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| Zusammenfassung

Die Rolle der p38 MAPK und PI3K-/Akt Signalwege fiir die Apoptoseresistenz in

Neutrophilen Granulozyten nach Polytrauma

Nach einem Polytrauma kommt es zu einer Hyperinflammation und einer damit
einhergehenden Einwanderung von Polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten
(PMN) an den Ort des geschidigten Gewebes. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden,
dass PMN nach Polytrauma eine verminderte Apoptoserate aufweisen. Zudem zeigt sich
eine intrinsische Apoptoseresistenz der PMN gegen Staurosporin (STS), welche durch
Serumfaktoren vermittelt wird. Ein wichtiges Apoptose-regulierendes Protein in PMN
ist Mcl-1. Sowohl die Kinasen PI3K als auch die p38 MAPK sind in der Modulation der
Mcl-1 Stabilitét involviert. Des Weiteren wird Mcl-1 durch die Glykogensynthasekinase
(GSK-3) phosphoryliert, was zu dessen Abbau fiihrt. Die Arbeit soll die Bedeutung der
Kinasen und von Mcl-1 fiir die Apoptoseresistenz in PMN nach Polytrauma weiter
aufkléren.

In dieser Arbeit wurden PMN aus dem Blut gesunder Probanden in An- und
Abwesenheit von Serum polytraumatisierter Patienten kultiviert. Parallel wurden die
Kinasen PI3K, p38 MAPK und GSK-3 inhibiert. Die spontane Apoptose wurde jeweils
durch Propidiumiodidfirbung, die mitochondriale Membrandepolarisation durch JC-1
Farbung und anschlieBender FACS Analyse bestimmt. Die Mcl-1 Gen- und
Proteinexpression wurden mittels QRT PCR und Western Blot untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kinasen PI3K und p38 MAPK an der Modulation der
Mcl-1 Gen- und Proteinexpression in PMN beteiligt sind. Die Inhibition der Kinasen
filhrt zur Abnahme von Mcl-1 und gleichzeitig zu einer Erhéhung der Apoptose in
PMN. Ferner scheinen die Kinasen auch fiir die Mcl-1-abhingige STS-Resistenz, die
nach Trauma beobachtet wird, von Bedeutung zu sein. Auch die GSK-3 ist am
Apoptoseverhalten der PMN beteiligt. Durch Inhibition der GSK-3 zeigt sich eine
Abnahme der Apoptose. Vor allem die Inhibition von PI3K konnte einen moglichen
Therapieansatz zur Modulation der Apoptoseresistenz in PMN nach Polytrauma

darstellen mit dem Ziel, die Prognose dieser Patienten zu verbessern.



I Summary

The role of the p38 MAPK and PI3K-/Akt pathway in neutrophils resistant to

apoptosis after severe trauma

Severe trauma leads to an enhanced inflammatory response and migration of
polymorphnuclear leukocytes (PMN) into the damaged tissue. The results of previous
work indicate a decreased rate of apoptosis of PMN after polytrauma. Moreover, it has
been shown that PMN are characterized by staurosporine resistant apoptosis, which is
mediated through serum factors. An important apoptosis regulating protein in PMN is
antiapoptotic myeloid-cell leukemia 1 (Mcl-1). The kinases PI3K and p38 MAPK are
involved in the modulation of stability of Mcl-1. Furthermore, Mcl-1is phosphorylated
by Glycogen synthase kinase-3 (GSK-3) leading to its degradation. In the present study
we wanted to clarify the role of the above mentioned kinases and Mcl-1 for apoptosis
resistance in PMN after severe trauma.

PMN from healthy volunteers were isolated and cultivated with or without serum from
patients who suffered from polytrauma. In addition, the kinases PI3K, p38 MAPK and
GSK-3 were inhibited. Spontaneous apoptosis was measured by propidium iodide
staining, mitochondrial membrane depolarization was measured by JC-1 staining, both
followed by FACS analysis. Mcl-1 gene and protein expression were analysed by qRT
PCR and Western blot.

The results indicate that PI3K and P38 MAPK are involved in modulation of Mcl-1
gene and protein expression in PMN. The inhibition of the kinases leads to a diminished
Mcl-1 and to an increased rate of apoptosis in PMN. Furthermore, the kinases PI3K and
p38 MAPK seem to be involved in Mcl-1 dependent STS resistance after severe trauma.
Also GSK-3 regulates apoptosis in PMN, since the inhibition of GSK-3 results in
decreased apoptosis.

Especially the inhibition of PI3K seems to be a possible target to modulate apoptosis
resistance in PMN after severe trauma. The attenuation of apoptosis resistance may

represent a new therapeutical approach to improve the prognosis of trauma patients.



Il Abkurzungsverzeichnis

AIF apoptosis- inducing factor
AIS abbreviated Injury Scale
Apaf-1 apoptotic protease activating factor-1 (Apoptose Protease-

aktivierender Faktor 1)

APS Ammonium Persulfat

Bcl-2 B-Cell lymphoma 2

BH Bcl-2-homology

BSA Rinderserumalbumin

CARD caspase activation and recruitment domain

CARS compensatory anti-inflammatory response syndrome

DAMP damage-associated molecular patterns

DD death domain

DED death effector domain

DIABLO direct inhibitor of apoptosis protein (IAP)-binding protein with
low PI

DISC death inducing signaling complex

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGF epidermal growth factor

ERK Extracellular signal-regulated kinase

ERK 1 extracellular signal-related kinases

FACS fluoresence activated cell sorting

FADD Fas-associated death domain

FasL Fas ligand

FasR Fas receptors

fMLP Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin

G-CSF granulocyte colony-stimulating factor

GAPDH Glyerinaldheyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GPCR G-Protein gekoppelte Rezeptoren

GSK-3 Glykogensynthase-Kinase 3

HGF haematopoetic growth factor

HRP horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
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INF-y I
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JINK
JNK/SAPK
LFA-1

LPS
MAC-1
MAPK
MAPKKK
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MEF2
MHC
MKK
MMP
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NET
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PAMP
PBS w/o Mg/Ca
PDGF

PI

PI3K
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PKB

PH
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intercellular adhesion molecule 1

Interleukin

Interferon-gamma

international normalized ratio

injury severity score

5,57,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -tetracthylbenzimidazol-
carbocyanine iodide

c-Jun N-terminale Kinasen

c-jun N-terminal kinases/ stress-activated protein kinases
lymphocyte function-associated antigen 1
Lipopolysaccharid

macrophage-1 antigen

mitogen-activated protein kinase

mitogen-activated protein kinase kinase kinase
myeloid cell leukemia 1

myocyte enhancer factor-2

major histocompatibility complex

mitogen-activated protein kinase kinase
Mitochondriales Membranpotenzial

multi organ dysfunction syndrome
Multiorganversagen

neutrophil extracellular traps

high-temperature requirement protein A2
Plattchenaggregierender Faktor

pathogen-associated molecular patterns
Phosphatgepufferte Losung ohne Magnesium und Calcium
platelet-derived growth factor
Propidiumiodid
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5 Bisphosphat
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat
Proteinkinase B

pleckstrin-homology

polymorphkernige neutrophile Granulozyten



PRR pattern recognition receptors

PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand-1

ROS reaktive Sauerstoffspezies

RPMI-1640 Zellkulturmedium, Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RTK Tyrosinkinase Rezeptoren

SDS Natriumdodecylsulfat

Smac second mitochondria-derived activator of caspase

STS Staurosporin

TABI transforming growth factor-beta-activated protein kinase 1

(TAK1)-binding protein 1

tBid truncated BH3 interacting domain death agonist
TBS Tris-gepufferte Salzlosung

TBS-T Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween

TEMED Tetramethylethylenediamin

TLR toll-like receptor

TNF-a Tumor Nekrose Faktor

ZNS Zentrales Nervensystem
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1 Einleitung

1.1 Das Polytrauma

1.1.1 Definition und Epidemiologie des Polytraumas

Bei einem Trauma handelt es sich um eine Gewalteinwirkung auf den Korper, die zu
einer Verletzung des Organismus fithrt. Im Jahr 1998 starben ca. 5,8 Millionen
Menschen weltweit an den Folgen eines Traumas (1). Auch wenn seitdem die Mortalitét
in den vergangenen Jahrzehnten deutlich zurlickgegangen ist, zeigte die Global Burden
of Disease Study, dass im Jahr 2013 immer noch ca. 4.8 Millionen Menschen pro Jahr
an den Folgen eines Traumas verstarben (2). In der Gruppe der 15-29-Jihrigen sind
Verkehrsunfille die hiufigste Todesursache. Allein 2016 starben 1,35 Millionen
Menschen weltweit in Folge eines Unfalles im Stralenverkehr (WHO, global status
report on road safety 2018). Insbesondere das Polytrauma hat auf Grund der Schwere
der Verletzungen eine hohe Morbiditit und Mortalitéit (3). Das Polytrauma ist definiert
als eine Verletzung von mehreren Korperregionen oder Organsystemen, von denen
mindestens eine Verletzung oder die Kombination mehrerer Verletzungen vital
bedrohlich ist (4).

Fiir die genaue Beurteilung und exakte Beschreibung der Schwere eines Polytraumas
hat sich der injury severity score (ISS) etabliert. Er wurde 1974 von Susan Baker
eingefiihrt und beschreibt die Schwere der Verletzungen nach anatomischen
Verletzungsgraden. Basierend auf dem abbreviated injury scale (AIS) wird jede der
Verletzungen einer von sechs Korperregionen zugeteilt und je nach Schwere der
Verletzungen eine Zahl von 1-6 zugeordnet, wobei die Zahl eins leichten Verletzungen
entspricht, die Zahl 6 tddlichen Verletzungen. Die zugeordnete Zahl der drei am
schwersten verletzten Korperregionen werden quadriert. Die Summe der quadrierten
Werte ergibt den ISS (5,6). Beim Polytrauma liegt die Verletzungsschwere nach ISS bei
>16 Punkte (7). Im Verlauf wurde die Definition des Polytraumas stetig iiberarbeitet, so
auch 2016 in der Berliner Definition, in welcher neben dem ISS weitere fiinf
physiologische Parameter mit einbezogen werden (systolischer Blutdruck <90 mmHg,
Glasgow Coma Scale <8, Azidose mit einem BE <-6, Koagulopathie mit partieller

Thromboplastinzeit >40s oder INR von >1,4, Alter > 70 Jahre). Hiernach ist ein



Polytrauma definiert als ein AIS >3 von mehr als zwei Korperregionen sowie Vorliegen
von einem oder mehr der o.g. physiologischen Parametern (7).

Im Laufe der letzten Jahrzehnte konnte die Mortalitdt polytraumatisierter Patienten vor
allem durch Optimierung der priklinischen und klinischen Versorgung stetig gesenkt
werden (8). Trotzdem stellt das Trauma nach wie vor die hdufigste Todesursache in der
Gruppe der unter 40-Jahrigen weltweit dar (7,9).

Die Letalitit nach einem Polytrauma lédsst sich in drei unterschiedliche Zeitfenster
einteilen. Studien von Baker et al. haben gezeigt, dass 53% der Betroffenen bereits
innerhalb der ersten Stunde nach dem Unfall am Unfallort an den Verletzungen
versterben (immediate death) (5,10). Ein weiterer Teil der Patienten (ca. 30%) verstirbt
innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Unfall und wird zu der Gruppe der frithen
Todesfélle (early deaths) gezdhlt. Werden diese beiden kritischen Phasen iiberlebt
besteht ein erhdhtes Risiko an den Folgen von immunologischen Dysfunktionen zu
versterben. Nahezu 80% dieser spiten Todesfélle (late deaths) nach schwerem Trauma
sind auf eine Sepsis, ein systemic inflammatory response syndrome (SIRS) oder auf ein

Multiorganversagen (MOV) zuriickzufiihren (5,11).

1.1.2 Das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) und die Sepsis

Das Risiko der Entwicklung eines SIRS und potenziell Entwicklung eines MOV stellt
eine grofle Herausforderung fiir die Behandlung von Polytrauma-Patienten dar (12).
Unter einer SIRS versteht man eine Regulationsstdrung des Wirtes mit infektioser oder
nicht-infektiéser Ursache. Zu den nicht-infektiosen Ursachen zdhlen Verbrennungen,
Pankreatitiden nicht infektioser Ursache sowie das Polytrauma (13). Aus der Gruppe
der Patienten mit Indikation zur intensivmedizinischen Behandlung entwickeln iiber

50% ein SIRS (14).

Auf einer Konferenz im Jahr 1991 (American College of Chest Physicians/Society of
Critical Care Medicine Consensus Conference) wurde von einem Expertenkommittee
eine Definition des SIRS festgelegt. Um die Kriterien des SIRS zu erfiillen, miissen

mindestens zwei der im Folgenden aufgelisteten Punkte zutreffen:

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

e Tachykardie mit einer Herzfrequenz > 90/min
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e Tachypnoe (Frequenz > 20/min) oder Hyperventilation (bestdtigt durch
Abnahme des PaCO2 < 4,3 kPa bzw. 33mmHg in arterieller Blutgasanalyse)

e Leukozytose (> 12 000/ul) oder Leukopenie (< 4000/ul) oder > 10% unreife
Neutrophile im Differentialblutbild

Bei Zutreffen zwei dieser Kriterien sowie positive Blutkulturen oder Zutreffen aller vier
SIRS Kriterien sprach man von einer Sepsis, eine Sepsis mit Organversagen wurde als
schwere Sepsis definiert (13).

In den folgenden Jahrzehnten wurden die Definitionen der Sepsis fortlaufend
iiberarbeitet, sodass man heute unter der Sepsis eine akute lebensbedrohlich
Dysfunktion mit Dysregulation des Organismus durch eine Infektion versteht, eine

Einschitzung der Mortalitdt erfolgt durch einen Score, dem SOFA-Score (15).

1.1.3 Grundlagen des Immunsystems

Das Immunsystem stellt einen Schutzmechanismus dar, um den Korper vor
Mikroorganismen, Bakterien und anderen Pathogenen zu schiitzen. Es unterteilt sich in
das angeborene unspezifische und das erworbene spezifische Immunsystem (16).

Das spezifische Immunsystem ist gekennzeichnet durch eine Antigen-spezifische
Immunantwort durch B- und T-Lymphozyten sowie durch ein immunologisches
Gedéchtnis. Die Spezifitit gegen ein bestimmtes Pathogen wird durch spezielle
Genumlagerung/ Gen-Rearrangements nach erstmaligen Antigen-Kontakt erreicht, was
bei erneutem Kontakt eine spezifische, gegen ein bestimmtes Antigen gerichtete
Immunantwort gewihrleistet (17,18). Die spezifische Immunantwort bendtigt jedoch
einige Tage bis Wochen, bis sie sich entwickelt (16,19).

Zum unspezifischen Immunsystem zdhlen eine Reihe phagozytotisch wirksamer und
antigenprasentierender Zellen wie die Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen,
natiirliche Killerzellen, sowie humoraler Komponenten z.B. dem Komplementsystem
und weiteren Botenstoffen, den Zytokinen, die von Zellen des Immunsystems
ausgeschiittet werden (19,20). Das angeborene unspezifische Immunsystem
reprisentiert die first line defense, und ist durch eine antigen-unabhingige, unmittelbar
einsetztende Immunantwort innerhalb kiirzester Zeit nach Antigenbefall des Wirtes

gekennzeichnet (21).



1.1.4 Die Pathophysiologie bei einem Polytrauma

Auf pathophysiologischer Ebene kommt es durch die Schwere der Verletzungen bei
einem Polytrauma und den dadurch bedingten Gewebeschaden zundchst zu einer
Aktivierung des unspezifischen Immunsystems (22). Auch postoperative
Gewebeschdden scheinen an der Aktivierung beteiligt zu sein (23). Die Grundlage fiir
die Aktivierung des unspezifischen Immunsystems stellt die pattern recognition dar.
Die pattern recognition receptors (PRRs) werden auf Zellen des angeborenen
Immunsystems exprimiert (24), konnen aber auch als 16sliche Rezeptoren intrazelluldr
und in der Gewebsfliissigkeit oder Blutbahn vorkommen (25).

