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Verzeichnis der Abkürzungen  

AUC   area under the curve 

CIAN   kontinuierliche intra-arterielle Nimodipin-Therapie 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DHR   Dihydrorhodamin 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure  

FKS   fetales Kälberserum 

fMLP    N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin 

ICAM-1   Interzelluläres Adhäsions Molekül 1  

IL-1β   Interleukin 1 beta 

MEM   Minimum Essential Medium Eagle 

MPO   Myeloperoxidase  

N    Stichprobenumfang  

NADPH  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NET   neutrophiles extrazelluläres Netz 

PMN    Polymorphnukleärer neutrophiler Granulozyt 

PBS    Phosphate buffered saline  

ROS   reaktive Sauerstoff-Spezies 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium 

SAB   Subarachnoidalblutung 

SHT   Schädel-Hirn-Trauma 

SOD   Superoxiddismutase 

TNFα   Tumornekrosefaktor alpha 

TNFR1/2  Tumornekrosefaktorrezeptor 1/2 

VCAM   vaskuläres Zelladhäsionsmolekül 

 

 

 

https://de.wikipedia.org/wiki/Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
https://de.wikipedia.org/wiki/Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
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1. Einleitung 

1.1. Live-cell-imaging als probates Werkzeug zur Erforschung von zellulären 

Vorgängen  

Die Methodik des live-cell-imaging stellt in der wissenschaftlichen Praxis eine überaus 

probate Methode zur Untersuchung von Zellen auf ihre Eigenschaften und deren 

Veränderbarkeit dar. Zellfunktionen wie die Sezernierung von Enzymen oder anderer 

chemisch detektierbarer Verbindungen sowie mechanische Funktionen, 

beispielsweise die Fähigkeit zur Migration, können mittels live-cell-imaging 

aufgezeichnet werden. 

Die einfache Anpassung von Parametern des Setups zur Erforschung von Zellen 

ermöglicht einen detaillierten Einblick in zelluläre Vorgänge analog zu denen im 

menschlichen Organismus. Diese lassen sich mithilfe dieser in-vitro-Methodik über 

einen langen Zeitraum unter stabilen Bedingungen beobachten.  

Zur Untersuchung von Neutrophilen Granulozyten (PMN) ist die Anwendung dieser 

Methode ein gängiges Verfahren. Dabei gilt es, dieses Verfahren schrittweise zu 

optimieren. Zur Anregung der Chemotaxis der Granulozyten hat sich der Lockstoff 

fMLP bewährt [1,2].  

Um die sezernierten Enzyme und Verbindungen von PMNs für das Mikroskop sichtbar 

zu machen, eignen sich beispielsweise auch Antikörper [3]. 

Um die Vergleichbarkeit dieser Methodik mit den Vorgängen im menschlichen Körper 

weiter zu erhöhen, können und müssen noch einige Anpassungen getätigt werden. 

Die Darstellbarkeit zellulärer Vorgänge steht immer in Konkurrenz zum Wohlergehen 

der Zellen. Ein wichtiger Faktor in diesem Zusammenhang ist das zur Aufnahme der 

Zellen verwendete Medium, welches einerseits die Umweltbedingungen determiniert 

und andererseits eine Ernährungs- und Lebenserhaltungsfunktion für die Zellen 

innehat [4].  

Nach Köckritz-Blickwede et al. sollte besonderes Augenmerk auf eben diese 

Mediumparameter gelegt werden. So steht zur Diskussion, ob statt des verwendeten 

fetalen Kälberserums (FKS) zur Aufnahme und Ernährung der Granulozyten während 

des Beobachtungszeitraums – wie von Neubert et al. vorgeschlagen - humanes 

Blutplasma eine besser geeignete Alternative darstellt [5,6].  
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1.2. Neutrophile Granulozyten 

Das menschliche Immunsystem hat die Aufgabe den Körper vor Pathogenen wie 

Viren, Bakterien, Pilzen etc. zu schützen. Es gliedert sich in die folgenden, in der 

Abbildung 1 dargestellten, Bestandteile. 

Die Neutrophilen Granulozyten, auch polymorphnukleäre Leukozyten (PMNs) 

genannt, stehen der Immunabwehr zur Verfügung, wenn Krankheitserreger die 

äußeren Abwehrbarrieren des Körpers wie beispielweise die intakte Haut oder 

schleimbesetzte Epithelien bereits überwunden haben [7]. 

Von den 4.000 bis 10.000 Leukozyten pro Mikroliter Blut beträgt der Anteil der PMN 

etwa 50 bis 70 Prozent. Sie werden im Knochenmark in einem circa 8 Tage dauernden 

Prozess aus der Vorstufe des sogenannten Myeloblasten über mehrere 

Zwischenstufen gebildet. Die Menge an produzierten Zellen kann bis zu 2x1011 pro 

Tag betragen [8]. Wie seit bereits über 60 Jahren bekannt finden sich PMN im 

menschlichen Körper sowohl in der Blutzirkulation als auch im Gewebe als 

Reserveeinheiten, die auf Abruf aktiviert und ins zurück Blut rekrutiert werden können 

[9]. Beide Anteile halten sich prozentual die Waage. Für die Zellen, die bei Bedarf 

rekrutiert werden können, hat sich der Begriff marginated pool bzw. marginated 

reservoir etabliert [8]. Die durchschnittliche Lebensdauer von Neutrophilen 

Granulozyten beträgt laut Pillay et al. 5,4 Tage [10]. 

 

Abbildung 1: Bestandteile der menschlichen Immunabwehr 



 

- 11 - 

 

1.2.1. Migration in betroffenes Gewebe 

Als die bereits vielfach so bezeichnete „schnelle Eingreiftruppe“ des Immunsystems 

können PMN, die zuvor durch verschiedene Faktoren wie beispielsweise die Zytokine 

Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) und Interleukin 1 beta (IL-1β) aus Makrophagen 

oder schlicht durch Bakterienbestandteile aktiviert wurden, innerhalb von Minuten an 

gezielter Stelle die Blutbahn verlassen. An den postkapillären Venolen, den 

bevorzugten Austrittsorten der PMN, kommt es erst zum zytokinvermittelten „rolling“, 

welches durch endotheliale Zelladhäsionsmoleküle, die Selektine, und passende 

Selektinliganden auf der Leukozytenoberfläche ermöglicht wird. Es kommt zu losen 

Haftkontakten, welche durch die Strömungskräfte der Blutzirkulation abgeschert und 

daraufhin wieder neu ausgebildet werden. 

In Folge bilden sich weitere Adhäsionsmoleküle auf dem Endothel, wiederum vermittelt 

durch Zytokine. Unter anderem wird das Molekül ICAM-1 (intercellular adhesion 

molecule-1) ausgebildet. Zudem bilden sich auf dem Granulozyten chemokinvermittelt 

die sogenannten Integrine, welche ans Endothel binden können. Die PMN flachen sich 

durch Umbau des Zellskeletts ab (Abbildung 2). 

Die Transmigration durch das Endothel, auch als Leukodiapedese bezeichnet, erfolgt 

entweder transzellulär durch den Zellkörper der Endothelzelle oder parazellulär 

zwischen den Kontaktpunkten der Endothelzellen. 

Mittels enzymatisch getriggerter Auflösung der Basallamina ist es den Granulozyten 

unter Zuhilfenahme der Pseudopodien, den Leitfortsätzen der wandernden Zellen, 

möglich, zum jeweiligen Infektionsherd, angelockt durch Chemokine, zu migrieren und 

dort die Schädigung des Gewebes mit einer Entzündungsreaktion zu bekämpfen.  

Innerhalb von Stunden sammeln sich große Zahlen der Zellen an diesen Stellen und 

rekrutieren des Weiteren Monozyten und Makrophagen [8]. 
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1.2.2. Intrazelluläre Bekämpfung von Bakterien: Phagozytose und Oxidativer Burst 

Sind die PMNs am Ort des Infektherdes angekommen, so steht ihnen als 

„Eingreiftruppe“ ein breit gefächertes „Waffenarsenal“ zur Verfügung. Zunächst haben 

sie die Möglichkeit Bakterien und andere Mikroorganismen intrazellulär zu bekämpfen. 

Es geschieht dies durch die Aufnahme der unerwünschten Erreger in phagozytotische 

Vakuolen, die Phagosomen. Damit einher geht die Aktivierung der NADPH-Oxidase, 

ein Enzymkomplex auf der Membran der Phagosomen. Dieser wandelt molekularen 

Sauerstoff in reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie das Superoxidanion (O2
-) um. In 

der Folge kann durch die Aktivität des Enzyms Superoxiddismutase (SOD) 

Wasserstoffperoxid (H2O2) entstehen. Diese reaktiven Sauerstoffspezies werden in 

das Phagosom abgegeben. Zeitgleich wird das Enzym Myeloperoxidase gebildet, 

welches die Reaktion von Cl- und H2O2 zu hypochloriger Säure katalysiert. Diese ist 

stark mikrobizid und stellt die stärkste oxidative „Waffe“ des Neutrophilen 

Granulozyten dar [11,12] Ein Zusammenspiel des intrazellulären und extrazellulären 

Weges zur Bekämpfung von Bakterien und anderen Mikroorganismen steht zur 

Diskussion [13]. 

