubation von PMN gesunder Probanden mit dem Serum
polytraumatisierter Patienten bewirkt in diesen Zellen eine spontane und verzogerte,
unter anderem Mcl-1 induzierte, intrinsische Apoptoseresistenz (Paunel-Gorgulu et
al. 2009).

Frisch isolierte PMN gesunder Probanden, humane promyelozytisch-leukdmische
Zellen (HL-60 Zellen) und mittels ATRA ausdifferenzierte HL-60 Zellen wurden
steril in einer 48—well-Platte in der Konzentration 2 x 10° Zellen/ml ausgesit. Als
Medium wurde RPMI + 1% P/S verwendet und pro well ein Mediumvolumen von
300 ul eingesetzt. Um die antiapoptotische Serumaktivitét zu iiberpriifen, wurden die
jeweiligen Zellen mit dem zu untersuchendem Serum (1%) und FCS (1%)
vorbehandelt. Nach einer Stunde wurde Staurosporin (STS; 0,2 uM), ein Induktor
der zelluldren intrinsischen Apoptose, hinzugegeben und iiber Nacht mit den Zellen
inkubiert. Proben ohne STS wurden als Kontrollen eingesetzt, um die physiologische
Apoptoserate der Zellen zu erfassen. Nach 18 h Inkubationszeit erfolgte die
Bestimmung der prozentualen Apoptoserate der Zellen mittels FACS Analyse nach

dem Protokoll der PI Farbung.
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In Abb. 1 wird ersichtlich, dass PMN behandelt mit Patientenserum eine signifikant
verminderte Apoptoserate im Vergleich zu PMN kultiviert in Anwesenheit von FCS
(Kontrolle) aufwiesen. Weiterhin zeigte sich in Gegentiberstellung der Apoptoseraten
von PMN inkubiert mit FCS und STS oder mit Serum und STS, dass es zu einem
deutlich vermehrten Zelltod in den mit FCS vorbehandelten PMN, jedoch zu keiner
signifikanten Anhebung der Apoptoserate in PMN inkubiert mit Serum kommt. Hier
schien die Apoptoserate unter STS Wirkung eher riickldufig zu sein und die
proapoptotische Wirkung des Zellgiftes aufgehoben.

Diese zwei Serum-bezogenen Wirkungen nach einem Trauma wurden an weiteren
Zellreihen der myeloischen Zelllinie ausgetestet (Abb. 1).

In HL-60 Zellen, kultiviert in Anwesenheit von Serum, kommt es zu einer deutlich
verzogerten Apoptoserate und auch zu keiner weiteren Anhebung nach STS-Zugabe,
im Vergleich zu der Kontrolle (FCS).

Die mittels ATRA ausdifferenzierten HL-60 Zellen, die als Modell fiir PMN etabliert
sind, bestdtigen die im Versuch signifikant verldngerte Lebensspanne und STS
Resistenz in Anwesenheit von Serum. Eine signifikante Abnahme der Apoptose in
Anwesenheit von Serum und STS konnte jedoch nur in priméren PMN ausgemacht
werden. Dieser Effekt wurde weder in HL-60 noch in ATRA ausdifferenzierten HL-
60 Zellen beobachtet.

Die durch die Seren polytraumatisierter Patienten in PMN, HL-60 Zellen und
ausdifferenzierten ATRA-behandelten HL-60 Zellen induzierten Effekte deuteten
darauf hin, dass protektiv wirkende antiapoptotische Faktoren nach einem Trauma
aktiviert oder gebildet werden, die zum einem den physiologischen Zelltod hemmen

und im Weiteren eine STS Resistenz begiinstigen.
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Abbildung 1 Verzogerte Apoptoserate und intrinsische Apoptoseresistenz in myeloiden
Zellen in Anwesenheit von Serum polytraumatisierter Patienten.

PMN von gesunden Spendern, HL-60 Zellen und ATRA-behandelten HL-60 Zellen wurden
in An- und Abwesenheit von STS mit einem Serumpool polytraumatisierter Patienten (Tag
1-3 nach Trauma; 1%) inkubiert. Nach 18 stiindiger Inkubationszeit wurde die prozentuale
Apoptoserate mittels PI-Farbung und FACS Analyse ermittelt. Es ist der prozentuale Anteil
der Zellen dargestellt, die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was der
fragmentierten DNA entspricht.*p<0,05; ***p<0,001 im Vergleich zu der Kontrolle ohne
STS (FCS); # p<0,05.PMN:N=14, HL-60 Zellen: N=3; ATRA ausdifferenzierte HL-60
Zellen: N=6

Am Anfang der Leukopoese steht die pluripotente Stammzelle, von der sich die
myeloische und die lympathische Zelllinie ableitet. Um zu untersuchen, ob die
intrinsische Apoptoseresistenz Zelltyp-spezifisch ist, wurden immortalisierte T-
Lymphozyten-dhnliche Jurkat- und B-Lymphozyten-dhnlichen Rali-Zellen mit
einem reprisentativen Patienten-Serumpool (Tag 1-3) und FCS jeweils in 1%iger
Konzentration vorbehandelt und nach einstiindiger Inkubationszeit mit 0,2 uM STS
versetzt. Zum Vergleich wurden die Versuche parallel mit den immortalisierten
Monozyten-dhnlichen THP1 Zellen und K562 Zellen des myeloischen Astes
durchgefiihrt.

Die in Anwesenheit von Serum kultivierten Jurkat- und Rali-Zellen wiesen eine
gleichermallen sichtbar erniedrigte Apoptoserate, im Vergleich zu den Zellen der
myeloischen Zellreihe (K562; THP1) behandelt mit Serum, auf (Abb.2). Nach

Hinzugabe von STS konnte in allen Zelltypen eine vergleichbare Apoptoseresistenz
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wie in PMN und PMN-dhnlichen Zellen beobachtet werden. Somit ist die
beobachtete intrinsische Apoptoseresistenz fiir Zellen der myeloiden Linie ebenso

relevant wie fiir Zellen der lymphatischen Linie.
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Abbildung 2 Serum von Patienten mit einem schweren Trauma bewirkt eine
intrinsische Apoptoseresistenz in myeloiden und lymphatischen Zellen.

Jurkat- und Rali- Zellen der lypmphatischen Zelllinie und THP1- und K562- Zellen der
myeloischen Zelllinie wurden mit gepooltem Serum von polytraumatisierten Patienten (Tag
1-3; 1%) und FCS (1%), in An- und Abwesenheit von STS (0,2 uM), kultiviert tiber 18 h
und anschlieBend die Apoptoserate der Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Es ist der
prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen,
was der fragmentierten DNA entspricht. RaJi, THP1, K562 N=3; Jurkat N=2.
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4.2 GM-CSF aus dem Serum polytraumatisierter Patienten ist
ein Kofaktor in der Induktion der intrinsischen
Apoptoseresistenz in PMN

Fiir ein verbessertes Verstdndnis der zusammenwirkenden Faktoren hinsichtlich der
antiapoptotischen Aktivitit des Serums von Patienten nach einem schweren Trauma,
wurde der Einfluss von GM-CSF auf die STS-Resistenz getestet. Es konnte bereits in
einer fritheren Arbeit gezeigt werden, dass GM-CSF in der Serum-induzierten
intrinsischen Apoptoseresistenz involviert zu sein scheint (Paunel-Gorgulu et al.
2009).

Frisch isolierte PMN von gesunden Spendern und ATRA-ausdifferenzierte HL-60
Zellen wurden in Anwesenheit von FCS (1%) und 50 ng/ml GM-CSF oder
Patientenserum (1%) fiir 1 h vorinkubiert und anschlieBend mit STS (0,2 uM) tiber
Nacht behandelt. Um den Einfluss von GM-CSF auf die STS-Resistenz zu
untersuchen, wurde die biologische Aktivitit des Zytokins im Patientenserum mittels
spezifischen anti-GM-CSF Antikorpern (1 pg/ml) neutralisiert. Die quantitative
Auswertung der Apoptose in Abbildung 3 zeigt, dass die Neutralisation von GM-
CSF in Patienten-Serum zu einer signifikanten Erh6hung der Apoptose in den Zellen
nach STS-Behandlung fiihrt, im Vergleich zur Apoptose in PMN, die nur in
Anwesenheit von Serum kultiviert wurden. Dieses Ergebnis lie3 sich gleichermal3en
mit in ATRA-behandelten HL-60 Zellen reproduzieren. Obwohl die Hemmung der
GM-CSF Aktivitit im Serum durch den eingesetzten Antikorper einen
proapoptotischen Effekt hat, scheint rekombinantes GM-CSF alleine keine
intrinsische Apoptoseresistenz zu induzieren. So war die Apoptoserate in PMN
kultiviert in Anwesenheit von FCS und STS vergleichbar hoch, unabhédngig von der
Anwesenheit von GM-CSF (50 ng/ml). Dennoch zeigen die Zellen, die mit GM-CSF
behandelt wurden, eine deutlich verminderte spontane Apoptoserate.

In Zusammenschau der Ergebnisse wird deutlich, dass rekombinantes GM-CSF eine
verldngerte Lebensdauer bewirken kann, ohne gleichzeitig einen STS-Resistenz in
PMN und ATRA-behandelten HL-60 Zellen auszulosen. Jedoch ist die STS-
Resistenz des Serums traumatisierter Patienten in Anwesenheit von GM-CSF-AK

signifikant vermindert.
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Abbildung 3 GM-CSF ist an der Serum-induzierten antiapoptotische Wirkung von STS
in PMN beteiligt.

In Anwesenheit von FCS (1%), FCS + GM-CSF (1%+50 ng/ml) oder Serum + Anti-GM-
CSF AK (1%+ 1 pug/ml) kultivierten PMN, isoliert von gesunden Spendern, und ATRA-
behandelten HL-60 Zellen wurde nach einstiindiger Vorbehandlung STS (0,2 uM)
hinzugegeben und {iber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde mittels FACS-Analyse die
Apoptoseraten der Zellen ermittelt. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die
einen hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was der fragmentierten DNA entspricht. *p<
0,05 im Vergleich zu der Kontrolle (FCS), # p<0,05. PMN N= 10; ATRA ausdifferenzierte
HL-60 Zellen: N= 10.
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4.3 Kleinmolekulare Serumproteine schiitzen nicht vor STS-
induzierter Apoptose

Mit dem Ziel die Serumfaktoren, welche fiir eine intrinsische Apoptoseresistenz in
PMN nach einem Trauma verantwortlich sind, einzugrenzen, wurde ein
reprasentativer Serumpool (Tag 1-3) unter Zuhilfenahme einer 1 ml Spritze auf einen
0,45 pum Proteinfilter gegeben und aufgereinigt. An PMN gesunder Probanden und
mittels ATRA ausdifferenzierten HL-60 Zellen wurde die Wirkung des gefilterten
Serumiiberstandes in 1%iger Konzentration, im Hinblick auf dessen Einfluss auf die
Apoptoserate der Zellen ausgetestet. Nach einstiindiger Vorbehandlung der Zellen
mit der gewonnenen Serumfraktion, wurde 0,2 uM STS hinzugegeben und die Zellen
tiber 18 h inkubiert. In Abbildung 4 ist die mittels FACS-Analyse bestimmte
Apoptoserate nach STS-Behandlung, relativ zur unbehandelten Probe, dargestellt.
Wie bereits in Abbildung 1 gezeigt, weisen myeloide Zellen, die in Anwesenheit von
Patienten-Serum kultiviert wurden, im Vergleich zu der Kontrolle eine signifikant
geringere Apoptoserate gepaart mit einer STS-Resistenz auf. Des Weiteren konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen der relativen Apoptose von PMN, kultiviert
mit Patienten-Serum, zu jenen mit der gefilterten Serumfraktion festgestellt werden.