Unter infektidsen Bedingungen erkennen PRRs bestimmte Oberfldchenmolekiile von
Pathogenen, die pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) oder auch nicht-
mikrobielle Molekiile, die damage-associated molecular patterns (DAMPs) (24). Diese
werden im Rahmen von sterilen Verletzungen so auch bei einem mechanischen Trauma,
unter hypoxischen Zustdnden oder bei Verbrennungen von zerstorten Zellen freigesetzt
(26). Durch die Bindung der Molekiile an die Rezeptoren werden auch vermehrt
proinflammatorische Zytokine expremiert. Hierdurch wird eine verstérkte host defense,
Zunahme der Phagozytose, Rekrutierung von Immunkompetenten Zellen zum Ort der
Inflammation, ausgeldst (24). Gleichzeitig ist bekannt, dass es zu einer Abnahme der
Apoptoserate der Leukozyten wiéhrend der Inflammation kommt (27). Um den
autodestruktiven Effekten der immunkompetenten Zellen entgegenzuwirken, kommt es
zu einer Herabregulation der Lymphozyten-Funktion und zu einer erhdhten
Apoptoserate der Lymphozyten. Als Folge werden weniger proinflammatorische
Zytokine ausgeschiittet (28). Dieses anti-inflammatorische Geschehen wird auch
compensatory anti-inflammatory response syndrome (CARS) genannt (28-30). Die
vermehrte Ausschiittung anti-inflammatorischer Mediatoren bedingt eine Suppression
des Immunsystems und erhdht dabei zusdtzlich die Infektanfdlligkeit und potenziell die
Entwicklung einer Sepsis (31). Als Folge einer schweren systemischen Inflammation
kann sich ein multi organ dysfunction syndrome (MODS) entwickeln (32). Im Verlauf
kann dies zum Multiorganversagen fiihren. Ein derart schwerer Verlauf tritt bei ca 5%
der Polytrauma-Patienten auf (33). Entwickelt sich ein MOV im Rahmen eines SIRS,
spricht man von einem frithen MOV, das spdte MOV ist definiert als Organversagen,

das im Rahmen eines CARS entsteht (34).



1.2 Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten

Eine Zellart, die bei der frilhen unspezifischen Immunantwort eine zentrale Rolle
einnimmt, sind Polymorphkernigen Neutrophile Leukozyten (PMN). Insgesamt machen
sie 50-70% aller Leukozyten aus (35) und sind durch eine kurze Halbwertszeit von 6-8h
charakterisiert (36).

Im physiologischen Zustand des Organismus befinden sich die PMN in einem ruhenden
Zustand. Dies gewéhrleistet, dass die toxischen Bestandteile in den Granula nicht zu
einem ungewiinschtem Gewebeschaden im Organisums fiithren (37). Die Aktivierung
der PMN erfolgt dann in zwei aufeinanderfolgenden Schritten (38). Durch Stimuli wie
Chemokine und Zytokine kommt es zundchst zum Priming der PMN (39,40). Durch das
Priming werden zum einen in den Granula gespeicherte Rezeptoren in die
Plasmamembran eingebaut, aber auch Transkriptionsfaktoren aktiviert, die zu einem
Anstieg der de novo Synthese von Zytokinen und Rezeptoren fiihrt (39). Hierdurch
werden die PMN in einen Zustand der verstirkten Bereitschaft tiberfiihrt, schnell auf
inflammatorische Stimuli zu reagieren (40). Dem Priming folgt die Rekrutierung der
PMN an den Ort der Inflammation (41). Die Migration aus dem Gefiflsystem ins
umliegende Gewebe folgt hierbei einem bestimmten Ablauf. Diese leukozytire
Adhésionskaskade besteht aus den Schritten loose tethering, rolling, adhesions
strengthenig, paracellular or intracellular transmigration— einem Rollen der PMN am
GefidBendothel, eine Adhision ans Endothel via Selektinen und Integrinen und eine
Migration ins umliegende Gewebe. Nach der Migration ins Gewebe folgen die PMN
dem chemotaktischen Gradienten an den Ort der Inflammation (42). Die Bekdmpfung
von Pathogenen erfolgt durch Phagozytose, Degranulation, oxidativen Burst
(Freisetzung von fiir das Pathogen toxischen, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)) und
durch die Freisetzung von neutrophil extracellular traps (NETs) (20,43). Die PMN sind
auBBerdem befdhigt, liber MHC-II Molekiile den T-Lymphozyten Antigene zu
prasentieren, -damit stellen sie als antigenpridsentierende Zellen des erworbenen
Immunsystems eine wichtige Verbindung zwischen spezifischer und unspezifischer
Immunantwort dar (44). Auch nach schweremTrauma und einem damit
einhergehendem Gewebeschaden zeigt sich eine Aktivierung der Neutrophilen nach
oben genannten Mechanismen und einer daraus resultierenden systemischen

Inflammation (45).



1.3 Der Zelltod

1.3.1 Apoptose und Nekrose

Die Apoptose ist eine Form des Zelltodes, bei der es zu einem gezielten Absterben von
Zellen im Organismus kommt. Carl Vogt beschrieb bereits Mitte des 19. Jh im Rahmen
der Metamorphose von Amphibien einen gezielten Abbau unerwiinschten Gewebes
(46). Der Begriff Apoptose selber geht auf die Wissenschaftler Kerr, Wyllie und Currie
zurlick, die 1972 den programmierten Zelltod von der Nekrose, dem pathologischen

Absterben einer Zelle abgrenzen wollten (47,48).

Apoptose Nekrose

Zellschrumpfung Zellschwellung
Chromatin-
kondensation und
fragmentierung

Apoptosekérper O Lyse des Zellkerns
(apoptotic bodies)

Verlust der Membran-
integritat

Zelllyse

-> Phagozytose -> Entzlindungsreaktion

Abbildung 1 | Der Zelltod: Apoptose vs. Nekrose (modifiziert nach Williams et al. (49) ) Wéahrend der
Anfangsphase der Apoptose kommt es zu einer Abnahme des zelluldren Volumens (Pyknosis). Das Chromatin im
Zellkern kondensiert und fragmentiert zunehmend (Karyohexis). Die Zelle zerfillt in viele kleine membranumgebene
Vesikel (apoptotic bodies), welche das kondensierte Chromatin und weitere Zellorganellen enthalten (50). Die
membranumschlossenen Vesikel werden von Zellen des Immunsystems, wie z.B. Makrophagen phagozytiert. Die
Apoptose betrifft meist einzelne Zellen (48). Diesen Beobachtungen gegeniiber stehen morphologische Anderungen,
bei denen es zu einer Schwellung und darauffolgenden Lyse des Zellkerns (Karyolysis), einem Verlust der
Membranintegritdt und zu einer Zelllyse kommt. Die Zellorganelle des Zytoplasma gelangen in das umliegende

Gewebe, was letztendlich zu einer Entziindungsreaktion fiihrt. Dieser Prozess wird als Nekrose bezeichnet (51).



Die Apoptose spielt beim planméBigen Zelluntergang z.B. der Embryogenese und bei
der Aufrechterhaltung des Organismus (Homoostase) durch regulidren Zellumsatz eine
entscheidende Rolle (48). Die Apoptose steht unter genetischer Kontrolle und kann
sowohl durch eine innere Uhr als auch durch &uBere extrazelluldre Faktoren induziert
werden. Zu den extrazelluldren Faktoren zdhlen Hormone, Zytokine und Killerzellen

sowie chemische oder physikalische Substanzen und Viren (52).

1.3.2 Regulation der Apoptose

Funktion der Caspasen

Apoptose ist ein komplexer, genau aufeinander abgestimmter Prozess, an dem eine
Reihe regulierender Proteine beteiligt sind (53).

Detailliertere Erkenntnisse iiber die genetischen Grundlagen der Apoptose konnten
durch Studien am Fadenwurm Caenorhabditis elegans (C. elegans) gewonnen werden.
Es wurde gezeigt, dass bei der Apoptose auch die Genprodukte ced-3 und ced-4 an der
Auslosung eines linearen, aufeinander abgestimmten Signalweges beteiligt sind, die im
Verlauf zum Untergang von 131 der insgesamt 1090 generierten Zellen fithren (54). In
weiteren Studien wurden auch bei Sdugetieren ced verwandte Gene, die Cystein-
Proteasen identifiziert (55). Der Familie der Cysteinproteasen gehoren auch die
Caspasen an (56). Caspasen sind Teil einer Enzymkaskade und liegen in den Zellen als
inaktive Proenzyme vor (57). Durch proapoptotische Stimuli konnen sie in zwei
Untereinheiten gespalten werden, was zu deren Aktivierung fiihrt (58). Aktivierte
Caspasen libernehmen die Funktion, weitere Caspasen sowie andere zelluldre Proteine

(u.a. einige Mitglieder der Bcl-2 Familie) zu aktivieren (59).

Regulation der Apoptose iiber Mitochondrien

Neben der extrinisischen Apoptose, bei der extrazelluldre Stimuli tiber Todesrezeptoren
zu einer Bildung des death inducing signaling complex (DISC), Aktivierung der
Caspase-8 und Induktion der Apoptose fithren (60,61), stellt der intrinsische
Apoptoseweg einen weiteren Mdglichkeit dar (52). Eine wichtige Funktion hierbei
nimmt das Mitochondrium ein, weshalb man auch vom mitochondrialem Apoptoseweg
spricht (62,63). Die pro- und antiapoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie nehmen
dabei Einfluss auf das Zelliiberleben (64). Ob eine Zelle iiberlebt oder die Apoptose



eingeleitet wird, hangt vom Verhéltnis der pro- und antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen
ab (65). Zu den antiapoptotischen Mitgliedern zéhlen die Proteine Bcl-2, Bcl-w, Bel-X,
Bcl-b, Mcl-1 und Al, zu den proapoptotischen Bcl-2 Proteinen zdhlen Bax, Bad und
Bok. (66). Die proapoptotischen Proteine fithren zu einer Porenbildung zwischen der
inneren und &uBeren Mitochondrienmembran, durch welche als Folge weitere
proapoptotische Proteine ins Zytosol freigesetzt werden (67).

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass PMN zwar wenige Mitochondrien
besitzen, deren Funktion jedoch hauptsichlich auf die Regulation der Apoptose
reduziert ist (67). Insgesamt werden in verschiedenen Zellen unterschiedliche
Mitglieder der Bcl-2 Familie exprimiert. PMN exprimieren die proapoptotische Proteine
Bax, Bid, Bak und Bad (68). Das einzige antiapoptotische Protein, das sowohl auf

Protein- als auch auf Genebene in PMN nachgewiesen werden konnte ist Mcl-1 (69).

1.3.3 Der p38 MAP-Kinase Signalweg

Die p38 mitogen-activated protein kinases (MAPKs) sind Serin-Threonin Kinasen und
kontrollieren eine Reihe zelluldrer komplexer Prozesse (70). Sie sind an der
Transduktion extrazelluldrer Stimuli zu intrazelluldren Antworten beteiligt und nehmen
eine wichtige Funktion im Apoptoseverhalten der Zellen ein (71).

Man unterscheidet mindestens vier verschiedene Gruppen von MAPK. Neben den p38
MAPKSs gehoren die extracellular signal-related kinases (ERK 1 und 2), die c-jun N-
terminal kinases/ stress-activated protein kinases (JNK/SAPK 1, 2 und 3) und die ERK
5 der Gruppe der MAPKSs an (72).

Jede dieser Transduktionskaskaden ldsst sich in drei hierarchisch aufeinanderfolgende
Schritte untergliedern und umfasst die Aktivierung nacheineinder geschalteter Kinasen
(73). Von der p38 gibt es insgesamt 4 Isoformen, p38a, p38pB, p38y, p389, die jedoch
nicht in allen Zelltypen gleich exprimiert werden (70,74,75). In PMN werden, soweit
bekannt, lediglich die Isoformen p38a und p38d exprimiert (76,77).

Die Transduktionskaskade der p38 MAPKs wird durch zelluliren Stress wie UV-
Strahlung, starke Hitze, osmotischen Stress, Lipopolysaccharide, Hypoxie und Ischdmie
sowie durch Inhibitoren der Proteinsynthese oder durch proinflammatorische Zytokine
induziert (78-80). Die Transduktion dieser extrazelluliren zu intrazelluldren Signalen
erfolgt durch Tyrosinkinaserezeptoren oder G-Protein gekoppelte Rezeptoren (81). Die

extrazelluldren Stimuli filhren zu einer Aktivierung zahlreicher unterschiedlicher
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MAPKKKSs, welche dann MAPKKs aktivieren (82). Zu den p38 MAPK Signalkaskade
aktivierenden MAPKKSs zéhlen die MKK3 sowie die MKK®6 , welche jeweils durch
Phosphorylierung aktiviert werden (55). Unter bestimmten Umstinden, zb. wenn UV-
Strahlen auf die Zelle einwirken, kann die p38 auch durch die MKK4, einem Aktivator
der JNK aktiviert werden (83). Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion zwischen p38a und dem Protein TABI1 (transforming growth factor-beta-
activated protein kinase 1 (TAKI1)-binding protein 1) die Autophosphorylierung von
p38a induziert und diese dadurch ebenfalls aktiviert (84). Die aktivierte p38 reguliert
wiederum durch Phosphorylierung an Serin und/oder Threonin-Resten Substrate, die an
inflammatorischen Antworten beteiligt sind (70). Die Funktion der p38 MAPK in PMN
ist noch nicht vollstindig geklart, es werden ihr sowohl proapoptotische als auch
antiapopotische Funktionen zugesprochen (85,86). Es ist bekannt, dass die spontane
Apoptose der PMN in Patienten nach Polytrauma und /oder Sepsis herabgesetzt ist
(87,88). So resultiert die Aktivierung der P38 MAPK in PMN wéhrend einer
Inflammation beispielsweise in einer erhohten IL-8 Produktion, Chemotaxis,
Degranulation sowie dem oxidativem Burst (81). Demgegeniiber konnte in ovariellen
Tumorzellen {iber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors myocyte enhancer factor-
2 (MEF2) eine proapoptotische Funktion gesehen werden (89).
e
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Abbildung 2 | Schematische Darstellung der p38-Signalkaskade (modifiziert nach Kolch (Kolch 2000))



1.3.4 Der PI3K/Akt-Signalweg

Ein  weiterer  Signaltransduktionsweg, der FEinfluss auf  Zelliiberleben,
Zelldifferenzierung und Zellproliferation nimmt, ist der PI3K-/Akt Signalweg (90). Die
Bindung von Wachstumsfaktoren wie epidermal growth factor (EGF), Insulin, platelet-
derived growth factor (PDGF) sowie von Thrombin, Zykokinen und Hormonen an
Tyrosinkinaserezeptoren (RTK) fiihrt zu einer Dimerisierung der RTKs, einer dadurch
ausgelosten Autophosphorylierung der RTKs an einem Tyrosinrest und Aktivierung der
PI3K (92-94). Die PI3Ks sind Heterodimere und lassen sich in drei Klassen (IILIII)
einteilen (95). Die am besten charakterisierte Klasse ist die PI3K I, die wiederum in die
Unterformen [A und IB eingeteilt wird (96). Die PI3K IA besitzt eine katalytische
Untereinheit (p110) sowie jeweils eine regulatorische Untereinheit (p85) (93,97). Die
regulatorische Untereinheit wird durch Phosphorylierung der RTKs aktiviert (98). Der
PI3K Signalweg kann zudem durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aktiviert
werden (99) Es wird zudem diskutiert, dass auch das Ras-Onkogen an der Aktivierung
beteiligt ist (100). Die aktivierte PI3K wandelt durch Phosphorylierung
Phosphatidylinositol-4,5 Bisphosphat (PIP;) zu Phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphat (PIP3) um (101).
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Abbildung 3 | Schematische Darstellung der PI3K Signalkaskade. Antiapoptische Funktion der PI3K unter

anderem iiber Stabilisierung des antiapoptotischen Proteins Mcl-1
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PIP; fungiert als second messenger und rekrutiert Proteine an die Zellmembran, die eine
pleckstrin-homology (PH)-Doméne besitzen (102). Zu ihnen zdhlt die Akt, die auch
unter dem Namen Proteinkinase B (PKB) bekannt ist (103). Akt ist eine Serin/Threonin-

® und Serin*”® aktiviert wird

Kinase welche durch Phosphorylierung an Threonin®
(102,104). Im aktivierten Zustand phosphoryliert die Akt wiederum weitere Substrate,
die Einfluss auf die Zellproliferation und Regulation des Zelliiberlebens nehmen (105).
Zum Beispiel inaktiviert Akt durch Phosphorylierung proapoptotisch-wirkende Proteine
und fungiert somit antiapoptotisch (105). AuBlerdem aktiviert sie andere Mediatoren wie
Nf-kB, welches wiederum zu einer erhohten Transkription von antiapoptotischen
Proteinen fiihrt (106).