Abbildung 2: Emigration der Leukozyten; eigene Darstellung nach Lüllmann-Rauch R. et al., Taschenlehrbuch 

Histologie, 5. Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart, 2015 
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1.2.3. Extrazelluläre Bekämpfung von Bakterien: NETosis 

Es besteht für PMNs des Weiteren die Option, Bakterien mit extrazellulären Netzen, 

den Neutrophil Extracellular Traps (NETs), einzufangen und abzutöten. Diese 

bestehen aus Fäden entfalteter DNA und sind mit Histonen, Enzymen wie 

Myeloperoxidase und Elastase und verschiedenen antimikrobiellen Proteinen aus den 

Granulae der Neutrophilen besetzt [14]. Das im Zuge der NET-Bildung von Statten 

gehende Absterben der jeweiligen Zelle ist derzeit Gegenstand wissenschaftlicher 

Forschung. Mögliche „Schlachtfelder“ der „schnellen Eingreiftruppe“ der Granulozyten 

für die NETosis sind das Interstitium sowie die Widerstandsgefäße des Blutkreislaufes, 

die dadurch in ihrer Mikrozirkulation behindert werden können [15]. Manche Bakterien 

beherrschen die Strategie, DNase zu bilden und auf diese Art und Weise den NETs 

zu entkommen [13], 7]. 

NETs spielen eine Rolle in der Pathophysiologie einer stetig steigenden Anzahl von 

Krankheiten. Von Diabetes über Autoimmunerkrankungen bis hin zu 

Krebserkrankungen reicht dabei die Spannweite. Neue therapeutische Methoden, die 

auf den Prozess der NET-Bildung abzielen, gewinnen dadurch an Bedeutung [16]. 

Sowohl schädliche als auch einen positiven Effekt bewirkende Folgen der NETosis 

sind Gegenstand der Diskussion und haben eine hohe Bedeutsamkeit bei der Suche 

nach therapeutischen Ansätzen in Bezug auf die Bildung von NETs [16]. 
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1.3. TNFα als Einflussfaktor auf das angeborene Immunsystem  

Die folgenden Unterkapitel verdeutlichen die Rolle von TNFα im Zusammenhang mit 

der menschlichen Immunabwehr.  

 

1.3.1. Wirkungsweisen von TNFα 

Der Tumornekrosefaktor alpha ist ein entscheidender Faktor bei der angeborenen 

Immunreaktion des menschlichen Organismus gegen Viren und bakterielle 

Pathogene. Das Zytokin ist ein proinflammatorisch wirkendes Element der 

Signalkaskade beim Zustandekommen einer Entzündungsreaktion. TNFα reguliert 

das Ausmaß und die Dauer eines Entzündungsgeschehens und verhindert somit das 

Auftreten von autoimmunen Erkrankungen und die Entwicklung von Tumoren [17]. 

Gebildet wird TNFα von Makrophagen und Monozyten bei akuten 

Entzündungsvorgängen im Organismus [18]. 

Der Signalweg führt dabei über die zwei Rezeptoren TNFR1 und TNFR2, welche beide 

auf der Oberfläche von Neutrophilen Granulozyten exprimiert werden können [19,20]. 

 

1.3.2. TNFα im Zusammenspiel mit Neutrophilen Granulozyten 

Eine Wechselwirkung zwischen TNFα und Neutrophilen Granulozyten im Zuge der 

Immunantwort bei einem viralen Infekt stellt nach Rivadeneyra et al. die durch TNFα 

getriggerte Freisetzung des Enzyms Myeloperoxidase durch die Granulozyten und die 

Bildung von NETs dar [21]. 

Des Weiteren wird laut Hyun et al. die Rekrutierung von Neutrophilen mittels Migration 

hin zum Entzündungsherd durch TNFα beeinflusst [22]. 
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1.4. Subarachnoidalblutungen (SAB) und Nimodipin  

Die folgenden Unterkapitel geben einen Einblick in die Thematik der SAB und deren 

Therapie mit Nimodipin. 

1.4.1. Definition, Einteilung und Epidemiologie der SAB 

Eine SAB, eine Einblutung in den Subarachnoidalraum, dem liquorgefüllten Raum 

zwischen Pia Mater und Arachnoidea, kann traumatischer Natur sein als Folge eines 

Schädel-Hirn-Traumas (SHT), jedoch auch nicht-traumatischer Natur, wenn es, wie in 

Abbildung 3 dargestellt, zu spontan auftretenden Rupturen der Hirnbasisgefäße nach 

Aneurysmen kommt [23]. 

Bei den nicht-traumatischen Blutungen, welche weltweit etwa 5 Prozent aller 

Schlaganfälle ausmachen, lassen sich die selteneren (15%) SAB ohne 

Aneurysmanachweis von den weitaus häufiger auftretenden (85%) aneurysmatischen 

SAB unterscheiden. Die Inzidenz liegt in der westlichen Welt bei 6 bis 9 auf 100.000 

Personen, vorwiegend betroffen sind dabei Patienten mittleren Alters, im Mittel um die 

50-55 Jahre [24, 25, 26]. Die Letalitätsrate liegt bei 25 bis 35 Prozent [24]. 

 

 

 

Abbildung 3: schematische Darstellung der Lokalisation einer Subarachnoidalblutung (SAB), eigene Darstellung 

nach Aumüller G., Duale Reihe Anatomie, 4. Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart, 2017 



 

- 16 - 

 

 

1.4.2. Ätiologie und Symptomatik der nicht-traumatischen SAB 

Der Circulus arteriosus cerebri (Willisii) sowie die daraus hervorgehenden 

gehirnversorgenden Arterien befinden sich im sogenannten Subarachnoidalraum. 

Jene Blutgefäße erweisen sich als besonders kritische Stellen für Aneurysmen, also 

dünnwandige Aussackungen der Gefäßwände, bedingt durch eine unzureichend 

ausgebildete Tunica Media (Abbildung 4). Es besteht die Möglichkeit von spontan 

auftretenden Rupturen der Aneurysmen, gleichbedeutend mit einem Blutausstrom in 

den Liquorraum und damit einem Anstieg des intrakraniellen Drucks, den bereits 

benannten Subarachnoidalblutungen. Symptomatisch für diesen blutungsbedingten 

Druckanstieg sind extreme „Vernichtungskopfschmerzen“, bedingt durch Reizungen 

der Hirnhäute, sowie Vigilanzminderung und Meningismus. 

Prädisponiert für eine SAB sind Patienten mit arterieller Hypertension. Weiterhin 

können Rauchen und Alkoholmissbrauch als Risikofaktoren angesehen werden [25]. 

 

 

 

Abbildung 4: Circulus arteriosus cerebri („Willisii“), eigene Darstellung nach Aumüller G., Duale Reihe Anatomie, 4. 

Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart, 2017 
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1.4.3. Refraktäre zerebrale Vasospasmen als mögliche Komplikation der SAB und die Rolle der 

NETs 

Neben Rezidivblutungen (4-13,6%) und Hydrozephalus (15-87%) zählen refraktäre 

zerebrale Vasospasmen und daraus resultierende sekundäre Ischämien mit einer 

Auftrittshäufigkeit von 20 bis 40 Prozent zu den wichtigsten Komplikationen der SAB, 

die auch einen nicht unerheblichen Beitrag zur hohen Letalität des Krankheitsbildes 

leisten [26,27]. 

Eine Verengung der angiographisch darstellbaren Hirnbasisgefäße geschieht 

vornehmlich 7 bis 10 Tage nach Ruptur des Aneurysmas und bildet sich spontan 

zurück nach in etwa 21 Tagen. Die Pathogenese der Vasospasmen ist derzeit 

Gegenstand der Forschung und noch nicht genau verstanden. Des Weiteren 

imponieren die Gefäßverengungen durch unterschiedliche Schweregrade der durch 

sie verursachten Ischämie, welche nicht immer in einen symptomatischen Verlauf 

münden müssen [28]. 

