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Vorwort

Bei der aktuellen Arbeit handelt es sich um eine kumulative Dissertation, welche die
Ergebnisse meiner Untersuchung zu zellularer und subzellularer Lokalisation sowie
Sekretion und Regulation des antioxidativen Enzyms Peroxiredoxin 4 im
physiologischen und pathophysiologischen Kontext zusammenfasst. Die
Veroffentlichung einer Auswahl der Resultate erfolgte in nachstehenden
Publikationen:
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peroxiredoxin-4 independently predict mortality in patients with nonspecific
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Darlber hinaus bezieht sich die vorliegende Dissertation auf Ergebnisse, die in
Abstractform prasentiert wurden:
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1 Abstract

Die Friherkennung schwerer Krankheitsverlaufe kann erheblich zur Anpassung der
Therapie und zur Verringerung von Mortalitatsraten beitragen, ist nicht zuletzt
aufgrund des Mangels geeigneter Biomarker jedoch oftmals nur unzureichend
moglich. Es wird angenommen, dass oxidativer Stress als Zeichen eines
Ungleichgewichtes zwischen reaktiven Sauerstoffspezies und Antioxidantien vielfaltig
in Krankheitsgeschehen involviert ist. Derzeit besteht Uneinigkeit Uber die
Lokalisation und Funktion des antioxidativen Enzyms Peroxiredoxin 4 (Prx4),
welches als mdglicher Biomarker flr oxidativen Stress infrage kommt.

Zum quantitativen Nachweis von Prx4 wurde daher zunachst ein sensitiver
Chemilumineszenz-lImmunoassay entwickelt und validiert. Im Serum Gesunder
wiesen Frauen leicht hohere Prx4-Konzentrationen auf als Manner. Auf der
Intensivstation waren erhohte Prx4-Serumwerte in Sepsis-Patienten mit dem
Schweregrad und der Mortalitat assoziiert und zeigten Korrelationen mit gangigen
klinischen Punktesystemen (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I,
APACHE II; Sequential Organ Failure Assessment, SOFA) anderen antioxidativen
Substanzen (Albumin, Bilirubin), Infektions- (Procalcitonin) sowie Entzindungs-
parametern (C-reaktives Protein, Interleukin-6). Auch bei Patienten, welche mit
unspezifischen Beschwerden in die Notaufnahme kommen und in der Regel ein
hohes Alter, viele Begleiterkrankungen sowie eine umfangreiche medikamentése
Behandlung aufweisen, zeigte Prx4 einen von Alter, Geschlecht, klinischen
Punktesystemen (Charlson Comorbidity Index, CCI; Activities of Daily Living, ADL)
und Krankenhausentlassung unabhangigen kurzzeitprognostischen Nutzen und
ermoglicht dem behandelnden Notaufnahmearzt damit eine Risikostratifizierung der
Patienten und eine verbesserte Ressourcenallokation.

Neben dem Nachweis von Prx4 in der Zirkulation konnte das Enzym in Epithelzellen
intrazellular in Kompartimenten des klassischen Sekretionsweges sowie extrazellular
im Kulturmedium lokalisiert werden und wird folglich als sezerniertes Protein
eingeschatzt. Die ansteigende Prx4-Sekretion durch Behandlung von MDCK1-Zellen
mit Wasserstoffperoxid unterstitzt die im Weiteren zu validierende Annahme, dass
die deutlich erhdhten Prx4-Serumwerte in erkrankten Individuen auf vermehrten
oxidativen Stress zurtckzufuhren sind.



2 Einleitung
2.1 Oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden in allen aeroben Lebewesen unter
physiologischen Bedingungen gebildet, passiv als Nebenprodukt der Atmungskette in
den Mitochondrien oder aktiv durch Immun- und andere Zellen, um eindringende
Pathogene zu zerstoren und Signale weiterzugeben. Wasserstoffperoxid, selbst ein
schwach oxidatives Molekul, wird durch Superoxiddismutase aus dem Superoxid-
Radikal gebildet und kann anschliefend in der Fenton-Reaktion weiter zu dem
hochreaktiven Hydroxyl-Radikal umgewandelt werden (Rhee et al. 2005). Da ROS in
aller Regel unspezifisch mit Makromolekulen in ihrer Umgebung reagieren, haben
Organismen verschiedene antioxidative Schutzmechanismen entwickelt, welche
zelleigene Molekule vor dieser schadigenden Wirkung bewahren und ein Redox-
Gleichgewicht aufrecht erhalten. Diese Schutzmechanismen umfassen antioxidative
Enzyme wie  Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase, Katalase oder
Peroxiredoxine (Prx) und nicht-enzymatische Substanzen wie Albumin, Bilirubin und
Thioredoxin. Viele Krankheiten, inklusive dem normalen Alterungsprozess, sind
dadurch gekennzeichnet, dass diese sensible Balance gestort ist und mehr ROS
gebildet werden als durch korpereigene Antioxidantien entfernt oder abgebaut
werden konnen (Dalle-Donne et al. 2006; Giustarini et al. 2009; Valko et al. 2007).
Dieser Zustand wird als oxidativer Stress bezeichnet und kann durch den Nachweis
von reaktiven Spezies und deren oxidierten Produkten (z.B. Nitrit/Nitrat-
Plasmaspiegel) sowie durch Detektion von Antioxidantien (z.B. Thioredoxin, totale
antioxidative Kapazitat) gemessen werden.

2.2 Peroxiredoxine

Peroxiredoxine sind eine vergleichsweise spat entdeckte Familie ubiquitar
exprimierter, Thiol-abhangiger Peroxidasen, die durch Abbau von Peroxiden zur
Verminderung von oxidativem Stress beitragen und in verschiedene zellulare
Signalprozesse, Apoptose, Zelldifferenzierung und -proliferation involviert sind (Rhee
et al. 2005; Wood et al. 2003). Saugetier-Prx unterteilen sich in sechs Isoformen
(Prx1-6), welche in unterschiedlichen subzellularen Kompartimenten zu finden sind.
Vertreter der Gruppe typischer 2-Cys-Prx (Prx1-4) werden als obligate Homodimere
beschrieben, deren Untereinheiten durch Disulfidbricken zwischen konservierten
Cysteinresten miteinander verbunden sind (Rhee et al. 2005; Wood et al. 2003). An
der katalytischen Reaktion sind der bedingt Losungsmittel-zugangliche peroxidative
Cysteinrest im aktiven Zentrum (Position 124 in Prx4) der einen und ein
regenerierender Cysteinrest (Position 245 in Prx4) aus dem beweglichen C-Terminus
der anderen Untereinheit beteiligt. Im Verlauf der Katalyse wird der peroxidative
Cysteinrest oxidiert und bildet eine Disulfidbricke mit dem regenerierenden
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Cysteinrest (Abb. 1). Die Reduktion erfolgt durch zellspezifische Disulfid-
Oxidoreduktasen und deren Kofaktoren Thioredoxin oder Glutathion (Rhee et al.
2005; Wood et al. 2003).

SOH

Abb. 1 Abbau von Wasserstoffperoxid durch Peroxiredoxin 1-5

Das wahrend der Katalyse oxidierte Peroxiredoxin (Prx) wird durch das Thioredoxinreduktase (TrxR)-
oder Glutathionreduktase-System regeneriert. Fir 2-Cys-Prx (Prx1-4) erfolgt die Bildung einer
Disulfidbindung zwischen benachbarten Untereinheiten, flir Prx5 innerhalb der gleichen Untereinheit.

Im Fall einer inaktivierenden Uberoxidation aufgrund hoher lokaler
Peroxidkonzentrationen werden 2-Cys-Prx energieabhangig durch Sulfiredoxin
reaktiviert (Woo et al. 2005). Der oligomere Status typischer 2-Cys-Prx (Dimer,
ringférmige Anordnung von funf Dimeren zu einem Dekamer oder Multimere hoherer
Ordnung) verandert sich redox-abhangig (Wood et al. 2002) und wurde kurzlich als
transkriptionsunabhangiger Mechanismus des zirkadianen Rhythmus identifiziert
(O'Neill et al. 2011). Es wird vermutet, dass die Dimer-Dimer-Verbindung durch
hydrophobe = Wechselwirkungen und eventuell zusatzlich stabilisierende
Disulfidbricken zwischen nicht-katalytischen Cysteinresten gebildet wird (Lee et al.
2007; Tavender et al. 2008; Wood et al. 2003).

2.2.1 Peroxiredoxin 4

Fur alle Prx-lsoformen wurden Veranderungen der Expression (Bast et al. 2010;
Brixius et al. 2007; Cha et al. 2009; Diet et al. 2007; Dreja et al. 2010; Jarvela et al.
2010; Karihtala et al. 2003; Pylvas et al. 2010; Xie et al. 2008) und des
Oxidationsstatus (Cordray et al. 2007; Diet et al. 2007; Jamaluddin et al. 2010;
Lehtonen et al. 2004; Mitsumoto et al. 2001; O'Flaherty et al. 2011; Rabilloud et al.
2002; Tavender et al. 2010) sowie teilweise der subzellularen Lokalisationen (Cha et
al. 2000; Matte et al. 2010; Rocha et al. 2009) im Zusammenhang mit verschiedenen
Erkrankungen (z.B. Herzversagen, Krebs, Diabetes, Storung der Hamoglobin-
Synthese), oxidativer und inflammatorischer Stimuli beschrieben, deren vollstandige
Nennung an dieser Stelle zu weit fiihren wiirde (siehe Uberblick fir Prx4 in Tab. 1).