Dieses Ergebnis lie3 sich gleichermallen in ausdifferenzierten ATRA-behandelten
HL-60 Zellen reproduzieren. Die antiapoptotische Aktivitdt ist auch nach Ausschluss

kleinmolekularer Proteine aus dem Patienten-Serum erhalten.
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Abbildung 4 Kleinmolekulare Proteine aus dem Serum polytraumatisierter Patienten
induzieren keine intrinsische Apoptoseresistenz in myeloiden Zellen.

Quantifizierung der relativen Apoptose von Zellen kultiviert in Anwesenheit von einem
reprasentativen Serumpool (Tagl-3)vorbehandelt mit einem 0,45 pm Filter. Zu PMN und
ATRA-behandelten HL-60 Zellen wurde FCS, Serum oder gefiltertes Patienten-Serum (je
1%) jeweils mit und ohne STS hinzugegeben. Nach 18 stiindiger Inkubationszeit erfolgte
mittels FACS-Analyse die Quantifizierung der Apoptose. Es ist die relative Apoptoserate
nach STS Behandlung, im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle ohne STS dargestellt. n.s.
= nicht signifikant. PMN: N=7; N=3;ATRA ausdifferenzierte HL-60 Zellen: N= 4.
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4.4 Die Serumfaktoren die eine STS-Resistenz in PMN nach
Trauma vermitteln sind hitzestabil

Fir die gezielte Isolation der Serumfaktoren, welche fiir eine intrinsische
Apoptoseresistenz in PMN nach einem Trauma verantwortlich sind, wurde ein
reprasentativer Patienten-Serumpool (Tag 1-3) iiber 20 min in einem Wasserbad bei
56°C hitzeinaktiviert.

Kontroll-PMN gesunder Probanden und ATRA-behandelte HL-60 Zellen wurden mit
Serum (1%) und hitzeinaktiviertem Serum (1%) des gleichen Pools vorbehandelt und
nach einer Stunde mit 0,2 uM STS {iber Nacht inkubiert.

Aus Abbildung 5 wird ersichtlich, dass die Hitzeinaktivierung des Serums keinen
Einfluss auf die intrinsische Apoptoseresistenz hat. In PMN und mittels ATRA
ausdifferenzierten HL-60 Zellen kommt es in Anwesenheit von hitzeinaktiviertem
Serum weiterhin zu einer verminderten relativen Apoptose nach STS-Behandlung,
die nahezu identisch mit der Apoptoserate der Kontrollfraktion (Serum) ist. Diese

Beobachtung lésst auf eine Hitzestabilitdt der gesuchten Serumfaktoren schlieflen.
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Abbildung 5 Die fiir eine intrinsische Apoptoseresistenz nach Trauma verantwortlichen
Serumfaktoren sind hitzestabil

Ein repriasentativer Serumpool von Patienten nach einem schweren Trauma (Tag 1-3) wurde
iiber 20 min bei 56°C im Wasserbad erhitzt und mit frisch isolierten PMN gesunder
Probanden und ATRA-behandelten Zellen in 1%iger Konzentration kultiviert. Nach einer
Stunde wurde zu den Versuchsansitzen STS (0,2 uM) hinzugegeben und die Zellen iiber
Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde die relative Apoptoserate mittels FACS-Analyse
ermittelt. Es ist die relative Apoptoserate nach STS Behandlung, im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle ohne STS dargestellt. n.s. = nicht signifikant. PMN:N=15; ATRA
ausdifferenzierte HL-60 Zellen: N=4.
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4.5 Das Molekulargewicht der Serumfaktoren die eine STS-
Resistenz in PMN nach Trauma vermittelt liegt iiber S0 kDa

In einem weiteren Versuchsansatz wurden vier Fraktionen von einem repréisentativen
Serumpool (Tag 1-3) iber 14-16 h in PBS (1x), umschlossen von einer
semipermeablen Dialysemembran mit 2, 10, 20 oder 50 kDa groBen Poren, unter
Riihren und stetiger Kiihlung dialysiert. Nach Abschluss der Behandlung enthielten
die GroBen-dialysierten Proteingemische jeweils nur noch grofere Bestandteile als
die angegebene Porengrofe. AnschlieBend wurden die vier neu generierten
Serumproben mit frisch isolierten PMN von gesunden Spendern und mittels ATRA
ausdifferenzierten HL-60 Zellen in 1%iger Konzentration kultiviert. Nach einer
Stunde Vorbehandlung mit den Serumfraktionen wurde zusdtzlich noch 0,2 uM STS
hinzugegeben und die Zellen iiber Nacht inkubiert. Nach Ablauf von 18 h konnte die
Apoptoserate der Zellen durchflusszytometrisch bestimmt werden (Abb. 6). Die
Ergebnisse verdeutlichen, dass es keinen signifikanten Unterschied in der relativen
Apoptose zwischen der Kontrolle (Serum) und den jeweiligen gewonnen dialysierten
Serumfraktionen in PMN sowie in den PMN-dhnlichen ATRA-ausdifferenzierten
HL-60 Zellen gibt. Anhand der Auswertung lédsst sich riickschlieBen, dass die

gesuchten Faktoren in einem Grofenbereich iiber 50 kDa liegen miissen.

PMN

5 B ATRA
-behandelte HL-60
Zellen

relative Apoptoserate
[Probe mit STS/Probe ohne STS]
w
1

il B S

Fcs Serum 2 kDa 10 kDa 20 kDa 50 kDa

Abbildung 6 Serumfaktoren, die eine STS-Resistenz nach Trauma in PMN vermitteln,
liegen in einem Groflenbereich iiber 50 kDa

Bestimmung der antiapoptotischen Aktivitdt von Serum polytraumatisierter Patienten nach
Ausschluss kleinmolekularer Proteine, mittels verschieden gro3en Dialysemembranen (2 bis
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50 kDa). Die vier neu gewonnenen Serumfraktionen (1%) wurden jeweils mit frisch
isolierten PMN und ATRA-behandelten HL-60 Zellen in An-und Abwesenheit von STS (0,2
uM) iiber 18 h kultiviert. Es ist die Relation der Apoptoserate nach STS-Behandlung zur
entsprechenden Kontrolle ohne STS dargestellt. PMN: N=3-11; ATRA ausdifferenzierte HL-
60 Zellen: N=3.

4.6 Das Zusammenspiel mehrerer Faktoren im Serum
polytraumatisierter Patienten induziert eine intrinsische
Apoptoseresistenz in PMN

Zur gezielten Isolierung der fiir die STS-Resistenz in PMN nach Polytrauma
verantwortlichen Serumfaktoren, wurde eine Fraktionierung der Serumproteine
entsprechend ihrer Loslichkeit mittels Ammoniumsulfat durchgefiihrt. Die Féllung
eines reprasentativen Serumpools (Tag 1-3 nach Trauma) erfolgte prozentual
aufsteigend in 10ner Schritten auf insgesamt 12 Fraktionen und spaltete jeweils eine
100 ul Probe des eingesetzten Serumpools in Uberstand (nicht ausgefillte
Serumbestandteile) und Pellet (an Ammoniumsulfat gebundene Serumproteine).
Frisch isolierte PMN und mittels ATRA ausdifferenzierte HL-60 Zellen wurden, eine
Stunde nach Zugabe des Uberstandes der neu gewonnenen Serumfraktionen (1%),
mit 0,2 uM STS tiber Nacht kultiviert. Nach Ablauf der 18 h Inkubationszeit wurde
durchflusszytometrisch die Apoptoserate der Zellen gemessen (Abb.7). Die relativen
Apoptoseraten nach Behandlung von PMN und ATRA-differenzierten HL-60 Zellen
mit den einzelnen Fraktionen 10%-100% zeigten keinen signifikanten Unterschied
zur Kontrolle (Serum), denn die Apoptoseraten sind untereinander durchgehend von
dhnlichem Niveau (Abb. 7, A, B). Dieses Ergebnis konnte in beiden Zelltypen
festgestellt werden. Dabei fiihrte die Kultivierung von PMN mit der Serumfraktion
20% zu der hochsten und die Serumfraktion 85% zu der niedrigsten Apoptoserate.
Die Probe 10% loste in ATRA-behandelten HL-60 Zellen die hochste und die
Serumprobe 90% die niedrigste relative Apoptose aus (Abb. 7, B). Die Ergebnisse
belegen, dass sich die zu ermittelnde Aktivitit nicht eindeutig in einer Fraktion
festhalten lasst. Des Weiteren ist die sukzessive Verteilung der antiapoptotischen
Wirkung der Uberstinde ein Indiz fiir eine mogliche Beteiligung von mehreren

Serumfaktoren an der intrinsischen Apoptoseresistenz.
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Abbildung 7 Mehrere Serumfaktoren sind an der STS-Resistenz in PMN nach Trauma
beteiligt.

Die Proteine eines reprédsentativen Serumpools (Tag 1-3) wurden nach ihrer Loslichkeit,
mittels Ammoniumsulfat prozentual aufsteigend, in 12 Fraktionen aufgespalten.

PMN (A) und ATRA-behandelte HL-60 Zellen (B) wurden mit dem Uberstand der
gewonnenen Serumproben in An- und Abwesenheit von STS (0,2 uM) iiber Nacht inkubiert.
Nach 18 h wurde die relative Apoptoserate der Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt. Es
ist die Relation der Apoptoserate nach STS-Behandlung zur entsprechenden Kontrolle ohne
STS dargestellt. n.s. = nicht signifikant, im Vergleich zu der Kontrolle (Serum). PMN: N=6;
ATRA ausdifferenzierte HL-60 Zellen: N=7.

Parallel zu der Uberpriifung des Uberstandes der Ammoniumsulfat-Fillungen (Abb.
7) wurden die ausgefillten Proteine im Pellet der zwolf generierten
Proteinfraktionen, jeweils in 100 pul PBS resuspendiert und auf ihre Aktivitdt zur
Induktion einer STS-Resistenz bzw. intrinsischen Apoptoseresistenz in myeloiden
Zellen getestet. Die zwdlf prozentual und stufenweise ausgefillten Serumfraktionen
(10-100%) wurden in 1%iger Konzentration mit frisch isolierten PMN und mittels
ATRA ausdifferenzierten HL-60 Zellen kultiviert. Nach einstlindiger Vorbehandlung

mit den ausgefillten Faktoren, wurden die Zellen mit 0,2 uM STS behandelt und
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tiber Nacht inkubiert. Nach Ablauf von 18 h wurde mittels FACS Analyse und P
Féarbung die Apoptoserate der Zellen ermittelt (Abb.8).