1.4.4. CIAN-Therapie zur Vasospasmustherapie 

Die CIAN-Therapie (Continuous Intra-arterial Nimodipine Infusion) zur Vermeidung 

von sekundären Ischämien nutzt den Calciumantagonisten Nimodipin, der die 

Frequenz des Auftretens der Gefäßverengungen reduzieren soll [29]. Es wird 

vermutet, dass dies durch ein Entgegenwirken gegen den Calciumeinstrom in die 

Muskelzelle der Tunica Media der betroffenen Arterie geschieht. Jedoch ist der genaue 

Wirkmechanismus der einen calciumantagostischen Effekt ausübenden Medikamente 

noch nicht vollständig geklärt. Es steht zur Diskussion, ob die Perfusion des Gewebes 

und damit der Schutz vor weiterer Infarktgefahr auch durch eine Wechselwirkung von 

Nimodipin mit Leukozyten, insbesondere mit Neutrophilen Granulozyten, 

aufrechterhalten wird [30]. 

Dabei stellt sich auch die Frage, welche Dosierung des arteriell verabreichten 

Nimodipins sich für die Patientengabe eignet, um etwaige Blutdruckabfälle während 

der standardmäßigen 21-tägigen Gabedauer zu verhindern [31]. 
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1.5. Covid-19 und Dexamethason 

Die folgenden Unterkapitel geben einen kurzen Abriss über das derzeit die Medien 

bestimmende Thema Covid-19 und die Therapie dieser Erkrankung durch das 

Glucocorticoid Dexamethason. 

1.4.1 Das Krankheitsbild Covid-19 

Ende des Jahres 2019 verbreitete sich ein neues Virus aus der Familie der 

Coronaviridae, das severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2; 

Abbildung 5), von China aus über den gesamten Planeten. Die Symptomatik dieser 

durch das Virus verursachten Erkrankung „Covid-19“ zeigt eine große Bandbreite von 

kaum vorhandenen oder nur milde ausgeprägten Infektionen bis hin zu schweren 

Krankheitsverläufen oder gar zum Tod [32].  

Laut Zuo et al. können die von Neutrophilen Granulozyten gebildeten NETs als Marker 

für die Schwere von Krankheitsverläufen von Covid-19 gesehen werden [33]. 

 

Charakteristische milde Symptome der Covid-19-Infektion sind nach Li et al. 

Schnupfen, Husten und Abgeschlagenheit sowie Kopfschmerz, Übelkeit und 

Erbrechen [34]. Größere Gefahr besteht bei schweren Verläufen im akuten 

Lungenversagen. Bei den intensivpflichtigen Patienten besteht aufgrund der 

Analgosedierung die Notwendigkeit einer künstlichen Beatmung [35]. Weiterer Befall 

von Organen und Langzeitschäden nach überstandener Akutinfektion sind derzeit 

noch Gegenstand der Forschung [36]. 

1.4.2 Letalität  

Todesfälle nach einer Covid-19-Infektion sind laut Liu et al. größtenteils bei Patienten 

mit bestehenden Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus, kardiovaskulären 

Abbildung 5: Eine Illustration des Coronavirus (SARS-CoV-2) 
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Erkrankungen und chronisch-obstruktiven Lungenerkrankungen sowie Hypertonie 

nachgewiesen. Es besteht auch ein Zusammenhang zwischen Lebensalter und dem 

Letalitätsrisiko von Patienten [37]. Während nach Perez-Saez et al. die Letalitätsrate 

in der Gesamtbevölkerung bei 0,64% liegt, beträgt in der als Risikogruppe 

bezeichneten Menge der über 65-jährigen Patienten die Letalitätsrate bei 5,6% [38].  

1.4.3  Dexamethason zur Behandlung schwerer Fälle und Senkung der Letalitätsrate 

Im März 2020 sorgte eine britische Studie weltweit für Aufsehen. Laut Ledford et al. 

soll das Glucocorticoid Dexamethason die Todesrate von Covid-19-Infektionen um bis 

zu einem Drittel senken [39]. 

In dieser Studie wurde Patienten mit nachgewiesener Coronavirus-Infektion 10 Tage 

lang eine Dexamethason-Dosis von 6mg pro Tag verabreicht [40]. 

Bei Patienten, bei denen eine Respiratortherapie notwendig war, konnte die 

Letalitätsrate um 33% gesenkt werden. Bei Patienten mit mittelschwerem Verlauf, das 

heißt mit unterstützender therapeutischer Sauerstoffgabe, erkannte man eine 

Senkung der Letalitätsrate um 20%. 

Wenn eine Beatmung oder Unterstützung nicht indiziert war, die Patienten also eine 

mildere Form der Infektion durchliefen, konnte kein Effekt von Dexamethason auf den 

Heilungsprozess nachgewiesen werden [41,42].  

Eine mögliche Erklärung hierfür stellt die immunsupprimierende Wirkung von 

Dexamethason dar. Die Entzündungsreaktion des Organismus wird reduziert [41]. 

Patienten, die einen schweren Verlauf der Covid-19-Infektion durchleben, haben mit 

einer überschießenden Immunreaktion ihres Körpers zu kämpfen, dem sogenannten 

Zytokin-Freisetzungssyndrom oder auch Zytokinsturm genannt [43].  

Dexamethason dämpft diese Hyperreaktion des Organismus und erleichtert den Weg 

zur Genesung. Im Zuge einer weniger schwerwiegenden Erkrankungsform kann die 

körpereigene Abwehr den viralen Einfluss selbst eindämmen und die Gabe von 

Dexamethason hätte eine kontraproduktive Wirkung [44]. 

Des Weiteren zeigt eine Studie aus dem Jahr 2015 von Alabdullah et al. einen Einfluss 

von Dexamethason auf bovine Neutrophile Granulozyten, welcher auch in der 

humanen Anwendung von Dexamethason zur Behandlung von Covid-19 einen 

interessanten Ansatzpunkt darstellen könnte [45]. 

Aufgrund der Brisanz der Thematik der Therapie von Covid-19 und der Verfügbarkeit 

von Dexamethason verdient diese Fragestellung ein besonderes Augenmerk [46]. 
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1.6. Zielsetzung und Untersuchungsgegenstand 

Die Zielsetzung dieser Promotionsarbeit lag in der Weiterentwicklung und Optimierung 

der gängigen Methodik zur Analyse der Granulozytenfunktionalität. Nach Erfahrungen 

früherer Studien muss besondere Sorgfalt auf die Wahl des richtigen Mediums zur 

Aufnahme der Granulozyten gelegt werden. Deshalb werden in der vorliegenden 

experimentellen Doktorarbeit die beiden gängigen Medien, fetales Kälberserum (FKS) 

sowie humanes Blutplasma, hinsichtlich ihres Einflusses auf die Immunaktivität der 

Zellen verglichen.  

Des Weiteren wird ein Augenmerk auf die Veränderung der Zellaktivität nach 

Inkubation der Zellen mit dem Tumornekrosefaktor α (TNFα) in verschiedenen 

Konzentrationen gelegt, um dessen Einfluss zu quantifizieren. 

Die Methodik soll außerdem auch in in-vitro-Versuchen angewendet werden, sodass 

über mögliche Wechselwirkungen von bestimmten Medikamenten mit den 

Granulozyten bzw. ihren Eigenschaften eine Aussage getroffen werden kann.  

Es sind dies einerseits der Calcium-Antagonist Nimodipin, welcher bei den oben 

genannten Vasospasmen nach SAB zum Einsatz kommt. Unterschiedlich hohe 

Konzentrationen des Medikaments kommen dabei zum Einsatz. 

Andererseits wird das Glucocorticoid Dexamethason, das wie erwähnt bei Patienten 

mit schwerem Covid-19-Verlauf einen Benefit bewirkt, in verschiedenen 

Konzentrationen hinsichtlich seiner Wirkung auf PMNs getestet 

Dieser Zielsetzung folgend wurden die Länge der Migrationsstrecken der PMN, die 

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Freisetzung des Enzyms 

Myeloperoxidase (MPO) und von granulozytärer DNA in Form von NET-Bildung der 

genauestens betrachtet.  

Mittels vergleichender Gegenüberstellung dieser Parameter sollen statistisch 

signifikante Unterschiede der einzelnen Gruppen identifiziert werden. Die Gruppen 

gliedern sich in Testreihen der verschiedenen Medium-Parameter - Humanplasma und 

fetales Kälberserum - mit und ohne TNFα-Aktivierung sowie in Versuchsansätze mit 

Zusatz den beiden genannten Medikamenten. Außerdem werden zur Kontrolle 

Ansätze erstellt, in welchen die jeweiligen Lösungsmittel der Medikamente in analoger 

Konzentration bezüglich ihres Einflusses auf die PMN untersucht werden. 
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1.7. Studiendesign  

Nach folgendem Schema (Abbildung 6) gliedert sich die Systematik dieser 

experimentellen Dissertation. Die in Klammern gesetzten Zahlen bezeichnen dabei die 

jeweilige Versuchsanzahl. 

 

 

Abbildung 6: Studiendesign 
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Das folgende Flowchart (Abbildung 7) visualisiert die angewendeten Verfahren bei der 

Durchführung der Versuche zum Vergleich von FKS mit Humanplasma als 

Nährmedium der Granulozyten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7: Versuche zum Vergleich FKS mit Humanplasma sowie mit und ohne TNFalpha-Priming 
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Die Systematik der Versuche mit Nimodipin respektive des Lösungsmittels Methanol 

(MeOH) wird in nachfolgendem Schema (Abbildung 8) beschrieben. 