Tab. 1 Peroxiredoxin 4 im klinischen Zusammenhang

Indikation Referenz

Studieninhalte

Diabetes (Dreja et al. 2010)

(Jiang et al. 2011; Xie
et al. 2008)

(Ding et al. 2010)

Gastrointestinal-
Erkrankungen

(Meneses-Lorente et al.
2004)

(Lee et al. 2007)

Immunologische
Erkrankungen

(lizuka et al. 2010;
Karasawa et al. 2005)

(Chang et al. 2009)
(Simula et al. 2010)

Infektion und
Inflammation

(Jin et al. 1997)

(Knight et al. 2009)

(Mota et al. 2009)

(Jamaluddin et al.
2010)

(Qiu et al. 2010)

(Yu et al. 2010)

(Wang et al. 2011)

Kardiovaskulare
Erkrankungen

(Brixius et al. 2007)

(Full et al. 2010)

Pankreas im Diet-induzierten diabetischen
Mausmodell: Erhohte Prx42-mRNA-
Expression

Pankreas im Diabetes Typ 1-Maus- bzw.
Rattenmodell: Verringerte Prx4-
Proteinexpression

Pankreatische Prx4-Uberexpression im
Diabetes Typ 1-Mausmodell: Schutz
gegenuber dem Voranschreiten der Krankheit

Medikamenten-induzierte Leberverfettung im
Rattenmodell: Verringerte Prx4-
Proteinexpression in der Membranfraktion

HFE-Genmutation (Hd&mochromatose) in
Neuronenzellen: Erhdhte Prx4-mRNA-
Expression

Lupus erythematodes, rheumatoide Arthritis,
primare Vaskulitis, Morbus Behget: Prx4-
Autoantikérper im Serum

Rheumatoide Arthritis: Erhohte Prx4-Werte in
Plasma und Synovialflissigkeit

Zdliakie, Duodenumbiopsie: Erhéhte Prx4-
Proteinexpression

Humanes Immundefizienz-Virus-Infektion von
T-Zelllinien: Verringerte Prx4-
Proteinexpression; Uberexpression von Prx4
hemmt Virus

Parasitare Infektion im Schneckenmodell:
Erhéhte Prx4-Proteinexpression im
Hepatopankreas resistenter Tiere

Hepatitis D-Virus-Infektion von Leberzellen:
Erhéhte Prx4-Proteinexpression

Respiratory-Syncytial-Virus-Infektion von
Lungenepithelzellen: Verschiebung des
isoelektrischen Punktes von Prx4

LPS-Stimulation im Garnelenmodell: Erhdhte
Prx4-mRNA-Expression im Hepatopankreas

Bakterielle Infektion im Fischmodell: Erhdhte
Prx4-Proteinexpression in der Milz; Injektion
von Prx4 verbessert Prognose

Tollwutvirus-Infektion von
Neuroblastomzellen: Stammabhangig
erhdhte Prx4-Proteinexpression

Herzmuskelschwache: Verringerte Prx4-
Proteinexpression

Atherosklerotische Plaques: Erhdhte Prx4-




Krankheiten der
Genitalorgane

Krebs

Zerebrovaskulare
Krankheiten

(Matsuki et al. 2002)

(Huo et al. 2007)

(luchi et al. 2009)

(Soini et al. 2011)

(Cha et al. 2009;
Karihtala et al. 2011;
Karihtala et al. 2003)

(Karihtala et al. 2009;
Pylvas et al. 2010)

(Li et al. 2004)
(Jarvela et al. 2010;

Khalil et al. 2007)

(Chen et al. 2002;
Lehtonen et al. 2004;
Park et al. 2008)

(Jang et al. 2004)
(Liu et al. 2009)
(Chen et al. 2009;

Chung et al. 2008)
(Chang et al. 2011)

(Palande et al. 2011)

(Basu et al. 2010; Lin et
al. 2007; Pritchard et al.

2009)
(Rowe et al. 2010)

Oxidation in glatten Muskelzellen

Lageanomalie des Hodens im Mausmodell,
Hodenbiopsie: Unprozessierte Prx4-Form
verringert

Azoospermie, Hodenbiopsie: Unprozessierte
Prx4-Form verringert

Prx4-Knockout im Mausmodell:
Hodenatrophie, Oligoozospermie,
Spermatidentod durch erhéhten oxidativen
Stress

Blasenkrebs: Positive Prx4-Proteinexpression
(Korrelation mit Tumorgrad, -gréf3e und
Prognose)

Brustkrebs: Erhdhte Prx4-Proteinexpression
(Korrelation mit Progesteronrezeptor, Tumor-
differenzierung und Prognose)

Eierstocktumor: Positive Prx4-
Proteinexpression (intra- und extrazellulare
Form; Korrelation mit Prognose)

Darmkrebs: Erhohte Prx4-mRNA-Expression
in metastasierenden Tumoren

Gehirntumor: Erhéhte Prx4-
Proteinexpression

Lungenkrebs: Erhohte Prx4-
Proteinexpression (prozessierte und
unprozessierte Form; Korrelation mit
Tumordifferenzierung)

Magenkrebs: Verringerte Prx4-
Proteinexpression

Osteosarkom: Erhohte Prx4-
Proteinexpression

Pankreaskrebs: Verringerte Prx4-
Proteinexpression

Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle:
Erhdhte Prx4-Proteinexpression (Korrelation
mit pathologischem Nodal-Status und
Prognose)

Promyelozytenleukamie: Verringerte Prx4-
Proteinexpression

Prostatakrebs: Erhohte Prx4-
Proteinexpression (Korrelation mit Alter,
Tumorstadium und Gleason-Score)

Kombinierter Sauerstoff- und Glucoseentzug
in Oligodendrozyten, Schlaganfall-
Rattenmodell: Erhdhte Prx4-
Proteinexpression nach Behandlung mit
humanem Nabelschnurblut

®Prx4, Peroxiredoxin 4; LPS, Lipopolysaccharid
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Verschiedene Prx-Isoformen wurden daruber hinaus im Plasma bzw. Serum
lokalisiert (Chang et al. 2006; Riddell et al. 2010; Robinson et al. 2010), jedoch
mangelt es an einer systematischen Untersuchung mit validierten Methoden. Dabei
erscheint die Sekretion von Prx4 (auch AOE372, TRANK; 271 Aminosauren, 31 kDa
inklusive der 4 kDa Signalsequenz) am wahrscheinlichsten, da es sich um die einzige
Isoform mit einer N-terminalen Signalsequenz handelt (Haridas et al. 1998; Jin et al.
1997). Das Enzym wurde als Regulator des redox-sensitiven Transkriptionsfaktors
NF-kappaB mit pro- sowie antiinflammatorischer Wirkung beschrieben (Haridas et al.
1998; Jin et al. 1997; Yu et al. 2010). Eine dekamere Struktur, gebildet aus mehreren
Mono- und Dimeren (lkeda et al. 2010; Tavender et al. 2008), sowie eine
Thioredoxin- und Glutathion-abhangige Peroxidasefunktion wurden nachgewiesen
(Knight et al. 2009; Okado-Matsumoto et al. 2000; Tavender et al. 2010). Daruber
hinaus wurde vermutet, dass hochmolekulares Prx4 als Chaperon fungiert (Tavender
et al. 2008). Es herrscht Uneinigkeit Uber die Lokalisation von Prx4, welches
intrazellular im Zytosol/Zytoplasma (Chang et al. 2011; Jamaluddin et al. 2010; Jin et
al. 1997; Karihtala et al. 2009; Kinnula et al. 2002; Lehtonen et al. 2004; O'Flaherty et
al. 2011; Oberley et al. 2001; Park et al. 2008; Pylvas et al. 2010; Rowe et al. 2010;
Shen et al. 2002; Tavender et al. 2008; Wong et al. 2000), im endoplasmatischen
Retikulum (ER) (Giguére et al. 2007; Matsumoto et al. 1999; Sasagawa et al. 2001;
Tavender et al. 2008; Yu et al. 2010), im Golgi-Apparat (Okado-Matsumoto et al.
2000; Sasagawa et al. 2001), im perinuklearen Raum (O'Flaherty et al. 2011;
Sasagawa et al. 2001), in Mitochondrien-Nahe und nuklear (Kinnula et al. 2002;
Oberley et al. 2001), in Lysosomen (Oberley et al. 2001), in Peroxisomen (Yu et al.
2010) oder anderen Organellen aulBerhalb des Zellkerns gefunden wurde. Daruber
hinaus wurde Prx4 als sezerniert (Chang et al. 2006; Chang et al. 2009; Dhar-
Mascareno et al. 2009; Fujii et al. 2002; Haridas et al. 1998; Karihtala et al. 2009;
Matsumoto et al. 1999; O'Flaherty et al. 2011; Okado-Matsumoto et al. 2000; Shen et
al. 2002) und Zelloberflachen-gebunden (Fujii et al. 2002; Lehtonen et al. 2004,
Okado-Matsumoto et al. 2000; Sasagawa et al. 2001) beschrieben. Auf Basis von in
vitro-Versuchen mit Endothelzellmembran-gebundenem Prx4 wurde der bislang
einzige Mechanismus einer redox-abhangigen Prx4-Sekretion in das Blutsystem
vorgeschlagen (Fujii et al. 2002; Okado-Matsumoto et al. 2000). Tatsachlich wurde
im Verlauf der Anfertigung der aktuellen Arbeit Prx4 im Blutplasma und in
Synovialflissigkeit (Chang et al. 2009; Okado-Matsumoto et al. 2000) sowie in
Seminalplasma (O'Flaherty et al. 2011) nachgewiesen, jedoch kein Zusammenhang
zwischen sezerniertem Prx4 und pathologischen Veranderungen gezeigt.
Diesbezlglich erscheint eine systematische Untersuchung der Prx4-Sekretion unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen nach Etablierung eines
validierten Prx4-Analysesystems sinnvoll und nutzbringend.
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2.3 Patienten auf der Intensivstation und Notaufnahme

Verschiedene Krankheitsbilder sind durch eine vermehrte ROS-Bildung
gekennzeichnet, die das Krankheitsgeschehen verursacht und/ oder vorantreibt. Ein
Beispiel hierfur sind das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) und
Sepsis (Berger et al. 2007; Crimi et al. 2006; Mishra 2007; Oldham et al. 1998), die
mit einer Mortalitat von zum Teil Uber 50 Prozent zu den Haupttodesursachen auf
Intensivstationen weltweit zahlen (Cepinskas et al. 2008; Mishra 2007). In der als
.Blutvergiftung“ bekannten Sepsis werden durch infektiose Erreger Immunzellen
angeregt, ROS, NF-kappaB und andere inflammatorische Promotoren zu bilden, in
deren Folge weitere ROS und Entzindungsmediatoren produziert werden und das
System Uberreagiert (Cepinskas et al. 2008; Mishra 2007; Oldham et al. 1998; Pinsky
2004; Riedemann et al. 2003). In dem Versuch, diesen Inflammationsprozessen
durch Ausschittung antientzindlicher und antioxidativer Faktoren entgegen zu
steuern, wird der Organismus haufig anfallig fur Sekundarinfektionen und das
antioxidative Schutzsystem erschopft (Berger et al. 2007; Cepinskas et al. 2008;
Riedemann et al. 2003). Die schwerwiegende Storung pro- und antiinflammatorischer
Immunprozesse fuhrt in vielen Fallen innerhalb kurzester Zeit zu einem
Organversagen (Cepinskas et al. 2008; Crimi et al. 2006; Pinsky 2004). Trotz
intensiver Forschung mangelt es noch immer an dem vollen Verstandnis zugrunde
liegender biochemischer Veranderungen und der Friherkennung des
Infektionsstatus und der Krankheitsverschlechterung von SIRS (kérperweite
Entzindung) Uber Sepsis (SIRS begleitet durch eine Infektion) hin zu schwerer
Sepsis (Sepsis in Kombination mit unzureichender Organdurchblutung) und
septischem Schock (Sepsis mit anhaltend niedrigem systemischem Blutdruck). Die
Erforschung von Prx4 als Marker fUr die Starke des oxidativen Stresses in diesen
schwerkranken Patienten kann womaoglich den Krankheitsverlauf widerspiegeln und
wegweisend flr die Einleitung bestimmter Therapien und unterstitzender
MalRnahmen wie der Zufuhrung von Antioxidantien sein.