Die Inkubation mit den urspriinglich ausgefillten Proteinfraktionen und die
anschlieBende Zugabe von STS fiihrte in PMN zu einer deutlichen Erhéhung der
Apoptoserate in den Fraktionen 10-80%, im Vergleich zu der Kontrolle, die in
Anwesenheit von unbehandeltem Serum kultiviert wurde. Dabei wies vor allem die
Behandlung von PMN mit den Fraktionen 10% und 40% eine signifikant gesteigerte
relative Apoptose auf. Diese erhohte STS-Sensitivitit der Zellen spricht fiir ein
Fehlen der gesuchten antiapoptotisch wirkenden Serumfaktoren in den
urspriinglichen Pellets. Im Gegensatz dazu wiesen die verbliebenden vier Proben 85-
100% eine mit der Kontrolle vergleichbare, geringe Apoptoseraten auf, sodass hier
die Anwesenheit der Faktoren weiterhin vermutet werden kann (Abb.8, A).

In ATRA-behandelten HL-60 Zellen fiihrte die Behandlung mit den ausgefillten
Proteingemischen und anschliefenden Kultivierung mit STS zu vergleichbaren
Ergebnissen. Hier wiesen die Fraktionen 10% und 20% eine signifikante Erhdhung
im Vergleich zu der Kontrolle (Serum) auf. Die Inkubation mit den Fraktionen 60%,
70%, 80% und 100% haben im Vergleich zur Kontrollprobe dhnliche Apoptoseraten
in ATRA-differenzierten HL-60 Zellen bewirkt (Abb. 8, B).

Die Ergebnisse stellen die Ergidnzung zu Abbildung 7 dar. In PMN und ATRA-
behandelten HL-60 Zellen kam es nach Inkubation mit prozentual héher ausgefillten
Fraktionen (70-100%) im Vergleich zu den Serumfraktionen (10-60%) zu einer
tendenziell niedrigeren Apoptoserate.

Der fiir die intrinsische Apoptoseresistenz nach Trauma verantwortliche
Serumbestandteil konnte somit partiell im prozentual hoher geféllten Bereich (85%-
100%) ausfindig gemacht werden.

In Zusammenschau der Abbildungen 7 und 8 konnte die gesuchte Serumaktivitt in
keiner einzelnen Fraktion alleinig isoliert werden, es kam jeweils zu einer

sukzessiven Erniedrigung der Apoptoseraten iiber die geféllten Fraktionen hinweg.
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Abbildung 8 Die STS-Resistenz in PMN nach Trauma wird von mehreren
Serumfaktoren vermittelt.

Zur Fraktionierung der Serumproteine eines reprasentativen Serumpools (Tag 1-3)
entsprechend ihrer Loslichkeit wurde eine Ammoniumsulfat-Fallung prozentual aufsteigend
bis zu 12 Fraktionen (10-100%) durchgefiihrt. PMN (A) und ATRA-behandelten HL-60
Zellen (B) wurden mit den gewonnenen Proteinpellets, jeweils in 100 pl PBS resuspendiert,
in An- und Abwesenheit von STS (0,2 uM) kultiviert. AnschlieBend wurde die Apoptoserate
der Zellen mittels PI-Farbung und FACS-Analyse ermittelt. Es ist die Relation der
Apoptoserate nach STS-Behandlung zur entsprechenden Kontrolle ohne STS
dargestellt.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, im Vergleich zu der Kontrolle (Serum). PMN:
N=7, ATRA ausdifferenzierte HL-60 Zellen: N=7.
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4.7 Der antiapoptotische Effekt des Serums polytraumatisierter
Patienten wird durch hitzestabile Albumin-unabhéngige
Serumfaktoren vermittelt

Mit dem Ziel die Beteiligung von Albumin an der Serum-induzierten intrinsischen
Apoptoseresistenz in PMN nach einem Trauma zu untersuchen, wurde ein
reprasentativer Serumpool (Tag 1-3) zunédchst iiber 20 min in einem Wasserbad bei
56°C hitzeinaktiviert und in einem zweiten Schritt manuell Albumin depletiert (Abb.
9). Hierfiir wurde die Hitrap Blue Sédule, GE mittels einer 5 ml Spritze manuell mit
dem Serumgemisch beladen und anschlieBend mit dem Bindungs- und Elutionspuffer
fiinf- bzw. sechsmal gespiilt. Die Depletion wurde manuell durchgefiihrt, um eine
starke Dilution der gewonnen zwdlf Serumfraktionen zu vermeiden. Der Probe-
Durchfluss wurde bei der Beladung der Sdule mit dem Serum gewonnen und bestand
hauptsdchlich aus Puffer. Die Fraktionen Albumin depletiert 1-5 beinhalteten alle
Serumbestandteile, abgesehen von Albumin oder Albumin-bindenden Faktoren.
Damit hatten die Fraktionen Elution 1-6 das Serumalbumin und Serumalbumin-
abhingige Bestandteile zum Inhalt.

PMN behandelt in Anwesenheit der Fraktionen Elution 1-6 und STS wiesen eine
zum Teil deutlich signifikant gesteigerte relative Apoptose im Vergleich zu der
Kontrolle Serum 56°C auf. Zellen kultiviert mit den Fraktionen Albumin depletiert
1-3 zeigten eine ahnlich niedrige Apoptoserate wie die Kontrolle (Serum 56°C) auf,
vor allem die Inkubation von PMN mit der Fraktion Albumin depletiert 2.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die gesuchten Serumfaktoren Albumin
unabhdngig und in den Fraktionen Albumin depletiert 1,2 und 3 weiterhin enthalten
sind. Im Rahmen der Detektion der antiapoptotisch wirkenden Serumfaktoren nach
Trauma, erfolgte die Weiterverwendung der Proteinfraktionen Albumin depletiert 1,2

und 3 im nachfolgenden Experiment.
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Abbildung 9 Hitzestabile, Albumin-unabhingige Serumfaktoren vermitteln den
antiapoptotische Effekt des Serums polytraumatisierter Patienten in PMN

Ein repréasentativer Serumpool (Tag 1-3) wurde zunichst bei 56°C im Wasserbad 20 min
hitzeinaktiviert = und  anschlieBend  manuell  Albumin-depletiert  mittels  der
Chromatographiesdule HiTRAP blue unter Generierung von 5 Fraktionen ,,Albumin
depletiert, 6 Fraktionen Elution (Elution 1-6) und der Probe Durchfluss. Anschlieend
wurden frisch isolierte PMN in Anwesenheit der gewonnenen Serumfraktionen (3%) eine
Stunde vorinkubiert, um tiber Nacht mit 0,2 uM STS kultiviert zu werden. Nach Ablauf von
18 h erfolgte die Bestimmung der relativen Apoptoserate. Es ist die Relation der
Apoptoserate nach STS Behandlung zur entsprechenden Kontrolle ohne STS dargestellt.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, im Vergleich zu der Kontrolle (Serum 56°C). N=4.

Die Albumin-freien Fraktionen 1-3 wurden fiir nachfolgende Analysen gepoolt
(Albumin depletiert 1,2,3).

Anschlieend konnte das Proteingemisch mittels Affinitdtschromatographie, unter
Verwendung einer Superose 6 10/300 GL, GE Séaule in 23 Fraktionen, der Grofle
nach aufgetrennt werden.

Frisch isolierte PMN von gesunden Spendern wurden in Anwesenheit von FCS (1%),
Serum (1%), Albumin depletiert 1,2,3 (3%) und den neu gewonnenen Proben A1-B8
(10%) vorbehandelt und nach Ablauf einer Stunde mit STS (0,2 uM) iiber Nacht
inkubiert. Die relative Apoptose wurde nach Ablauf von 18 h Inkubationszeit mittels
der FACS-Analyse nach dem Protokoll der PJ-Farbung ermittelt.

In Abbildung 10 wird deutlich, dass PMN kultiviert in Gegenwart von den Grof3en-
aufgetrennten Serumfraktionen A1-B8 eine signifikant hohere Apoptoserate (bis 5-
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fach), als die Kontrolle Albumin depletiert 1,2,3 aufweisen. Dieses Ergebnis wurde
nur von einer einzigen Fraktion, B14, nicht bestdtigt. Im Vergleich zu den
Nachbarfraktionen weist B14 eine deutlich erniedrigte relative Apoptose auf, dhnlich
zu seiner Kontrolle Albumin depletiert 1,2,3.

Somit gelang durch die Gewinnung der Serumfraktion B14 (Proteinkonzentration:
1,057 mg/ml) iiber das Verfahren der Grofen-Chromatographie, die Isolation der
gesuchten  Serumfaktoren, die nach einem Trauma eine intrinsische

Apoptoseresistenz in myeloiden Zellen vermitteln.
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Abbildung 10 Mittels dem Verfahren der Gelfiltration konnten die gesuchten
antiapoptotisch wirkenden Serumfaktoren in der Fraktion B14 isoliert werden. Ein
reprasentativer Patientenpool wurde zunichst bei 56°C iiber 20 min hitzeinaktiviert und
anschlieBend in 12 Fraktionen iiber eine manuelle Albumin-Depletion aufgetrennt. 3
Albumin depletierte Fraktionen wurden zu einer gepoolt (Albumin depletiert 1, 2, 3) mit
anschlieBender chromatographischer Auftrennung nach Grofle in 23 Einheiten mittels einer
Gelfiltrationssdule (Superose 6 10/300 GL, GE). AnschlieBend wurden frisch isolierte
PMN in Anwesenheit der gewonnenen Proteinfraktionen A1-B8 (10%) vorinkubiert, nach
einer Stunde 0,2 uM STS hinzugefiigt und iiber Nacht kultiviert. Nach 18 h erfolgte die
Bestimmung der Apoptoserate. Es ist die Relation der Apoptoserate nach STS Behandlung
zur entsprechenden Kontrolle ohne STS dargestellt. n.s. = nicht signifikant, im Vergleich zu
der Kontrolle (Albumin depletiert 1,2,3). N=3.
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4.8 Massenspektrometrische Detektion der Peptide beteiligt an
der Serum-induzierten intrinsischen Apoptoseresistenz in PMN

nach Polytrauma

Mit dem Ziel, die beteiligten Faktoren an der Serum-induzierten intrinsischen
Apoptoseresistenz in PMN nach einem Trauma zu untersuchen, wurden die
gewonnenen Proteinfraktionen B14 und B15 (je 45 pg Protein) elektrophoretisch
mittels SDS-PAGE (iiber 3 h bei 65 mA) der GroBe nach aufgetrennt. Letztere diente
als Negativkontrolle. Im néchsten Schritt wurden zwei Banden ausgeschnitten (Abb.

11), die anschlieend mittels Massenspektrometrie auf ihre zu enthaltenden Proteine

untersucht werden konnten.