 

 Abbildung 8: Versuche mit Nimodipin bzw. Methanol 
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Die zur Untersuchung des Einflusses von Dexamethason beziehungsweise des 

Lösungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) durchgeführten Versuche werden in der 

kommenden Abbildung 9 veranschaulicht.  

 

 

 Abbildung 9: Versuche mit Dexamethason bzw. DMSO 
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2. Material und Methoden 

Die folgenden Punkte beinhalten die für die Versuchsdurchführung benötigten Geräte, 

Chemikalien und Materialien. 

2.1. Votum der Ethikkommission 

Die Durchführung dieser Studie entspricht den Grundsätzen der Deklaration von 

Helsinki des Weltärztebundes und wurde durch die lokale Ethikkommission der 

Fakultät für Medizin der Universität Regensburg (Aktenzeichen 19-1519-101) 

genehmigt. 

2.2. Allgemeine Geräte und Materialien 

CO2-Inkubator Heracell 150i Thermo Scientific, Waltham, USA 

Wasserbad ohne integriertes 

Thermometer 

neoLab Migge GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Wasserbad ThermoHaake SWB25 
Thermo Haake GmbH, Karlsruhe, 

Deutschland 

Biofuge stratos Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland 

Heraeus™,Megafuge 1.0 R 

Zentrifuge 

ThermoFisher Scientific, Langenselbold, 

Deutschland 

Herasafe KS 18 biologische 

Sicherheitswerkbank der Klasse II 

ThermoFisher Scientific, Langenselbold, 

Deutschland 

DM IRB Mikroskop Leitz, Wetzlar, Deutschland 

Vortex-Genie 2 
Scientific Industries, Bohemia, New York, 

USA 

MS2 Minishaker IKA JK 
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 

Deutschland 

Rollenmischer SRT9D Stuart, Staffordshire, England 

Inkubator Lab-Therm LT-W Adolf Kühner AG, Basel, Schweiz 

PIPETMAN® Classic P200 Pipette Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 

PIPETMAN® Classic P1000 Pipette Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich 

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland 

Multipipette M4 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Combitips Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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accu-jet® pro Pipettierhelfer 
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 

Deutschland 

Pipetten 5mL – 50mL 

Hirschmann Laborgeräte GmbH, Eberstadt, 

Deutschland; 

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 

Deutschland 

Vakuumpumpe 
VACUUBRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 

Deutschland 

Cellstar® Tubes, 15mL, PP 
Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Rotilabo®-Reaktionsgefäße PP, 

farblos, 1,5mL 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Druckminderer Linde 

Tabelle 1: Allgemeine Materialien und Geräte 

2.3. Materialien zur Granulozyten-Isolierung 

 

Safety-Multifly-Kanüle 0,9 x 19mm Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 

Monovette Lithium-Heparin 5,5mL Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 

S-Monovette® 7,5mL LH Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Pur-Zellin Zellstofftupfer Hartmann, Heidenheim, Deutschland 

Venenstauschlauch Kimetec GmbH, Ditzingen, Deutschland 

Softasept N  Braun, Melsungen, Deutschland 

Cutiplast steril 7,2 x 5cm Smith & Nephew GmbH, Hamburg, 
Deutschland 

Leuko Spin Medium, pluriSpin pluriSelect Life Science – Worldwide, 
Leipzig, Deutschland 

Lympho Spin Medium, pluriSpin pluriSelect Life Science – Worldwide, 
Leipzig, Deutschland 

Tabelle 2: Materialien zur Granulozyten-Isolierung 
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2.4. Materialien zur Mikroskopie 

Zählkammer Neubauer-improved Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Königshofen, Deutschland 

Deckgläser (Menzel-Gläser) Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, 
Deutschland 

RPMI 1640 without l-glutamine, 
phenolred, with sodium bicarbonate 

PAN BIOTECH, Aidenbach, 
Deutschland 

Fetales Kälberserum (FKS) Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Anti-MPO-APC, human (anti-MPO) Miltenyl Biotec, Deutschland 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (im 
folgenden “DAPI”), verdünnt zu 0,5 
µg/mL 

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim, Deutschland, Product of 
Israel 

Dihydrorhodamine 123 (im folgenden 
“DHR”), 1mM in DMF (10mg/26,2mL 
DMF) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Aqua Dest Laborintern destilliert 

Minimum Essential Medium Eagle 10x 
with Earle’s salts, without l-glutamine and 
sodium bicarbonate 

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, 
Steinheim, Deutschland, Product of 
United Kingdom 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) VWR International GmbH (Radnor, 
Pennsylvania, USA) 

RPMI 1640, w/o: L-Glutamine, w/o: 
Phenol red, w: 2 g/L NaHCO3 

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland 

PureCol Type I Bovine Collagen Solution 
(3mg/mL) (Kollagen)  

Advanced BioMatrix , Carlsbad, USA 

µ-Slide Chemotaxis ibiTreat Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Lids for µ-Slide Chemotaxis Ibidi, Martinsried, Deutschland 

N-Formyl-Met-Leu-Phe ≥97% 50mg 
(HPLC) (im folgenden “fMLP”), 1mM 
verdünnt zu 10nM 

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA 

Inversmikroskop DMi8 Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Ibidi Gas Mixer Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Ibidi Temperature Controller Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Ibidi Heating System, Universal Fit, for 1 
Chamber 

Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Ibidi Gas Incubation System for CO2 Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Leica DFC9000 GT Kamera  Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Objektiv HC, PL FL L20x/0,40 CORR 
PH1 

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Lichtquelle CoolLED pE-4000 CoolLED Ltd, Andover, Großbritannien  

LED QUAD Filterwürfel  Chroma Technology Corp., Vermont, 
USA 

DUAL Filterwürfel  Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 
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Leica Application Suite 3.4.2.18368 
Softwareplattform Leica Apllication Suite 
X 

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Tabelle 3: Materialien zur Mikroskopie 

2.5.  Methodik der Versuche am Leica-Mikroskop 

Die im Zuge der Versuchsdurchführung angewendeten Methoden werden in den 

folgenden Punkten behandelt. 

In den folgenden Unterkapiteln wird der Versuchsaufbau modellhaft umrissen. 

2.5.1. Versuchsvorbereitung: Gelherstellung und Verdünnung von Nimodipin, Dexamethason 

sowie TNFα 

Um im Nachgang die Granulozyten unter dem Mikroskop beobachten zu können, 

wurde 10 bis 24 Stunden vor Beginn der Mikroskop-Aufnahmen die Kollagen-Gelmatrix 

in einem 0,5mL- Reaktionsgefäß angesetzt. Hierfür wurden 20µL MEM mit 20µL 

deionisiertem Wasser, 10µL Sodiumbicarbonat und 50µL RPMI vermengt und der 

Ansatz bis zum Moment des Gebrauchs in einem Brutschrank bei 37°C inkubiert.  

Bei den Versuchen mit dem Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) wurde dieser zur 

Aktivierung der Granulozyten in den Konzentrationen 10ng/mL bzw. 100ng/mL 

eingesetzt. 

Das Medikament Nimodipin, welches als Stammlösung mit einer Konzentration von 

40µg/mL vorlag, wurde in bestimmte Konzentrationen vorverdünnt, um später dann in 

den Reaktionsansatz der µ-ibidi-Slides hinzugegeben zu werden. Bei den 

Kontrollversuchen mit Nimodipins reinem Lösungsmittel Methanol wurde ebenso 

verfahren und es wurden analoge Verdünnungen hergestellt. Zur Herstellung der 

Verdünnungen wurde RPMI/10%FKS, RPMI/60%FKS bzw. aus der Blutentnahme 

gewonnenes RPMI/10% Humanplasma verwendet. 

Der einerseits eingesetzten Konzentration Nimodipins von 10ng/mL stand eine 

analoge Methanolkonzentration von 0,0625‰ gegenüber. Bei der 

Nimodipinkonzentration von 500ng/mL entsprach die Konzentration des 

Lösungsmittels Methanol 3,125‰. 

Bei Dexamethason wurden Konzentrationen von 25ng/mL und 75ng/mL eingesetzt, 

denen analoge Konzentrationen des Lösungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) von 
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0,16‰ und 0,50‰ gegenüberstanden. Folgende Abbildungen 10 und 11 erläutern die 

genauen Verdünnungsschritte. 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Schema der Verdünnungen von Nimodipin bzw. Methanol 
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Im Vorfeld der Blutentnahme wurde die Isolation der Granulozyten vorbereitet, indem 

die zur Isolierung nötigen Trennmedien der gekühlten Lagerung entnommen und auf 

Raumtemperatur gebracht wurden.  