Eine weitere, schwer handhabbare und wirtschaftlich wie medizinisch relevante
Patientengruppe stellen Patienten mit sogenannten unspezifischen Symptomen dar.
Diese auf Notaufnahmen verbreitete, jedoch schlecht untersuchte Patientengruppe
beklagt Beschwerden wie ,Unwohlsein®, ,Erschopfung“ oder ,Verschlechterung des
Allgemeinbefindens®, ist in der Regel sehr alt und weist eine weite Spanne
medizinischer Probleme auf (Chew et al. 1999; Gordon 1986; Nickel et al. 2009;
Vanpee et al. 2001), welche behandelnde Arzte vor die Schwierigkeit einer korrekten
Diagnose und Risikoeinstufung stellt. Tatsachlich liegt bei einem nennenswerten Teil
dieser Patienten eine ernstzunehmende Erkrankung vor (Nemec et al. 2010;
Rutschmann et al. 2005), die — falsch eingeschatzt — zu ineffizienten Mallnahmen
fuhrt und einen todlichen Verlauf nehmen kann. Auf der anderen Seite werden
womaoglich unndtig viele zeit- und kostenaufwandige Untersuchungen in Patienten
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mit einer minderschweren Erkrankung auf der ohnehin haufig Uberflllten
Notaufnahmestation veranlasst. Unter der Annahme, dass oxidativer Stress in
nahezu alle pathologische Prozesse involviert ist und umso starker ausgepragt ist, je
schwerwiegender die Erkrankung ist, kann ein Biomarker wie Prx4 — ohne die
Diagnose zu erleichtern — unter Umstanden prognostischen Nutzen in dieser
Patientengruppe aufweisen und damit die Ressourcenallokation verbessern.

3 Zielstellung

Zu Beginn der Arbeit bestand Grund zu der Annahme, dass Prx4 in Abhangigkeit von
oxidativem Stress in die Blutzirkulation gelangt. Ziel der aktuellen Arbeit war es
daher, eine einfache Nachweismethode fur Prx4 zu entwickeln und zu validieren, um
das Enzym in der Zirkulation sensitiv und spezifisch zu quantifizieren. Unter
Verwendung dieses Testsystems sollte in klinischen Studien der Vermutung
nachgegangen werden, Prx4-Serumwerte reflektierten oxidativen Stress und seien
mit dem Schweregrad und der Prognose verschiedener, derzeit unvollstandig durch
nicht-invasive  Biomarker  abgebildeter = Erkrankungen  assoziiert.  Diese
Zusammenhange aufgreifend wurde beabsichtigt, die intrazellulare Lokalisation und
Regulation der Sekretion von Prx4 im Zellmodell zu untersuchen.

4 Material und Methoden
4.1 Messung von Peroxiredoxin 4 im Immunoassay

Als immunogene Peptide des humanen Prx4 wurden PEC13 (Sequenz
ETEERPRTREEEC, Aminosaureposition 39-51) wund PCS15 (Sequenz
CHFYAGGQVYPGEAS, Aminosaureposition 51-65) synthetisiert. Unter Nutzung
dieser Peptide wurden die monoklonalen Antikdrper 340/4F2 und 340/3F1 (beide
gegen PEC13 gerichtet) sowie 357/3B6 (gegen PCS15 gerichtet) gewonnen, welche
wie in Publikation | beschrieben an die Festphase gekoppelt bzw. mit dem
Chemilumineszenz-Label MACN-Akridiniumester als Tracer markiert wurden. Als
Standard wurde Proteinlysat aus Schweineleber in Standardmatrix, bestehend aus
einem Pool affinitatsgereinigter humaner Blutspenderseren, verdunnt und
Arbeitseinheiten (arb. U/L) festgelegt. Die Vermessung der Proben im Immunoassay
erfolgte in einem Zwei-Schritt-Verfahren. Die Zusammensetzung der Puffer ist in
Publikation | beschrieben.

4.2 Weitere Labormessungen

FUr die Messung von Copeptin, Procalcitonin (PCT), C-reaktivem Protein (CRP),
Interleukin-6 (IL-6) und Albumin wurden kommerzielle Assays, fur die Bestimmung
von totalem Bilirubin ein Laborautomatensystem verwendet (siehe Publikationen I-
).
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4.3 Protein-biochemische und molekularbiologische Methoden

Die Gelffiltrationschromatographie filtrierter und in Laufmittel verdinnter Proben
erfolgte an einer Bio-Sil® SEC-250-5 High Performance Liquid Chromatography
(HPLC)-Saule mit PBS als Laufmittel und unter Einsatz eines GroRenstandards
zwischen 1,35 und 670 kDa (Publikation I).

Fir die Gewinnung der Totalproteinfraktion wurden Zellen in kaltem PBS bei 1.000xg
geerntet, in kaltem Homogenisationspuffer (20 mM HEPES, pH 7,4, 0,25 M
Saccharose, 1 mM EDTA) einer Ultraschallbehandlung unterzogen und fir 10 min
bei 16.000xg und 4 °C zentrifugiert.

Zur Durchfuhrung der quantitativen RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction) wurden die Zellen lysiert, die mRNA durch Phenol/ Chloroform-
Extraktion isoliert, in cDNA umgeschrieben und durch PCR vervielfaltigt (Fw-Primer
CTGGGAGACAGAGGAGAGG, Rev-Primer CCTTAAATTCTCCATCGATCAC).

Fur die Detektion von Prx4 im Western-Blot wurde eine Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem 12,5-prozentigen Trenngel
nach Laemmli durchgefuhrt (Laemmli 1970) und die Proteine im semidry-Verfahren
auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Ein einheitlicher Probenauftrag wurde
durch Ponceaufarbung gepruft. Als Primarantikdrper kam Maus-anti-PEC13 340/4F2,
als Sekundarantikorper Meerrettichperoxidase-Kaninchen-anti-Maus zum Einsatz.

Der Nachweis von Prx4 und Kompartiment-spezifischen Proteinen erfolgte durch
indirekte Immunfluoreszenz entsprechend publizierter Beschreibungen (Tedelind et
al. 2010). Als Primarantikorper bzw. Farbereagenz kamen zum Einsatz: Maus-anti-
PEC13 340/4F2, Kaninchen-anti-Ratten-Proteindisulfidisomerase, Schaf-anti-Nager-
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, Kaninchen-anti-Mensch-Cathepsin B, Kaninchen-
anti-Mensch-Cathepsin D und Drag5™. Als Sekundarantikorper dienten Alexa
Fluor®488 Ziege F(ab’),-anti-Maus, Alexa Fluor®546 Ziege F(ab’)2-anti-Maus, Alexa
Fluor®546 Ziege F(ab’),-anti-Kaninchen und Alexa Fluor®546 Esel-anti-Schaf.

Die Oberflachenbiotinylierung von Membran-standigen Proteinen erfolgte mit einem
kommerziellen Kit. Fur die subzellulare Fraktionierung von Proteinen wurde nach
frGheren Beschreibungen gearbeitet (Tedelind et al. 2010).

4.4 Zellkultur

Epitheliale Zelllinien wie MDCK1-, HEK293- und HepG2-Zellen wurden nach
Standardvorschriften kultiviert. Fur die Kultivierung von HEK293-Zellen auf
Deckglaschen wurden diese zuvor mit Poly-L-Lysin  beschichtet. Fur
Stimulationsversuche wurde Wasserstoffperoxid in serumfreiem Medium verwendet.
Zur Prufung der Zellviabilitat erfolgte der MTT-Test (Lindl 2002).
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Die Nierenzelllinie MDCK1 wurde mit humanem Prx4, myc- und enhanced Green
Fluorescent Protein (eGFP)-fusionierten Prx4-Varianten transfiziert, um die
intrazellulare Lokalisation und Sekretion von Prx4 zu untersuchen (Abstract IV).
Hierzu wurde der offene Leserahmen von humanem Prx4 in den pcDNAS3.1(-)-
Expressionsvektor einkloniert und mithilfe des Transfektionsreagenz PolyFect in die
Zellen geschleust. Unter mehrwochiger Kultivierung aus Kolonien isolierter
Einzelklone in G418-enthaltendem Selektionsmedium wurden stabile Klone erhalten.
Die weitere Arbeit erfolgte mit im Immunoassay und Western-Blot positiv auf Prx4-
Expression getesteten Klonen. Unter Verzicht auf Selektionsmedium wurde eine
transiente Transfektion in HEK293-Zellen durchgefuhrt.

4.5 Probanden und Studiendesign

Seren bzw. EDTA-Plasmen von gesunden Blutspendern und Patienten der
Intensivstation (45 Patienten, siehe Publikation I; 79 von 101 konsekutiv
eingeschlossenen Patienten, siehe Publikation Il) sowie der Notaufnahme (438 von
686 konsekutiv eingeschlossenen Patienten, siehe Publikation IlI) des
Universitatsklinikums Basel, Schweiz wurden zur Biomarkermessung nach
schriftlicher Einwilligung gewonnen und bei -20 bzw. -70 bis -80 °C gelagert. Die
vorliegenden Studien wurden durch Ethikkommissionen freigegeben. Ethische
Richtlinien wurden flr alle weiteren in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben
beachtet.

Eine Klassifizierung der 79 Patienten aus Publikation Il erfolgte nach Aufnahme auf
die Intensivstation zwischen September 1996 und Juni 1997 in SIRS, Sepsis,
schwere Sepsis und septischer Schock gemaly Standardkriterien (Bone et al. 1992).
Die Patienten wiesen mehrere Erkrankungen auf und wurden bis zum Versterben
oder bis zu ihrer Entlassung aus dem Krankenhaus verfolgt. Als Endpunkt diente die
28 Tage-Mortalitat im Krankenhaus. Infektionen wurden nach Standardkriterien bzw.
durch einen Spezialisten auf Basis der erhobenen Labordaten nachgewiesen. Der
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) II-Score, welcher durch
Betrachtung von 12 physiologischen Variablen wie Blutdruck und Korpertemperatur
zur Beurteilung des Krankheitsschweregrades und der Prognose auf
Intensivstationen herangezogen wird (Castella et al. 1995), und der Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA)-Score, welcher die Organfunktion (Lunge,
Gerinnungssystem, Leber, kardiovaskulares System, zentrales Nervensystem, Niere)
von Intensivstation-Patienten widerspiegelt (Vincent et al. 2000; Vincent et al. 1996),
wurden zum Zeitpunkt der Aufnahme auf die Intensivstation berechnet.
Demographische Daten, Vitalparameter, Blutbilder und Diagnosen der Patienten
wurden aufgezeichnet.