Ein weiteres Protein, durch das Akt das Zelliiberleben reguliert, ist die GSK-3. Von der
GSK-3 gibt es 2 Isoformen, die GSK-3a und GSK-38 (107). Die GSK3 ist in vielen
Signalkaskaden involviert und fungiert sowohl antiapoptotisch sowie proapoptotisch
(108). In PMN wird vor allem GSK-3a exprimiert (109). In ruhenden Zellen ist die
GSK aktiv, an der Inaktivierung ist auch die PI3K beteiligt (109). Die PI3K
phosphoryliert nach Stimulation zundchst Akt, welche wiederum durch

Phosphorylierung der GSK-3 an einem Serinrest (Serin 21) zu deren Inaktivierung fiihrt
und somit antiapoptotisch wirkt (109,110).

1.3.5 Das antiapoptotische Protein Mcl-1

Mcl-1 wurde erstmals 1993 in humanen, myeloischen Leukdmiezellen identifiziert. In
diesen Zellen zeigte sich eine verstirkte Expression von Mcl-1 wéhrend der
Differenzierungsphase (111).

Mcl-1 ist ein Mitglied der Bcl-2 Familie und ist gekennzeichnet durch einen hohen
Umsatz im Zellstoffwechsel (68). Es besitzt drei Bcl-2-homology (BH)-Doménen, mit
denen es Protein-Protein Interaktionen eingehen kann (64). Mcl-1 inhibiert in der Zelle
die Apoptose iiber die Regulation von proapoptotischen Proteinen und fungiert als
antiapoptotisches Protein. Es bindet und inhibiert beispielsweise das Protein truncated
BH3 interacting domain death agonist (tBid) und verhindert dadurch die Freisetzung
von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium (112). Dariiberhinaus bindet es die Proteine
Bax und Bak, die ebenfalls an der Porenbildung in der Mitochondrienmembran beteiligt
sind und wirkt dadurch der Apoptose entgegen (113). Es gibt Hinweise, dass die
Regulation des Proteins auf Transkriptionsebene iiber Kinasen (P38 MAPK, PI3K/Akt)
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erfolgt (114,115) und posttranskriptonal {iiber alternatives Splicing (116).
Posttranslational erfolgt ein Abbau durch Proteasen (111). Abhédngig von der
Phosphorylierungsstelle der Aminoséurereste von Mcl-1, kommt es zu einer Zu- oder
Abnahme der Stabilitdt von Mcl-1 (117,118). Die GSK-3 beispielsweise flihrt durch die
Phosphorylierung von Mcl-1 an einem Serinrest zur Abnahme der Stabilitdt und als
Folge zu einer Ubiquitinylierung sowie einem anschlieBenden Abbau von Mcl-1 im
Proteasom (110). Die GSK-3 wiederum wird durch die Phosphorylierung an Serinresten
durch Akt inaktiviert, was im Umkehrschluss zu einer verminderten Stabilitdt von Mcl-
1 fiihrt (119). Auch in PMN konnte gezeigt werden, dass die Expression von Mcl-1 mit
der Lebensdauer der PMN korreliert. Studien zeigen, dass Zellen nach Stimulation
durch GM-CSF gleichzeitig eine Uberexpression von Mcl-1 sowie eine verminderte
Apoptoserate aufweisen. Auf der anderen Seite konnten niedrige Mcl-1 Level in

apoptotischen Zellen nachgewiesen werden (120).

1.3.6 Verzogerte Apoptose in PMN nach Polytrauma

Bei einer Vielzahl von Erkrankungen mit generalisierter Inflammation wie Sepsis (121),
Verbrennungen (122), ARDS (123) oder rheumatoider Arthritis (124) konnte eine
verzogerte Apoptose von PMN gezeigt werden. Auch PMN von Patienten nach
Polytrauma weisen eine verlingerte Uberlebensrate auf (125). Die verlingerte
Uberlebensrate der PMN wird durch unterschiedliche Mediatoren vermittelt. So konnte
gezeigt werden, dass die Uberlebensrate von PMN durch bestimmte Zytokine und
Chemokine moduliert werden kann. Zu diesen Botenstoffen gehdren unter anderen GM-
CSF, G-CSF, IL-1, IL-6, IL-15 (126-129). Auch der Transkriptionsfaktor NF-«B ist an
der verlingerten Uberlebensdauer von PMN beteiligt (130). Diese Dysregulation im
Apoptoseverhalten der PMN nach Polytrauma fiihrt zu einer vermehrten Ausschiittung
proinflammatorischer Mediatoren aus den Granula der PMN und einer vermehrten
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (131). Die vermehrte Freisetzung der
proteolytischen Enzyme und der ROS resultiert in einem zunehmenden
Gewebeschaden, der wiederum in einen Organschaden miinden kann (132,133). Bei der
Pravention eines SIRS bzw. MOVs von Patienten nach Polytrauma konnte eine

ausgeglichene Apoptoserate von PMN daher eine besondere Bedeutung zukommen.
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2 Ziele der Arbeit und Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war, die Regulation der intrinsischen Apoptose in PMN zu
untersuchen und die molekularen, intrazelluliren Abldufe nach Polytrauma besser zu
verstehen. Es wurden im Rahmen der Arbeit Versuche durchgefiihrt, die das Serum-
vermittelte verlingerte Uberleben der PMN nach Polytrauma aufkliren sollten.
Insbesondere wurde der Einfluss der p38 MAPK und der PI3K auf das
Apoptoseverhalten der PMN nach Polytrauma untersucht. Neben dem Einfluss der
Kinasen auf das spontane Apoptoseverhalten der PMN wurde der Zusammenhang der
Kinasen und der Mcl-1 Stabilitit genauer untersucht. Des Weiteren sollte liberpriift
werden, inwieweit die Kinasen p38 und PI3K an der STS-Resistenz der PMN nach
Polytrauma beteiligt sind. Es wurde untersucht, ob die STS-Resistenz und die damit
einhergehende Serum-vermittelte verzogerte spontane Apoptose, die Aufrechterhaltung
des mitochondrialen Membranpotenzials und die Mcl-1 Stabilitét tiber diese Kinasen
moduliert werden. Ergéinzend sollte der Einfluss der GSK-3 auf das Apoptoseverhalten

und die Expression von Mcl-1 in PMN charakterisiert werden.
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3 Material

3.1 Geriate und Zubehor

Beschreibung (Name) Hersteller Hauptsitz
Blot-Kammer (Novex Semi-Dry | Life Technologies Carlsbad, USA
Blotter)

Brutschrank (HeraCell 150) Heraeus Hanau,DE
ChemiDoc Gel Imaging System | BioRad Hercules, USA
Dispergiergerat Ultra-Turrax IKA Staufen, DE
Elektrophoresekammer Mini- BioRad Hercules, USA

Protean Tetra-Cell

FACSCalibur

BD Bioscience

Franklin Lakes, USA

Glasplatten fiir Gele (0,75mm

und 1mm)

BioRad

Hercules, USA

Heizplatte dry bath FB15101

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Inkubator Hera Cell 150

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Inkubator (kelvitron t) Heraeus Hanau,DE
Lichtmikroskop Axiovert 40C Zeiss Oberkochen, DE
Multipipette Eppendorf Hamburg, DE
Neubauer Zahlkammer Neubauer

RT-PCR-Gerét Abiprism 7300 | Applied Biosystems Waltham, USA

Victor Multilable Plate Reader

Perkin Elmer

Waltham, USA

Pipetten (0,5-10ul/10- Eppendorf Hamburg, DE
100ul/100-1000ul)
Prazisionswaage Adventurer Pro | Ohaus Parsippany, USA

Semi-Dry Blotter Novex

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Spannungsquelle PowerPac

Basic Power Supply

BioRad

Hercules, USA

Spannungsquelle PowerPac HC

BioRad

Hercules, USA

Spectrophotometer NanoDrop

ND-1000

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA
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Stander/Casting Stands fiir Gele

BioRad

Hercules, USA

Sterilbank Hera Safe

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Taumel-Rollenmischer RM 5 CAT Ballrechten-
Dottingen,
DE
PCR-Gerit Thermocycler BioRad Hercules, USA
Protein Blotting System Trans- | BioRad Hercules, USA
Blot Turbo Transfer System
Thermomixer Thermomixer Eppendorf Hamburg, DE
comfort
Trennkdmme fiir Gele BioRad Hercules, USA
Ultraschallprozessor UPSOH mit | Hielscher Teltow, DE

Sonotrode MS1

Zentrifuge FRESCO 17

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Hanau,DE

3.2 Verbrauchsmaterialien

Beschreibung Hersteller Hauptsitz
Blotting-Filterpapier (Dicke: 2,5 | Life Technologies Carlsbad, USA

mm)

FACS-Rundbodenrthrchen
(5ml;12x75mm)

BD Bioscience

Franklin Lakes, USA

Falcons (15ml und 50ml) Greiner Bio-One Kremsmiinster, AU
Fiber Pads BioRad Hercules, USA
Kombitips (Combitips Plus 0,5 | Eppendorf Hamburg, DE

ml und 10 ml)

Lithium-Heparin BD Franklin Lakes, USA

Plasmar6hrchen (6ml)

Zellkulturplatten (12; 24 und
96-Well Platten)

Greiner Bio-One

Kremsmiinster, AU

Nitro-Zellulosemembran (0,2

pm)

BioRad

Hercules, USA
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Pasteurpipetten (3 ml)

Ratiolab

Dreieich, DE

Pipettenspitzen  (verschiedene | Eppendorf Hamburg, DE
GroBen)

Pipettenspitzen  (verschiedene | Starlab Hamburg, DE
GroBen)

Stripetten (10ml und 25ml) Sigma-Aldrich St. Louis, USA

3.3 Chemikalien und Reagenzien

Beschreibung Hersteller Hauptsitz

30% Acrylamid/Bisacrylamid- | Roth Karlsruhe, DE
Losung (37,5:1)

Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich St. Louis, USA
APS Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Bromphenolblau Roth Karlsruhe, DE
BSA Roth Karlsruhe, DE
Cellwash BD Bioscience Franklin Lakes, USA
Chloroform Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Coomassie Brilliant Blue R-250 | Serva Heidelberg, DE
Cycloheximid Sigma-Aldrich St. Louis, USA
ECL Western Blotting Substrate | Promega Fitchburg, USA
EDTA Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Essigsédure (96%) Merck Darmstadt, DE
Ethanol Merck Darmstadt, DE
Glycerol Roth Karlsruhe, DE
Glycin Roth Karlsruhe, DE
Isopropanol Sigma-Aldrich St. Louis, USA
JC-1 Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Methanol Merck Darmstadt, DE
Milchpulver Roth Karlsruhe, DE
NaCl 0,9% Fresenius Bad Homburg, DE
Natriumdeoxycholat Roth Karlsruhe, DE
Natriumdodecylsulfat VWR Radnor, USA
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Nonidet-P40

Biomol

Hamburg, DE

PBS Dulbecco’s w/o Mg/Ca

Merck

Darmstadt, DE

Penicillin-Streptomycin-

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Glutamine (100x)

Percoll Merck Darmstadt, DE
PonceauS Serva Heidelberg, DE
Power SYBR Green PCR Applied Biosystems Waltham, USA
Mastermix

Propidiumiodid Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Proteaseinhibitor cOmplete Roche Basel, CH
Proteinmarker Roti-Mark Roth Karlsruhe, DE
prestained

Reines Wasser DEPC treated Life Technologies Carlsbad, USA

water

RNase-Inhibitor RiboLock
2500U

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

RPMI-1640 Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
TEMED VWR Radnor, USA
Tris Roth Karlsruhe, DE
Tris HCI Roth Karlsruhe, DE
Tris-Base Roth Karlsruhe, DE
Triton X-100 Roth Karlsruhe, DE

Trizol TriReagent Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Trypanblau Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Tween 20 Sigma-Aldrich St. Louis, USA

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

3.4 Oligonukleotide/ Primer

Name

Sequenz (5°-3")

Hersteller/ Hauptsitz

Oligo-(dT);s-Nukleotide | TTTTTTTTTTTTTTT Sigma-Aldrich/ St. Louis,
USA
Random-Primer NNN NNN NNN Jena Bioscience/ Jena, DE
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Mcl-1 forward CAAGG CATGC TTCGG Sigma-Aldrich/ St. Louis,
AAACT USA

Mcl-1 reverse GATCA TCACT CGAGA Sigma-Aldrich/ St. Louis,
CAACG ATTT USA

18S forward CATGG TGACC ACGGG Sigma-Aldrich/ St. Louis,
TGAC USA

18S reverse TTCCT TGGAT GTGGT Sigma-Aldrich/ St. Louis,
AGCCG USA

3.5 Medien, Puffer und Losungen

Zellkulturmedium

RPMI 1640, 1% Penicillin/Streptomycint1% FCS. Abhédngig vom Versuch wurde
entweder 5% FCS oder 5% Serum von Polytrauma-Patienten hinzugegeben. Um
Unterschiede zwischen den Seren zu minimieren, wurden jeweils Serum-Pools von

mindestens drei Polytrauma-Patienten zusammengestellt

Western Blot

Trenngel-Puffer (4x)
1,5M Tris ( pH 8,8), 0,4% SDS, ad 500 ml H,O

10% Trenngel (1 Gel, pH 8,8)
2,5 ml 30% Acrylamid, 3,125ml H,0, 1,875ml Trenngelpuffer (4x), 10ul TEMED, 25ul
10% APS

Sammelgel-Puffer (4x)
0,5 M Tris (pH 6,8), 0,4 % SDS, ad 100 ml H,O
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Sammelgel (1 Gel, pH 8,8)
650ul 30% Acrylamid, 3ml H,O, 1,25ml Sammelgelpuffer (4x), 10 ul TEMED, 25 nl
10 % APS

Laufpuffer/ Elektrophorese-Puffer (1x)
25 mM Tris (pH 8,3-8,8), 192 mM Glycin, 0,1% SDS

Transfer-Puffer (1x)
12 mM Tris-Base, 96 mM Glycin

Transfer-Puffer (25x)
18,2¢g Tris-Base, 90g Glycin, ad 500 ml H,O

Blotting-Puffer (fiir 2 Gele)
40 ml Transferpuffer (25x), 50 ml Ethanol (10%), ad 500 ml H,O

Laemmli-Puffer (4x)

250 mM Tris-HCI (pH 6,8), 40% Glycerol, 8% SDS, 0,1% Bromphenolblau, ad 10 ml
H,0, 20% B-Mercaptoethanol (vor Gebrauch hinzugeben)

TBS (1x)

7,7 mM Tris/HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, ad 1000 ml H,O

TBS-T

TBS, 0,1% Tween

Coomassie-Firbelosung
0,25 g Coomassie-Blau (R-250), 10 ml Eisessig (96% Essigsdure), 90 ml Methanol/
H,0 (50 ml Methanol+40 ml H,O)

Coomassie-Entfiarber-Losung

60 ml Methanol, 20 ml Eisessig, ad 200 ml H,O
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PonceauS-Losung

0,1% PonceausS, 3% Essigsdure

RIPA-Puffer
50 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% Na-deoxycholat, 0,1% SDS

Blockierungpuffer
5% Magermilchpulver in TBS-T bzw. 5% BSA in TBS-T

Stripping-Puffer
62,5 mM Tris/HCI (pH 6,8), 2% SDS, 100 mM B-Mercaptoethanol

Bestimmung der Apoptose

Lyse-Losung fiir die Erythrozyten
0,83% Ammoniumchlorid (NH4Cl), 0,1% Kaliumhydrogenkarbonat (KHCOs), 0,004%
EDTA

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

JC-1 Firbelosung (760 nM)
7,6 mM JC-1 in PBS

3.6 Inhibitoren

Bezeichnung Produkt-Name Hersteller/ Hauptsitz

P38-Inhibitor SB203580 Cayman Chemicals/ Ann
Arbor, USA

PI3K-Inhibitor LY294002 Cayman Chemicals/ Ann
Arbor, USA

GSK-3 Inhibitor CHIR-98014 Axon Medchem/ Reston,
USA
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3.7 Antikorper

Name Hersteller Hauptsitz

Maus anti-human Mcl-1 | BD Bioscience/ # | Franklin Lakes, USA
Antikorper (monoklonal) 559027

Maus  anti-human  GAPDH | Biomol/ # IMG- | Hamburg, DE
Antikdrper (monoklonal) 5019A-1

Ziege anti-Maus-HRP(anti- | Dako / # P0447 Santa Clara, USA
horseradish peroxidase)

Immunglobulin (polyklonal)

3.8 Kits

Name Hersteller Hauptsitz
Clarity Western ECL | BioRad Hercules, USA
Substrate

DNA-free Kit Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Omniscript RT Kit (200) Qiagen Hilden, DE

Pierce BCA Protein Assay
Kit

Thermo Fisher Scientific

Waltham, USA

Roti-Mark Western-Set

Roth

Karlsruhe, DE

3.9 Software/ Programme

Name Hersteller Hauptsitz

ABI Prism 7300 Applied Biosystems Waltham, USA
CellQuestPro BD Biosciences Franklin Lakes, USA
GraphPad Prism 5 Graphpad Software, Inc. San Diego, USA
QuantityOne 4.6.5 Basic Bio Rad Hercules, USA
Molecular Imager Bio Rad Hercules, USA

ChemiDoc XRS System
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Zotero Roy Rosenzweig Center Fairfax, USA
for History and New
Media der George Manson
Universitét

Microsoft Word fiir Mac; | Microsoft Corporation Redmond, USA

Version 15.24

Inkscape 0.91

Inkscape Community

Adobe illustrator

Adobe Systems

Delaware, USA

3.10 Aufnahmekriterien derPatienten in die Studie

Fiir die Versuche dieser Arbeit wurde Serum von Patienten nach Polytrauma verwendet.
Die Proben stammen von insgesamt 37 Patienten (11 Frauen und 26 Minner). Das
Durchchnittsalter betrug 52,4 + 19,2 Jahre. Die Serumproben wurden ab Tag 1 nach
Polytrauma aus einem arteriellen Verweilkatheter entnommen und 10 min bei 3000 rpm
bei Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in Eppendorf-Behilter
iiberfiihrt und bei -80 °C aufbewahrt.