Dies diente dazu, den Dichteunterschied der Trennmedien zu erreichen und die 

Aktivität der Granulozyten nicht unerwünscht zu verringern. Daraufhin wurden in zwei 

15mL-Reaktionsgefäße jeweils 3mL Leukospin-Medium mit 3mL Lymphospin-Medium 

überschichtet. Der Dichteunterschied zwischen beiden Medien erleichterte die 

Auftrennung der Blutbestandteile beim Zentrifugationsvorgang in verschiedene 

Schichten innerhalb des Reaktionsgefäßes. 

Abbildung 11: Schema der Verdünnungen von Dexamethason bzw. DMSO 
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Nach abgeschlossener Risikoaufklärung und Unterschreiben der 

Einverständniserklärung wurden dem Probanden gemäß dem positiv beschiedenen 

Ethikvotum (19-1519-101) in der Ellenbeuge 7,5mL venöses Vollblut in eine Lithium-

/Heparin-Monovette entnommen. Davon wurde einerseits 1mL in ein 1,5mL 

Reaktionsgefäß pipettiert und anschließend für 5 Minuten mit 1.620g ohne Bremse 

zentrifugiert, um daraus 500µL humanes Blutplasma zu gewinnen. Dies wurde in den 

Versuchen, bei denen Humanplasma zur Verwendung kam, mit RPMI auf eine 10%ige 

Lösung eingestellt. Andererseits wurden aus der Monovette jeweils 3mL vorsichtig in 

die vorbereiteten 15mL-Reaktionsgefäße mit den beiden vorgelegten Spin-Medien 

pipettiert, ohne die drei Schichten zu vermischen. Im Anschluss wurde das 

Zentrifugenröhrchen mit 756 g für 20 min bei Raumtemperatur ohne Bremse 

zentrifugiert. Eine Auftrennung der verschiedenen Blutbestandteile war nach 

Abschluss der Zentrifugation mittels unterschiedlicher Dichtegradienten deutlich zu 

erkennen (Abbildung 12).  

Um zu verhindern, dass Lymphozyten und Thrombozyten in das 

Granulozytenkonzentrat gelangten, wurden das Blutplasma und der 

Lymphozentenring abgesaugt. Aus beiden Röhrchen wurden jeweils 200µL des 

Granulozytenrings abpipettiert. 

 

Abbildung 12: Blutprobe mit Lymphospin/Leukospin vor und nach der Zentrifugierung 
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2.5.2. Vorbereiten der Mikroskopie 

Zeitgleich zum Zentrifugationsvorgang der Blutprobe wurden die zur Mikroskopie 

notwendigen Farbstoffe und anderen Chemikalien hinzupipettiert. DHR (100µL) und 

DAPI (10µL) sowie der Lockstoff fMLP (10µL) wurden mit RPMI/10%FKS bzw. 

RPMI/10%Humanplasma auf einen Milliliter fertig zum Gebrauch verdünnt. Die 

insgesamt 400µL Granulozytenkonzentrat, die aus der Dichtegradientenzentrifugation 

gewonnen werden konnten, wurden auf eine Zellsuspension mit der Konzentration von 

18 Millionen Zellen pro Milliliter eingestellt, sodass eine annähernd einheitliche 

Zellanzahl in den ibidi-Kanälen bei den verschiedenen Versuchen erreicht werden 

konnte. Die Zellzahl wurde mittels Neubauerzählkammer ermittelt. Anschließend 

erfolgte eine weitere Zentrifugation ohne Bremse für 5 Minuten bei 216 g. Die Zellen 

setzten sich ab Boden des Reaktionsgefäßes ab, der Überstand konnte abgehoben 

werden und das entstandene Zellpellet mit dem zuvor berechneten Volumen an 

Nährmedium RPMI/10%FKS, dem 6-fach höher konzentrierten RPMI/60%FKS 

beziehungsweise RPMI/10%Humanplasma auf die gewünschte Konzentration 

eingestellt werden. 

Das eingesetzte FKS unterschied sich in den Bedingungen wie es angesetzt wurde. 

Die ersten 18 Versuche dieser experimentellen Doktorarbeit wurden mit 

RPMI/10%FKS durchgeführt, welches zuvor dem Gefrierschrank entnommen und 

aufgetaut worden war. In den darauffolgenden Versuchen wurde mit am selbem Tag 

frisch angesetztem RPMI/10%FKS gearbeitet.   

Bei den Versuchen mit TNFα wurden die beiden gewählten Konzentrationen 10ng/mL 

bzw. 100ng/mL in das jeweilige Reaktionsgefäß für den Kanal eingesetzt und für 30 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Unmittelbar vor dem Befüllen der Ibidi-Slides wurde die Kollagengelmatrix mit den 

Zellen fertiggestellt, um ein verfrühtes Aushärten zu verhindern. In den fertigen Matrix-

Ansatz (MEM, Sodiumbicarbonat, dest. Wasser, RPMI) wurden die drei vorverdünnten 

Fluoreszenzfarbstoffe mit folgenden Volumina beigefügt: 

• 10µL anti-human-Myeloperoxidase Antikörper (0,5µg/mL) 

• 5µL DAPI (0,5µg/mL) 

• 3µL DHR (1µg/mL) 
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Von der Granulozyten-Suspension mit der genormten Zellkonzentration von 18 

Millionen Zellen pro Milliliter kamen unter vorsichtigem Pipettieren 50µL in den 

Gelmatrix-Cup. Außerdem hinzugegeben wurden die Medikamente Nimodipin bzw. 

Dexamethason respektive deren Lösungsmittel Methanol bzw. DMSO in den zuvor 

eingestellten Konzentrationen. Zuletzt wurden 200µL PureCol beigemengt und 

homogen vermischt.  

Während 6,5µL des Gels in die Kanäle pipettiert wurden, blieben die Reservoirs des 

ibidi-Slides mit Verschlusskappen verdeckt, um ein Austreten der Gelmatrix in diese 

zu verhindern (Abbildung 13). Nach Beendigung des Füllvorgangs wurden die 

Verschlusskappen der Reservoirs entfernt und die Kanäle mit selbigen verschlossen. 

30 Minuten lang wurde das Slide in den 37°C warmen Brutschrank zum Inkubieren 

gegeben, sodass die Gelmatrix aushärten konnte. Während der Inkubationszeit 

wurden bereits die Voreinstellungen am Mikroskop vorgenommen.  

 

 

Abbildung 13: Befüllen der Ibidi-Slide, 

https://ibidi.com/img/cms/applications/chemotaxis/CH_workflow_01_quer.jpg 

 

Nach Ablauf der 30-minütigen Inkubationszeit wurden unverzüglich die insgesamt 

sechs Reservoire mit 65µL der entsprechenden Substanzen, ebenso in vorsichtigen 

Pipettiervorgängen, befüllt. Das Lockmedium fMLP wurde in die drei linken Reservoire 

jedes Kanals appliziert (Abbildung 14). In die drei rechten Reservoire der Kanäle kam 

als Nährmedium für die Granulozyten RPMI/10%FKS bzw. RPMI/10%Humanplasma.  
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2.5.3. Mikroskopieren und Systematik der Auswertung 

Während der Mikroskopieaufnahmezeit wurde die Klimakammer mit Druckluft belüftet. 

Weiterhin herrschten in beiden Versuchsgruppen folgende definierte 

Umgebungsbedingungen (Tabelle 4).  

CO2 5 Volumen-% 

Temperatur 35°C 

Luftfeuchtigkeit 50% 

Tabelle 4: Bedingungen in der Klima-Kammer 

Die Mikroskopversuche hatten zwei verschiedene Zeiträume der Mikroskopiedauer. 

Die Versuche in FKS-Medium liefen circa 6,5 Stunden wohingegen die Versuche mit 

Humanplasma aufgrund längerer Aktivität der Granulozyten 20 Stunden Laufzeit 

bekamen. 

Innerhalb eines Zeitraumes von circa 6,5 Stunden wurden je Ibidi-Kanal ungefähr alle 

30 Sekunden vier Aufnahmen gemacht, eine davon im Phasenkontrastmodus sowie 

drei Fluoreszenzbilder für die jeweiligen Farbstoffe MPO, DHR und DAPI. Bei den 20 

Stunden laufenden Versuchen erfolgten die Aufnahmen circa alle 45 Sekunden. 