In der Basel Non-Specific Complaints (BANC)-Studie (siehe Publikation Ill) wurden
hamodynamisch stabile Notaufnahme-Patienten zwischen Mai 2007 und Mai 2009
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mit einem Emergency Severity Index (ESI) von 2 oder 3 (Grossmann et al. 2011) und
mit unspezifischen Symptomen wie ,Erschépfung“ oder ,Unwohlsein“ (Nemec et al.
2010) anstelle von spezifischen Leitsymptomen oder lebensbedrohenden Zustanden
eingeschlossen und bezuglich des Endpunktes 30 Tage-Mortalitat verfolgt. Bei dem
Krankenhaus handelt es sich um ein stadtisches 700-Betten-Spital mit 42000
Notaufnahme-Patienten pro Jahr. Demographische Daten und Vitalparameter
wurden gewonnen. Begleiterkrankungen wurden aus Patientenakten bestimmt und
durch den Charlson Comorbidity Index (CCl) ausgedrtckt (Charlson et al. 1987). Der
funktionelle Gesundheitsstatus wurde mithilfe des Katz-Index der Activities of Daily
Living (ADL) angegeben (Katz et al. 1970).

4.6 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen erfolgten mit GraphPad Prism und dem Statistikprogramm
R. Kontinuierliche Variablen wurden als Median mit Interquartil-Spanne (IQR),
kategorische Variablen als Anzahl (n) mit Prozent angegeben. Nicht-detektierbaren
Marker-Konzentrationen wurde ein Wert entsprechend der unteren Nachweisgrenze
zugeordnet. In Publikation Il wurden Markerwerte vor der Analyse log10-
transformiert. Patienten wurden in Tertile (Publikation lll) oder Quartile (Publikation
Il) stratifiziert. Die Prufung auf Normalverteilung erfolgte durch den Kolmogorov-
Smirnov-Test (Publikation Il). Unterschiede zwischen nicht-normalverteilten
Gruppen wurden durch den Mann-Whitney U-Test (Wilcoxon-Rangsummentest) oder
den Kruskal-Wallis-Test bestimmt. Die Priufung von Einflissen mehrerer Parameter
wurde durch two way-ANOVA mit Bonferroni-Nachtest durchgefuhrt (Publikation II,
Abstract IV). Die Genauigkeit eines Markers in der Unterscheidung verschiedener
Gruppen wurde in Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurven illustriert. Die
Uberlebensanalyse in Publikation Il erfolgte durch uni- und bivariable Cox-
Regression mit Angabe von Likelihood-Ratio (LR) und Bootstrap-korrigiertem
Concordance-Index (C-Index) und wurde durch Kaplan-Meier- sowie zeitabhangige
ROC-Kurven dargestellt. Modelle wurden durch den LR-Chi’*Test verglichen.
Zusammenhange zwischen Variablen wurden durch Spearman-Korrelation
untersucht (Publikation Il). P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant
eingeschatzt.

5 Ergebnisse

5.1 Entwicklung eines Immunoassays zum Nachweis von
Peroxiredoxin 4

Um bei der Entwicklung eines fur Prx4 spezifischen Immunoassays eine
Kreuzreaktivitat mit den etwa 70 Prozent homologen Isoformen Prx1-3 der Gruppe 2-
Cys-Prx zu vermeiden, wurden immunogene Sequenzen ausgewahlt, welche im
einzigartigen N-terminalen Bereich (Aminosaure 1-80), jenseits der vermuteten
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Signalsequenz des Enzyms liegen: PEC13 und PCS15 (siehe Fig. 1 in Publikation |
bzw. Abb. 2).
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Abb. 2 Homologiebetrachtung zwischen humanen 2-Cys-Peroxiredoxinen und Kennzeichnung
immunogener Peptide (entsprechend Fig. 1 in Publikation 1)

Die potentielle Signalsequenz (SP, Aminosduren 1-36) des 271 Aminosauren-langen Proteins
Peroxiredoxin 4 (PRDX4) ist abgebildet. Die immunogenen Peptidsequenzen (PEC13 und PCS15)
sind durch Boxen gekennzeichnet. Dunkel hervorgehobene Bereiche geben identische, grau
hervorgehobene Bereiche geben ahnliche Sequenzbereiche von Peroxiredoxin 1-4 wider.

Es wurden zwei Immunoassays entwickelt, welche eine Einschatzung der Prx4-
Oligomerisierung erlauben: Immunoassay 1 (homologer Assay) nutzt zwei gegen das
Peptid PEC13 gerichtete Antikorper (340/4F2 als Festphase und 340/3F1 als Tracer)
und wurde aufgrund der hoheren Sensitivitat im Weiteren validiert. Immunoassay 2
(heterologer Assay) kombiniert den PCS15-Antikorper (357/3B6 als Festphase) und
den PEC13-Antikérper (340/4F2 als Tracer). Der homologe Immunoassay erkennt
technisch bedingt Prx4-Dimere und -Oligomere, wahrend der heterologe Assay
zusatzlich auch Monomere detektieren kann. Die Vermessung von 15 Serumproben
in den zwei Assayvarianten zeigte eine hohe Korrelation (r=0,90 mit Dithiothreitol
[DTT] und r=0,85 ohne DTT im Assaypuffer, P<0,0001).

Der entwickelte Immunoassay umfasste durch die funfteilige Standardreihe den
Konzentrationsbereich zwischen 0,5 und 128 arb. U/L und wies eine funktionale
Assaysensitivitat (Prx4-Konzentration, bei der ein Variationskoeffizient von 20
Prozent vorliegt) von 0,51 arb. U/L auf (siehe suppl. Fig. 1 in Publikation I). Der
Assay zeigte lineare Verdunnung nativer Proben und korrekte Wiederfindung von
zugesetztem Standardmaterial und gepoolten Proben. Durch die Zugabe des
Reduktionsmittels DTT in einer Konzentration von 3 mM im Assaypuffer konnte eine
Stabilisierung der ex vivo Prx4-Immunreaktivitdt auf mindestens 72 h bei
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Raumtemperatur und 37 °C erreicht werden (siehe suppl. Fig. 2 in Publikation I).
Mindestens vier Einfrier-/ Auftauzyklen waren ohne Stabilitatsverlust moglich. Ohne
Zusatz des Reduktionsmittels wahrend der Probeninkubation stieg die Prx4-
Immunreaktivitat mit langerer Inkubationszeit bei hoheren Temperaturen an (siehe
Fig. 3 in Publikation | bzw. Abb. 3). Daruber hinaus erhohte DTT das spezifische
Signal des Immunoassays (siehe Fig. 2 in Publikation | bzw. Abb. 3), so dass die
Sensitivitat des Assays verbessert wurde.
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Abb. 3 Effekt von Dithiothreitol auf die ex vivo-Stabilitit und Immunreaktivitit von
Peroxiredoxin 4 (entsprechend Fig. 2 und Fig. 3 in Publikation I)

Peroxiredoxin 4 (Prx4)-Standardkurven des Immunoassays 1 in Abhangigkeit von 0 mM (e), 1 mM (m),
2 mM (A) und 5 mM (V) Dithiothreitol (DTT) im Assaypuffer sind links abgebildet. Das Signal der
Prx4-Arbeitseinheiten (arb. U/L) ist als relative Lumineszenzeinheiten (RLU) widergegeben. Die
mittlere Wiederfindung von Prx4 in finf Seren nach Lagerung bei 21 °C und Vermessung in
Immunoassay 1 mit und ohne 3 mM DTT im Assaypuffer ist rechts dargestellt.

Im Vergleich verschiedener Matrices zeigte sich, dass EDTA-Plasma bei
unzureichender Zentrifugation (Referenz 3000xg fur 15 min) falsch-positive Prx4-
Werte aufwies (siehe Fig. 4 in Publikation 1). Da dies auf Serum nicht zutraf, keine
einheitliche Praxis bezuglich der Zentrifugation von Blut besteht und aus logistischen
Grinden haufig kurzer zentrifugiert wird, ist einzig Serum fir den Assay zulassig.
Tatsachlich konnte fur parallele Abnahmen von 150 Blutspendern gezeigt werden,
dass EDTA-Plasma einen signifikant hoheren Prx4-Median als Serum aufweist (0,99
arb. U/L vs. 0,60 arb. U/L, P<0,0001) und keine perfekte Korrelation zwischen EDTA-
Plasma und Serum besteht (r=0,662, P<0,0001), was zu einem gewissen Teil jedoch
auf das Sensitivitatslimit des Assays zurlckgeflhrt werden kann. Zusatzlich wurden
fur EDTA-Plasma hohere Variationskoeffizienten festgestellt als fur Serum. Hamolyse
hatte erst bei sehr starker Rotfarbung eine Erh6hung des Prx4-Signals zur Folge, die
nicht auf freigesetztes Hamoglobin (bis 10 mg/ml kein Einfluss auf Prx4-Messung),
vermutlich jedoch auf aus Blutzellen stammendes Prx4 zurtckzufuhren ist.
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5.2 Peroxiredoxin 4 in gesunden und erkrankten Individuen

Mit dem entwickelten Sandwich-Immunoassay konnte Prx4 in einer geringen Median-
Konzentration von 0,71 arb. U/L (IQR 0,48-1,02 arb. U/L) im Serum gesunder
Blutspender (n=272, 44 Prozent mannlich) nachgewiesen werden (siehe Fig. 6A in
Publikation I). Prx4-Serumwerte waren in Frauen leicht hoher als in Mannern (0,75
arb. U/L vs. 0,69 arb. U/L, P<0,05), wiesen jedoch keine Altersabhangigkeit auf.
Patienten mit Sepsis zeigten gegenuber Gesunden signifikant erhdhte Prx4-
Serumwerte von zum Teil Gber 100 arb. U/L (Median 7,7 arb. U/L vs. 0,71 arb. U/L,
P<0,0001; siehe Fig. 6A in Publikation I).

Die in Publikation Il betrachteten 79 Patienten der Intensivstation (40 Manner, 39
Frauen) wiesen bei ihrer Aufnahme folgende demographischen Daten auf: Alter
(Median 60 Jahre, IQR 46-70 Jahre), APACHE II-Score (Median 22 Punkte, IQR 17-
28 Punkte), SOFA-Score (Median 9 Punkte, IQR 7-11 Punkte) und Aufenthalt auf der
Intensivstation (Median 4 Tage, IQR 2-9,6 Tage). Die Mortalitatsrate aller Patienten
betrug 24 Prozent. Die Klassifizierung in SIRS, Sepsis, schwere Sepsis und
septischer Schock mit der entsprechenden Unterteilung in Uberlebende und
Verstorbene ist Tab. 1 in Publikation Il zu entnehmen. Mit einer Ausnahme wurde
bei allen Patienten eine SIRS diagnostiziert. Bei den meisten Patienten war eine
Erkrankung und Infektion des Atmungssystems vorhanden (siehe Tab. 2 in
Publikation Il). Der infektiose Mikroorganismus wurde in nur 27 der 43 infizierten
Patienten identifiziert, in 14 Patienten wurden zeitweilig Bakterien im Blut
nachgewiesen (Bakteramie) und 51 Patienten wurden einer Antibiotikabehandlung
unterzogen.