Einschlusskriterien der Patienten waren ein injury severity score (ISS) von >16 und
Aufenthalt auf der Intensivstation >3 Tage. Patienten mit isolierten Schidelhirntrauma
und Patienten unter immunsuppressiver Medikation wurden von der Studie
ausgeschlossen.

Des Weiteren erfiillten alle Patienten mindestens zwei der Kriterien eines SIRS.

Die Studie wurde im Voraus der Ethikkommission vorgestellt und genehmigt.
(Ethikantragsnummer: 3412)

Fiir die Versuche wurden Pools aus mindestens drei Patienten-Seren hergestellt, um
Abweichungen zwischen den Seren zu minimieren. Im Folgenden wird an Stelle von

Pool aus mindestens drei Polytrauma-Patienten-Seren der Begriff Polytrauma-Serum

oder Patienten-Serum verwendet.
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4 Methoden

4.1 Isolierung von PMN aus humanem Vollblut

Fiir die Gewinnung der PMN wurde peripheres, vendses Blut gesunder Probanden in
Lithium-Heparin-Réhrchen entnommen. Um die PMN aus dem Vollblut zu isolieren,
wurde ein Percoll-Gradient mit einer Dichte von 1,086 aus 5ml Percoll (Dichte: 1,124
g/ml) und 3,4ml 0,9% NaCl hergestellt, in 15 ml Falcons iiberfiihrt und mit jeweils 5 ml
des entnommenen Blutes iiberschichtet. Die Proben wurden bei 2000 rpm fiir 25 min
ohne Bremse bei RT abzentrifugiert. Durch diesen Vorgang konnten die Zellen in vier
unterschiedliche Fraktionen aufgetrennt werden (in aufsteigender Reihenfolge): Ein
Pellet bestehend aus Erythrozyten und PMN, eine Schicht mit der Percoll-Losung, eine

Schicht aus mononukleédren Zellen und eine obere Plasma-haltige Schicht.

Zentrifugatian:
venises 20 min, 2 000 rpm Plasma
Vollblut RT, ohne Bremse
T Mononukleare
-~ = Zellen
Percoll- Percoll-
Lasung Lasung
1 PMM +
J Erythrozyten

Abbildung 4 | Schematische Darstellung der Isolation von PMN aus humanem Vollblut. Das vendse Blut wurde
in Lithium-Heparin-Réhrchen entnommen und auf eine Percoll-Lésung pipettiert. Die Probe wurde 20 min bei 2000

rpm bei RT ohne Bremse zentrifugiert. Nach Zentrifugation zeigte sich ein Gradient aus 4 Schichten (

Die Fraktionen iiber dem Pellet wurden mit einer Pasteurpipette abgenommen und
verworfen. Die Zellpellets wurden vorsichtig in S5ml einer ammoniumchloridhaltigen
Lyse-Losung fiir Erythrozyten resuspendiert, in 50 ml Falcons iiberfiihrt und mit

weiteren 45 ml der Lyse-Losung aufgefiillt. Die Falcons mit den in Lyse-Losung
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resuspendierten Zellen wurden fiir 7 min bei 4°C inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm fiir 5 min bei 17°C setzten sich die PMN als Pellet
am Boden der Falcons ab. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 5ml PBS

resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte direkt im Anschluss.

4.2 Zellzahl-Bestimmung mit der Neubauer Zihlkammer

Fiir die Bestimmung der Zellzahl der PMN wurde eine Neubauer-Zihlkammer mit einer
Kammertiefe von 0,100 mm sowie 3 mal 3 Eckquadrate a Imm” verwendet. Es erfolgte
eine Verdiinnung der Zellsuspension mit Trypanblau in einem Verhéltnis von 1:4 und
wovon 10 pl zwischen Deckglas und Neubauer Zahlkammer pipettiert wurden.
Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der durch Zellen aufgenommen wird.
Von vitalen Zellen wird der Farbstoff wieder nach extrazelluldr transportiert wird,
wohingegen die nicht-vitalen Zellen den Farbstoff aufnehmen und dadurch unter dem
Mikroskop blau erscheinen. Es folgte eine Zdhlung der hell-erscheinenden, vitalen
Zellen in jeweils 4 Groflquadraten. Die Zellzahl wurde an Hand folgender Formel
berechnet:

Zellzahl/ 4 (Anzahl der GroBquadrate) x 4 (Verdiinnungsfaktor) x 10*) = Zellzahl / ml

4.3 Kultivierung von humanen PMN

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in RPMI-1640 + 1% Penicillin/Streptomycin + 1%
FCS. Nach Zellzahlbestimmung wurden 2,5-3x10° Zellen pro ml in 8- bzw. 24-Well-
Platten ausgesit und fiir definierte Zeitpunkte kultiviert. Fiir die Versuchsreihe mit
Patienten-Serum wurden Pools aus mindestens 3 Seren hergestellt und zu je 5% zu den

Zellen gegeben. Die Kontrollen wurden mit jeweils 5% FCS versetzt.
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4.4 Durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate

4.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie konnen physikalische und molekulare Eigenschaften von
Zellen bestimmt werden. Man nutzt die Streueigenschaften eines Argon Lasers, welcher
abhéngig von der Zellgroe und der Zellgranularitit in unterschiedliche Richtungen
gestreut wird. Das Vorwirtsstreulicht (forward scatter= FSC) bezeichnet das Streulicht,
das durch die Ablenkung des Lasers durch Eintreffen auf die Zellmembran entsteht. In
Richtung des Lasers wird das gestreute Licht durch einen Detektor gemessen und in
Spannungssignal umgewandelt. Hierdurch kann die Grofle der Zelle bestimmt werden.
Je breiter die Streuung, desto groBer ist die Zelle. Das Seitwirtsstreulicht (side Scatter=
SSC) misst die Streuung des einfallenden Laserstrahls, der durch die Ablenkung des
Strahls durch die Zellorganellen entsteht. Er dient zur Charakterisierung der
Granularitidt der einzelnen Zellen. Je hoher die Granularitit, desto grofler ist die
Streuung. Mit Hilfe dieser Eigenschaften lassen sich mittels FACS die Zellen nach ihren
Eigenschaften bestimmen. Des Weiteren konnen Zellen mit bestimmten
fluoreszierenden Farbstoffen behandelt werden. Jeder Farbstoff bindet an
unterschiedliche Zellbestandteile und hat charakteristische Absorptions- und
Emissionseigenschaften die iiber die unterschiedlichen Kanidle des FACS-Gerites

gemessen werden konnen.

4.4.2 Bestimmung der Apoptoserate nach der Methode von Nicoletti

Die Apoptoserate der PMN kann durchflusszytometrisch mit Propidiumiodid (PI)
detektiert werden. Diese Methode wurde durch die Arbeitsgruppe um Ildo Nicoletti
1991 erstmals beschrieben und publiziert (134). PI ist ein Fluorochrom, das an
doppelstrangige DNA zwischen den Basenpaaren interkaliert. Bei der Apoptose kommt
es typischerweise zu einer Auflosung der Zellkernmembran und einer Fragmentierung
der DNA (47). Durch Triton-X 100, welches im Nicoletti-Puffer enthalten ist, wird die
Zellmembran lysiert, die Kernmembran bleibt durch diesen Vorgang hingegen intakt.
Der Farbstoff gelangt in die Zellen und bindet an die DNA, wobei fragmentierte DNA
weniger Farbstoff anlagert. Die schwichere Fluoreszenz der fragmentierten DNA wird

schlieBlich in der FACS-Messung in Form eines sog. sub-G1-Peaks ersichtlich. Dieser
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entspricht folglich dem Anteil an fragmentierter DNA welcher durch die FACS-Analyse
quantifiziert werden kann.

Um die Apoptose nach 18h zu messen, wurden die PMN (mindestens 10°) aus den
einzelnen Wells nach jeweiliger Behandlung in FACS-Tubes iiberfiihrt und bei 4500
rpm 5 min bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, zu den Zellen
jeweils 200 pl Nicoletti-Puffer hinzugegeben und fiir 1h bei 4°C in Dunkelheit
inkubiert. Die Erfassung der Fluoreszenz mittels FACS erfolgte bei einer Wellenlédnge

von 585nm entsprechend des Emissionsmaximums von PI {iber den Kanal 2 (FI-2).

4.4.3 Bestimmung der frithen Apoptose durch Messung des mitochondrialen

Membranpotentials (MMP)

Intakte Mitochondrien sind im Inneren stark negativ geladen. Wird eine Zelle
apoptotisch, kommt es in der Anfangsphase zunédchst zu einer Porenbildung in der
Mitochondrienmembran. Hieraus folgt, dass sich die negative Ladung im Inneren der
Mitochondrien in Richtung positiveren Zustinden verschiebt. Das Innere des
Mitochondriums wird folglich weniger negativ. Dies kann durch die Messung des
mitonchondrialen Membranpotenzials (MMP) bestimmt werden und beschreibt die
frithe Phase der Apoptose der Zellen (135,136)

Mittels JC-1 Féarbung kann das MMP bestimmt werden. JC-1 st ein
membranpermeabler Fluoreszenzfarbstoff, der bei intakten Mitochondrien in deren
Inneren rot-fluoreszierende Aggregate (J-Aggregate) bildet. In der Phase der frithen
Apoptose hingegen bleibt JC-1 als griin-fluoreszierendes Monomer im Zytoplasma
zurlick. Die unterschiedlichen Fluoreszenzen konnen durchflusszytometrisch abhéngig
ithrer charakteristischen Emissionsverhalten bestimmt werden.

Um das MMP zu bestimmen, wurde zu den PMN (mindestens 2,5x 10”5 Zellen) 3 uM
JC-1-Losung hinzugegeben und fiir 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde zuletzt in 500 ul PBS
aufgenommen und es wurde unmittelbar danach die Fluoreszenzmessung mit dem
FACS-Geridt durchgefiihrt. Der Farbstoff wurde mit einem Laserlicht von 488 nm
Wellenlidnge angeregt, die Emission des griin-fluoreszierenden Farbstoffes bei 530 nm
(FL 1) und des rot-fluoreszierenden bei einer Wellenldnge von 590 nm (FL 2) bestimmt.
Es wurde das Verhiltnis FL-2/FL-1 = rot-fluoreszierend/griin-fluoreszierend errechnet,

welches in apoptotischen Zellen abnimmt.
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4.5 Bestimmung der Genexpression

4.5.1 Probenvorbereitung und Isolierung der RNA

Um die RNA aus den PMN zu isolieren, wurde Trizol verwendet. Trizol ist ein
monophasisches Reagenz aus Guanidium-thiocynat sowie saurem Phenol, das u.a. RNA
aus Zellen herauslost. Zu 5-10x10"6 Zellen wurden jeweils 1 ml Trizol hinzugegeben
und durch vorsichtiges Auf-und Abpipettieren lysiert.

Die Proben wurden fiir 5 min bei RT inkubiert. Zu jeder Probe wurde jeweils 200 pl
Chloroform hinzugegeben, 15 s kriftig gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Die
Zellen wurden bei 11 200 rpm fiir 15 min bei 4°C abzentrifugiert.

Durch die Zentrifugation konnten die Proben in unterschiedliche Phasen aufgetrennt
werden: In eine obere, wissrige RNA-haltige Phase, eine DNA-haltige Interphase,
sowie eine untere Phenol-Chloroform-Phase.

Die obere, wissrige Phase mit der RNA wurde vorsichtig abpipettiert und in 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefdflie iiberfithrt, pro Gefdl 500 pl Isopropanol hinzugefiigt,
gemischt und bei RT fiir 10 min inkubiert. Die Proben wurden bei 11 200 rpm 10 min
bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert, die RNA-
Prazipitate (Pellets) zweimal hintereinander mit je 1 ml 75% Ethanol gewaschen und 7
min bei 8§ 800 rpm bei 4 °C abzentrifugiert. Um das Ethanol verdampfen zu lassen,
wurden die Reaktionsgefde fiir ca. 5-10 min bei RT offen stehen gelassen. Zu den
Pellets wurde 20 pl steriles RNase-freies H20 hinzugegeben und die RNA darin
resuspendiert.

Um eine mogliche Kontamination der Proben mit DNA auszuschlieBen bzw. zu
beseitigen wurde ein DNase Verdau mit einem Kit durchgefiihrt. Hierfiir wurde 2ul
eines DNase Puffers sowie 1ul rDNase hinzugefiigt und vorsichtig gemischt. Nach 20-
30 miniitiger Inkubation bei 37°C wurde ein DNase Inactivation Reagent hinzugefiigt
fir 2 min bei RT inkubiert, sowie wéhrenddessen gelegentlich gemischt. Nach
Zentrifugation bei 10 000 rpm fiir 1,5 min bei RT wurde die RNA in frische Eppendorf
ReaktionsgefiaBe (Eppis) iiberfiihrt.
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Zellpellet + + 200 ul

1 ml Trizol Chloroform
Inkubation: 15 s vortexen,
5 min RT Inkubation:
10 min RT
% % wéssrige Phase (RNA)
Interphase (DNA)
Zentrifugation: Phenol-Chloroform-
15 min, 11 200 rpm, Phase
4°C
wassrige Phase
abpippetieren
+ 500 pl
Isopropanol
+ 20 pl steriles Waschen:
RNase freies H,0 + 1 ml EtOH
Zentrifugation: Uberstand rt
10 min, 11 200 rpm verwerfen vortexen, .
4°C Inkubation:
10 min RT
% % Zentrifugation:
10 min, 11 200 rpm
4°C

Waschen wdh.
Uberstand verwerfen

Abbildung 5 | RNA-Extraktion mittels Trizol

4.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Fiir die quantitative Bestimmung der RNA-Konzentration wurde ein Nanodrop 1000
Spektrophotometer verwendet. Um die Reinheit von RNA zu messen, wurde der
Quotient aus der optischen Dichte bei einer Wellenlédnge von 260 und 280 nm bestimmt.
Der Quotient (Az60/A230) beschreibt die Reinheit der RNA und liegt bei reiner RNA bei
1,8-~2,0. Fiir die Versuche wurde RNA mit einem Absorptionsquotienten von >1,7
benutzt.. Um die RNA zu quantifizieren, wurden die Proben in einem Verhiéltnis 1:50 (2
ul Probe : 98 pl H,0) verdiinnt.