Abbildung 14: Schema der befüllten Reservoire 
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Nach folgendem Schema in Abbildung 15 erfolgte die Auswertung der 

Mikroskopversuche: 

 

Abbildung 15: Systematik der Auswertung der Mikroskopversuche 

 

2.5.4. Bearbeitung und Aufbereitung der Daten mit der Imaris Software 

Zur Auswertung der Aufnahmen des Leica-Mikroskops ist es notwendig, die 

Bilddateien in quantifizierbare Daten zu übersetzen. Die Imaris Software ermöglicht 

es, verschiedene Parameter in den unterschiedlichen Aufnahme-Kanälen zu 

berechnen und somit eine Vergleichbarkeit der Daten herzustellen. Abbildung 16 gibt 

einen Überblick über die verwendeten Messmethoden zur Gewinnung von Daten für 

die betrachteten Parameter. 
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Im Zuge der Analyse der Migration wird ein einzelner Granulozyt durch einen 

Algorithmus erkannt und dieser verfolgt die Zelle über den gesamten Zeitraum der 

Mikroskopieaufnahme von einem Bild zum nächsten (tracken). Das 

Migrationsverhalten der Granulozyten vermindert sich mit fortschreitender Zeit. Daher 

wurde eine Unterteilung der Aufnahmezeit in Abschnitte von jeweils 30 bzw. 45 

Minuten, also 60 Frames, vorgenommen, sodass ein detaillierterer Vergleich der 

einzelnen Parameter erfolgen konnte. Weiterhin ist die Zellmigration in FKS nach 2,5 

Stunden weitestgehend abgeschlossen, weshalb lediglich die ersten fünf Abschnitte 

bei der Auswertung von Bedeutung waren. In Humanplasma wurde aufgrund nicht so 

rasch abfallender Migrationsaktivität der Beobachtungszeitraum auf 20 Stunden 

ausgeweitet. Bei zwei Aufnahmezyklen pro Minute umfasst der beobachtete Zeitraum 

in den FKS-Versuchen also die ersten 300 Aufnahmeserien. Um mögliche 

Störfaktoren zu dezimieren, wurden bestimmte Ausschlusskriterien in den 

Einstellungen festgelegt (Tabelle 5).  

 

Parameter Auschlussbereich Begründung 

Track Length ≥ 25µm Zellen, die weniger weit wandern, sind 

vermutlich keine PMN 

Track Duration ≥ 900s Zellen, die weniger lang gewandert sind, 

wurden vermutlich zu kurz getrackt 

Tabelle 5: Ausschlusskriterien zur Verminderung der Einflussnahme durch Störfaktoren 

Abbildung 16: Messmethoden der Mikroskopversuche 
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Bei den Farb-Fluoreszenz-Aufnahmen wurde mithilfe der Surface-Funktion die 

Summe der fluoreszierenden Flächen der jeweiligen Farbe pro Frame ermittelt. So 

konnten zeitliche Parameter der jeweiligen Fluoreszenz-Emission innerhalb der 

gesamten Aufnahme bestimmt werden. Die verhältnismäßig geringen Veränderungen 

von Frame zu Frame erlaubten eine Berücksichtigung lediglich jedes fünften 

Aufnahmezyklus, also bei FKS circa alle 150 bzw. bei Humanplasma alle 225 

Sekunden).  

 

2.5.5. Datenkonvertierung und Statistische Auswertung der ROS-Produktion 

Zur statistischen Auswertung der ROS-Produktion mussten die in Imaris erhaltenen 

Daten zuerst in eine Excel-Tabelle exportiert werden. Dabei erhielt man pro Frame 

(alle 150 bzw. 225 Sekunden) eine Flächensumme der DHR-Fluoreszenz. Mittels 

Umsetzung der Zahlenwerte der Tabelle in eine graphische Ansicht (Abbildung 17) 

ergab sich eine Funktion, deren Maximalwert als Nullstelle der ersten Ableitung 

berechnet wurde. Zur Berechnung wurde ein Ableitungsrechner aus dem Internet 

verwendet [47].  

 

 

Dem Wert der Nullstelle auf der Abszisse entsprach dabei der Zeitpunkt der maximalen 

Summe an fluoreszierenden Flächen. Dieser X-Wert der jeweiligen Nullstelle wurde 

für jeden Kanal der µ-ibidi-Slides eines jeden Versuches ermittelt.  
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Abbildung 17: Zeitpunkt maximaler ROS-Produktion am Maximum der Fluoreszenzdetektion 
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Außerdem wurde im Rahmen der Analyse der ROS-Produktion der im Zuge dieser 

Dissertation neu eingeführte Parameter „area under the curve“ (AUC) betrachtet. 

Dieser entspricht der Fläche unter dem Graphen der ROS-Produktion in µm². Dabei 

wurden die Werte stets über die Dauer des kompletten Beobachtungszeitraums von 

etwa 20 Stunden aufsummiert, um eine Vergleichbarkeit herzustellen. Eine große 

Fläche entspricht dabei vielen Zellen, die lange Zeit ROS-Produktion aufweisen. 

Umgekehrt bedeuten kleine Flächen, dass es nur wenige Zellen sind, welche auch nur 

kurzzeitig ROS-Produktion zeigen. 

Zur endgültigen statistischen Berechnung wurde das Programm SPSS herangezogen, 

wobei hierfür die entsprechende Excel-Tabelle in das Programm importiert werden 

musste. Zunächst erfolgte eine Testung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-

Test und im Anschluss dementsprechend ein T-Test mit unabhängigen Stichproben 

bei normalverteilter Variable bzw. der nichtparametrische Man-Whitney-U-Test bei 

nicht normalverteilter Variable. Verglichen wurden dabei Granulozyten in FKS 1,7%-

Medium mit solchen in 10%FKS-Medium sowie in 1,7%Humanplasma-Medium. 

Außerdem wurden PMNs unter Nimodipin-Einfluss bzw. den entsprechenden 

Methanol-Konzentrationen sowie unter Dexamethason-Einfluss und den 

entsprechenden DMSO-Konzentrationen verglichen. Zusätzlich lag das Augenmerk 

auf Granulozyten, welche mit TNFα aktiviert worden waren. 

 

2.5.6. Datenkonvertierung und statistische Auswertung der NETosis und der MPO-Freisetzung 

Nach vorausgegangener Konvertierung der Imaris-Daten in Excel wurden diese in die 

Software Phoenix übertragen. Diese erstellte für jeden µ-Slide-Kanal jedes Versuchs 

einen Graphen, bei dem die Summe der fluoreszierenden Fläche gegen die Zeit (ca. 

alle 150s bzw. 225s) aufgetragen wurde.  

Zusätzlich ergaben sich aus Phoenix verschiedene Parameter (Abbildung 18), 

welche in eine Excel-Tabelle konvertiert wurden. Diese Excel-Datei konnte wiederum 

in SPSS importiert werden. In der Folge wurden statistische Berechnungen, analog 

derer bei den Werten für die ROS-Produktion (3.1.6), unternommen. 
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Mithilfe der folgenden Formel wurden die ET₅₀-Werte für die NETosis ermittelt: 

 

𝐸 = 𝐸0 +
𝐸𝑚𝑎𝑥 × 𝑇ỿ

𝐸𝑇50
ỿ

+  𝑇ỿ
 

Formel 1: Berechnung der ET₅₀-Werte der NETosis 

2.5.7. Datenkonvertierung und statistische Auswertung der Migration 

Im Rahmen der Zellmigrationsauswertung wurden die von der Software Imaris 

errechneten Zahlenwerte erneut in eine Excel-Datei exportiert. Um das 

Migrationsverhalten der Granulozyten in FKS zu analysieren, wurde die 

Phasenkontrast-Aufnahme der 3 Kanäle in 30-minütige Abschnitte unterteilt (jeweils 

60 Frames). Es wurde ein Unterschied zwischen FKS, welches aus dem 

Gefrierschrank aufgetaut wurde, und frisch angesetztem FKS festgestellt. In frischem 

FKS wurde der Beobachtungszeitraum auf 20 Stunden mit einer Einteilung in 45-

Minuten-Abschnitte verlängert. Für die Analyse in Humanplasma betrug die Länge der 

Abschnitte 45 Minuten, wobei die zeitabhängigen Parameter, wie beispielsweise die 

Track Length, auf dasselbe Maß wie die FKS-Versuche normiert wurden, um eine 

Vergleichbarkeit zu schaffen.  

 

 

Abbildung 18: ET50-Wert als Zeitpunkt halbmaximaler DNA-(NETosis) bzw. MPO-Freisetzung 
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Für jeden relevanten Parameter ergaben sich somit zeitlich differenzierte Werte pro 

Kanal (Tabelle 6).  

 

Migrationsparameter: 

Track Displacement X Track Speed Mean 

Track Displacement Y Track Speed Min 

Track Displacement Length Track Straightness 

Track Duration ET₅₀ Track Length 

Track Length E0 Track Length 

Track Speed Max  

Tabelle 6: Migrationsparameter zur Auswertung 

 

Der ET₅₀-Track-Length ist ein im Zuge dieser Dissertation neu eingeführter Parameter. 