Im Serum von kritisch kranken Patienten auf der Intensivstation lagen gegenuber
Gesunden signifikant erhohte Prx4-Konzentrationen vor (n=79, Median 4,5 arb. U/L,
P<0,0001), die in Abhangigkeit des Schweregrades der Erkrankung anstiegen: SIRS
(Median 2,23 arb. U/L, IQR 1,32-3,77 arb. U/L), Sepsis (Median 5,02 arb. U/L, IQR
2,15-8,55 arb. U/L), schwere Sepsis (Median 11,7 arb. U/L, IQR 7,46-30,1 arb. U/L)
und septischer Schock (Median 11,4 arb. U/L, IQR 5,26-34,5 arb. U/L) (siehe Fig. 1
in Publikation Il bzw. Abb. 4). Signifikante Unterschiede lagen im Multigruppen-
Vergleich zwischen SIRS und schwerer Sepsis bzw. SIRS und septischem Schock
vor. In der ROC-Analyse zeigte sich, dass Prx4 fur die Unterscheidung von nicht-
infektidser und infektioser SIRS (Area Under the Curve [AUC] von 0,82, 95 %-
Konfidenzintervall [Cl] 0,73-0,92; 2,32 arb. U/L vs. 8,43 arb. U/L, P<0,0001; siehe
Fig. 2 in Publikation Il) und fur die Vorhersage des Versterbens von Patienten mit
Sepsis, schwerer Sepsis und septischem Schock im Krankenhaus (AUC von 0,76, 95
%-Cl 0,60-0,92; 7,29 arb. U/L in Uberlebenden vs. 14,6 arb. U/L in Verstorbenen,
P<0,01; siehe Fig. 3 und 4 in Publikation Il bzw. Abb. 4) geeignet ist. Dabei war der
diagnostische Nutzen von Prx4 ahnlich dem von CRP, jedoch PCT unterlegen, und
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der prognostische Nutzen vergleichbar mit dem APACHE II-Score. Eine Kombination
von Prx4 mit den jeweils besten Markern PCT bzw. APACHE II-Score brachte keine
signifikante diagnostische bzw. prognostische Verbesserung. Es zeigte sich, dass
Prx4-Serumwerte Uber 4,5 arb. U/L fur eine Infektion und Werte unter 8,43 arb. U/L
fur eine hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit sprechen (siehe Tab. 3 und 4 in
Publikation 1l). In der Gruppe der SIRS-Patienten ohne Infektion wiesen
Uberlebende und Verstorbene vergleichbare Prx4-Serumspiegel auf.
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Abb. 4 Peroxiredoxin 4-Serumwerte in Abhédngigkeit des Krankheitsschweregrades und in der
Prognose der Sterblichkeit von Sepsis-Patienten auf der Intensivstation (entsprechend Fig. 1
und Fig. 4 in Publikation 1)

Links dargestellt sind der Median (horizontale Linie), das untere und obere Quartil (Box) sowie das
Maximum und Minimum (Whisker) der Peroxiredoxin 4 (Prx4)-Serumspiegel in Arbeitseinheiten (arb.
U/L) aller untersuchten Intensivstation-Patienten mit mindestens zwei Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS)-Kriterien (n=78) zum Zeitpunkt der Aufnahme. Die Anzahl (n) der
Patienten ist in Klammern angegeben. Im Multigruppenvergleich wurden signifikante Unterschiede
(P<0,0001) im Vergleich zur SIRS-Patientengruppe festgestellt und sind als Sterne (***: P<0,001)
gekennzeichnet. Die Glite der Vorhersage der Krankenhaus-Sterblichkeit der Sepsis-Patienten (n=31
Uberlebende; n=12 Verstorbene) durch Prx4- oder C-reaktives Protein (CRP)-Serumwerte, Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) II- oder Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA)-Score ist rechts mit der Area Under The Curve (AUC) gezeigt.

Die Patientengruppe mit unspezifischen Symptomen auf der Notaufnahme setzte
sich inhomogen, aus Uberwiegend alteren Patienten zusammen: Alter (Median 80
Jahre, IQR 72-87 Jahre), etwa zwei Drittel der Patienten waren Frauen, die Mehrheit
wies einen ESI von 3 auf, CCI (Median 2, IQR 1-4) und Katz ADL (Median 6, IQR 4-
6). Im Median lagen 5 Begleiterkrankungen (IQR 3-6) wund 5
Medikamenteneinnahmen (IQR 3-8) vor (siehe Tab. 1 in Publikation Ill). Mehr als
80 Prozent der Patienten wurden in das Krankenhaus aufgenommen. Unter den
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entlassenen Patienten gab es keine Todesfalle innerhalb von 30 Tagen, allerdings
kamen 25 Patienten in diesem Zeitraum erneut auf die Notaufnahme, zumeist mit
einer anderen Diagnose. Von den 438 betrachteten Patienten verstarben 28
Patienten (27 Patienten alter als 65 Jahre) innerhalb von 30 Tagen nach
Prasentation auf der Notaufnahme (Diagnosen siehe Tab. 2 in Publikation Ill). Die
Prx4-Konzentration im Serum aller Patienten mit unspezifischen Symptomen war
gegenuber gesunden Blutspendern erhdht (Median 4,5 arb. U/L, IQR 2,8-7,3 arb.
U/L). Prx4-Serumwerte (bestimmt in 423 Patienten), wie auch der weitere betrachtete
Biomarker Copeptin (bestimmt in 421 Patienten), waren in Verstorbenen signifikant
héher als in Uberlebenden (Prx4-Median 9,9 arb. U/L vs. 4,4 arb. U/L, P<0,0001;
Copeptin-Median 52,6 pmol/L vs. 13,5 pmol/L, P=0,0001) (siehe Fig. 1 in
Publikation lll). Beide Marker zeigten einen von Alter, Geschlecht, Katz ADL, CCI
und Krankenhausentlassung unabhangigen und diesen Parametern Uberlegenen
prognostischen Nutzen in der Einschatzung der 30 Tage-Mortalitat: Prx4 (LR-Chi?
22,2, P<0,00001, C-Index 0,749) und Copeptin (LR-Chi® 17,0, P<0,0001, C-Index
0,724) (siehe Tab. 3, Fig. 2 und 3 in Publikation Ill). Das kombinierte Modell aus
Prx4 und Copeptin hatte zudem eine signifikant hohere prognostische Fahigkeit (LR
Chi? 28,2, P<0,00001, C-Index 0,783). Patienten mit Prx4- oder Copeptin-
Konzentrationen im obersten Tertil (Prx4: 6,01 bis 51,30 arb. U/L; Copeptin: 31,0 bis
446,7 pmol/L) wiesen hdhere Mortalitatsraten auf als Patienten in den unteren
Tertilen (siehe Fig. 2 in Publikation lll bzw. Abb. 6). Die zeitabhangige AUC der
ROC-Analysen betrug 0,73 (95 %-Cl 0,64-0,82) fur Copeptin, 0,76 (95 %-Cl 0,65-
0,86) fur Prx4 und 0,80 (95 %-CIl 0,72-0,88) fur das kombinierte Modell (siehe Fig. 3
in Publikation lll bzw. Abb. 6).
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Abb. 5 Peroxiredoxin 4- und Copeptin-Serumspiegel in der Prognose der Sterblichkeit von
Notaufnahme-Patienten mit unspezifischen Symptomen (entsprechend Fig. 2 und 3 in
Publikation Ill)

Die Gute einzelner oder kombinierter Peroxiredoxin 4 (Prx4)- und Copeptin-Serumspiegel zur

Vorhersage der 30 Tage-Sterblichkeit nach Prasentation von Patienten mit unspezifischen
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Symptomen auf der Notaufnahme ist links durch zeitabhangige Area Under The Curve (AUC)
dargestellt. Durch Einteilung der Prx4-Serumwerte in Tertile (Cut-off 6,1 arb. U/L) erfolgt rechts eine
Darstellung der 30 Tage-Uberlebenswahrscheinlichkeiten mit Angabe der Summe der Patienten (n)
und der Verstorbenen (Events) pro Tertil.

Korrelationsbetrachtungen mit bekannten Biomarkern und Punktesystemen
ermoglichten einen ersten Einblick in mechanistische Zusammenhange der Prx4-
Sekretion. In verschiedenen Sepsis-Patientenkollektiven konnte eine vergleichsweise
starke Korrelation von r=0,63 bzw. r=0,61 (P<0,0001) zwischen Prx4 und dem
Sepsis-Marker PCT nachgewiesen werden (siehe Publikationen | und II).
Desweiteren bestanden im Patientenkollektiv der Publikation Il positive
Korrelationen zwischen Prx4 und dem APACHE II-Score (r=0,27, P<0,05 fur alle
Patienten; r=0,54, P<0,05 fur verstorbene Patienten), dem SOFA-Score (r=0,55,
P<0,0001), CRP (r=0,65, P<0,0001) und IL-6 (r=0,62, P<0,0001). Da die Studien
zum Zeitpunkt der Prx4-Messung bereits abgeschlossen waren, konnten keine
bekannten Marker flr oxidativen Stress betrachtet werden. Allerdings wurde
festgestellt, dass Prx4 in der Gruppe der Intensivstation-Patienten mit den
antioxidativen Substanzen totales Bilirubin (r=0,37, P<0,001) und Albumin (r=-0,54,
P<0,0001) korrelierte.

5.3 Struktur, Lokalisation und Regulation von Peroxiredoxin 4

Die Gelfiltrationsuntersuchung von Prx4 in einem Serumpool von Patienten mit
Sepsis sowie in Schweineleberextrakt ergab, dass das Enzym in hochmolekularer
Form von etwa 330 kDa vorliegt (siehe Fig. 5 in Publikation I). Es wurden weder im
homologen noch im heterologen Assay weitere Peaks, nicht einmal auf Hohe der
dimeren Prx4-Form nachgewiesen. Die Proben erschienen in denaturierender, nicht-
reduzierender SDS-PAGE im hochmolekularen Bereich Uber 250 kDa, in
denaturierender und reduzierender SDS-PAGE als Monomer und teilweise als Dimer
(Schweineleberextrakt).