[RNA] = Az x 40 x 50 (Verdiinnungsfaktor) (ng/ul bzw. pg/ml)

Die Zahl 40 stellt einen RNA-spezifischen Faktor dar, der einer Losung mit optischer
Dichte von 1 entspricht und ungefiahr 40 ng/ul RNA enthilt.
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4.5.3 Reverse Transkription

Die reverse Transkription ist eine Methode, bei der mit Hilfe von Enzymen einstringige
RNA in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben wird (137,138). Dieser Schritt ist
notig, da das Enzym Taq-Polymerase fiir die Vervielféltigung des Erbguts nur DNA als
Substrat erkennt.

Vor Beginn der Reversen Transkription wurden je 0,5 pl der RNA mit 10 pl reinem H,0
verdiinnt (=0,05pg/pul). Pro 10 pl der verdiinnten RNA wurde 10 pl eines Mastermix
hinzugegeben.

Zammensetzung Mastermix (fiir 10 pl)

Bezeichung Endkonzentration Volumen
RT-Puffer (10x), Ix 2 ul
dNTP mix 5mM 2 ul
Oligo dT 20 uM 1 ul
Random Primers (8bp; 100 uM) 10 uM 2

RNase Inhibitor (40U/ul), 10U 0,25 nl
Omniscript Reverse Transkriptase (4 U/ ul), | 1 U 0,25 pul
RNase-freies Wasser 2,5 ul

Durch die Zusammensetzung der 10 pl der verdiinnten Probe mit den 10 pul Mastermix
ergab sich eine Endkonzentration der RNAvon 25 ng/ul (0,5 ng RNA/20 ul).

Die Proben wurden gemischt und abzentrifugiert und bei konstanten 37 °C fiir 60
Minuten in einem Thermocycler inkubiert. Die Proben wurde entweder direkt

weiterverarbeitet oder bei -20C° gelagert.

4.5.4 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (QRT PCR)

Die qRT PCR, welche auf der in den 80er Jahren erstmals beschriebene PCR basiert
(139), stellt ein etabliertes und schnelles Verfahren zum Nachweis der Genexpression in
Zellen in Echtzeit dar. Die Besonderheit der qRT PCR ist es, dass das Amplifikat nach
jedem Zyklus direkt nachgewiesen und quantifiziert werden kann. Die Quantifizierung
erfolgt fluoreszenzbasiert, das heiflt, dass die Menge der Produkte wihrend der

exponentiellen Phase mittels Fluoreszenzfarbstoff gemessen werden kann.
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Als Fluoreszenzfarbstoff diente SYBR Green, ein monomerer Farbstoff, der an
doppelstrangige DNA interkaliert (140). SYBR Green hat eine bestimmte
Grundfluoreszenz, bindet im Laufe der Kettenreaktion an doppelstrangige DNA und ab
einem bestimmten Schwellenwert (threshold) steigt die Fluoreszenz {iber die
Grundfluoreszenz des Farbstoffes an. Diese messbare Fluoreszenz ist proportional zur
Menge des amplifizierten Produktes. Der Ct-Wert ist definiert als die Anzahl an Zyklen,

die benotigt werden um den Schwellenwert zu iiberschreiten.

Fluoreszenzsignal

threshold

Anzahl der Zyklen

Abbildung 6 |S PCR Amplifikationskurven

Als Referenzgen fiir die Quantifizierung diente ribosomale RNA 18 S (rRNA 18S), ein
housekeeping gene, das nicht reguliert ist und unter allen Bedingungen eine konstante
Kopienzahl zeigt.

Fiir die Durchfiihrung der qRT PCR wurde standardmiBig 4 pul cDNA (2 ng) verdiinnt
mit 16 ul H,O eingesetzt. Dies entspricht einer Konzentration von 2ng (0,5 ng/pl)
cDNA,). Die Proben wurden jeweils in Tripletts auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Als
Kontrolle dienten pro untersuchtem Gen non template controls (NTC) mit dem selben

Volumen H,O an Stelle von cDNA. Zu jeder Probe wurde ein Mastermix hinzugefiigt.
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SYBR® Green
Farbstoff (nicht fluoreszierend)

SYBR® Green
Farbstoff (fluoreszierend)

Abbildung 7 | Bindung von SYBR Green an DNA. Nach Bindung von SYBR Green an doppelstrangige DNA,

fluoresziert der Farbstoff und kann gemessen werden (modifiziert nach Zhang et al.(141)).

Mastermix fiir das Zielgen Mcl-1 pro Probe (4 pl):

12,5 ul SYBR Green (2x), 0,75 ul (10 uM) Primer F(forward) ,0,75 pl (10 uM), Primer
R (reverse) 7 ul RNAse DNAse free water.

Mastermix fiir das Referenzgen 18 S pro Probe (4 pl): 12,5 ul SYBR Green (2x), 0,25
pl (10 uM), Primer F (forward) 0,25 pl (10 uM), Primer R (reverse) 5 ul RNAse
DNAse free water.

Die Proben wurden nach Hinzugabe des Mastermixes bei 1000 rpm fiir 2 Minuten bei 4

°C zentrifugiert. Die qRT PCR erfolgte in folgenden Schritten:

1. Aktivierung der Tag-Polymerase (10 Minuten bei 95°C fiir 1 Zyklus)
2. Amplifikation (40 Zyklen)

a. Denaturierung (15 Sekunden bei 95 °C)

b. Annealing und Extension (60 Sekunden bei 60 °C)

Die zunehmende Fluoreszenz kann durch das PCR-Gerdt direkt nach jedem Zyklus
gemessen und an das System weitergeleitet werden. Im Anschluss erfolgte eine relative
Quantifizierung der gemessenen Werte unter Anwendung der AACt-Methode. Hierbei
wird zunédchst der Ct-Wert des Referenzgens 18S (housekeeping gene) von dem Ct-
Wert des Zielgens abgezogen. Dadurch erhédlt man den ACt-Wert. Der AACt-Wert

entspricht der Differenz zwischen dem ACt-Wert der Kontrolle jeweils zu den
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behandelten Proben. Der realtive Expressionsunterschied der Kontrolle und den

behandelten Proben ergibt sich aus der Formel 2 *-AACt (142).

4.6 Proteomische Analysen

4.6.1 Proteinisolierung und Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Proteinisolierung, wurden die Proben in einem RIPA-Puffer gelost und
anschliefend mit einem Ultraschallprozessor sonifiziert (Amplitude 80 %, Zyklen 0,5).
Zur Bestimmung der genauen Proteinkonzentration wurde ein Bicinochinsdure-Assay
Kit (BCA-assay) verwendet. Diese Methode beruht auf zwei chemischen Reaktionen.
Zum einen kommt es zu der Biuret-Reaktion, bei der Peptidbindungen mit Cu®" zu Cu”
Ionen unter alkalischen Bedingungen reduziert werden (143). Das reduzierte Kupfer
bildet in einem weiteren Schritt einen Farbkomplex mit Bicinochinsdure, der bei einer
Wellenldnge von 562 nm nachgewiesen werden kann (144).

Die Proben wurden 1:6 mit PBS verdiinnt und jeweils in Dupletts auf eine 96-Well-
Platte pipettiert. Erginzend wurde ein Standard (0,0125 mg, 0,25 mg, 0,5 mg, 0,75 mg,
1,0 mg, 1,5 mg, 2 mg BSA/ml PBS) verwendet, der ebenfalls in doppeltem Ansatz auf
die Well-Platte pippettiert wurde. Zu jedem Well (Probe und Standard) wurden 200 ul
Reagenz (BCA working reagent ) hinzugegeben. Die Platte wurde fiir 30 Sekunden bei
Raumtemperatur auf einen Schiittler gestellt und bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im Photometer (Victor) bei einer
Wellenlénge von 562 nm.

Die Proben wurden entweder in RIPA-Puffer bei -80°C aufbewahrt oder direkt weiter

bearbeitet.

4.6.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacryamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Unter Elektrophorese versteht man die Auftrennung von Proteinen in einem
elektrischen Feld nach ihrer Grofle. Die Besonderheit der SDS-PAGE ist es, dass die
Proteine im selben Prozess denaturiert werden, so dass alle Proteinen nur in ihrer
Primérstruktur (nicht gefaltete Struktur) vorliegen. Hierdurch ist es moglich, die Grofle

der einzelnen Proteine exakter zu bestimmen.
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Zur Vorbereitung des Western Blots mussten zunichst Gele gegossen werden. Da die zu
untersuchenden Proteine eine GroBle von 10-60 kDa aufweisen, wurde ein 10%iges
Trenngel hergestellt. Nach Zusammenbau der Apparatur (Casting Stands, Casting
Frames, Glasplatten) wurde das Trenngel zwischen die Glasplatten pipettiert. Bei der
Zubereitung des  Trenngels startet nach  Hinzugabe von  APS  der
Polymerisationsprozess. Das Trenngel wurde bis 2/3 der Glasplatten horizontal
hineinpipettiert und direkt mit 70% Ethanol tiiberschichtet. Nach Abschliefen des
Polymerisationsprozesses (nach ca. 20 min) wurde das Ethanol abgegossen und das
Trenngel mit einem 4%igem Sammelgel iiberschichtet.

Zu den Proben wurde ein SDS- sowie B-mercaptohaltiger Laemmli-Puffer gegeben und
fiir 7 Minuten bei 95°C in einem Heizblock erhitzt. 3-Mercaptoethanol fiihrt zu einer
Reduzierung der Disulfidbindungen. SDS ist eine anionische Detergenz, welches zur
Denaturierung von Proteinen fiihrt. Es tiberlagert die Eigenladung von Proteinen und
ladt diese neagtiv auf. Dadurch lassen sich denaturierte, negativ geladene Proteine der
GroBe nach in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch auftrennen (145,146).

Die Proben wurden in die Taschen der Sammelgele gegeben. In die erste Tasche der
Gele wurde jeweils ein Protein-Marker fiir die Bestimmung des Molekulargewichts
pipettiert. In einer mit Laufpuffer gefiillten Elektrophoresekammer wurden die Gele
einer Spannung von 60 V ausgesetzt. Nach dem Passieren der Proben durch das

Sammelgel wurde die Spannung auf 120 V erh6ht und dadurch aufgetrennt.

4.6.3 Transfer

Das Gel mit den aufgetrennten Proteinen wurde auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Auf Grund der negativen Ladung der Proteine konnen sie in einem
elektrischen Feld Richtung Anode wandern. Die Membran wurde mit
Transferpuffer/10% Methanol benetzt und das Gel darauf platziert. Die Blasen zwischen
Gel und Membran wurde vorsichtig entfernt. Das Membran/Gel Konstrukt wurde von in
Transferpuffer getrinktes Blotting-Papier ummantelt (Schwamm-Schwamm-Gel-
Membran-Schwamm- Schwamm) und in einer Blotkammer einer Spannung von 23 V
fiir 1,5 Stunden fiir den Transfer ausgesetzt.

Um die Effizienz des Transfers vom Gel auf die Membran zu {iiberpriifen, wurde

PonceauS verwendet. PonceauS ist ein Azofarbstoff, der Proteine auf der Membran
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unspezifisch und reversibel anfiarbt. PonceauS wurde nach Anfiarben der Banden

vollstdndig mit H20 bzw. TBS-T ausgewaschen.

4.6.4 Immundetektion

4.6.4.1 Immundetektion von Mcl-1

Um unerwiinschte Reaktionen bei der folgenden Immundetektion zwischen der
Membran und den Antikdrpern zu vermeiden, wurde die Membran auf dem Schiittler
bei RT fiir 1 h mit TBS-T + 5% Milchpulver geblockt.

Die Membran wurde mit dem ersten Antikorper (monoklonalen Antikorper Maus anti-
human Mcl-1 Antikorper) in einer 1:300 Verdiinnung mit 1% Milchpulver in TBS-T fiir
2,5 Stunden auf dem Roller bei RT inkubiert und dreimalig fiir jeweils 5 min mit TBS-T
gewaschen.

Fir die Detektion des primiren Antikorpers diente ein HRP (horeship peroxidase;
Merrettichperoxidase)-gekoppelter Anti-Maus Zweitantikdrper. Die Inkubation der
Membran mit dem Zweitantikorper erfolgte in einer Verdiinnung von 1:1000 in TBS-T
bei RT fiir 1 h.

Nach erneutem Waschen (3 x 5 min in TBS-T) konnte das Signal mittels
Chemilumineszenz visualisiert werden. Die Visualisierung erfolgte mit Hilfe eines
Luminol-haltigen Kits. In Anwesenheit von Peroxidase wird Luminol durch die HRP
oxidiert und emittiert dadurch Licht, welches detektiert werden kann. Die Intensitdt des
Lichtes korreliert mit der Menge des Proteins und kann durch ein entsprechendes

Programm (QuantityOne Basic) quantifiziert werden.

4.6.4.2 Stripping

Um die gebundenen Antikoérper von der Membran zu l6sen wurde die Membran
gestrippt. Die Membran wurde in einem B-mercaptoethanol-sowie SDS-haltigem Puffer
(Stripping-Buffer) bei 60°C im Wasserbad fiir 20 min geschiittelt. Es folgte eine
griindliches Waschen der Membran mit PBS (5x 10 min).
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4.6.4.3 Immundetektion von GAPDH

Vor Behandlung mit dem Kontroll-Antikoérper wurde die Membran mit 5% BSA in
TBS-T fiir 1 h bei RT geblockt.

Zur Quantifizierung der Mcl-1 Proteinexpression wurde ein anti-GAPDH
(Glyerinaldeyd-3-Phosphat-Dehydrogenase)-Antikorper verwendet. Hierfiir wurde die
Membran zusammen mit dem anti-GAPDH-Antikérper in einer Verdiinnung von
1:7500 in 3% BSA + TBS-T fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefend in TBS-T (3x5 min) gewaschen. Fiir die Detektion von GAPDH wurde
ebenfalls der Ziege anti-Maus HRP Zweitantikorper verwendet. Die Membran wurde
mit dem Zweitantikdrper in einer Verdiinnung in TBS-T von 1:1000 bei
Raumtemperatur fiir 1 h inkubiert. Die Visualisierung der Chemilumeszenz erfolgte

ebenfalls mit Hilfe eines Luminol-haltigen Kits.

4.6.5 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten wurden mit GraphPad Prism (Version 5) ausgewertet. Hierfiir
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse ANOVA (one-way analysis of variance)
durchgefiihrt. Als Post-hoc-Test wurde falls nicht anders vermerkt der Newman-Keuls
Test angewendet. Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes

(SEM) angegeben. Das Signifikanzniveau wurde bei P < 0.05 festgelegt.
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S Ergebnisse

5.1 Studienkonzept und Versuchsaufbau

PMN von Patienten nach Polytrauma weisen ein verlingertes Uberleben auf.
Vorarbeiten unserer sowie anderer Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die PMN
gesunder Probanden nach Behandlung mit isoliertem Plasma von Polytrauma-Patienten
ebenfalls eine verlédngerte Lebensspanne im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (PMN
gesunder Probanden) aufweisen. Die PMN gesunder Probanden zeigen also in
Anwesenheit von Polytrauma-Serum @dhnliches Apoptoseverhalten wie die PMN der
Polytrauma-Patienten selber was in Vorarbeiten gezeigt werden konnte (88,147). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde nach gezielter Inhibition der PI3K sowie der P38 das
spontane Apoptoseverhalten, sowie der Einfluss der Kinasen auf die Expression von

Mcl-1 und die Beteiligung der Kinasen an der STS-Resistenz in PMN nach Polytrauma

untersucht.
Zytokine Hormone EGF PDGF Insulin
G-Protein-gekoppelter o/
Rezeptor Todesrezeptor
Regulation von
(prp3) —> Zellproliferation und
Apoptose
------ > PI3K :
\4
.
PIP2 A4
LY294002

Abbildung 9 | Versuchsbeschreibung- Inhibtion der PI3K
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Abbildung 8 | Versuchsbeschreibung- Inhibition der p38

5.2 Der Effekt der p38- bzw. PI3K-Inhibition auf die spontane
Apoptose von PMN nach Stimulation mit Serum von Polytrauma-

Patienten

Die Beteiligung der p38 MAPK und der PI3K an der Vermittlung der Apoptose-
Resistenz von PMN sollte durch spezifische Kinaseninhibitoren aufgekldrt werden. Es
wurden PMN gesunder Probanden isoliert, in RPMI + 1% Penicillin/Streptomycin + 1%
FCS resuspendiert und steril zu je 1 ml mit einer Zelldichte von 2,5x10° in 24-Well-
Platten pipettiert. Die Inhibition der p38 MAPK erfolgte mit dem Kinase-Inhibitor
SB203580 (40 uM). Die Inhibition von PI3K erfolgte mit dem Kinase-Inhibitor
LY294002 (25 uM). Weitere Zellen wurden auerdem mit beiden Inhibitoren (40 uM
SB203580 + 10 uM LY294002) simultan behandelt. Nach Zugabe der Inhibitoren
wurde nach 20 min Inkubationszeit 5% Serum von Polytrauma-Patienten bzw. als
Kontrollgruppe 5% FCS zu den Zellen gegeben. Nach 18h wurde die spontane
Apoptoserate durchflusszytometrisch bestimmt. Die Inhibition der Kinasen alleine
(SB203580 bzw. LY294002), sowie nach simultaner Inhibition (SB203580+LY294002)

in An- als auch in Abwesenheit von Patienten-Serum fihrt zu einer Zunahme der
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Apoptose in den PMN. Der Effekt lasst sich am deutlichsten bei den mit Serum
behandelten PMN nach Inhibition der PI3K alleine und der Inhibition beider Kinasen
simultan feststellen, hier fiihrte die Inhibition jeweils zu einer 2-fach signifikanten
Zunahme der Apoptose, durch die Inhibition beider Kinasen konnte der Serum-
vermittelte antiapoptotische Effekt vollstindig aufgehoben werden. Durch Inhibition der

p38 alleine kam es demgegeniiber zu keiner signifikanten Zunahme der Apoptose (Abb.
10).