Er beschreibt den Zeitpunkt an dem sich die Migrationsaktivität der Granulozyten 

bezüglich der Track Length in µm auf die Hälfte des anfänglichen Niveaus reduziert 

hat. Bei der Auswertung wurde ebenso auf das Programm Phoenix zurückgegriffen, 

um diese ET₅₀-Werte zu ermitteln. Folgende Formel wurde dafür angewendet: 

 

𝐸 = 𝐸0 −
𝐸𝑚𝑎𝑥 × 𝑇ỿ

𝐸𝑇50
ỿ

+  𝑇ỿ
 

Formel 2: Berechnung der ET₅₀-Werte für die Mediane der Track Length 

 

Anschließend wurde eine Auftragung der gesammelten Daten aus Phoenix in Excel 

vorgenommen.  

Der E₀-Wert für die Track Length in µm bezeichnet diejenige Migrationsstrecke der 

Granulozytenpopulation, welche diese zu Beginn des Beobachtungszeitraums 

zurücklegen kann. 
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2.5.8. Statistik 

Jede untersuchte Gruppe wurde auf Vorliegen einer Normalverteilung mittels 

Kolmogorov-Smirnov-Test überprüft.  

Wenn eine Normalverteilung vorlag, so wurde bei zwei zu vergleichenden Gruppen ein 

T-Test zur Überprüfung der Signifikanz durchgeführt.  

Bei mehreren verglichenen Gruppen wurde auf die einfaktorielle Varianzanalyse 

zurückgegriffen. Zur Präsentation der Ergebnisse wurden in diesem Fall die 

Mittelwerte mit Standardabweichung herangezogen. 

Wenn keine Normalverteilung vorlag, so wurde bei zwei zu vergleichenden Gruppen 

der Mann-Whitney-U-Test vollzogen.  

Bei mehreren Gruppen kam der Kruskal-Wallis-Test mit paarweise multiplen 

Comparisons zur Anwendung. Die Ergebnisse wurden mit den Medianwerten sowie 

Minium und Maximum zur Präsentation gebracht.  

Im Ergebnisteil wiedergegebene Boxplots und Mediane bedeuten automatisch, dass 

keine Normalverteilung der Resultate vorlag.  

Von statistischer Signifikanz wurde bei p <0,05 ausgegangen. 
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3. Ergebnisse 

Insgesamt nahmen 15 Probanden an diesem Projekt teil. Von einigen wurden 

mehrmals Blutproben für verschiedene Versuche entnommen.  

Beginnend mit der Versuchsreihe zum Vergleich FKS 1,7% mit FKS 10% und 

Humanplasma 1,7% werden die Resultate, im Anschluss auch für die Testreihen mit 

Medikamenten und Aktivierungssubstanzen, im Hinblick auf ihren Einfluss auf die 

Funktionalität der Granulozyten beschrieben. 

Im Zuge der Analyse der Migration wurde das Augenmerk stets auf die 50 Zellen 

gelegt, welche am weitesten gewandert sind. 

 

3.1. Ergebnisse: FKS1,7% versus FKS10% versus Humanplasma1,7% 

Die folgenden Unterkapitel geben einen Überblick über die Resultate der Versuche 

zum Vergleich von FKS in verschiedenen Konzentrationen und Humanplasma. 

3.1.1 ROS-Produktion und NETosis 

Begonnen werden soll mit der Vorstellung der Ergebnisse der Farbauswertung, welche 

in Abbildung 19 und in Tabelle 7 grafisch dargestellt wird. Werte für ET₅₀NETosis oder 

tmaxROS über 1200 wurden ausgeschlossen, da diese den Beobachtungszeitraum 

übersteigen. 

 

 

Abbildung 19: ET₅₀-Werte der NETosis in Abhängigkeit zur FKS- bzw. Humanplasma-Konzentration 
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Mediumkonz. [%] 
N N ausgeschlossene Fälle Median Minimum Maximum Ausschlussgrund 

Hum.Pl. 1,7 3 2 854 196 994 ET₅₀NETosis > 1200 

FKS 1,7 13 2 246 57.8 828 ET₅₀NETosis > 1200 

FKS 10 3 0 496 460 764 ET₅₀NETosis > 1200 

Tabelle 7: statistischer Vergleich der einzelnen Mediumparameter der ET₅₀-Werte für die NETosis [min] 

Der Medianwert der ET₅₀-Werte für die NETosis, also dem Zeitpunkt zu welchem die 

Hälfte der Granulozyten in die NETosis gegangen ist, liegt bei der FKS-Konzentration 

von 1,7% bei circa 246 Minuten, bei der FKS-Konzentration von 10% liegt er bei 496 

Minuten. Der Median für Humanplasma liegt bei etwa 854 Minuten. Es konnte keine 

Normalverteilung nachgewiesen werden. Der anschließende Vergleich der Mediane in 

den drei Gruppen ergab keine statistisch signifikante Unterscheidung der Gruppen (p = 

0,411). 

Für die ROS-Produktion, dargestellt in Abbildung 20 und Tabelle 8, ergaben sich die 

folgenden tmaxROS-Median-Werte. Bei der FKS-Konzentration von 1,7% liegt dieser 

bei circa 116 Minuten, für 10% FKS bei 218 Minuten. In den Kanälen mit 

Humanplasma ergab sich ein Median von 121 Minuten. Beim Vergleich der Mediane 

in den drei Gruppen ergab sich keine statistisch signifikante Unterscheidung der 

Gruppen (p = 0,647). 

 

 

           

Abbildung 20: Mediane der tmaxROS-Werte in Abhängigkeit von der FKS- bzw. Humanplasma-Konzentration 
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Mediumkonz. [%] N N ausgeschlossene Fälle Median Minimum Maximum Ausschlussgrund 

Hum.Pl. 1,7 5 0 121 70.1 341 tmaxROS > 1200 

FKS 1,7 13 0 116 34.0 410 tmaxROS > 1200 

FKS 10 2 0 218 124 312 tmaxROS > 1200 

Tabelle 8: statistischer Vergleich der einzelnen Mediumparameter der Medianwerte für tmaxROS [min] 

Für die Mediane der „area under the curve“ (AUC) ergaben sich bei der Auswertung 

der Daten folgende Werte, welche in Abbildung 21 und in Tabelle 9 aufgeführt werden. 

Für FKS in der Konzentration von 1,7% beträgt der Median der AUC 256 µm², für 10% 

FKS liegt er bei 303 µm². Humanplasma ergab einen Median von 35,2 µm². Der 

daraufhin durchgeführte Vergleich der Mediane in den drei Gruppen ergab keine 

statistisch signifikante Unterscheidung der Gruppen (p = 0,094). 

 

 

Mediumkonz. [%] N N ausgeschlossene Fälle Median Minimum Maximum Ausschlussgrund 

Hum.Pl. 1,7 12 0 35.2 4.04 610 / 

FKS 1,7 5 0 256 110 607 / 

FKS 10 3 0 303 75.8 963 / 

Tabelle 9:statistischer Vergleich der einzelnen Mediumparameter der Medianwerte für AUC/Zelle [µm²] 

  

 

Abbildung 21: Mediane der AUC in Abhängigkeit von der FKS- bzw. Humanplasma-Konzentration 
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3.1.2 Migration  

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Migrationsanalyse dargestellt. Abbildung 22 

zeigt die Abnahme der Track Length in Abhängigkeit von der Zeit für die jeweiligen 

Medium-Parameter. 

 

 

 

Der ET₅₀-Wert für die Migrationsstrecken der PMNs bezeichnet den Zeitpunkt an dem 

die meisten der Granulozyten nur noch 50 Prozent ihrer maximalen Track Length in 

µm erreichen. 

Der Median dieses ET₅₀-Migration-Wertes liegt für das aufgetaute 1,7%FKS-Medium 

bei circa 39 Minuten, für das frisch angesetzte 1,7%FKS-Medium bei etwa 148 

Minuten. Für die 6-fache FKS-Konzentration, also 10%, liegt der Wert des Medians bei 

235 Minuten und für Humanplasma als verwendetes Medium bei 255 Minuten. 
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Es konnte keine Normalverteilung nachgewiesen werden. Der anschließende 

Vergleich der Mediane in den vier Gruppen ergab statistisch signifikante Unterschiede 

einzelner Parameter, dargestellt in Abbildung 23 und Tabelle 10. 

 

 
 

 

 

 

 

Tabelle 10: statistische Vergleiche der ET₅₀-Migrationswerte [min] der einzelnen Mediumparameter 

 

 

 

 

 

Sample 1-Sample 2 Korr. Sig.a 

FKS1,7%aufgetaut-FKS1,7%frisch ,091 

FKS1,7%aufgetaut-Humanplasma ,000 

FKS1,7%aufgetaut-FKS10% ,012 

FKS1,7%frisch-Humanplasma ,547 

FKS1,7%frisch-FKS10% 1,000 

Humanplasma-FKS10% 1,000 

Abbildung 23: ET50-Migrationswerte [min] für die einzelnen Mediumparameter 
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Der E0-Wert der Track Length bezeichnet diejenige Migrationsstrecke in µm, die ein 

Granulozyt zu Beginn des Beobachtungszeitraum zurücklegt. 