Unter Anwendung des neu entwickelten Prx4-Immunoassays sowie quantitativer RT-
PCR wurde zunachst festgestellt, dass Prx4 von epithelialen Zelllinien (HEK293,
HepG2, Huh7, Cos7, Capan1) exprimiert und sezerniert wird (Abstract IV). In
HEK293-, HepG2- und Prx4-transfizierten MDCK1-Zellen, in denen die starksten
Prx4-Signale bestimmt wurden und deren intrazellulares Prx4 auch im Western-Blot
nachgewiesen werden konnte, war ein granulares, perinukleares Muster fur Prx4
erkennbar; es lag keine Lokalisation von Prx4 im Zellkern oder im Zytoplasma vor
(Abstract 1IV). Das Enzym war mit dem ER-Marker Proteindisulfidisomerase
kolokalisiert. Dartuber hinaus wurde eine partielle Kolokalisation von Prx4 und dem
trans-Golginetzwerk/ spate Endosomen-Marker Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
sowie den Endo-/Lysosomen-Markern Cathepsin B und D festgestellt (Abstract 1V;
siehe exemplarisch in Abb. 6). Zwar deuteten Farbungen in der Peripherie an, dass
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Prx4 sezerniert und mit der Zelloberflache reassoziiert werden kdnnte, jedoch ergab
Oberflachenbiotinylierung Membran-standiger Proteine, dass Prx4 in stabil
transfizierten MDCK1-Zellen sowie in HepG2-Zellen nicht in die Membran integriert
ist. In stabil transfizierten MDCK1-Zellen korrelierten die Mengen an exprimiertem
und sezerniertem Prx4 (r=0,92, P<0,01).

Prx4-eGFP

Abb. 6 Indirekte Immunofluoreszenz-Farbung von humanem Peroxiredoxin 4 bzw.
Peroxiredoxin 4-enhanced Green Fluorescent Protein und Kompartiment-spezifischen
Proteinen in MDCK1-, HEK293- und HepG2-Zellen

Humanes Peroxiredoxin 4 (Prx4) bzw. Prx4-enhanced Green Fluorescent Protein (Prx4-eGFP; griines
Signal) ist mit Proteindisulfidisomerase (PDI; rotes Signal) im endoplasmatischen Retikulum
kolokalisiert und erscheint in trans-Golgi- (Mannose-6-Phosphat-Rezeptor, M6P; rotes Signal) und
vesikularen Strukturen (Cathepsin B, CathB; rotes Signal). Die Kernfarbung erfolgte mit Drag5 (blaues
Signal). Pfeilspitzen weisen auf Zellen mit Kolokalisation der Proteine hin (gelbes Signal). Die
VergréRerung der MDCK1-Zellen ist 63x, die der HEK293- und HepG2-Zellen 40x.

In einer subzellularen Fraktionierung mit Auftrennung des Zellproteins in
Totalproteinfraktion, nukleare und lysosomale Fraktion konnte erganzend gezeigt
werden, dass Prx4 nicht im Nukleus, wohl aber in der lysosomalen Fraktion lokalisiert
ist (Abstract IV; siehe Abb. 7).

HEK293 HepG2
WC N N L

35 kDa

L wC
Prx4 - . ‘ 25 kDa

It .- i ‘ L
: i - 35 kD
o G

Abb. 7 Proteinverteilung nach fraktionierter Zentrifugation von HEK293- und HepG2-Zellprotein
Peroxiredoxin 4 (Prx4) liegt in der Totalprotein-Faktion (WC) und zum Teil in der lysosomalen Fraktion
(L) vor. Cathepsin D (CathD) kennzeichnet die lysosomale, High-Mobility Group Box Protein 1
(HMGB1) markiert die nukleare Fraktion (N).
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Transient transfizierte HEK293-Zellen sezernierten Prx4 zeitabhangig mit bis 72 h
verfolgten, kontinuierlich ansteigenden Prx4-Mengen im Medium (Abstract IV). Stabil
transfizierte MDCK1-Zellen wiesen zwar geringere extrazellulare Prx4-Mengen auf,
zeigten allerdings in Abhangigkeit der externen Zugabe von 0,1 bis 0,4 mM
Wasserstoffperoxid eine signifikant um bis zu 11-fach erhdhte Prx4-Sekretion. Dabei
konnte insgesamt ein Trend, jedoch kein signifikanter Zusammenhang mit der
Zelltoxizitat von Wasserstoffperoxid festgestellt werden (Abstract IV; siche Abb. 8).
Im Gegensatz dazu, erhdhte sich die Prx4-Sekretion in HEK293- und HepG2-Zellen
durch Wasserstoffperoxid von bis zu 2,4 mM nicht, sondern war trotz ansteigender
Zytotoxizitat tendenziell verringert (nicht gezeigt).

1500 Wasserstoffperoxid Kk 150 Wasserstoffperoxid
ComM (@ 02mM OomM @ 02mM
— oimM B2 04 mM 9 — o4imM E3 0,4 mM
~ 1000+ *kk :‘: 100 T mes —
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Abb. 8 Peroxiredoxin 4-Sekretion und Zellviabilitat in stabil transfizierten MDCK1-Zellen nach
Behandlung mit Wasserstoffperoxid

Die Sekretion von humanem Peroxiredoxin 4 (Prx4) in stabil transfizierten MDCK1-Zellen (humanes
Prx4: 3.1; Prx4-myc-Fusionsprotein: 4.4, 4.8) wurde nach 24-stiindiger Behandlung mit
Wasserstoffperoxid in serumfreiem Medium durch Vermessung der Kulturiiberstande im Prx4-
Immunoassay bestimmt (links). Der MTT-Assay wurde zur Berechnung der Zellviabilitdt im Vergleich
zum Referenzansatz (0 mM Wasserstoffperoxid) genutzt (rechts). Signifikante Unterschiede zur
Referenz wurden durch ANOVA-Analyse bestimmt und sind durch Sterne angedeutet (*: P<0,05; **:
P<0,01; ***: P<0,001). Die Experimente wurden in drei unabhangigen Ansatzen durchgefihrt.

6 Diskussion
6.1 Immunoassay zum Nachweis von Peroxiredoxin 4

Im Rahmen der aktuellen Arbeit konnte ein einfacher Sandwichimmunoassay zur
Quantifizierung von Prx4 in Serum entwickelt und hinsichtlich der Aspekte Richtigkeit,
Prazision und Analytstabilitat analytisch validiert werden (Publikation I). Es wird
davon ausgegangen, dass trotz der Verwendung zweier monoklonaler Antikorper,
welche das gleiche Prx4-Epitop (Aminosauren 39-51) erkennen, spezifisch Prx4
detektiert wird. Zum einen weist das gewahlte Peptidepitop keine nennenswerte
Homologie zu anderen Proteinen oder anderen Prx-lsoformen auf. Zum anderen
wurde der native Analyt im Assay sowohl fur das Standardmaterial
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Schweineleberextrakt als auch fir humane Serumproben als hochmolekulare, dem in
der Literatur beschriebenen Prx4-Dekamer (Tavender et al. 2008) entsprechende
Form bestimmt, wahrend mit den Assay-Antikorpern im Western-Blot unter
reduzierenden und denaturierenden Bedingungen eine Bande vergleichbar der
Monomergrof3e von Prx4 detektiert wurde. Daruber hinaus unterstutzt die hohe
Korrelation zwischen dem validierten Immunoassay und einer weniger sensitiven,
verschiedene Epitope des Prx4-Moleklls erkennenden Assayvariante obige
Annahme.

6.2 Sekretion von Peroxiredoxin 4

Unter Verwendung des neu entwickelten Assays konnte erstmals gesichert
nachgewiesen werden, dass Prx4, welches eine N-terminale Signalsequenz aufweist
(Haridas et al. 1998; Jin et al. 1997), sowohl bei Gesunden als auch bei Kranken in
die Zirkulation gelangt und oxidativer Stress offenbar mit erhéhten Prx4-Serumwerten
einhergeht. Die Ergebnisse eines friheren Berichtes diesbezlglich beschranken sich
auf rheumatoide Arthritis und mussen aus methodischer Sicht in Frage gestellt
werden (Chang et al. 2009): In dem genutzten Immunoassay erfolgte eine direkte
Beschichtung der Festphase mit verdunntem Patientenplasma, die aufgrund des
geringen Anteils von Prx4 am Gesamtplasmaprotein keine sensitive und spezifische
Reaktion mit Prx4-Antikdrpern erwarten lasst.

Im Versuch mit stabil Prx4-transfizieten MDCK1-Zellen und endogen Prx4-
exprimierenden HEK293- und HepG2-Zellen konnte gezeigt werden, dass Prx4 in
Kompartimenten des klassischen Sekretionsweges lokalisiert ist. Die vormalig
beschriebene Membranassoziation (Okado-Matsumoto et al. 2000) konnte durch
Oberflachenbiotinylierung fur die untersuchten Zelllinien nicht bestatigt werden. Auch
in transfizierten Cos-1-Zellen war Prx4 nicht in der Plasmamembran lokalisiert
(Matsumoto et al. 1999). Letzte Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von
Prx4 beschrieben das Enzym als ER-gebunden (Tavender et al. 2010; Tavender et
al. 2008; Tavender et al. 2010). Tatsachlich konnte eine deutliche Kolokalisation von
intrazellularem Prx4 und ER-lokalisierter Proteindisulfidisomerase gezeigt werden
(Abstract IV). Daruber hinaus lag aktuell, frihere Aussagen bestatigend (Oberley et
al. 2001; Okado-Matsumoto et al. 2000; Sasagawa et al. 2001), ein Teil des Prx4 in
vesikularen (Kolokalisation mit endo-/ lysosomalem Cathepsin B und D) und frans-
Golgi-ahnlichen Strukturen (Kolokalisation mit Mannose-6-Phosphat-Rezeptor) vor.
Eine Kernlokalisation konnte gemald frUheren Berichten ausgeschlossen werden.
Auch Prx6 wurde in lysosomalen Strukturen von A549-Lungenzellen lokalisiert
(Sorokina et al. 2009) und im Serum von Lungenkrebspatienten nachgewiesen
(Zhang et al. 2009). Insgesamt wird geschlussfolgert, dass frihere Aussagen zur
Prx4-Lokalisation abhangig von der angewandten Methode (subzellulare
Fraktionierung, Immunfarbung mit/ohne Kolokalisation) und Interpretation der
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Autoren sind und insbesondere Zytoplasma/Zytosol-Lokalisation infrage gestellt
werden kann.