40 -
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2
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©

C3J PMN + 5% FCS
0 E PMN + 5% Pat.-Serum

Kontrolle SB203580 LY294002 SB+LY

Abbildung 10 | Die spontane Apoptoserate von PMN nach Inhibition der P38 sowie der PI3K in An-bzw.
Abwesenheit von Serum von Polytrauma-Patienten. PMN gesunder Probanden wurden isoliert, in Medium
aufgenommen und fiir 20 min jeweils mit 40pM SB203580 (Inhibitor von p38), 25 uM LY294002 (Inhibitor von
PI3K) sowie in Kombination mit 40 pM SB203580 + 10 pM LY?294002 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 5% FCS bzw. 5% Serum-Pool von Patienten nach Polytrauma versetzt. Nach 18h Inkubation wurde die Apoptose
mit PI durchflusszytometrisch bestimmt. Es ist jeweils der prozentuale Anteil der Zellen mit einem sub-G1 Peak
dargestellt. (*p<0,05; **p<0,005) *beziehen sich auf die jeweilige Kontrolle (PMN 5% FCS bzw. PMN 5%

Polytrauma-Serum) n=5

5.3 Der Effekt der p38-bzw. PI3K-Inhibition auf die Mcl-1 mRNA-

Expression

Weitere Versuche sollten den Einfluss der Kinasen p38 und PI3K auf die Serum-
vermittelte Stabilisierung des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 auf Genebene kldren.
Die PMN gesunder Probanden wurden nach Isolierung mit den Kinaseinhibitoren sowie
mit 5% FCS bzw. 5% Polytrauma-Serum wie im vorausgegangenen Versuch behandelt

und fiir 4h bzw. 18h kultiviert.
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In den Kontroll-PMN, die mit Patienten-Serum behandelt wurden, zeigten sich nach 4h
eine nicht signifikante Erhohung der Mcl-1 mRNA-Expressionen gegeniiber den
Kontroll-PMN ohne Serum (Abb. 11A). Die PMN zeigten nach Inhibition der Kinasen
alleine, sowie nach simultaner Inhibition jeweils leicht erhohte Mcl-1 Genexpressionen
nach 4h (Abb. 11A). Die Abbildung 11B beschreibt die Mcl-1 mRNA-Expression nach
18h. Es lassen sich keine eindeutigen Unterschiede zwischen den mit Serum
behandelten PMN im Vergleich zu den unbehandelten PMN bezgl. der Mcl-1 mRNA-
Expression feststellen. Nach 18 h Inkubation mit SB203580 sowie beide Inhibitoren in
Kombination kam es in der Gruppe der PMN in An-und in Abwesenheit von Patienten-
Serum zu einer signifikanten Abnahme der Mcl-1 mRNA-Expression, die Inhibition
von PI3K hingegen fiihrte nur zu einer leicht verminderten Mcl-1 Genexpression. (Abb.

11B).
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Abbildung 11 | Die Expression von Mcl-1 mRNA in PMN nach Inhibition der p38 sowie der PI3K in An-und
Abwesenheit von Serum von Polytrauma-Patienten nach 4h (A) bzw. 18h (B). PMN gesunder Probanden wurden
isoliert, in RPMI+1% P/S+1% FCS aufgenommen und fiir 20 min mit 40 uM SB203580 (Inhibitor von p38), 25 uM
LY294002 (Inhibitor von PI3K) bzw. in Kombination mit 40 pM SB203580 + 10 pM LY294002 vorinkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 5% FCS bzw. 5% Serum von Polytrauma-Patienten inkubiert. Nach 4h (A) bzw.
18h (B) wurden die Mcl-1 mRNA-Level mittels qRT-PCR bestimmt. (*p<0,05; **p<0,005 ***p<0,001) *beziechen
sich auf die jeweilige Kontrolle (PMN 5% FCS bzw. PMN 5% Polytrauma-Serum); n=3

5.4 Der Einfluss der p38-bzw. PI3K-Inhibition auf die STS-Resistenz
in PMN nach Polytrauma

Die Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass PMN von Polytrauma-
Patienten eine Resistenz gegeniiber der Apoptose-induzierenden Substanz Staurosporin
(STS) aufweisen, die unter anderem mit einer verminderten spontanen Apoptoserate
und einer erhohten Mcl-1 Expression einhergehen (128). Um weiterhin zu klédren, ob
und iiber welche Wege die Kinasen p38 und PI3K an der STS-Resistenz in PMN nach
Polytrauma beteiligt sind, wurden PMN aus gesunden Probanden isoliert, in RPMI +
1% Penicillin/Streptomycin + 1% FCS resuspendiert und je 1 ml mit einer Zelldichte
von 2,5x10° in 24-Well-Platten ausgesit. Die Inhibition der p38 MAPK erfolgte mit
dem Kinase-Inhibitor SB203580 (40 uM). Die Inhibition von PI3K erfolgte mit dem
Kinase-Inhibitor LY294002 (25 uM). Weitere Zellen wurden mit beiden Inhibitoren in
einer Konzentration von 40 uM SB203580 + 10 uM LY294002 simultan behandelt.
Nach 20-miniitiger Inkubation der PMN mit den Kinase-Inhibitoren wurde 5%
Polytrauma-Serum zu den Proben hinzugegeben. Nach 1h Vorinkubation wurden die
Zellen mit 0,2 uM STS behandelt. Wie in Abbildung 12 zu sehen, fiihrt STS, wie
bereits aus Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe bekannt, zu einer verminderten
Apoptoserate in mit Polytrauma-Serum behandelten PMN (Abb. 12). Nach Hinzugabe
der Kinase-Inhibitoren konnte sowohl in An- als auch in Abwesenheit von STS jeweils
eine signifikante Zunahme der Apoptose jeweils im Vergleich zu der entsprechenden
Kontrolle festgestellt werden (Abb. 12). Dieser Effekt ldsst sich am deutlichsten durch
Inhibition mit dem Kinase-Inhibitor LY294002 sowie nach Behandlung mit beiden
Inhibitoren simultan feststellen. Die Apoptoseraten der mit STS-behandelten Proben
blieben jedoch stets unter den Apoptoseraten der unbehandelten Zellen, die STS-

Resistenz konnte durch Inhibition der Kinasen nicht vollstindig aufgehoben werden,
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aber durch die Inhibition der Kinasen konnte dem antiapoptotischen Effekt von STS auf
PMN entgegengewirkt werden (Abb. 12).
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Abbildung 12 | Die Effekte der Kinasen-Inhibition auf die spontane Apoptoserate von PMN nach Behandlung
mit Polytrauma-Serum in An-und Abwesenheit von STS gemessen mittels FACS. PMN gesunder Probanden
wurden isoliert und in RPMI + 1% P/S+1% FCS aufgenommen und fiir 20 min jeweils mit 40uM SB203580, 25uM
sowie in Kombination mit 40 pM SB203580 + 10 uM LY294002 voinkubiert. Zu jedem Well wurde 5% Serum von
Polytrauma-Patienten hinzugegeben und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Ein Teil der Proben wurde anschlieBend mit 0,2
uM STS behandelt. Nach 18h Inkubation wurde die Apoptose mit PI durchflusszytometrisch bestimmt. Es ist jeweils
der prozentuale Anteil der Zellen mit einem sub-G1 Peak dargestellt (entspicht fragmentierter DNA), *beziehen sich
auf die jeweilige Kontrolle (PMN mit STS bzw. PMN ohne STS) (*p<0,05; **p<0,005 ***p<0,001); n=15

Um zu untersuchen, ob die Kinasen p38 und PI3K die STS-Resistenz {iiber die
Einflussnahme auf das Mitochondrium regulieren, wurde das MMP mit dem
Fluoreszenzfarbstoff JC-1 nach Inhibition der Kinasen nach 4h bestimmt. Die Zellen
wurden, wie in den bereits beschriebenen Versuchen isoliert, mit den Kinase-
Inhibitoren (40 uM SB203580, 25 uM LY294002 bzw. 40 uM SB203580 + 10 uM
LY294002) inkubiert und mit 0,2 uM STS behandelt. Nach 4h wurden die Zellen
gesammelt, mit 3uM des Fluoreszenzfarbstoffes JC-1 fiir 1h bei 37C° inkubiert und
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb.13). Es zeigten sich niedrige MMPs in den
beiden Kontrollgruppen (mit STS bzw. ohne STS). Nach Inhibition der SB203580 kam
es sowohl in An- als auch in Abwesenheit von STS zu einer signifikanten Zunahme des
MMPs. Nach der simultanen Inhibition mit SB203580 und LY294002 konnte eine
deutlich signifikante Zunahme des MMP in An- und Abwesenheit von STS festgestellt
werden. Die PMN, die nur mit LY294002 behandelt wurden, zeigten keine signifikante
Zunahme des MMPs nach 4h.
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Abbildung 13 | Die Effekte der Kinase-Inhibition auf das mitochondriale Membranpotenziel (MMP) von PMN
nach Behandlung mit Polytrauma-Serum in An-und Abwesenheit von STS. PMN gesunder Probanden wurden
isoliert, in RPMI + 1% P/S+1% FCS aufgenommen und fiir 20 min jeweils mit 40 pM SB203580, 25 pM sowie in
Kombination mit 40 pM SB203580 + 10 uM LY294002 vorinkubiert. Zu den Zellen wurde 5% Serum von
Polytrauma-Patienten hinzugegeben und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Ein Teil der Proben wurde anschliefend mit je 0,2
uM STS behandelt. Nach 4h wurde das MMP mittels JC-1-Fluoreszenzfarbstoff bestimmt (3 uM JC-1/Probe).
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zunahme des griin-fluoreszierenden Farbstoffes von JC-1 als Indiz fiir die
Depolarisation der Mitochondrien. *beziehen sich auf die jeweilige Kontrolle (PMN mit STS bzw. PMN ohne STS)
(*p<0,05; ***p<0,001) ; n=12

Es sollte weiter untersucht werden, ob die Kinasen an der STS-vermittelten
Stabilisierung des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 in mit Patienten-Serum inkubierten
PMN beteiligt sind. Die Expression des Mcl-1 Proteins wurde jeweils nach 4h und 18h
untersucht (Abb. 14A bzw. 14B). In den beiden Kontroll-PMN (PMN mit bzw. ohne
STS) im Vergleich konnten keine unterschiedlichen Mcl-1 Protein-Level nach 4h
festgestellt werden. Durch die Inhibition der p38 und der PI3K allein kam es zu einer
leichten aber keiner signifikanten Zunahme der Mcl-1 Proteinexpression sowohl in An-
als auch in Abwesenheit von STS. Lediglich die PMN, die mit beiden Inhibitoren
behandelt wurden, zeigten in der mit Polytrauma-Serum behandelten Zellen eine hohere
Proteinexpression, jedoch ohne Signifikanz im Vergleich zu den unbehandelten. Nach
18h wurden keine signifikanten Unterschiede in der Mcl-1 Proteinexpression in beiden
Kontrollgruppen ersichtlich. Auch in den Proben, die mit Kinase-Inhibitoren behandelt
wurden, gab es keine relevanten Unterschiede beziiglich der Proteinexpression von Mcl-
1 sowohl in der Gruppe mit STS als auch in der Gruppe ohne STS jeweils im Vergleich

zur Kontrolle.
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Abbildung 14 | Die Effekte der Kinase-Inhibition auf Mcl-1 Proteinexpression von PMN nach Behandlung mit
Polytrauma-Serum in An-und Abwesenheit von STS. PMN gesunder Probanden wurden isoliert, in RPMI + 1%
P/S+1% FCS aufgenommen und fiir 20 min jeweils mit 40 uM SB203580, 25 uM sowie in Kombination mit 40 pM
SB203580 + 10 puM LY294002 vorinkubiert. Zu jedem Well wurde 5% Serum von Polytrauma-Patienten
hinzugegeben und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Ein Teil der Proben wurde anschlieBend mit je 0,2 pM STS behandelt.
Nach 4h (A) bzw. 18h (B) wurde die Mcl-1 Proteinexpression analysiert. Als Referenz-Gen diente GAPDH. Die

Ergebnisse sind als n-faches der Kontrolle dargestellt. Zusdtzlich wurde jeweils beispielhaft eine représentative

Western blot-Aufnahme abgebildet; n= 6 (A), n=9 (B)
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5.5 Der Effekt der GSK-3-Inhibition auf das Apoptoseverhalten der
PMN

Es sollte weiter untersucht werden, welchen Einfluss die GSK-3 auf das Apoptose-
Verhalten und auf die Mcl-1 mRNA-Level bzw. auf die Mcl-1 Proteinexpression von
PMN hat.

Fiir die Versuche wurden PMN gesunder Probanden aus Vollblut isoliert und je 1ml in
einer Konzentration von 2,5x10° in 24-Well-Platten pipettiert. Da neben der
Apoptoserate und der Expression von Mcl-1 mRNA auch die Mcl-1 Protein-Expression
untersucht werden sollte, wurden die Zellen mit Cycloheximid vorbehandelt, um die
weitere Proteinbiosynthese zu unterbinden. AnschlieBend wurden die Proben mit 0,5uM
bzw. 0,75uM des GSK-3-Inhibitors CHIR 98014 versetzt.

Wie in Abbildung 15 zu sehen, fiihrte die Inhibition von GSK-3 mittels CHIR 98014 zu

einer signifikanten, konzentrationsabhingigen Abnahme der PMN Apoptoserate.
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Abbildung 15 | Der Effekt des GSK-3 Inhibitors auf die Apoptoserate von PMN. PMN gesunder Probanden
wurden isoliert und in RPMI + 1% P/S+5% FCS aufgenommen. Um die weitere Translation zu hemmen wurden die
Proben jeweils mit 9,8 mM Cycloheximid behandelt. Die Proben wurden anschlieend mit 0,5 uM bzw. 0,75 uM des
GSK-3 Inhibitors CHIR 98014 versetzt. Nach 18 h Inkubationszeit wurde die Apoptoserate mit PI
durchflusszytometrisch bestimmt. (*p<0,05; ***p<0,001) n=20
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Um zu priifen, ob die Abnahme der Apoptoserate nach GSK-3 Inhibition auf eine
erhohte Expression von Mcl-1 zuriickzufiihren ist, wurde die Gen- und
Proteinexpression von Mcl-1 untersucht.