A B

kDA kDA
170 170
130 130
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100 -
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55 85
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40 40

25 25

15 15

Abb.11 Auftrennung der Serumfraktionen B14 & B15 nach ihren Proteingrofien
mittels SDS-Page

Ein 12%iges Gel wurde mit den Proteinfraktionen B14 und B15 beladen und iiber 3 h bei 65
mA GroBen-aufgetrennt. AnschlieBend wurde das Gel fiir 30 min Coomassie gefarbt und
iiber Nacht in der Entfarbelosung bei 4°C inkubiert. Aus dem gefarbten Gel wurden die
markierten Banden aus Fraktion B14 (TS1) und B15 (TS2) entnommen und mittels dem
Verfahren der Massenspektrometrie auf ihre zu enthaltenden Proteine analysiert.
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Fiir die Massenspektrometrie wurde das Gerét Orbitrap Elite, ESI verwendet. Die
Banden TS1 (B15) und TS2 (B14) wurden nach Aufbereitung (red./alk. (DTT/ IAA))
tiber Nacht mit Trypsin bei 37°C aufgespalten. Fiir die Identifizierung der Proteine
wurde das Database Swissprot benutzt, mit einer MS/MS Toleranz von 0,4 kDa.

In drei Abschnitten sind in Tabelle 1 die in den Banden B15 und B14 (Abb. 10)
detektierten Proteine / Peptide mit ihrer jeweiligen Scorerate dargestellt. Der Cut off
wurde bei einem Score < 90 und unter 2 < X# Unique Peptiden gesetzt. Der Score
spiegelt die Summe der individuellen Peptid-Treffer wieder. Dabei werden die
individuellen Peptidsequenzen eines Treffers von der Einheit X# Unique Peptide
abgebildet.

Die in Abschnitt A aufgelisteten Proteine und Peptide wurden in beiden
Serumfraktionen B15 und B14 identifiziert. In Abschnitt B wurde das Protein Alpha-
1 acid Glycoprotein nur in der Fraktion B14 identifiziert. Die in Abschnitt C
aufgelisteten Proteine kommen nur in Fraktion B15 vor, die als Negativkontrolle
diente. Auffillig ist vor allem der groBere Ig Anteil in Fraktion B15. Der humane
Serumfaktor Alpha-1 acid Glycoprotein ist der einzige Faktor, der in Fraktion B14

im Gegensatz zur Kontrolle B 15 vorkommt.

Tabelle 1 Massenspektrometrische Analyse der Serumfaktoren in B14 und B15 zur
Detektion der an der intrinsischen Apoptoseresistenz nach Trauma beteiligten
Faktoren.

Fiir die Untersuchung der Serum-induzierten intrinsischen Apoptoseresistenz in PMN nach
einem Trauma wurden die Faktoren in einem ausgeschnittenen Gelabschnitt aus der Fraktion
B14 und B15 nach dem Verfahren der Massenspektrometrie identifiziert. Der Cut off wurde
ab einem Proteinscore von < 90 und einer geringen Anzahl < 2 X# Unique Peptiden gesetzt.
In Abschnitt A der Tabelle sind die gemeinsamen Proteine der Fraktion B15 und B14
aufgelistet. Im Gegensatz dazu fiihrt Abschnitt B das nur in der Fraktion B14 vorkommende
Protein und C nur Serumproteine einzig der Probenfraktion B15 auf.

A
XH#
Score Score
Beschreibung Unique kDa
B14 B15
Peptide
Vitamin D-binding
. 55 28741,7 11087,89 52,9

protein
Ig kappa chain C 5 105,63 477,81 11,6
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region
Alpha-1-antitrypsin
Serotransferrin

Ig gamma-4 chain C
Ig gamma-1 chain C
region

Ig gamma-2 chain C
region

Alpha-2-HS-
glycoprotein
Thyroxine-binding
globulin
Angiotensinogen
Corticosteroid-
binding globulin

Ig gamma-3 chain C
region
Alpha-2-antiplasmin
Ig heavy chain V-III
region CAM
Apolipoprotein A-I
Ceruloplasmin
Hemopexin
Antithrombin-III
Alpha-1-acid
glycoprotein 2

B

Beschreibung

Alpha-1-acid
glycoprotein 1

X# Unique
Peptide

4

49
49

17

17

16

11

11

24
11
13

52860,42
35334
1127,64

1629,32

1749,04

2605,6

1220,12

2129,94

611,08

879,98

374,62

166,75

223,44
292,99
382,72
694,25

200,63

Score
B14

360,45

47778,31
2805,15
3679,05

5907,87

4087,87

2372,44

1016,87

1947,43

672,61

2898,76

496,18

335,06

460,65
1111,09
292,59
651,62

103,79

Score
B15

75,16

46,7
77
35,9

36,1

35,1

39,3

46,3

53,1

45,1

41,3

54,5

13,7

30,8
122,1
51,6
52,6

23,6

kDa

23,6

55



Ergebnisse

Beschreibung

Ig lambda-2 chain C
regions

Ig alpha-1 chain C
region

Ig heavy chain V-III
region GAL

Ig heavy chain V-III
region BUT

Ig alpha-2 chain C
region

Alpha-1-
antichymotrypsin

Kininogen-1

Complement C3

X# Unique
Peptide

Score
B14

74,83

49,36

71,15

31,91

39,69

Score
B15

330,05

621,4

263,84

370,6

258,99

245,15

258,86

169,29

kDa

11,3

37,6

12,7

12,4

36,5

47,6

71,9

187
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4.9 Die gesuchten Serumfaktoren agieren Immunglobulin-
abhingig

Um zu priifen, ob Immunoglobuline (Ig) die antiapoptotische Wirkung von
Patienten-Serum beeinflussen, wurde ein repriasentativer Serumpool (Tag 1-3) mittels
Protein G Plus/Protein A Agarose-Beads in einem zehnmalig wiederholendem
Zyklus Ig depletiert. Dabei wurde die Suspension in einem Verhéltnis von 1:10 zu
dem Serumpool gegeben und das Gemisch pro Zyklus fiir 1 h bei 4 °C auf einem
Roller gelagert. Fiir die Uberpriifung der vollstindigen Ig-Aufreinigung des
Serumpools, wurden die Bestandteile des urspriinglichen Serumpools und des Ig-
depletierten Serums elektrophoretisch aufgetrennt und nachfolgend das Gel iiber die
Féarbung nach Coomassie (Abb.12,A) und Silberfirbung (B) entwickelt. Weiterhin
wurde mittels Western Blot Analyse mit anti-IgG-Antikorpern die vollstindige
Depletion von Ig durch Protein G/A Agarose-Beads tiberpriift (C).

Allgemein betrachtet besteht ein Ig aus zwei Leichtketten (jeweils 25 kDa) und zwei
schweren Ketten (50 kDa). In allen drei Abschnitten in Abbildung 12 (A-C) kann
man bei dem depletierten Serum jeweils eine fehlende Bande im Bereich 50 und
25kDa, im Vergleich zu Serum, erkennen. Dieses Ergebnis spricht fiir eine
vollstindige Immunprézipitation von Ig aus dem Patienten-Serum.

Nach jedem Depletionsschritt wurden die gewonnenen Uberstinde an PMN

ausgetestet (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Der antiapoptotische Effekt des Patienten-Serums steht in Abhéngigkeit
von Immunoglobulinen

Die Bestandteile eines Serumpools und achtfach Ig-depletierten Serums wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und nachfolgend das Gel mittels Coomassie Brilliant Blue (A)
und Silberfarbung (B) gefarbt. Im Weiteren wurde die Anwesenheit von Ig im Serum vor
und nach Protein G/A-Beads Depletion mittels Western Blot Analyse unter Verwendung von
anti-IgG Antikorpern untersucht (C).

D. Ein représentativer Serumpool (Tag 1-3) von Patienten mit einem Polytrauma wurde, zur
Analyse der Serum-vermittelten STS-Resistenz in PMN, Ig-depletiert mittels einer Protein G
Plus/Protein A Agarose Suspension, in einem sich zehn Mal wiederholendem Zyklus. Zu
frisch isolierten PMN wurden die gewonnenen Serumfraktionen der einzelnen
Depletionszyklen 6-10 (1%), FCS (1%) und unbehandeltes Serum (1%) gegeben. Nach einer
Stunde Vorbehandlung wurde 0,2 uM STS ergidnzt und die Zellen iiber Nacht inkubiert.
Anschliefend konnte die Apoptoserate mittels FACS-Analyse und PJ-Féarbung ermittelt
werden. Es ist die Relation der Apoptoserate nach STS-Behandlung zur entsprechenden
Kontrolle ohne STS dargestellt. *p<0,05, im Vergleich zu der Kontrolle (Serum). N= 3-7

-
$*

Hierfiir wurden PMN von gesunden Spendern isoliert und in Anwesenheit von FCS
(1%), Serum (1%) und Ig-depletiertem Serum (Zyklus 6-10) (1%) vorbehandelt.
Nach einer Stunde wurde STS (0,2 uM) hinzugegeben und die Zellen iiber Nacht fiir
18 h inkubiert. Nach Ablauf der Zeit erfolgte die Bestimmung der Apoptose mittels
FACS-Analyse und PJ-Farbung (Abb. 12, D). Die Kultivierung mit Ig-depletiertem
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Serum fiihrte, im Vergleich zu der Kontrolle ,,Serum® in PMN, zu einer gesteigerten
Apoptoserate nach STS-Behandlung ab dem Depletionsschritt 8. Dieses Ergebnis
weist darauf hin, dass im achten Depletionsschritt die gesuchten Faktoren
immunprézipitiert wurden, bzw. ein Zusammenhang der gesuchten Serumwirkung
mit Ig besteht.

In Anlehnung an die Ergebnisse aus Abbildung 12 wurden die Agarose-Beads der
Serumfraktion achtmalig gewaschen und das Eluat anschlieBend an PMN
ausgetestet. Zundchst wurden die Beads mit einem Tris-HCL Puffer (20 mM Tris,
pH 7,5) und in einem nachfolgenden Schritt mit einem Tris-NaCl Puffer (2 M NacCl,
20 mM, pH 7,5) gewaschen. Von gesunden Spendern wurden PMN frisch isoliert
und in Anwesenheit von FCS (1%), Serum (1%), 8 x depletiertem Serum (1%) und
den Waschiiberstinden 8xTrisHCL und 8xTrisNaCl (1%) vorbehandelt. Nach einer
Stunde wurde STS (0,2 pM) hinzugegeben und die Zellen liber Nacht inkubiert.
Nach 18 h erfolgte die Bestimmung der Apoptose mittels FACS-Analyse und PJ-
Féarbung (Abb. 13).