In Ubereinstimmung mit einer auf in vitro-Experimenten beruhenden Theorie (Fuijii et
al. 2002; Okado-Matsumoto et al. 2000) wird angenommen, dass die Menge des in
die Zirkulation gelangten Prx4 mit der HOhe des oxidativen Stresses
zusammenhangt. Der genaue Mechanismus der Freisetzung bleibt unbekannt.
Tatsachlich wurden starke Korrelationen zwischen Prx4-Serumwerten und den
antioxidativen Substanzen Bilirubin und Albumin in SIRS- und Sepsis-Patienten
nachgewiesen (Publikation Il). Dariber hinaus wurde eine signifikante Korrelation
zwischen Prx4-Expression und Nitrotyrosin, einem Marker fur nitrosativen Stress,
nicht jedoch dem oxidativer Stress-Marker 8-Hydroxydeoxyguanosin in Eierstock-
krebs (Karihtala et al. 2009; Pylvas et al. 2010) und Blasenkrebs berichtet (Soini et
al. 2011). Die Vermutung eines Zusammenhangs zwischen Prx4-Sekretion und
oxidativem Stress wird dadurch unterstitzt, dass aktuell Zelltyp-spezifisch eine
erhdohte Prx4-Sekretion in Abhangigkeit ansteigender Wasserstoffperoxidkonzen-
trationen beobachtet wurde, welche jedoch nicht in vollem Umfang mit der
zelltoxischen Wirkung, d.h. mit dem Absterben von Zellen und der unspezifischen
Freisetzung von Zellinhalten, zusammenhing (Abstract IV). Die Zellspezifitat dieses
Effektes wird durch Berichte anderer Autoren bestatigt, welche einen Einfluss von
Wasserstoffperoxid auf die Prx4-Expression in HT1080-Zellen (Tavender et al. 2010),
nicht jedoch in PC3-Prostatakrebs-Zellen (Shiota et al. 2008) oder MCF7-Brustkrebs-
Zellen (Bae et al. 2007) beschreiben. Es ist bekannt, dass ROS in apoptotischen
Prozessen und diese wiederum fur Organversagen eine Rolle spielen (Power et al.
2002). Prx4 korrelierte aktuell mit dem die Organfunktion widerspiegelnden SOFA-
Score in Sepsis-Patienten (Publikation IlI). Daher besteht durchaus die Mdglichkeit,
dass Prx4 aus apoptotischen Zellen freigesetzt wird und zirkulierendes Prx4 indirekt
oxidativen Stress durch Apoptose widerspiegelt. Generell werden Anschlussstudien,
welche Prx4-Serumspiegel im direkten Vergleich zu anderen oxidativer Stress-
Parametern bestimmen, zur Prifung dieser Hypothese empfohlen. Dabei wird
angenommen, dass im zeitlichen Verlauf freie Radikale und oxidierte Produkte friher
erhdoht sind als gegensteuernde und durch den oxidativen Stress induzierte
Antioxidantien.

Es wird zunehmend deutlich, dass es nicht genlgt, einzig eine Veranderung der
Prx4-Expression zu betrachten, sondern dessen Oxidationsstatus und/ oder
Sekretion zu untersuchen. Tatsachlich wurde aktuell weder eine veranderte Prx4-
Expression bei Inkubation mit Wasserstoffperoxid noch eine Prx4-abhangige
Empfindlichkeit der Zellen gegenuber Wasserstoffperoxid festgestellt. Nach viraler
Infektion von A549-Lungenepithelzellen (Jamaluddin et al. 2010) und Stimulation
humaner Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) mit Hydroperoxiden (Mitsumoto et al.
2001) sowie bei Plaquebildung in der Halsschlagader (Full et al. 2010) erfolgte eine
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Oxidation und Verschiebung des isoelektrischen Punktes von Prx4. Eine
Verringerung der unprozessierten, nicht jedoch der sezernierbaren Prx4-Form in
gestorter Spermatogenese (Huo et al. 2007; Matsuki et al. 2002) sowie
unterschiedliche Expression der beiden Prx4-Formen in Lungenkarzinomen
(Lehtonen et al. 2004) stellen moglicherweise einen weiteren posttranslationalen
Mechanismus dar. Allerdings wurde kurzlich eingeraumt, dass es sich bei der
groleren Prx4-Form neben dem unprozessierten Prx4-Vorlauferprotein ebenso um
eine neu entdeckte Splicevariante des Enzyms handeln kann (Yim et al. 2011).
Tatsachlich wird oxidativer Stress von manchen Autoren auch als Thiol-Redox-
Imbalance beschrieben (Jones 2008), die gut durch die oxidativen Veranderungen
der Prx widergespiegelt werden kann (Cordray et al. 2007; Diet et al. 2007;
Mitsumoto et al. 2001; Rabilloud et al. 2002). Es wurde gezeigt, dass durch erhdhte
Peroxidkonzentrationen hyperoxidierte Prx in der dekameren Form gefangen sind
und nur durch Sulfiredoxin in die aktive, dimere Form reduziert werden kdnnen (Rhee
et al. 2011; Woo et al. 2005). Klrzlich wurde in verschiedenen in vitro-Experimenten
eine Hyperoxidation und Oligomerisierung von Prx4 bestatigt (lkeda et al. 2010;
Jamaluddin et al. 2010; O'Flaherty et al. 2011; Tavender et al. 2010). Somit konnte
die hocholigomere Form des aktuell detektierten Prx4 (Publikation 1) ein weiteres
Indiz fur die eingangs genannte Theorie der redox-abhangigen Freisetzung Endothel-
gebundener Prx4-Molekulle darstellen. Allerdings besteht die Mdglichkeit, dass das
hohe Molekulargewicht des im Assay detektierten Prx4 ein Artefakt oxidativer ex
vivo-Einflusse wahrend der Probenaufbereitung ist. Zusatzlich kann nicht gesichert
bestatigt werden, ob hohe Signale im Assay mit einer groReren molaren Prx4-Menge
oder mit starkerer Oligomerisierung und damit verbundener besserer Detektion im
derzeitigen Assaysystem einhergehen. Eine teilweise Reduktion erwies sich aktuell
als notwendig, um die infolge praanalytischer Einflisse wie Temperatur, Proteasen
etc. veranderliche Immunreaktivitat zu stabilisieren. Dies bestatigt redox-abhangige
strukturelle Veranderungen. Zusatzlich wurde festgestellt, dass EDTA-Plasma,
welches bei unzureichender Zentrifugation unvollstandig abgetrennte zellulare
Bestandteile enthalt, anfallig fur falsch-positive Signale im Prx4-Immunoassay ist
(Publikation 1). Tatsachlich wurde Prx4 in roten Blutkérperchen nachgewiesen
(O'Neill et al. 2011; Oberley et al. 2001) und EST-Datenbanken kann enthommen
werden, dass Prx4 zu einem gewissen Teil von Immunzellen exprimiert wird,
wahrend keine oder nur geringe Prx4-mRNA-Mengen in peripheren Blutleukozyten
gefunden wurden (Haridas et al. 1998; Jin et al. 1997).

6.3 Peroxiredoxin 4 als Biomarker

Es bestatigte sich in verschiedenen, sehr unterschiedlichen Patientengruppen, flur
welche oxidativer Stress beschrieben wurde (Dalle-Donne et al. 2006; Giustarini et
al. 2009; Valko et al. 2007; Victor et al. 2005), dass Prx4 ein geeigneter
prognostischer und Schweregrad-assoziierter Biomarker ist, welcher in Zukunft
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richtungsweisend fur Risikostratifizierung, rechtzeitige Therapieentscheidungen und
Ressourcenallokation sein  kann. In Patienten mit Sepsis bestand ein
Zusammenhang mit der Schwere (SIRS, Sepsis, schwere Sepsis, septischer Schock;
APACHE II- und SOFA-Score) und dem Ausgang (28 Tage-Mortalitdt im
Krankenhaus) der Erkrankung (Publikation Il). In Patienten mit unspezifischen
Symptomen auf der Notaufnahme waren erhohte Prx4-Werte mit der
Kurzzeitprognose (30 Tage-Mortalitat) assoziiert (Publikation liI).

Die Schweregradassoziation von Prx4 in Patienten mit Sepsis war im Vergleich zu
dem bekannten Infektionsparameter PCT nicht perfekt und beschrankte sich auf die
Unterscheidung von SIRS und schwerer Sepsis sowie septischem Schock
(Publikation 11). Ahnliche Einschrankungen ergaben sich auch fiir die totale
antioxidative Kapazitat und Superoxiddismutase (Doise et al. 2008; Mishra et al.
2005). Zusatzlich dazu wies Prx4 jedoch prognostische Fahigkeiten auf, welche mit
denen des APACHE II-Scores vergleichbar waren. Zum Teil lagen positive
(Thioredoxin, antioxidative Eisen- und Reduktionsstarke, Harnsaure) (Andresen et al.
2008; Leaver et al. 2010; Mitaka 2005) oder aber negative Korrelationen
(antioxidative Kapazitat des Blutes) (Alonso de Vega et al. 2000; Chuang et al. 2006)
zwischen Antioxidantien und dem Schweregrad-Score APACHE Il in Sepsis vor.
Erhdhte antioxidative Kapazitat, Thioredoxin-, Superoxiddismutase- und Katalase-
werte wurde in verstorbenen SIRS- und Sepsis-Patienten gefunden (Chuang et al.
2006; Hofer et al. 2009; Warner et al. 1995), wahrend in anderen Studien
Thioredoxin und Nitrit/Nitrat-Werte diesbezuglich unverandert waren (Leaver et al.
2010; Mitaka 2005). Sehr wahrscheinlich reprasentiert Prx4 nicht jede Form von
oxidativem Stress. Bis heute wurde kein Parameter gefunden, der dies tut.
Zwangslaufig verhalten sich bekannte Groflen fir oxidativen Stress durchaus
variabel. So war im Gegensatz zu den aktuellen Ergebnissen fiur Prx4 (Publikation |
und Il), zwischen Thioredoxin und PCT oder proinflammatorischen Zytokinen in einer
anderen Studie keine Korrelation feststellbar (Leaver et al. 2010). Andere Autoren
mogen mit der Annahme, oxidative Parameter seien geeignetere Marker als
antioxidative Parameter (Mishra et al. 2005) insofern Recht haben, als dass es
sinnvoll erscheint, diese Aspekte kombiniert zu betrachten.

In Patienten mit unspezifischen, jedoch nach erster Einschatzung nicht
lebensbedrohlichen Symptomen auf der Notaufnahme konnte Prx4 unabhangig von
Alter und Geschlecht eine Kurzzeitprognose abgeben und bietet damit erstmals die
Moglichkeit eines Warnsystems in diesen Patienten (Publikation lll). Besonders
altere Patienten weisen oftmals keine spezifischen Leitsymptome wie Husten oder
Fieber im Fall einer Pneumonie auf (Harper et al. 1989; Norman et al. 1996; Peters
2010; Rutschmann et al. 2005) und stellen den behandelnden Arzt vor ein Ratsel, die
Krankengeschichte richtig zu deuten, den Patienten mit seinen Beschwerden ernst
zu nehmen und tatsachlich medizinisch notwendige Untersuchungen zu veranlassen.
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Es existiert zurzeit kein Goldstandard, welcher die Krankheitsschwere in dieser
Patientengruppe frihzeitig sicher widergibt. Dabei ist dieses Wissen von grofRRer
Bedeutung fur den Notaufnahmearzt, um im Zuge Uberfillter Notaufnahmestationen
korrekte Entscheidungen fur eine Entlassung oder Krankenhausaufnahme des
Patienten zu treffen und damit eine effiziente Patientenbehandlung mit dem besten
Ausgang fur den Patienten in die Wege zu leiten.