Abbildung 16 zeigt die Expression von Mcl-1 mRNA der PMN nach der Inhibition der
GSK-3 mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen von CHIR 98014. Es konnte keine
deutliche Anderung der Mcl-1 mRNA-Level nach Inhibition mit den unterschiedlichen
Konzentrationen nach 4 h (Abb. 16A) festgestellt werden. Nach 18 h (Abb. 16B)
scheint die Inhibition der GSK-3 zu einer vermehrten Mcl-1 mRNA Expression zu

fithren, jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede gesehen werden.
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Abbildung 16 | Die Expression von Mcl-1 mRNA in PMN nach Inhibition der GSK-3 in PMN. PMN gesunder
Probanden wurden isoliert und in RPMI + 1% P/S + 5% FCS aufgenommen. Um die weitere Translation zu hemmen
wurden die Proben jeweils mit 9,8 mM Cycloheximid behandelt. Die Proben wurden anschlieBend mit 0,5 pM bzw.
0,75 uM des GSK-3 Inhibitors CHIR 98014 versetzt. Nach 4h (A) bzw. 18h (B) Inkubationszeit wurde die Mcl-1

Genexpression mittels qRT-PCR bestimmt. Die Ergebnisse sind als n-faches der Kontrolle dargestellt; n=9

Um zu untersuchen, ob die GSK-3 Einfluss auf die Mcl-1 Stabilitit auf Proteinebene
nimmt, wurden die Proben nach 4h bzw. 18h nach Inkubation mit 0,5 uM bzw. mit 0,75
uM CHIR 98014 gesammelt und auf die Mcl-1 Protein-Expression untersucht. Nach 4h
zeigt die Inhibition nahezu keine Anderungen in der Mcl-1-Protein-Expression im
Vergleich zu den Kontroll-PMN (Abb. 17A). Nach 18h fiihrt die Inhibition jeweils zu
einer signifikanten Zunahme der Mcl-1 Proteinkonzentration passend zu der oben

gezeigten Abnahme der spontanen Apoptose (Abb. 17B bzw. 17C).

45



S 1.5
2 2.0
@ s
o n
_ﬂé 1.0 1 g 1.5
2 £
2 &
o © 1.0-
A\ o
o 0.5 -
% 2
S = 0.5
S 2
°® &
=00 T ® 0o
" 1
Kontrolle 0,5 uM 0,75 uM Kontrolle 0,5 uM 0,75 uM
CHIR 98014 CHIR 98014
Mcl-1 (40kDa) — —— — t——— O —
GAPDH (30kDa) ———i
05 0,75 - 0,5 0,75 Inhibitor CHIR 98014 in uM
nach 4h nach 18h

Abbildung 17 | Die Mcl-1 Proteinexpression nach Inhibition der GSK-3 in PMN. PMN gesunder Probanden
wurden isoliert und in RPMI + 1% P/S+5% FCS aufgenommen. Um die weitere Translation zu hemmen wurden die
Proben jeweils mit 9,8 mM Cycloheximid behandelt. Die Proben wurden anschlieend mit 0,5 uM bzw. 0,75 uM des
GSK-3 Inhibitors CHIR-98014 versetzt. Nach 4h (A) bzw. 18h (B) wurde die Mcl-1 Proteinexpression analysiert. Als
Referenzgen diente GAPDH. Die Ergebnisse sind als n-faches der Kontrolle dargestellt. Zusidtzlich ist eine
reprasentative Western Blot-Aufnahme abgebildet (C). (*p<0,05; **p<0,01); n=9
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6 Diskussion

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) nehmen eine bedeutende Funktion
im Immunsystem ein. Als Teil des angeborenen Immunsystems sind sie an der first line
defense gegen Pathogene beteiligt (148). Interessanterweise entfalten PMN ihre
Funktion auch wéhrend sterilen Inflammationen, die durch Gewebeverletzung wie auch
beim Polytrauma entstehen (31). Um den Koérper wihrend eines Polytraumas vor einer
iiberschiefenden Immunantwort zu schiitzen, ist ein Gleichgewicht zwischen
Zelluntergang und Zelliiberleben der PMN von besonderer Bedeutung. Die PMN von
Polytrauma-Patienten weisen ein verlingertes Uberleben auf, was gleichzeitig zu einer
Dysregulation des Immunsystems mit iiberschieBender Immunantwort fithren kann
(88,125,130,149). Ein nicht kontrolliertes Immunsystem einhergehend mit einer
verstarkten proinflammatorischen Antwort kann zu einem systemic inflammatory
response syndrome (SIRS) und/oder einem compensatory anti-inflammatory response
syndrome (CARS) beitragen und als Folge zu einem Multiorganversagen (MOV) fiihren
(150). An der verldngerten Lebensdauer der PMN sind bestimmte Mediatoren (wie z.
Bsp. GM-CSF, G-CSF, IL-1B, sowie TNF-a, IL-4, IL-6, IL-8, IL-15und INF-gamma,
VEGF, Stammzellfaktoren) beteiligt (126,127,129,151-154), die zum Teil auch in
erhohten Konzentrationen im Serum von schwerverletzten Patienten nachgewiesen
werden konnten (127,155-157). Es wurde in Vorarbeiten unserer und anderer
Arbeitsgruppen gezeigt, dass diese Faktoren im Serum von Polytrauma-Patienten auch
das Apopotoseverhalten von PMN gesunder Probanden beeinflussen (88,153). In den
beschriebenen Versuchen fiihrte die Inkubation PMN gesunder Probanden mit Serum-
Pools von Patienten, die ein Polytrauma erlitten haben, zu einer verzogerten spontanen
Apoptose, zu einer Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials (MMP)
und einer damit einhergehenden Stabilisierung von Mcl-1. Die Zellen zeigten zudem
eine Resistenz gegeniiber der Apoptose-induzierenden Substanz Staurosporin (STS)
(88,153). Zu den an der Apoptose-beteiligten Siganlkaskaden gehdrt neben anderen
auch der p38 MAPK Signalweg sowie die PI3K/Akt-Signalkaskade (158,159). Die
genauen intrazelluldiren Mechanismen sind komplex, eine weitere Aufklarung der

Apoptoseresistenz in PMN war Ziel dieser Arbeit.
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Aufklarung des Apoptoseverhaltens von PMN nach Polytrauma und
die Bedeutung der Kinasen p38 und PI3K

Der p38 MAPK Signalweg und der Einfluss auf das Zelliiberleben ist komplex und
weiterhin nicht vollstindig geklirt. Es gibt Hinweise, dass die p38 die Apoptose durch
die Phosphorylierung proapoptotischer Proteine der Bcl-2 Familie induziert (86), andere
Studienergebnisse wiederum zeigen, dass die p38 beispielsweise iiber eine
Phosphorylierung von Caspasen antiapoptotischen Einfluss auf die Zellen nimmt (85).
Fir die abweichenden Funktionsmuster der p38 gibt es unterschiedliche
Erklarungsansitze. Die p38 lassen sich in vier Isoformen (p38 o/B/y/d) einteilen
(74,160—-163). Die Isoformen der p38 werden unterschiedich stark in den verschiedenen
Zellen exprimiert, weisen somit eine gewisse Gewebespezifitit auf. So konnte in PMN
p38a und p386 (76,77), in Driisengewebe p386 und in Skelettmuskel p38y identifiziert
werden (164). Jede der Isoformen wird zum einen durch unterschiedliche Mechanismen
reguliert, zum anderen weist jede Isoform auch eine unterschiedliche Substratspezifizit
auf. Die p38a ist die am besten untersuchte Isoform und ihr werden abhingig vom
Gewebe, in dem sie exprimiert wird, unterschiedliche Funktionen zugeordnet (165). Die
p38a in PMN scheint an der Biosynthese der Zytokine IL-1, IL-6 (70) und TNF-alpha
(166) beteiligt zu sein. Diese Zytokine sind bekannt fiir ihre proinflammatorische
Funktionen und bekanntlich stehen auch diese Zytokine mit einer verzogerten Apoptose
in Verbindung, was die antiapoptotische Funktion der p38 in PMN nach Polytraum
untermauert (127,167). Eine Untersuchung der p38 hinsichtlich des Apoptoseverhaltens
in mit Serum-behandelten PMN weisen darauf hin, dass die p38 an den
antiapoptotischen Funktionen beteiligt ist. Die Inhibition der p38 Kinasen konnte
gemessen an der spontanen Apoptose dem Serum-vermittelten antiapoptotischen Effekt
entgegenwirken. Dies ist im Einklang mit Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe an HL-60
Zellen, einer humanen myeloiden Leukdmie-Zelllinie (168).

Mehr Klarheit scheint es hinsichtlich der PI3K und beziiglich ihres Apoptoseverhaltens
zu geben. Dass die PI3K antiapoptotischen Einfluss auf Zellen nimmt, konnte erstmals
1995 von zwei Forschergruppen an PC-12 Zellen und IL-3-dependent MC/9 Zellen
gesehen werden (169,170). Durch eine gezielte Inhibition der PI3K durch den
spezifischen Kinaseinhibitor LY294002 in unseren Versuchen, konnte auch in PMN
eine Zunahme der Apoptose gesehen werden, so dass die PI3K auch in mit Polytrauma-

stimulierten PMN eine antiapopotische Funktion tibernimmt. Ein bekannter Weg der
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Vermittlung erfolgt {iber die Akt, welche z.B. iiber Stabilisierung des antiapoptotischen
Proteinen Mcl-1 zu einer verlingerten Uberleben der Zellen fiihrt (171). Somit deuten
die Ergebnisse dieser Arbeit zundchst darauf hin, dass sowohl die p38 als auch die PI3K
antiapoptotische Funktionen in PMN nach Polytrauma iibernehmen.

Insgesamt fallt bei den Ergebnissen beziiglich der prozentualen Apoptoserate jedoch
auch auf, dass die Inhibition der PI3K durch LY294002 der Serum-vermittelten
Apoptoseresistenz stirker entgegenwirkt, als die Inhibition der p38 durch SB203580.
Einen moglichen Erkldrungsansatz hierfiir konnte der strukturelle Unterschied der
Aminosduresequenz der jeweiligen Isoformen der p38 darstellen, weshalb der Einfluss
weniger stark ausgeprdgt ist. Es ist bekannt, dass alle Isoformen der p38 mit ihren
Aminosduresequenzen zu einem gewissen Prozentsatz {ibereinstimmen, wobei die p38a
und p38P zu 75% in ihrer Aminosduresequenz iibereinstimmen, die p38y und p38o
zueinander eine 70% Ubereinstimmung aufweisen, jedoch mit der a-Isoform nur 62%
bzw. 61% identisch sind (172,173). Es ist bekannt, dass der Inhibitor SB203580 nur die
Isoformen p38a und p38P inhibiert, jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitdt von p38y
und p383 nimmt (174). Thr'®, eine Aminosire in der ATP-bindenden Tasche von p38a
und p38P interagiert mit einem Fluor-Atom von SB203580, was dem Inhibitor
ermoglicht, mit Histamin'”” und Leucin'® zu interagieren und als Folge die Bindung
von ATP verhindert. p38y und p386 exprimieren an dieser Stelle ein Methionin,
welches eine lidngere Seitenkette besitzt und die Bindung des Inhibitors dadurch
verhindert (175). Diese partielle Inhibition von nur zwei der vier Isoformen sowie das
Wissen, dass in PMN nur die Isoformen p38a und p383 exprimiert werden, wére eine
mogliche Erkliarung fiir die stirkere Aufhebung der Apoptose durch die PI3K.
Demgegeniiber konnte weiter durch die Versuche dieser Arbeit mit Messungen des
MMP gesehen werden, dass durch Inhibition der p38 eine Zunahme der spdten
Apoptose induziert werden kann, nicht jedoch durch die PI3K Inhibition. Dies deutet
auf eine primédr nicht {iber Mitochondrien vermittelte antiapoptotische Regulation der
PI3K hin. BekanntermaBen reguliert die PI3K unter anderem iiber Regulation der Akt
die Expression von Mcl-1 und somit das Apoptoseverhalten (176), so dass im Rahmen
dieser Arbeit auch die Funktion von Mcl-1 in PMN weiter untersucht wurde und im

Folgenden diskutiert wird.

49



Das antiapoptotische Protein Mcl-1 als zentrales Protein in PMN nach

Polytrauma und die Regulation durch Kinasen

Neben den proapoptotischen Bcl-2 Mitgliedern Bax, Bad und Bok ist auch das Bcl-2
Mitglied Mcl-1 am Zelliiberleben beteiligt (66). Ein hoher Anteil an Mcl-1-Protein
korreliert mit einem verlingerten Uberleben der PMN, geringere Konzentrationen mit
einer erhohten Apoptoserate (177). So zeigte Opferman et al. in einem Mausemodel,
dass eine Deletion von Mcl-1 in frithen Differenzierungsstadien von Lymphozyten zu
einer Zunahme der Apoptose fiihrt (178). Ahnliche Ergebnisse konnten im Rahmen von
Voruntersuchungen in unserer Arbeitsgruppe in HL-60 Zellen gesehen werden, in denen
hohe Mcl-1 Proteinlevel mit einer verzdgerten Apoptose korrelierten (168). Die
vermehrte Ausschiittung von Wachstumsfaktoren sowie proinflammatorischer Zytokine,
wie auch bei einem Polytrauma, fiihrt zu einer Anderung der Stabilitéit des Proteins
Mcl-1 (88,179). Es konnten bereits unterschiedliche auf Mcl-1 Einfluss-nehmende
Serum-Faktoren identfiziert werden, u.a. GM-CSF und IL-1 (120,126). In einer
weiteren Versuchsreihe aus unserer Arbeitsgruppe konnte das Akut-Phase-Protein
alpha-1-Antitrypsin als einer der Vermittler der antiapoptotischen Wirkung in PMN
nach Polytrauma identifiziert werden (147).

Es ist von Interesse, ob die antiapoptotische Funktion der Kinasen in PMN nach
Polytrauma iiber Mcl-1 vermittelt wird und ob eine gezielte Inhibition moglich ist.
Zunichst ist bekannt, dass die Regulation der Expression von Mcl-1 auf verschiedenen
Ebenen erfolgen kann. In der Literatur werden sowohl transkriptionsabhéngige,
translationsabhdngige als auch posttranslationale Regulationsmechanismen der
Apoptose beschrieben (113,180). Eine Untersuchung der Genexpression von Mcl-1 im
Rahmen der durchgefiihrten Versuche deutet darauf hin, dass der Einfluss auf die
Apoptose in PMN durch die p38 auch iiber die Mcl-1 Genexpression vermittelt wird,
was die Ergebnisse der Genexpression der PMN +/- Serum nach 18 h zeigen. Nach
einer Inkubationszeit von 18h nach Inhibition konnte passend zu der Zunahme der
Apopotserate eine verminderte Mcl-1 mRNA Expression gesehen werden. Der
stabilisierende Effekt scheint erst nach einer Inkubationszeit von 18h einzutreten. Nach
4 h konnte nach Inhibition der jeweiligen Serum-behandelten und Serum-unbehandelten
Zellen sogar eine Zunahme der Mcl-1 mRNA-Expression gesehen werden. In der
frithen Phase scheint der durch p38 Inhibition induzierte apoptotische Effekt, wie es in
der Messung der spontanen Apoptose gemessen werden konnte, demnach iiber andere
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Mechanismen reguliert zu werden. Passend zu diesen Ergebnissen konnten andere
Arbeitsgruppen in Tumorzellen u.a. die Zytokine IL-3 und GM-CSF als Mcl-1
transkriptionsinduzierende Mediatoren identifizieren (113). Wang et al. zeigte in einer
pro-B-Zelllinie, dass eine IL-3 induzierte Aktiverung des p38 Signalweges iiber die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors PU.1 zu einer Aktivierung der Mcl-1
Transkription fiihrt (181). Ahnliche Wege iiber die Transkription antiapoptotischer
Proteine wiren also auch fiir PMN denkbar. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in
PMN zum Beispiel die Transkriptionsfaktoren NfkB und CREB an einer vermehrten
Transkription von proinflammatorischen Zytokinen beiteiligt sind (182), eine
Identifizierung moglicher Transkriptionsfaktoren und deren Funktion in PMN nach
Polytrauma konnte im Rahmen zukiinftiger Arbeiten zu einer weiteren Aufkldrung
beitragen.

Weiter konnte in den Versuchen zwar ein leichter, jedoch nicht signifikanter Einfluss
der PI3K-Inhibition auf die Mcl-1 Genexpression in Serum-behandelten PMN sowie in
unbehandelten PMN gesehen werden. Ergebnisse andere Forschungsgruppen weisen auf
eine Regulation von Mcl-1 mRNA {iber die PI3K hin. Zum Beispiel zeigte eine
Forschergruppe in einer pro-B-Zellen, dass die Aktivierung der PI3K-Signalkaskade
von IL-3 zu einer Hochregulation von Mcl-1 mRNA fiihrt. Hier konnte ebenfalls der
CREB-2 bindende Komplex als Transkriptionsfaktor identifiziert werden (181). Auch
der Einfluss von PI3K auf STAT3 konnte breits gezeigt werden (183), so dass eine
Regulation von Transkriptionsfaktoren {iber die Kinasen auch in PMN denkbar wire.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass die Apoptose in PMN nach Polytrauma
zwar iiber Genexpression durch die p38 und weniger stark durch die PI3K beeinflusst
wird. Es konnte jedoch kein Unterschied zwischen den unbehandelten PMN gegeniiber
den mit Polytrauma-behandelten Zellen gesehen werden.