Die Kultivierung von PMN in Anwesenheit von 8xTrisHCL mit STS fiihrte zu einem
vergleichsweisen Abfall der Apoptoserate zu der Kontrolle 8x STS. Die
Apoptoserate von 8xTrisHCL STS ist im Vergleich zur Kontrolle 8x STS signifikant
vermindert. Dieses Ergebnis wiederholt sich nicht bei Inkubation von PMN mit dem
zweiten Eluat 8x TrisNaCl. Hier kommt es zu einem deutlichen Anstieg der
Apoptoserate, vor allem unter STS Einwirkung. Zusammenfassend sprechen diese
Ergebnisse fiir eine Eluation der gesuchten Serumfaktoren in der Fraktion

8xTrisHCL von den benutzten Agarose-Beads durch den TrisHCL Puffer.
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% Apoptoserate

Abbildung 13 Elution der gesuchten antiapoptotisch wirkenden Serumfaktoren durch
den Puffer TrisHCL von den Agarose Beads (Zyklus 8)

Fiir die Analyse der Serumfaktoren beteiligt an der STS-Resistenz in PMN nach einem
Trauma wurden die Agarose-Beads der achten Depletion (Abb. 12) mittels Tris-HCL und
Tris-NaCl Puffer gewaschen und das Eluat mit frisch isolierten PMN in 1 %iger
Konzentration, FCS (1%), Serum (1%) und 8x depletiert (1%) inkubiert. Nach 1 h wurde 0,2
uM STS hinzugefiigt und die Apoptoserate nach 18 h mittels der FACS Analyse ermittelt.
PMN inkubiert in Anwesenheit von dem Eluat 8xTrisHCL wiesen eine deutlich verminderte
Apoptoserate und eine STS-Resistenz auf im Vergleich zu der Kontrolle 8x depletiert. Die
Kultivierung von PMN mit dem zweiten Eluat 8xTrisNaCl fiihrte zu einer deutlich
gesteigerten Apoptoserate im Vergleich zu der Kontrolle. Es ist die Relation der
Apoptoserate nach STS Behandlung zur entsprechenden Kontrolle ohne STS dargestellt. n.s.
= nicht signifikant im Vergleich zu der Kontrolle (8x depletiert). * = p < 0,05; N=4.
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4.10 Massenspektrometrische Untersuchung der Faktoren im
Eluat 8xTrisHCL zur Detektion von antiapoptotisch wirkenden
Serumfaktoren

Zur Identifizierung der Hauptfaktoren, beteiligt an der Serum-induzierten
intrinsischen  Apoptoseresistenz in PMN nach einem Trauma, wurde die
Proteinfraktion 8x Tris-HCL (5 pg Protein in Abbildung 14) elektrophoretisch
mittels SDS-Page (liber 3 h bei 65 mA) der Grofle nach aufgetrennt. Anschlieend
wurde das Gel fiir 30 min mittels Silberfarbung gefdrbt und iiber Nacht in der
Entfarberlosung bei 4°C inkubiert (Abb. 14). In einem néchsten Schritt konnte die
gesammelte Bande, mittels des Verfahrens der Massenspektrometrie, auf ihre zu

enthaltenden Proteine untersucht werden.

Abbildung 14 Die Serumfraktion 8xTrisHCL wies elektrophoretisch aufgetrennt den
grofiten Proteinanteil im 55-70 kDa Bereich auf

Im Rahmen der Analyse der Serumfaktoren verantwortlich fiir die intrinsische
Apoptoseresistenz nach einem Trauma in PMN wurde die Proteinfraktion 8xTrisHCL (Abb.
13) elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend das Gel nach dem Verfahren der
Silberfarbung gefarbt.
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Fiir die Massenspektrometrie wurde das Gerét Orbitrap Elite, ESI verwendet. Die
Bande wurde nach Autfbereitung (red./alk. (DTT/ IAA)) iiber Nacht mit Trypsin bei
37°C aufgespalten. Fiir die Identifizierung der Proteine wurde das Database
Swissprot verwendet mit einer MS/MS Toleranz von 0,4 kDa.

In Tabelle 2 sind alle identifizierten Proteine / Peptide der Serumfraktion 8
xTrisHCL aufgefiihrt. Der Cut off wurde ab einem Score < 90 und unter 2 < X#
Unique Peptiden gesetzt. Dabei werden die individuellen Peptidsequenzen eines
Treffers von der Einheit Z# Unique Peptide abgebildet. Die dunkelunterlegten Zellen
beinhalten die Proteine / Peptide, die bereits in der Faktoranalyse B14/B15
identifiziert wurden (Tab. 2). Dazu gehdren unter anderem Serotransferrin, Alpha-1-
antitrypsin, Angiotensinogen, Apolipoprotein, Alpha-2 antiplasmin, Antithrombin
III, Hemopexin, Alpha-1 antichymotrypsin, Ceruloplasmin und Vitamin D binding

protein.

Tabelle 2 Mittels Massenspektrometrie identifizierte Faktoren im Eluat
8xTrisHCL

Fiir die Untersuchung der intrinsischen Apoptoseresistenz nach Trauma in PMN induziert
durch Serum wurden 5 pg Protein aus dem Eluat 8 x + TriHCL elektrophoretisch mittels
SDS-Page aufgetrennt und anschlieBend die Bande nach dem Verfahren der
Massenspektrometrie, auf ihre zu beinhaltenden Faktoren untersucht. Der Cut off wurde ab
einem Proteinscore von < 90 und einer geringen Anzahl < 2 X# Unique Peptiden gesetzt. In
der Tabelle sind alle identifizierten Proteine und Peptide der Serumfraktion 8xTrisHCL
aufgelistet. Die gemeinsamen Proteine der Fraktion B15 / B14 (Tab. 2) mit der Fraktion
8xTrisHCL sind dunkel unterlegt.

Serotransferrin 9983,43 57 77
Alpha-1-antitrypsin 6794,13 38 46,7
Apolipoprotein B-100 6033,73 180 515,3
Haptoglobin 5468,34 13 45,2
Alpha-2-macroglobulin 4857,02 68 163,2
Ceruloplasmin 2512,19 42 122,1
Fibronectin 244422 56 262,5
Vitamin D-binding protein 2237,05 30 52,9
Alpha-1-antichymotrypsin 2016 26 47,6
Hemopexin 1654,51 28 51,6
Plasma protease C1 inhibitor 1647,33 21 55,1
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Plasminogen 1563,21 37 90,5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy

chain H4 1253,28 31 103,3
Beta-2-glycoprotein 1 1200,02 19 38,3

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H2 1185,48 26 106,4
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy

chain H1 1088,72 19 101,3
Antithrombin-III 984,66 19 52,6
Kininogen-1 976,66 21 71,9
Prothrombin 867,08 21 70
Vitronectin 790,35 13 54,3
Alpha-1-acid glycoprotein 1 733,82 4 23,5
von Willebrand factor 719,85 23 309,1
Alpha-2-HS-glycoprotein 626,64 10 39,3
Alpha-1B-glycoprotein 573,22 13 54,2
Angiotensinogen 555,16 11 53,1
Retinol-binding protein 4 549,45 12 23
Alpha-1-acid glycoprotein 2 525,28 4 23,6
Afamin 512,99 25 69
Clusterin 484,79 13 52,5
Gelsolin 455,33 14 85,6
Zinc-alpha-2-glycoprotein 440,14 14 34,2
Histidine-rich glycoprotein 437 13 59,5
Serum amyloid A-2 protein 405,27 3 13,5
Alpha-2-antiplasmin 402,24 15 54,5
Heparin cofactor 2 369,46 12 57
Fibrinogen gamma chain 337,82 12 51,5
CDS antigen-like 321,04 10 38,1
Vitamin K-dependent protein S 308,87 11 75,1
Fibrinogen alpha chain 299,35 12 94,9
Plasma kallikrein 289,38 13 71,3
Fibrinogen beta chain 281,23 9 55,9
Hyaluronan-binding protein 2 267,35 9 62,6
Thyroxine-binding globulin 265,81 9 46,3
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Monocyte differentiation antigen

CD14 239,69 6 40,1
Galectin-3-binding protein 237,66 8 65,3
Coagulation factor XIII B chain 219,52 10 75,5
Insulin-like growth factor-binding

protein 212,72 8 66
N-acetylmuramoyl-L-alanine

amidase 208,14 9 62,2
Attractin 203 5 158.,4
C-reactive protein 190,76 9 25
Phosphatidylinositol-glycan

phospholipase D 177,22 5 92,3
Lumican 170,38 8 38,4

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy

chain H3 150,67 11 99,8
Lactotransferrin 129,23 5 78,1
Fibulin-1 124,67 5 77,2
Kallistatin 121,48 5 48,5

EGF-containing extracellular matrix

protein 1 115,43 3 54,6
Extracellular matrix protein 1 109,65 5 60,6
Carboxypeptidase N catalytic chain 101,84 4 52,3
Lipopolysaccharide-binding protein 96,92 5 53,3
Plasma serine protease inhibitor 93,82 4 45,6
Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 522,02 12 38,2

Mittels der Massenspektrometrie wurden die zu beinhaltenden Faktoren der
Serumfraktion Bl14 und 8xTrisHCL bestimmt wund in Hinblick auf
immunmodulierende Faktoren miteinander verglichen (Tabelle 3). Unter Ausschluss
von Komplement, Ig und Faktoren, unabhéngig von der Apoptoseregulation, ergaben
sich 18 Proteine, die in einem Zusammenhang mit der Serum-vermittelten
intrinsischen Apoptoseresistenz in PMN nach Trauma stehen konnten. Die

Reihenfolge folgt dem Konzentrationsgradienten von grof3 nach klein.
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Tabelle 3: Mittels Massenspektrometrie identifizierte Proteine aus der Fraktion
B14 und 8xTrisHCL

Fiir die Untersuchung der intrinsischen Apoptoseresistenz in PMN nach Trauma wurden die
Massenspektrometrien der Proteinfraktion 8xTrisHCL und der Fraktion B14 verglichen. In
der Tabelle 3 sind alle Proteine und Peptide aufgelistet, die in beiden Fraktionen identifiziert
wurden, bzw. die in der Fraktion 8xTrisHCL vorkamen und in Zusammenhang mit der
Apoptoseregulation stehen. Die Reihenfolge folgt dem Konzentrationsgradienten von grof3
nach klein. Ausgeschlossen wurden Ig, Komplementfaktoren, Proteine/Peptide < 50 kDa und
Faktoren ohne Zusammenhang zur Apoptoseregulation.

Name Pro- Anti- Molekular-
apoptotische apoptotische gewicht
Wirkung Wirkung (kDa)
Serotransferrin + + 76-81
Alpha 1-Antitrypsin +
(Hochepied et al. 51
2003a)
Apolipoprotein B-100 + 515
i +
Haptoglobin 2.200
Alpha-2- . + 775
macroglobulin
: : n
Fibronectin 440
Vitamin D-binding 58
protein
Alpha-1- + +
antichymotrypsin 55-68
(Ikari et al. 2001)
Hemopexin + 70
Plasma protease C1 + 105
inhibitor
i +
Plasminogen 90-94
Vitronectin + 543
Alpha 1-acid + 23,6
glycoprotein
(Eckersall et al.)
von Willebrand + 309,1
factor
Serumamyloid A-1 + 13,5
protein
Retinol-binding + 23
protein 4
Leucine-rich alpha-2- + 38,2
glycoprotein
Ceruloplasmin + 77
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4.11 Effekt von AAT auf die STS-Resistenz in PMN

Die mogliche Beteiligung des Serumfaktors Alpha I-antitrypsin (AAT) an der
Serum-induzierten intrinsischen Apoptoseresistenz in PMN nach Trauma galt es zu
tiberpriifen. Dafiir wurde der Effekt von aus Plasma aufgereinigtem AAT auf die
STS Resistenz in PMN ausgetestet.