Bislang beschrankte sich die Betrachtung eines Zusammenhangs zwischen Prx4 und
klinischen Endpunkten (TumorgroRe und -differenzierungsgrad, Schweregrad der
Gewebsschadigung, Metastasierung, Prognose) auf Studien mit Krebs- und
Zoliakiepatienten und beinhaltete zudem eine invasive Untersuchung der
Expressionsstarke des Enzyms (Basu et al. 2010; Chang et al. 2011; Chen et al.
2002; Karihtala et al. 2011; Karihtala et al. 2003; Karihtala et al. 2009; Li et al. 2004;
Simula et al. 2010; Soini et al. 2011). In anderen Studien wurde kein Zusammenhang
zwischen der Prx4-Expression und klinischen Parametern festgestellt bzw. nicht
untersucht (Chung et al. 2008; Kim et al. 2009; Woolston et al. 2011).
Einschrankungen hinsichtlich Spezifitat und Sensitivitat von zirkulierendem Prx4 in
der akuten und prognostischen Bewertung der aktuell untersuchten
Patientenkollektive sind angesichts des hohen Grades an Begleiterkrankungen und
medikamentoser Behandlungen nicht ungewdhnlich. In der Tat wurde fur
verschiedene Substanzen, wie beispielsweise Paracetamol, im Mausexperiment eine
veranderte Prx4-Expression in der Leber festgestellt (Young et al. 2010). Vielmehr ist
die gute Performance in den heterogenen Patientengruppen positiv zu bewerten und
Prx4 offenbar auf schwerkranke wie auch Patienten mit unspezifischen Symptomen
anwendbar. Dies bestatigt die Grundannahme, dass das komplexe Erscheinungsbild
von oxidativem Stress und daraus resultierenden Regulationsmechanismen weniger
von diagnostischem Nutzen ist, jedoch eine Verschlechterung des
Krankheitszustandes reflektiert bzw. ankindigt. Es ist zudem mdglich, dass eine
veranderte Prx4-Sekretion erst dann relevant wird, wenn auch andere Antioxidantien
aufgebraucht sind. So konnten in einem A549-Zellkulturmodell viraler Infektion erst
dann veranderte Zytokinwerte festgestellt werden, wenn Prx4 und Prx1 gemeinsam
ausgeschaltet waren, jedoch nicht bei Prx4 alleine (Jamaluddin et al. 2010). Andere,
als zytosolisch beschriebene Prx-Isoformen wurden sporadisch und zumeist durch
aufwandige Untersuchungen im Plasma oder Serum von Patienten mit Lungenkrebs
(Prx1) (Chang et al. 2005), unbehandelten Patienten mit humanem Immundefizienz-
Virus (Prx1, Prx2) (Geiben-Lynn et al. 2003), schwerem akuten Atemwegssyndrom,
Magenkarzinom, Fieber oder Pneumonie (Prx2) (Chen et al. 2004) gefunden und
stiitzen die Uberlegung einer Dysregulation bzw. Freisetzung der antioxidativen Prx
aus zerstorten Zellen unter pathologischen, oxidativen Bedingungen.
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6.4 Funktion von Peroxiredoxin 4

Die Frage nach der Funktion von zirkulierendem Prx4 kann noch nicht gesichert
beantwortet werden. Es besteht die Mdglichkeit, dass Prx4 vermehrt sezerniert wird,
um extrazellulare ROS in Kompensation aufgebrauchter antioxidativer Systeme
(Berger et al. 2007) zu bekampfen — die spezifische Aktivitatsmessung ist derzeit
allerdings nicht moglich, ein Prx-Inhibitor befindet sich noch in der Erprobung (Liu et
al. 2010). Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, dass hochmolekulares Prx4, wie aktuell
in Serum von Sepsis-Patienten gefunden (Publikation 1), vielmehr als Chaperon
denn als Peroxidase fungiert (Barranco-Medina et al. 2009; Tavender et al. 2008).
Eine in Publikation Il erkannte Korrelation von Prx4 mit anderen Parametern, welche
Infektion (PCT), Inflammation (CRP, IL-6) oder Organfunktion (SOFA-Score) in
Sepsis-Patienten widerspiegeln, deutet funktionelle Zusammenhange an, welche in
weiterer Grundlagenforschung untersucht werden sollten. Tatsachlich ist bekannt,
dass Prx4 den redox-sensitiven und in Inflammationsprozesse involvierten
Transkriptionsfaktor NF-kappaB (Li et al. 2002; Tak et al. 2001) reguliert (Haridas et
al. 1998; Jin et al. 1997; Weichart et al. 2006; Yu et al. 2010) — wenn auch nicht
eindeutig belegt ist, ob in aktivierender oder inhibierender Weise. Auch fur Prx1
wurde eine aktivierende Wirkung auf NF-kappaB beschrieben (Riddell et al. 2010). In
Tier- und Zellkulturmodellen zeigten sowohl Prx4 (Okado-Matsumoto et al. 2000; Yu
et al. 2010) als auch Prx2 (Yang et al. 2007), Prx3 (Li et al. 2009; Li et al. 2007), Prx5
(Sun et al. 2010) und Prx6 (Yang et al. 2011) schutzende, antiinflammatorische
Effekte, wahrend verschiedenen Prx an anderer Stelle eine proinflammatorische
Wirkung zugeschrieben wurde (Riddell et al. 2010; Robinson et al. 2010). Versuche,
in welchen Zellkulturen mit Viren infiziert (Jamaluddin et al. 2010; Mota et al. 2009;
Wang et al. 2011) oder oxidativ stimuliert wurden (Hazane-Puch et al. 2010;
Tavender et al. 2010; Tavender et al. 2008), ergaben eine veranderte Prx4-
Expression, -Oxidation und/ oder andere Anzeichen von oxidativem Stress. Im
Einklang mit einer antioxidativen und in Signaltransduktion involvierten Funktion von
Prx4 wurden bei erhohter Expression des Enzyms in unterschiedlichen Zellmodellen
geringere ROS-Bildung (Wong et al. 2000) oder verminderte Apoptose (Crowley-
Weber et al. 2002; Park et al. 2009; Wang et al. 2009) festgestellt. Dartber hinaus
wurde die antioxidative Wirkung verschiedener pflanzlicher Polyphenole mit
veranderter Prx4-Expression in Verbindung gebracht (Abdelwahed et al. 2007;
Hayder et al. 2008).

Da in den aktuellen klinischen Studien allerdings gerade diejenigen Patienten mit
sehr hohen Prx4-Serumwerten einen schlechteren Krankheitsverlauf aufwiesen
(Publikation Il und Ill), ist die Schutzfunktion des Prx4 fraglich — entweder genugt
sie nicht, sezerniertes Prx4 fuhrt zu einem Verlust intrazellular bedeutsamer Prx4-
Wirkung oder Prx4 hat einen krankheitsfordernden Effekt. Dabei steht letztere
Vermutung einer moglichen antiinflammatorischen Wirkung von Prx4 nicht entgegen,
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da vor allem das inflammatorische Gleichgewicht wiederherzustellen ist und in
Sepsis-Patienten beispielsweise ein Zustand von Immunsuppression vorliegen kann
(Berger et al. 2007; Cepinskas et al. 2008; Pinsky 2004; Riedemann et al. 2003). Im
Zellkulturversuch konnte aktuell kein Zusammenhang zwischen der Prx4-
Expressions- oder Sekretionsstarke und dem zytotoxischen Effekt von
Wasserstoffperoxid erkannt werden, alle Zellklone waren ahnlich sensitiv. Somit wird
angenommen, dass der Schutz von Zellen vor Apoptose und anderen schadlichen
ROS-Einflissen von weiteren Faktoren abhangt. Tatsachlich wurde auch eine zum
Teil Stimulus-abhangige, kompensatorische Wirkung der verschiedenen Prx-
Isoformen und anderer Antioxidantien (Jamaluddin et al. 2010; Shen et al. 2002)
sowie Korrelationen zwischen den einzelnen Prx-Isoformen berichtet (Karihtala et al.
2003; Lehtonen et al. 2004; Soini et al. 2011).

Sollte Prx4 durch das Absterben von Zellen freigesetzt werden — wie flr andere
Antioxidantien beschrieben (Giustarini et al. 2009; Warner et al. 1995) —, erscheinen
Gewebe mit hoher Prx4-Expression (Leber, Pankreas, Herz und Hoden) als Quelle
zirkulierenden Prx4 naheliegend (Matsumoto et al. 1999; Okado-Matsumoto et al.
2000), wahrend Gewebe mit geringer Prx4-Expression (Dunndarm, Thymus, Milz und
Gehirn) vermutlich weniger relevant sind. In der Tat wurde in dieser Arbeit eine
Korrelation zwischen der Menge von sezerniertem und intrazellular exprimiertem
Prx4 in transfizierten MDCK1-Zellen erkannt. Untersuchungen verschiedener in vivo-
Infektionsmodelle stitzen die Annahme einer stimulierbaren, funktionell relevanten
Expression von Prx4 in Organen mit hoher Basalexpression (Knight et al. 2009; Qiu
et al. 2010; Yu et al. 2010). In diesem Fall konnte eine vertiefte Studie der als
phanotypisch weitgehend unauffallig beschriebenen Prx4-Knockout-Maus (luchi et al.
2009) oder die Etablierung Organ-spezifischer Prx4-Knockout-Mause Klarheit
bringen.

7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat einen neuen, in einer Vielzahl von Settings relevanten
prognostischen Biomarker vorgestellt und dazu beigetragen, einen Teil der
widerspruchlichen Aussagen zur physiologischen und pathophysiologischen
Regulation von Prx4 zu bestatigen bzw. zu widerlegen und in einem anderen
Zusammenhang zu betrachten. Auf Basis der ersten Einblicke, welche durch die
aktuelle Arbeit und Verdffentlichungen anderer Arbeitsgruppen gewonnen wurden,
wird angeregt, die Erforschung von Prx4 zu vertiefen, um folgende Fragen zu
beantworten: Woher stammt zirkulierendes Prx4 (Gewebe, Blutgefal’e, ubiquitar oder
spezifisch)? Wie wird die Sekretion von Prx4 reguliert (NF-kappaB, ROS-Quellen wie
NADPH-Oxidasen, reaktive nitrosative Spezies, spezifisch oder unspezifisch)? Ubt
sezerniertes Prx4 eine Funktion aus (antioxidativ, pro- oder antiinflammatorisch,
Chaperon, inaktiv)? Spielt der oligomere Status flr die Sekretion eine Rolle (dimere
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oder dekamere Form, Regenerierung, Membranbindung)? Interagiert zirkulierendes
Prx4 mit anderen Prx-Isoformen oder redox-abhangigen Kofaktoren? Gibt es
Kompensationsmechanismen zwischen Prx4 und anderen Antioxidantien? Kann eine
antioxidative Therapie Prx4-Serumwerte beeinflussen und spiegeln diese den
Therapieverlauf wider?
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