Insgesamt muss bei der Interpretation der Ergebnisse hinsichtlich Effekt und der
teilweise nur geringen Unterschiede zwischen mit und ohne Polytraumaserum
behandelten PMN beziiglich Apoptose und/oder die Mcl-1 Genexpression bedacht
werden, dass es sich bei PMN um eine sehr vulnerable, sensible Zellreihe handelt. Als
Zellen der frithen Immunantwort sind sie stdndig in Bereitschaft und miissen umgehend
auf Stimuli reagieren. Durch das Priming werden sie in erhohte Bereitschaft versetzt,
schnell auf Pathogene und andere duBlere Einflussfaktoren zu reagieren (20). Eine
Isolation der Zellen aus gesunden Probanden birgt potenziell die Gefahr, dass wéhrend

des Isolationsprozesses ein Priming bzw. eine Aktivierung induziert wird und somit
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zum Beispiel die Ausschiittung der Granula mit unter anderem proinflammatorischen
Zytokinen induziert wird (40). Daher ist denkbar, dass der Unterschied zwischen mit
und ohne Serum behandelten PMN falsch niedrig ausfallt.

Weiter ist bekannt, dass Mcl-1 Spaltprodukte als proapoptotische Proteine fungieren
konnen (116). Hier wire auch eine Regulation {iber Spaltprodukte denkbar. In Mcl-1-/-
Knockout Miusen konnte in Versuchen durch GM-CSF dem Effekt der erhdhten
Apoptose teilweise entgegengewirkt werden, so dass vermutet wird, dass
antiapoptotische Proteine wie Al an Stelle von Mcl-1 rekrutiert werden konnen, die
dann bei Abwesenheit von Mcl-1 antiapoptotische Funktionen tibernehmen (184).
Neben einer transkriptionsabhdngigen Regulation der Mcl-1 Expression sind auch
posttranslationsabhéngige Regulationen von Mcl-1 beschrieben. In einer Vorarbeit
konnte eine Proteasom als auch Caspasen-abhingige Beteiligung an der
Apoptoseresistenz gezeigt werden- eine Polyubiquitinierung von Proteinen fiihrt zu
einem Abbau von diesen in Proteasomen (168). Auch Nijhawan et al. zeigte dass UV-
Bestrahlung von HeLa-Zellen zu einem Abbau von Mcl-1 iiber das Proteasom fiihrt
(185). Im Verlauf konnte die E3 ubiquitinin-ligase (MULE) als ein fiir die
Polyubiquitinierung verantwortliches Enzym identifiziert werden (186). Eine
weiterfliihrende Untersuchung der Rolle der Kinasen und der posttranslationsabhdngigen

Regulation ist ein moglicher Ansatz weiterer Untersuchungen.

Die GSK-3 iibernimmt apoptotische Funktion in PMN

Initial wurde die GSK-3 als Protein identifizert, welches an der Regulation der
Glykogen-Synthese beteiligt ist (187). Weiterhin zeigte sich, dass die GSK-3 eine
Vielzahl an Zielsubstraten hat und somit nicht nur Einfluss auf den Metabolismus
nimmt, sondern auch auf die Zellstruktur, die Genexpression und die Apoptose (188).
Die Funktionen der GSK-3 sind insgesamt komplex, die Regulationsmechanismen nicht
vollstindig gekldrt. Vor allem die Funktion in der Apoptoseregulation wird in der
Literatur als ,,paradox* beschrieben. Abhingig vom Apoptoseweg (extrinsisch vs.
intrinsisch) induziert bzw. inhibiert die GSK-3 die Apoptose. Eine proapoptotische
Funktion wird ihr im Rahmen der Aktivierung des intrinsischen Apoptoseweges
zugesprochen, wohingegen ihr Funktion im extrinsischen Apoptoseweg antiapoptotisch
zu sein scheint (189). Auch die unterschiedlichen Isoformen (o und P) zeigen
unterschiedliche Funktionen. In PMN wird vor allem die Isoform GSKa exprimiert
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(109). Ein bekannter Weg der Regualation der Kinase ist der PI3K-Signalweg (190),
weshalb untersucht werden sollte, welche Funktion und die GSK-3 in PMN iibernimmt.
Es konnte durch die Versuche dieser Arbeit gezeigt werden, dass die GSK-3 in PMN
apoptotisch wirkt. Frilh konnten Insulin oder Wachstumsfaktoren als Mediatoren
identizifiziert werden, die zur Phosphorylierung von Akt fiihren, welche wiederum
durch Phosphorylierung der GSK-3 an Serinresten zu deren Inaktivierung fiihrt. Diese
Vorginge bewirken ein verléngertes Zelliiberleben (191-193).

Eine mogliche Regulation erfolgt auf Proteinebene iiber das antiapoptotische Protein
Mcl-1. Bei fehlenden Stimuli (wie z.B. Insulin, Wachstumsfaktoren) befindet sich die
GSK-3 in aktivem Zustand, was zu einer Phosphorylierung von Mcl-1 und als Folge zu
einem Abbau in Proteasomen flihrt (192-194). Hierzu passend korrelierte in den
Versuchen die Expression des Proteins gemessen nach 18 h invers mit der Apoptoserate
nach Hemmung der GSK-3. Also kann auch in unstimulierten PMN der GSK-3
apoptotische Funktion iiber Regulation des Proteins Mcl-1 zugesprochen werden. Die
GSK-3 reguliert bekanntlich auch eine Reihe an Transkriptionsfaktoren, wie NfkB oder
CREB (194). Auf Genebene konnte nach Inhibition zwar eine Zunahme der Mcl-1
Transkripte gesehen werden, jedoch war diese nicht signikant. Somit ldsst sich
annehmen, dass eine Regulation der Transkription prinzipiell moglich ist,
posttranskriptionelle Regulationsmechanismen konnten aber vermutlich eine grofere

Rolle spielen.

Staurosporin-Resistenz in PMN nach Polytrauma, mogliche

Regulationsmechanismen

Staurosporin (STS) gehort zur Gruppe von Induktoren der intrinsischen Apoptose. Die
genauen Mechanismen sind bis heute nicht eindeutig geklért. Zunichst konnte STS als
Inhibitor der Protein-Kinase C identifiziert werden (195,196). Im Verlauf wurde
herausgefunden, dass STS ein nicht-selektiver Inhibitor einer Vielzahl von Kinasen ist
(197). Vorarbeiten zu dieser Arbeit zeigten, dass PMN polytraumatisierter Patienten
eine STS-Resistenz aufweisen, die mit einer verzdgerten Apoptose einhergeht (88,128).
Es konnte in den Versuchen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Apoptose-Resistenz
durch die Inhibition p38 und PI3K entgegengewirkt werden kann, die STS-Resistenz
konnte aber nicht vollstindig aufgehoben werden. Gleichzeitig ergab sich auch in der

Kontrollgruppe eine Zunahme der Apoptose nach Inhibition der Kinasen, so dass aus
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diesen Ergebnissen eine Regulation der spontanen Apoptose durch diese Kinasen
abgeleitet werden kann. Dariliber hinaus konnte gesehen werden, dass der PI3K-
Signalweg stirkeren Einfluss auf die spontane Apoptose zu nehmen scheint. In
Vorversuchen der Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass die STS-Resistenz mit
einer anhaltenden Aktivitit der Akt und einer verminderten Mcl-1 Degradation
einhergeht, was den stirkeren Einfluss durch die PI3K bezogen auf die spontane
Apoptose letztendlich erklidren konnte (168). Scarlett et al. haben zudem gezeigt, dass
der Einfluss von STS {iiber den mitochondrialen Signalweg vermittelt wird (198). Die
STS-induzierte spontane Apoptose ging in diesen Versuchen passend zu den
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe mit einer mitochondrialen Hyperpolarisation, einer
vermehrten Freisetzung von Cytochrom ¢ sowie einer vermehrten Caspase-3
Aktivierung einher, die alle Substrate des PI3K/Akt-Signalweges sind (198).
Demgegeniiber zeigte sich bei der frithen Apoptose mittels Messung des MMPs eine
signifikante Zunahme durch Inhibition des p38 MAPK Signalweges. Durch simultane
Inhibition fiel der Effekt noch stirker aus. Interessanterweise konnte der STS-Resistenz
durch die alleinige Inhibition der PI3K in der frithen Phase in beiden Zellreihen nicht
entgegengewirkt werden.

Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die partielle Aufthebung der Resistenz konnte das
Protein Bcl-2 bieten. Es ist bekannt, dass die Uberexpression von Bcl-2 protektiven
Einfluss auf die STS-induzierte Apoptose ausiibt (199), der Apoptoseinduktion somit
entgegenwirkt. Die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir PMN bleibt jedoch unklar, zumal
es unterschiedliche Ergebnisse gibt, ob Bcl-2 Proteine in PMN iiberhaupt exprimiert
werden (200). Weiter konnte STS in chemotherapeutika-resistenen Jurkat-Zellen die
Apoptose induzieren, was auf einen Mitochondrien unabhiangigen Weg hindeutet (201).
Die vollstindige Klidrung der STS-Resistenz in PMN nach Polytrauma bleibt
abschlieBend unklar. Das Verstindnis der STS-Resistenz in Neutrophilen Granulozyten
von Patienten nach Polytrauma ist sicherlich auch fiir weitere Forschungsschwerpunkte
interessant. So konnte STS z.B. bereits erfolgreich experimentell in Tumorzellen

Apoptose induzierend eingesetzt werden (202).
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Limitierende Faktoren/ Einschrankungen

Im Rahmen unserer Studie wurden isolierte PMN aus dem peripheren Blut von
freiwilligen Spendern mit Serum-Pools von Patienten nach Polytrauma inkubiert. Es ist
bekannt, dass die Funktion von PMN durch viele endogene und exogene Faktoren
beeinflusst werden kann. Wie bereits oben erwadhnt, miissen PMN als Teil der frithen
Immunantwort unmittelbar auf Reize/Stimuli reagieren. Volk et al. zeigten, dass
beispielsweise TNF-a zu einem Primimg der PMN fiihrt, durch das diese in einen
Zustand der erhohten Bereitschaft auf weitere Stimuli gebracht werden (20,40). Als
Folge kann eine inflammatorische Antwort beispielsweise allein durch eine Isolation
der Zellen induziert werden, welches dadurch Einfluss auf das Apoptoseverhalten haben
konnte.

Ein weiterer Einflussfaktor, der das Verhalten der PMN beeinflusst, ist das Alter der
Spender (203). Die Apoptose von PMN junger Spender wird durch die Substrate GM-
CSF, LPS, G-CSF, IL-2, IL-6 herabgesetzt, bei PMN élterer Spender fiel der Effekt
deutlich geringer aus (203,204). Offenbar ist also der Einfluss proinflammatorischer
Zytokine auf das Apoptoseverhalten der PMN abhingig vom Alter der Spender. In
dieser Studie wurden Spender unterschiedlichen Alters verwendet, so dass ein dadurch
bedingtes unterschiedliches Apoptoseverhalten nicht auszuschlieen ist.

AuBerdem haben andere Arbeitsgruppen gezeigt, dass das Verhalten von PMN durch
weitere exogene Faktoren stark beeinflusst werden kann. Vor allem langjdhriges
Rauchen fiihrt zu vielfdltigen Verdnderungen. Es konnte u.a. ein Anstieg der weillen
Blutzellen im peripheren Blut und phinotypische Verdnderungen wie eine Zunahme
von L-Selectinen auf der Zelloberfliche von PMN nachgewiesen werden (205). Dieser
Mechanismus wird auch mit der Entwicklung chronischer Lungenerkrankungen in
Verbindung gebracht (206). Ergdnzend zeigen Ergebnisse, dass Nikotin dosis-abhéngig
zu einem verlingerten Uberleben der PMN fiihren kann (207).

PMN gehoren zur first line defense, eine schnelle Immunantwort muss gewdéhrleistet
sein. Studien zeigen, dass u.a. hypoxische Zustinde iiber die Hochregulation des
antiapoptotischen Proteins Mcl-1 zu einer verzogerten Apoptose der PMN fiihren (180).
Ein weiterer Einfluss auf die Aktivierung der PMN kann durch die vendse Stauung
durch die Blutentnahme induziert werden. Eine durch die Stauung erhdhte Stase konnte
zu einer erhohten Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren fithren und die

Aktivierung der PMN induzieren (208).
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Auch die Isolationsverfahren haben potenziell Einfluss auf die Aktivierung und
Funktion der PMN. Zahler und seine Kollegen zeigten, dass die in der vorliegenden
Studie verwendete Percoll-Isolation keine reine PMN-Population gewéhrleistet. Es
zeigte sich z.B. eine Verunreinigung mit Eosinophilen und ein Einfluss auf das
Zelliiberleben durch die proinflammatorische Funktion der Eosinophilen ist denkbar
(209).

Insgesamt ldsst sich also sagen, dass das Apoptoseverhalten von vielen Faktoren
abhéngig ist, was bei der Interpretation der Ergebnisse von Versuchen mit PMN stets

beriicksichtigt werden sollte.
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Zusammenfassung, Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Regulation der Apoptose ist ein komplexer Vorgang, an dem eine Vielzahl von
Stimuli, Signalkaskaden und Proteinen beteiligt sind. In dieser Arbeit konnte die
Relevanz der p38 und PI3K in PMN nach Polytrauma sowie die Funktion der GSK-3 im
Apoptoseverhalten von PMN néher untersucht werden. Eine exakte Regulation der
Apoptose stellt eine Herausforderung im Management von Patienten mit Polytrauma
dar. Ein Ungleichgewicht von pro- und antiapopotischen Signalen kann das Uberleben
von Patienten mit Polytrauma wesentlich beeinflussen. Ahnlich Dysregulationen der
Apoptose sind aus der Onkologie bekannt. Bestandteil der aktuellen Forschung sind vor
allem Inhibitoren der antiapoptotischen intrazelluldren Proteine. Das Protein Mcl-1
nimmt hier als antiapopotisch wirkendes Protein einen besonderen Stellenwert ein. Eine
Uberexpression konnte in veschiedenen Tumorarten wie z.B. dem Prostata-Karzinom
(210), dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) (211) oder dem
Hepatozelludirem Karzinom (212) gefunden werden. Anfang 2000 standen small-
molecule Inhibitoren als therapeutische Option im Fokus der Forschung. Die
Forschergruppe um Oltersdorf konnte mit dem Inhibitor ABT 737, der an BCL-2 sowie
Bcl-Xy bindet, deren Interaktion mit den proapoptotischen Proteine Bax, Bak und Noxa
und damit der antiapoptotischen Wirkung entgegensteuern. Hier scheint auch das
Protein Mcl-1 beteiligt zu sein, welches nur schwach von ABT 737 gebunden wird und
demnach zu einer erhohten Expression von Mcl-1 in Tumorzellen fiihrt. Mcl-1 weist
somit eine verminderte Sensitivitidt gegeniiber dem Inhibitor auf (213). Des weiteren
haben in den letzten Jahren Inhibitoren der PI3K immens an Bedeutung in der
Tumortherapie gewonnen. So wurde bereits ein PI3K Inhibitor unter anderem als
Zweitlinientherapie in Kombination mit Rituximab oder Ofatumumab bei CLL
zugelassen (215), weitere mogliche Zulassungen werden an diversen weiteren
Tumorarten erforscht (214). In Bezug auf die Therapie der Sepsis fdllt auf, dass ein
Schwerpunkt auf dem klinischen Management wéhrend der Sepsis gelegt wird. Jedoch
bieten die aktuellen Erkenntnisse aus der Tumorforschung eventuell in naher Zukunft
auch Chancen fiir die Sepsisforschung und Sepsistherapie. Stets ist das Ziel, die
schweren Verldufe nach Polytrauma mit hoher Sterblichkeit der Patienten glinstig zu

beeinflussen.
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