Frisch isolierte PMN wurden zunichst mit 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 2
mg/ml AAT inkubiert und anschlieBend mit 0,2 uM STS behandelt. Nach 18 h
Inkubationsdauer wurde die Apoptoserate der PMN durchflusszytometrisch mittels
PJ-Farbung bestimmt. Im Vergleich zu der Kontrolle FCS und FCS + STS fillt auf,
dass in Anwesenheit von 0,1 mg/ml, 0,5mg/ml und Img/ml AAT die STS induzierte
Apoptose schrittweise abfillt. Auf der anderen Seite fiihrte AAT in einer
Konzentration von 2 mg/ml zu einer deutlichen Minderung der STS-induzierten

Apoptose im Vergleich zu der Kontrolle FCS + STS (Abb. 15).
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Abbildung 15 Alpha 1-Antitrypsin induziert eine STS Resistenz in PMN

PMN gesunder Probanden wurden in Anwesenheit von aus Plasma isoliertes Alpha-1-
Antitrypsin (AAT) mit 0,2 uM STS behandelt. Nach18 h wurde die Apoptoserate, mittels
FACS Analyse, bestimmt. Es ist der prozentuale Anteil der Zellen dargestellt, die einen
hypodiploiden (sub-G1) Peak aufwiesen, was der fragmentierten DNA entspricht. N=3

Um den Einfluss von AAT auf die STS Resistenz weiter zu priifen, wurden PMN mit

Patienten-Serum, der Serumfraktion B11 oder Ig-depletiertem Serum (10x Ig
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depletiert) in An- bzw. Abwesenheit von AAT vorbehandelt. Nach einer Stunde
wurde 0,2 uM STS addiert.

In Abbildung 16 wird deutlich, dass Zellen, die mit der Serumfraktion B11 und mit
dem Ig-depletiertem Serum inkubiert wurden, eine erhdhte Apoptoserate nach
Hinzugabe von STS, im Vergleich zu der Kontrolle Serum, aufweisen. Die Zugabe
von AAT fiihrte zu einer deutlichen Abnahme der STS-induzierten Apoptose in
PMN.
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Abbildung 16 Unter Einfluss von AAT sinkt die Apoptoserate von PMN inkubiert mit
Serum B11 oder Ig-depletiertem Serum und STS

Fiir die Analyse der Serumfaktoren beteiligt an der STS-Resistenz in PMN nach einem
Trauma wurde die Apoptoserate von PMN, inkubiert mit Serum von Patienten nach Trauma
+ STS, der Serumfraktion B11 + STS oder Ig-depletiertem Serum +STS in An- oder
Abwesenheit von AAT (1,5 mg/ml), untersucht. Nach einstiindiger Inkubationszeit wurde
0,2 uM STS hinzugefiigt und nach 18h Gesamtkulturzeit die Apoptoserate mittels FACS
analysiert.

Es ist die Relation der Apoptoserate nach STS Behandlung zur entsprechenden Kontrolle
ohne STS dargestellt, N=3.
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5 Diskussion

Zirkulierende, polymorphkernige neutrophile Granuloyzten (PMN) sind terminal
ausdifferenzierte, nicht proliferierende Zellen des angeboren Immunsystems und
essentiell als erste Verteidigungslinie gegen Pathogene im Organismus. Eine
Gewebeschadigung in Folge eines Traumas fiihrt zur sofortigen Aktivierung der
PMN (Hernandez et al. 1987b). Die abundanten Zellen weisen eine sehr kurze
Lebensdauer von 8 — 20 h auf, bevor sie in die physiologisch konstitutive Apoptose
gehen (Edwards 1994).

Die konstitutive Apoptose von PMN kann unter anderem durch zahlreiche Zytokine,
Wachstumsfaktoren (Martin 1999), sowie Lipopolysaccariden (LPS) (Lee et al.
1993) aber auch durch Hypoxie (Leuenroth et al. 2000) physiologisch gemindert
werden.

Durch Zytokine am Ort der Entziindung mobilisiert, bekimpfen PMN pathogene
Mikroorganismen, Viren und Protozoen mittels Phagozytose, oxidativen Burst,
Degranulation und iiber die Freisetzung von extrazelluldren Chromatin-Protein
Fallen (NET, neutrophil extracellular trap) (Brinkmann et al. 2004). Eine weitere
Funktion der PMN ist die Produktion zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren,
wie z.B. Fc-Rezeptoren, Chemokine und Zytokine und antiinflammatorischer
Faktoren, wie z.B. IL-10 oder TGF-B, zur Resolution der Inflammation und
Interaktion (Cowburn et al. 2008). PMN stellen ein Schliisselelement in der
Aktivierung, Regulation und Effektorfunktion der Zellen des angeborenen und
erworbenen  Immunsystems dar. Jedoch sind die  posttraumatischen
Reaktionsmechanismen der PMN unspezifisch und das vermehrte zytotoxischen
Potential durch verstirkte Bildung von ROS kann zur Schiddigung von Gewebe
fiihren (Duffin et al. 2010). Somit ist ein Gleichgewicht zwischen dem Uberleben
und dem physiologischen Zelltod der PMN grundlegend fiir die Kontrolle der
Funktionalitit der potentiell toxischen Zellen. Einerseits ist die kurze Lebensdauer
der PMN fiir die Zellhomoostase und Terminierung der Entzlindung essentiell, auf
der anderen Seite ermdoglicht eine Verldngerung der Lebensdauer die Bekdmpfung

von pathogenen Erregern (Savill und Haslett 1995).
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In Folge eines schweren Traumas ist die Entwicklung eines Sepsis-bedingten
Multiorganversagens der héufigste Todesgrund (Biffl et al. 1999). Im
Entstehungsmechanismus der Sepsis nehmen die PMN eine zentrale Stellung ein.
Mehrere Arbeiten belegen, dass die Apoptose in PMN bei Patienten mit Risiko fiir
ein Organversgagen (SIRS oder Sepsis) deutlich reduziert ist (Paunel-Gorgulu et al.
2009). Eine Dysregulation der PMN-Apoptose ist mit der Pathogenese mehrerer
Krankheiten, wie z.B. Krebs, chronischen Entziindungen oder
Autoimmunerkrankungen assoziiert (Mantovani et al. 2011). Entsprechend steht die
Regulation der PMN Apoptose im Fokus aktueller Forschung.

Die nach einem Trauma verzogerte spontane Apoptose in Zellen der
hidmatopoetischen Linie wird iiber noch teilweise unbekannte Serumfaktoren
induziert und geht mit einer intrinsischen Apoptoseresistenz einher. Die Kultivierung
frisch isolierter PMN von gesunden Spendern mit Serum polytraumatisierter
Patienten fiihrt zu einer reduzierten spontanen Apoptoserate und Staurosporin (STS)-
Resistenz, einem Induktor, der intrinsischen Apoptose (Paunel-Gorgulu et al. 2009).
Im Rahmen dieser Arbeit lieB sich dieses Ergebnis in Zellen der lymphatischen
Zellreihe reproduzieren und ist somit nicht auf die myeloide Linie beschrénkt.

Die Serumfaktoren, die eine Verzdgerung der Apoptose in PMN bewirken, sind bis
heute noch nicht ausreichend erforscht worden. In der Literatur werden
Wachstumsfaktoren, wie z.B. GM-CSF, G-CSF und proinflammatorischen Zytokine,
wie z.B. IL-18, IL-8, IL-18, TNF-alpha und IL-6, u.a. verantwortlich gemacht, unter
pathologischen Bedingungen eine signifikante Verldngerung der PMN Lebensdauer
zu induzieren. Die Konzentrationen proinflammatorischer Faktoren sind im Serum
polytraumatisierter Patienten deutlich erhoht (Oberholzer et al. 2001).

Im Fokus dieser Arbeit stand die Identifizierung von Serumfaktoren, die eine

intrinsische Apoptoseresistenz in PMN nach einem schweren Trauma vermitteln.

Die bisherigen Ergebnisse konnten nachweisen, dass die proapoptotische Aktivitét
von STS in Anwesenheit von Patientenserum gehemmt wird. Auch wurde bereits in
einer fritheren Arbeit gezeigt, dass GM-CSF in der Serum-induzierten intrinsischen
Apoptoseresistenz involviert zu sein scheint (Paunel-Gorgulu et al. 2009). So fiihrte
die Inaktivierung von GM-CSF im Serum polytraumatisierter Patienten zu einer

leichten Aufhebung der STS Resistenz in PMN.
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GM-CSF wurde bereits in den 80er Jahren als ein wichtiger Regulator der
Hiamatopoese mit vielfdltigen Wirkungen auf die Differenzierung und Proliferation
innerhalb der myeloiden Zelllinie entdeckt (Gasson et al. 1984). GM-CSF hat einen
Lebenszeit-verlaingernden Effekt auf PMN und steht mit einer erhohten
Lebensspanne von PMN unter Inflammation in Verbindung (Matute-Bello et al.
2000). Der Faktor wird als pro-inflammatorisches Zytokin fiir die gehemmte
spontane Apoptose in PMN unter den Bedingungen einer SIRS verantwortlich
gemacht, in vitro (Goodman et al. 1999). Andererseits konnte in einer Untersuchung
von Masayasu Iwase et al. 2005 eine dominante Rolle proinflammatorischer
Zytokine, wie z.B. GM-CSF, IL-6 und IL-8 als alleinige Induktoren der
antiapoptotischen Aktivitit des Serums unter Inflammation in PMN ausgeschlossen
werden (Iwase et al. 2006).

Um die friiheren Ergebnisse der Arbeitsgruppe zu priifen, wurde der Einfluss von
rekombinanten GM-CSF auf die STS-Resistenz getestet. PMN inkubiert in
Anwesenheit von rekombinantem GM-CSF wiesen eine reduzierte spontane
Apoptoserate auf. Gleichzeitig wurde iiber rekombinantes GM-CSF aber keine
Induktion einer STS-Resistenz beobachtet. Jedoch wurde in, mit Patienten-Serum
vorbehandelten PMN, eine signifikante Verminderung der STS-Resistenz in
Anwesenheit von  neutralisierenden  GM-CSF  Antikorpern  beobachtet.
Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse auf eine Beteiligung von GM-CSF an der
STS-Resistenz in PMN nach Trauma schlieBen, jedoch diesen Faktor nicht als
alleinigen Induktor identifizieren. GM-CSF hélt die Rolle eines Kofaktors in der
molekularen Kaskade der antiapoptotischen Aktivitit nach Polytrauma in PMN inne
und hemmt generell die spontane Apoptose in PMN. Der genaue Wirkmechanismus
von GM-CSF auf die intrinsische PMN-Apoptose bleibt jedoch unklar.

Mit dem Ziel der Inaktivierung von Komplementfaktoren wurde in dieser Arbeit
gepooltes Patientenserum hitzeinaktiviert. Uber diese Methode wird sichergestellt,
dass die kultivierten Zellen nicht durch Antikérperbindung lysiert werden. Es wurde
bereits 1980/81 von der Arbeitsgruppe Linscott, W.D. und Triglia, R.P.
nachgewiesen, dass eine Behandlung von Serum {iber 20-30 min bei 56 °C das
Komplementsystem inhibiert (Linscott und Triglia 1981). Fraglich bleibt, ob es

iiberhaupt moglich ist eine vollstdndige Inaktivierung von Komplementfaktoren tiber
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die Hitzeinaktivierung zu erwirken. Eine Teilinaktivierung wire auch denkbar
{Moore et. al 1997}.

Bei der Hitzeinaktivierung werden Enzyme, wie die Laktatdehydrogenase (LDH)
oder alkaline Phosphatase zerstort (Giard 1987). Hinzu kommt ein Verlust weiterer
Komponenten, z.B. Vitamine und Wachstumsfaktoren, nach  Serum-
Hitzeinaktivierung. (Giard 1987). Weiterhin wurde von Koets im Jahre 1952 eine
Verminderung der Albumin Konzentration im Serum nach Hitzeinaktivierung
beschrieben. Wahrscheinlich kommt es iiber denaturierte Globulin Komplexe zu
einer Absorption von Albumin (KOETS 1952). Eine Hitzeinaktivierung verdndert
die Wirkung und Dynamik eines Serums grundlegend. Sie fiihrte zu einer
Proteinausfillung des Patientenserums, zeigte jedoch in Hinblick auf die
Apoptoserate  keinen  Einfluss auf die  posttraumatische intrinsische
Apoptoseresistenz. Folglich 16ste die Anwesenheit von hitzeinaktiviertem Serum in
PMN und mittels ATRA ausdifferenzierten HL-60 Zellen eine verminderte relative
Apoptose nach STS-Behandlung aus, dhnlich zur Kontrolle Serum. Diese
Beobachtung lédsst auf eine Hitzestabilitdt der gesuchten Serumfaktoren schlieen.
Auf Grund der aktuellen Datenlage kann somit von einer relativen Unabhédngigkeit
des Komplementsystems an der STS-Resistenz nach Trauma ausgegangen werden.
Der Verlust von Vitaminen, unbestimmten Wachstumsfaktoren, sowie Enzymen, wie
z.B. der Laktatdehydrogenase und die mogliche Denaturierung von Albumin scheint
keine Gewichtung in den antiapoptotischen, Serum-vermittelten Prozessen in PMN
nach Trauma zu haben (Giard 1987).

Das menschliche Serum ist ein sehr Protein-reiches Milieu und stellt nahezu ein
Abbild des physiologischen menschlichen Proteoms dar. Fast alle Zellen
kommunizieren iiber das Blutsystem durch Freisetzung von Botenstoffen
miteinander (Anderson NL 2004). Serum beinhaltet 60-80 mg Protein/ml und
zusétzlich verschiedene Molekiile, wie Salze, Lipide, Elektrolyte und kleine
Metabolite (Peptide und Aminosduren) (Chan KC und KH 2004). Den grofiten Anteil
dieser Proteinvielfalt im Serum nimmt Albumin mit 50-55% ein (Anderson NL und
Anderson NG 2002). Neben Albumin machen nur wenig weitere Proteine (Ig,
Transferrin, Haptoglobin und Lipoproteine) 90% des Gesamtproteinanteils im
menschlichen Serum aus. Die verbliebenden 10% sind von 12 verschiedenen

Proteinen dominiert und in der Tat nur 1% des gesamten Serumproteins besteht aus
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Proteinen niedriger Abundanz (low-abundance proteins), die hier von Interesse sind
(Tirumalai RS 2003). Der Analyseprozess von Serumproteinen ist kompliziert durch,
vor allem die Komplexitit und dynamische Breite (Isoelektrischer Punkt, Masse,
Hydrophobizitit) der vielen verschiedenen Proteine (Veenstra TD 2005). Ein erster
Schritt in der Analyse der Serumbestandteile ist eine Reduktion der
Probenkomplexitit durch Depletion der Hauptproteine (Albumin, Ig). Das Verfahren
der Affinititschromatographie (anti-HSA) zur Entfernung und Isolation von Albumin
stellt hierfiir eine anerkannte Methodik dar und dient u.a. der Eruierung von
Albumin-gebundenen Proteinen (Albuminom) (van Gundry RL 2007).

Humanes Albumin (66 kDa) besitzt zwei starke Bindungsstellen (Gosling 1995) und
ist ein wichtiges Transportprotein fiir verschiedene Serumkomponenten (Hormone,
Lipide, Aminosduren, Zytokine). Die Beteiligung an pharmakologischen
Interaktionen, macht Albumin zu einem sehr wichtigen Interaktionspartner im
humanen Serum (Peters TJ 1996). Mittels Affinitdtschromatographie ist die
Wahrscheinlichkeit der Depletion von spezifischen low-abundance Albuminomen
aus der zu charakterisierenden Serumprobe sehr hoch (Granger et al. 2005)
Tatséchlich fiihrte hier die Depletion von Albumin und Albuminomen aus dem
Serum von Polytraumapatienten zu keinem Einfluss auf die STS Apoptoseresistenz
der Zellen.

In der Literatur wird von Zuo-Bing Chen et al. ein protektiver Effekt von Albumin
auf Lungenzellen nach Trauma {iber die Herunterregulierung von CD11b/CD18 und
ICAM-1 Expression auf PMN beschrieben (Chen et al. 2006). Die genannten
Oberflachenfaktoren sind essentiell fiir die PMN Adhédsion an Endothelzellen und
eine Herunterregulation ist mit einer Abnahme der Diapedese assoziiert (Dudman et
al. 1999). Weiterhin spielt Albumin eine wichtige Rolle in der Feinregulation von
PMN Funktionen unter inflammatorischen Bedingungen. In Zusammenschau weisen
die Ergebnisse jedoch auf eine Albumin-Unabhingigkeit der gesuchten
Serumfaktoren hin, die eine intrinsische Apoptoseresistenz in PMN nach Trauma
induzieren. Weder in der Literatur, noch in vitro konnte eine Albumin-assoziierte

Apoptose-regulatorische Aktivitét festgestellt werden.

Nach Albumin sind Immunglobuline (Ig) die zweitgrofite Fraktion innerhalb des

Serums (Turner und Hulme 1970). Der Ausschluss von Ig aus dem Serum mittels
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Immunprézipitation nach achtmaliger Ig-Depletion ergab die Aufhebung der STS-
Resistenz.

Ig-assoziierte Faktoren konnten durch Waschen mit einem Tris-HCL Puffers von den
Beads gelost werden. Die Kultivierung von PMN gesunder Probanden in
Anwesenheit des Tris-HCL Eluats induzierte eine STS-Resistenz in den Zellen.

Die elektrophoretische Bestimmung des Proteinumfangs im Eluat 8xTrisHCL, zeigte
den grofiten Proteinanteil der Probe im 55-70 kDa Bereich, am wahrscheinlichsten
handelt es sich dabei um Albumin. Weiterhin war eine groe Bandbreite an
unterschiedlich groBBen Bestandteilen in der Serumfraktion 8xTrisHCL erkennbar.
Offensichtlich besteht eine Interaktion zwischen den gesuchten Serumfaktoren und
Ig, da die verwendete Agarose -Suspension laut Herstellerangaben keine bekannten
Interaktionen mit weiteren humane Serumfaktoren aufweist. Mdgliche
Interaktionswege der gesuchten Faktoren mit Ig konnten in Form einer Bindung
zwischen dem Antigen-spezifischen Ig-Arm und den unbekannten Serumfaktoren
sein oder das Fc-Fragment des Ig spielt eine entscheidende Rolle in der Vermittlung
der STS-Resistenz nach Trauma. In der Literatur wird mit dem Fc-Fragment keine
antiapoptotische Aktivitit in Zusammenhang mit PMN unter Inflammation
assoziiert. Uber Bindung des Fc-Fragments von Ig und dem Fc-Rezeptor auf PMN
wird die humorale und zell-vermittelte Immunantwort vernetzt und es kommt u.a. zur
Aktivierung von PMN (Akerley et al. 1991). Grundsitzlich ist die Lebenszeit von
aktivierten PMN, im Vergleich zum Ruhezustand, verlangert (Droemann et al. 2000).
Aktuelle Untersuchungen unter Anwendung von spezifischen Fc-Rezeptorblockern
machten allerdings deutlich, dass der Fc-Rezeptor auf PMN keine intrinsische
Apoptoseresistenz nach Trauma induzieren kann (unverdffentlichte Daten).

Ig ist ein wichtiger Interaktionspartner von Komplementfaktoren im Zuge der
humoralen Immunantwort. In der Literatur sind in Zusammenhang mit der
Apoptoseregulation und Ig keine weiteren Serumfaktoren beschrieben.

Erst nach der achten Depletion von Patienten-Serum konnte eine Aufhebung der
STS-Resistenz in PMN beobachtet werden. Jedoch wurde auch in den 7
Depletionszyklen zuvor Ig aus der Serumfraktion prézipitiert. Schlussfolgernd kann
von einem quantitativen Zusammenhang zwischen der STS-Resistenz und Ig bzw.
den gesuchten Serumfaktoren ausgegangen werden. Die Annahme der Beteiligung

mehrerer Faktoren an der STS-Resistenz wurde bereits nach Ammoniumsulfat
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Féllung von Patienten-Serum auf 10 Fraktionen gestellt. Gesunde PMN inkubiert mit
den gefillten Fraktionen zeigten keinen signifikanten Anstieg der Apoptoserate. Es
fand eine sukzessive Verteilung der intrinsischen Apoptoseresistenz iiber die
Fraktionen hinweg statt und konsekutiv ist die Beteiligung mehrere Serumfaktoren
wahrscheinlich.

AbschlieBend konnte kein weiterer Zusammenhang zwischen Ig, als unspezifischer
Bindungspartner und der STS-Resistenz in PMN nach Trauma festgestellt werden.
Mittels der Massenspektrometrie wurden die zu beinhaltenden Faktoren der
Serumfraktion BI14 und 8xTrisHCL bestimmt wund in Hinblick auf
immunmodulierende Faktoren miteinander verglichen. Unter Ausschluss von
Komplement, Ig und Faktoren, unabhéngig von der Apoptoseregulation, ergaben sich
18 Proteine, die in einem Zusammenhang mit der Serum-vermittelten intrinsischen
Apoptoseresistenz in PMN nach Trauma stehen konnten. Auffillig war der in der
Probe vermehrte Anteil an Akute Phase Proteinen, wie Alpha-1-antitrypsin,
Ceruloplasmin, Alpha-1 acid Glykoprotein und Alpha-1-chymotrypsin. Fiir viele
dieser Faktoren sind modulatorische Eigenschaften auf die Apoptose beschrieben
worden.

So ist z.B. Alpha-1 acid Glykoprotein (AGP), ein Akutes Phase Protein, das in
Hepatozyten produziert und im Rahmen einer Entziindung, wie einem schweren
Trauma, vermehrt ins Plasma sezerniert wird. Die Serumkonzentration von AGP
korreliert mit der Schwere eines Entziindungsprozesses (Hochepied et al. 2003b).
AGP fordert eine antiinflammatorische Wirkung in PMN und dem
Komplementsystem und verhindert PMN- und Komplement-assoziierte
Gewebeschadigungen (Williams et al. 1997). Die Arbeitsgruppe um Theilgaard-
Monch et al. beschrieb 2005 erstmalig, dass zwei verschiedene Isoformen von AGP
(> 50 kDa) in PMN produziert werden und damit die groBte lokale Quelle von AGP
darstellen (Theilgaard-Monch et al. 2005). Das AGP wird im Rahmen einer PMN
Aktivierung freigesetzt und besitzt eine feinregulatorische Wirkung auf die PMN
(Rahman et al. 2008), wie z.B. eine verminderte Degranulation der Zellen (Rahman
et al. 2008).

Im Weiteren bindet AGP mit hoher Affinitit UCN-01 (7-Hydroxystaurosporin, STS),
ein STS-Derivat, welches in der Krebs Therapie Verwendung findet (Sparreboom et

al. 2004). Aufgrund der starken Bindung an Alpha-1 acid Glykoprotein ist u.a. das
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Verteilungsvolumen und die systemische Clearance von UCN-01 im Menschen
herabgesetzt, die Eliminationszeit verldngert und die ungebundene UCN-01 Fraktion
im Serum vermindert. (Fuse et al. 2005). Diese Befunde lieen stark vermuten, dass
AGP auch tatsiachlich in der Serum-induzierten STS Resistenz in PMN nach Trauma
involviert ist. So konnte die Bindung von STS an Serum-AGP eine Erklirung fiir die
reduzierte Apoptose in mit Trauma-Serum behandelten PMN nach STS liefern, in
vitro (Rahman et al. 2008). Unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe zeigen, dass
in Anwesenheit von AGP (aus humanem Plasma aufgereinigt) die apoptotische
Wirkung von STS in PMN weiterhin bestehen bleibt. Somit konnte die beschriebene
hemmende Eigenschaft von AGP auf STS in dieser Arbeit nicht bestétigt werden. Ob
AGP in unserem Zellsystem die Wirkung des STS Derivats UCN-01, wie in der
Literatur beschrieben, tatsdchlich hemmt, ist hier nicht weiter untersucht worden und

kann daher nicht ausgeschlossen werden.

Ein weiteres Protein, welches aufgrund seiner derzeit bekannten Effekte auf den
apoptotischen Zelltod in den Fokus der Untersuchungen riickte, war das Akute-
Phase-Protein Alpha Il-antitrypsin (AAT; 52 kDa). AAT wird in der Leber und
mononuklearen Phagozyten produziert, wobei es eine zentral-limitierende Rolle im
Spiel lokaler und systemischer Inflammationen inne hélt (Ehlers 2014).

Als Serin Proteasen Inhibitor ist AAT vor allem klinisch in Zusammenhang mit dem
genetischen Krankheitsbild Alpha 1-Antitrypsin  Mangel und resultierenden
Erkrankungen an Lunge und Leber bekannt. Die toxische Wirkung von PMN auf
Gewebe hingt in einem hohen Malle von der Degranulation und Freisetzung der
Neutrophilen Elastase (PMNE) ab. Schutz vor der PMNE im gesunden Gewebe
bietet vor allem die Antiprotease AAT. Kommt es zu einem klinischen Mangel von
AAT bzw. Uberfunktion der PMNE in vulnerablem Gewebe, kann ein
Lungenemphysem oder Leberzirrhose resultieren (Ehlers 2014).

In der Literatur wird die Wirkung von AAT unter den Bedingungen einer
Inflammation kontrovers beschrieben. 1993 postulierte Tigl et al. eine duale pro- und
anti-inflammatorische Aktivitdit von AAT iiber die gleichzeitige Produktion des
proinflammatorischen Zytokins IL-1 wund des antiinflammatorischen IL-1

Rezeptorantagonisten (ILRa) (Tilg et al. 1993).
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Andere Studien belegen die antiinflammatorische Funktion von AAT, z.B. die
Inhibierung der Superoxid Produktion in PMN oder Herabsetzung der allgemeinen
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen in mononukledren Zellen (Nita et
al. 2007).

Du Bois et al. beschrieben 1991, dass PMN PMNE nicht selbst produzieren, da sie
das Gen nicht tragen, sondern PMNE im Rahmen des Reifungsprozesses im
Knochenmark einlagern. Im Gegensatz dazu konnte die Genexpression und
Produktion von AAT in PMN nachgewiesen werden (Du Bois et al. 1991). Wie
bereits erwihnt, wird liber die Sezernierung von AAT der lokale toxische Effekt der
PMNE herabgesetzt und ein Gewebsschutz generiert (Du Bois et al. 1991).
Zusitzlich reguliert AAT die Oberflichenmarker IL8, TNFa und den Fc-Rezeptor
auf PMN. Zur Gewebsprotektion unter Inflammation werden diese Faktoren durch
AAT herabreguliert und somit die Aktivierung, Migration und Degranulation der
PMN inhibiert (Bergin et al. 2014). Zusammenfassend wird in der Literatur eine
breite antiinflammatorische Wirkung von AAT in PMN beschrieben.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine AAT Konzentration von 2 mg/ml,
was einer physiologischen Serumkonzentration entspricht, eine in vitro STS-
Resistenz induzieren kann. Ein kontinuierlicher Konzentrationsanstieg von AAT in
der Zellkultur machte deutlich, dass AAT die STS Wirkung konzentrationsabhingig
in PMN vermindert. Dieses Ergebnis findet sich in der Literatur bestétigt. 2014
beschrieb Hurley et. al unter Wirkung von AAT eine erniedrigte Apoptoserate in
PMN iiber Hemmung der ADAM17 Signalkaskade. Auch wurde gezeigt, dass AAT
die STS-induzierte Apoptose in Lungenzellen iiber eine direkte Interaktion und
Inhibierung der Caspase-3 hemmen kann (Zhang et al. 2007).

Die Ammoniumsulfatfdllung von Patienten-Serum zeigte eine sukzessive Verteilung
der antiapoptotischen Aktivitidt iiber die gefillten Fraktionen hinweg. Dieses
Phanomen, interpretiert als Indiz fiir eine mdgliche Beteiligung von mehreren
Serumfaktoren an der intrinsischen Apoptoseresistenz, lieBe sich auch mit der
konzentrationsabhéngigen Wirkung von AAT begriinden.

In Serumfraktionen in denen die antiapoptotischen Faktoren depletiert wurden, wie
z.B. die Albumin-depletierte und groBenaufgetrennte Fraktion B11 und die Ig-
depletierte Serumfraktion, erwies sich AAT als Re-Induktor der intrinsischen

Apoptoseresistenz. Die Zugabe von aufgereinigtem AAT zu den benannten
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Serumfraktionen bewirkte eine deutliche Minderung der Apoptoserate nach STS und
somit Widerherstellung der STS-Resistenz.

Im Umkehrschluss sollte die Immunprézipitation von AAT aus Serum von Patienten
mit Trauma zu einem Verlust der intrinsischen Apoptoseresistenz flihren. In
zukiinftigen Arbeiten bleibt weiterhin ein etwaiger Zusammenhang von AAT und
GM-CSF bzw. Ig zu untersuchen. Auch kdnnte die Caspase-3 Inhibition in PMN der
entscheidende molekulare Mechanismus hinter der STS-Resistenz nach Trauma in
PMN sein und ist Fokus in zukiinftigen Forschungsvorhaben.

Klinisch ist die Konzentration von AAT entscheidend. Eine Herabregulation kann zu
den genannten Langzeitschiden an Lunge und Leber fithren und die
Lebenserwartung des Patienten, je nach Ausprigung und Mutation, bereits schon in
der Kindheit, drastisch beeinflussen (Kalsheker 2009). Grundsitzlich erfiillt AAT im
Rahmen der Akute Phase Reaktion eine antiinflammatorische Funktion, jedoch
bewirkt AAT in gesteigerter Konzentration auch eine antiapoptotische Wirkung in
PMN mit Verldngerung der Lebensdauer. Diese Neutrophilie steht in Assoziiation
mit posttraumatischer SIRS und moglichem MOV, somit stellt AAT einen moglichen
therapeutischen Ansatzpunkt dar. Es wére denkbar iiber die Modulation der AAT
Konzentration eine klinische Besserung der posttraumatischen SIRS zu erzielen. Im
Rahmen einer solchen Therapie konnte jedoch das entstehende Ungleichgewicht
zwischen Proteasen und Antiproteasen im menschlichen Korper zu vielen
unbekannten Nebenwirkungen fiihren. An dieser Stelle gilt es weiter die Thematik zu
untersuchen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der antiapoptotische
Effekt des Serums polytraumatisierter Patienten durch einen hitzestabilen, Albumin-
unabhdngigen Faktor vermittelt wird, der eine Grofle von >50 kDa aufweist und in
einem Zusammenhang mit Ig steht. Schlussendlich konnte AAT als wesentlicher
Mediator der intrinsischen Apoptoseresistenz in  PMN nach Trauma
identifiziert werden. Der genaue molekulare Mechanismus hinter der AAT-
induzierten STS Resistenz in PMN wurde an dieser Stelle und in der Literatur nicht

genau untersucht, ist aber Bestandteil zukiinftiger Untersuchungen.
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7 Anhang

Auszug aus dem PDF:
http://www.dimdi.de/static/de/klassi/fag/icd-10/icd-10-gm/maticd-sirs-def-2007-

1007.pdf:
Was versteht man unter SIRS (Systemisches inflammatorisches Response-

Syndrom)?

Die Deutsche Interdisziplindre Vereinigung fiir Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI)
und die Deutsche Sepsis-Gesellschaft (DSG) beschreiben SIRS bzw. dessen

Organkomplikationen folgendermalfen:

Die nachfolgenden SIRS-Kriterien sind nur auf Patienten ab dem vollendeten 16.

Lebensjahr (>16 Jahre) anwendbar!

Der Nachweis der nachfolgenden Kriterien (einschlieBlich derjenigen der
Organkomplikationen) muss im Einzelfall unter Wiirdigung ggf. anderer, gleichzeitig

bestehender Krankheitszustiande bewertet werden.

Die  jeweiligen  Kriterien eines  SIRS  infektioser =~ Genese  ohne
Organkomplikation(en) (Sepsis) sowie derjenigen eines SIRS infektioser Genese mit
Organkomplikation(en) (schwere Sepsis) miissen malBgeblich durch die Infektion
begriindet sein. Dies gilt auch fiir die Kriterien der Organkomplikation(en) eines

SIRS infektioser Genese.

Voraussetzung fiir ein SIRS infektioser Genese ist immer die Diagnose einer

Infektion iiber den mikrobiologischen Nachweis oder durch klinische Kriterien.

Fiir das Vorliegen eines SIRS infektioser Genese ohmne Organkomplikation(en)

miissen folgende Faktoren erfiillt sein: {...}
Negative Blutkultur, jedoch Erfiillung aller vier der folgenden Kriterien

1. Fieber (groBer oder gleich 38,0° C) oder Hypothermie (kleiner oder gleich 36,0°C)

bestitigt durch eine rektale, intravasale oder intravesikale Messung
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2. Tachykardie mit Herzfrequenz groer oder gleich 90/min
3. Tachypnoe (Frequenz groBer oder gleich 20/min) oder Hyperventilation (bestétigt
durch Abnahme einer arteriellen Blutgasanalyse mit PaCO2 weniger oder gleich

4,3 kPa bzw. 33 mmHg)
4. Leukozytose (groBer oder gleich 12.000/mm 3) oder Leukopenie (kleiner oder

gleich  4.000/mm 3) oder 10% oder mehr wunreife Neutrophile im
Differentialblutbild {...}.
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