Für die E0-Werte der Track Lengths der Granulozyten im jeweiligen Medium in µm 

ergab sich nach Überprüfung auf Normalverteilung und anschließendem Vergleich der 

Gruppen mit errechneten statistisch signifikanten Unterschieden folgendes Bild 

(Abbildung 24, Tabelle 11). 

 
Abbildung 24: E₀-Werte [µm] der Track Lengths für die einzelnen Mediumparameter 

 

 

 

 

 

Tabelle 11: statistische Vergleiche der E₀-Werte [µm] der einzelnen Mediumparameter 

 

 

Sample 1-Sample 2 Korr. Sig.a 

FKS1,7%aufgetaut-FKS1,7%frisch ,011 

FKS1,7%aufgetaut-FKS10% ,073 

FKS1,7%aufgetaut-Humanplasma ,000 

FKS1,7%frisch-FKS10% 1,000 

FKS1,7%frisch-Humanplasma 1,000 

FKS10%-Humanplasma 1,000 
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3.2. Ergebnisse: Granulozyten in Humanplasma nach Priming mit TNFα 

Die Versuchsreihen, die die Untersuchung von mit TNFα vorbehandelten 

Granulozyten zum Ziel hatten, lieferten die im Folgenden dargestellten Ergebnisse.  

3.2.1 ROS-Produktion und NETosis 

Zur Analyse dieser Versuchsreihe wurden zuvor Werte, welche außerhalb des 

Beobachtungszeitraums von 1200 Minuten lagen, ausgeschlossen. Aufgrund der 

dadurch verringerten Fallzahlen werden hier lediglich die Medianwerte angegeben 

ohne weitere statistische Angaben zu machen. Bei der Farbauswertung zeigte sich für 

den ET₅₀-Wert der NETosis das folgende Resultat: der Median für die NETosis ohne 

vorherige TNFα-Inkubation liegt bei einer Fallzahl von 3 – nach Wegfall von 2 

gemessenen Werten - bei circa 854 Minuten. Bei Inkubation mit TNFα in einer 

Konzentration von 10ng/mL nach 30-minütiger Inkubation beträgt bei einer Fallzahl 

von 2 und einem weggefallenem Wert der ET₅₀-Medianwert 627 Minuten, wohingegen 

bei einer Konzentration von 100ng/mL und gleichbleibender Inkubationsdauer der 

Medianwert bei einer Fallzahl von 1 und Wegfall eines Wertes bei 609 Minuten liegt. 

3.2.2 Migration 

Bei Betrachtung der Migrationsergebnisse ergab sich folgendes Bild (Abbildung 25). 
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Abbildung 25: Track Length in Abhängigkeit von der zum Priming eingesetzten TNFalpha-Konzentration 
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Die aus dem Diagramm ermittelten ET₅₀-Werte für die Migrationsstrecke der 

Granulozyten liegen für TNFα in der Konzentration 0ng/mL bei 256 Minuten, für 

10ng/mL bei 172 Minuten und für 100ng/mL im nicht mehr bestimmbaren Bereich. 

Bei den statistischen Berechnungen in Bezug auf die gefundenen Werte konnte keine 

Normalverteilung nachgewiesen werden. Die Mediane der ET₅₀-Migrationswerte, 

dargestellt in Abbildung 26, unterscheiden sich nicht signifikant (p=0,700). 

 

Für die E₀-Werte der Track Lengths der Granulozyten für die verschiedenen 

Konzentrationen von TNFα ergab sich folgendes Bild (Abbildung 27, Tabelle 12). Im 

Zuge der statistischen Auswertung war keine Normalverteilung der Werte 

nachweisbar. Die E₀-Werte der verschiedenen Gruppen unterscheiden sich zum Teil, 

wie in Tabelle 12 dargestellt, statistisch signifikant. 

 

Abbildung 26: ET₅₀-Migrationswerte [min] der einzelnen Konzentrationen von TNFα 
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Abbildung 27: E₀-Werte [µm] der Track Lengths für die verschiedenen Konzentrationen von TNFα 

 

 

 

 

 

 

 
Tabelle 12: statistische Vergleiche der E₀-Werte der Track Lengths für die verschiedenen TNFα-Konzentrationen 

[ng/mL] 

3.3. Ergebnisse: Granulozyten unter Zugabe von Nimodipin und Methanol 

Bei den Versuchen zur Testung von Granulozytenfunktionalität unter Einfluss von 

Nimodipin und Methanol kam sowohl FKS als auch Humanplasma zum Einsatz. Die 

Versuche mit FKS enthielten dabei ausschließlich dem Gefrierschrank entnommenes 

und aufgetautes FKS, sodass die erhaltenen Werte nicht mit denen von frisch 

angesetztem FKS verglichen werden können. Allerdings lässt sich ein Vergleich zur 

Kontrollgruppe mit altem FKS ohne Zugabe von Nimodipin und Methanol ziehen. 

Sample 1-Sample 2 Korr. Sig.a 

100-10 1,000 

100-0 ,008 

10-0 ,159 
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3.3.1 ROS-Produktion und NETosis 

Die Auswertung der farbspezifischen Ergebnisse erfolgte mit Fokus auf die 

Versuchsreihen mit FKS, wie folgende Darstellung (Abbildung 28, Tabelle 13) zeigt. 

 

Nimodipinkonz. 
[ng/mL] N 

N ausgeschlossene 
Fälle Mittelwert Std.-Abweichung p-Wert Ausschlussgrund 

0 6 1 230 13.8 

0.005 

ET₅₀NETosis > 400 

500 7 1 270 25.1 ET₅₀NETosis > 400 

Tabelle 13: statistische Angaben zu den Mittelwerten der ET50NETosis-Werte in Abhängigkeit von der 

Nimodipinkonzentration [ng/mL] 

Der Mittelwert für den ET₅₀-NETosis-Wert für Granulozyten, welche nicht mit 

Nimodipin versetzt wurden, liegt bei 230 Minuten. Zellen, die eine Zugabe von 

500ng/mL Nimodipin erfuhren, zeigen einen signifikant niedrigeren Mittelwert von 270 

Minuten (p=0.005). 

Abbildung 28: Mittelwerte der ET50-Werte für die NETosis in Abhängigkeit von der Nimodipinkonzentration (in 

FKS1,7%-Medium) 
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3.3.2 Migration 

Bei Auswertung der Migration wurden die Testreihen mit Nimodipin respektive 

Methanol sowohl in 1,7% FKS als auch in 1,7% Humanplasma beachtet. Abbildung 29 

gibt die Ergebnisse wieder. 

 

 

Die aus obiger Abbildung ermittelten ET₅₀-Werte für die Migrationsstrecken der PMNs 

betragen für 1,7% aufgetautes FKS ohne Zusätze 36 Minuten. Mit Methanol liegt der 

Median bei 34 Minuten, mit Nimodipin und Methanol bei 31 Minuten. 

In Humanplasma zeigt sich ein medianer ET₅₀-Migrationswert ohne Zusätze bei 258 

Minuten. Mit zusätzlichem Methanol liegt dieser bei 166 Minuten, bei Nimodipin mit 

Methanol bei 326 Minuten. 

Die ET₅₀-Migrationswerte sowie die E₀-Werte  in aufgetautem 1,7% FKS wurden auf 

Normalverteilung getestet. Die Gruppen gliedern sich in die Kontrolle und in die 

Testreihen mit Methanol und Nimodipin in Methanol gelöst, welche zusammengefasst 

wurden.  

Dabei konnte weder für die ET₅₀-Migrationswerte noch für die E₀-Werte für die 

Migration eine Normalverteilung nachgewiesen werden. Beim anschließend 
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Abbildung 29: Track Length der PMNs in Abhängigkeit von der Zeit für die verschiedenen eingesetzten Medium-

Parameter 
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durchgeführten Mann-Whitney-U-Test konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 

den Gruppen, weder beim ET₅₀-Migrationswert (p=0,065) noch beim E₀-Wert für die 

Migration (p=0,295), festgestellt werden. Abbildung 30 veranschaulicht dieses 

Ergebnis. 

 
Abbildung 30: Migrationsparameter unter den verschiedenen Bedingungen in FKS1,7% bei der Testung von 

Nimodipin 

Auch die ET₅₀-Migrationswerte sowie die E₀-Werte  in 1,7% Humanplasma wurden auf 

Normalverteilung getestet. Die Gruppen gliedern sich in die Kontrolle und in die 

Testreihen mit Methanol und Nimodipin in Methanol gelöst, welche zusammengefasst 

wurden.  

Für die ET₅₀-Migrationswerte und die E₀-Werte für die Migration lag jeweils keine 

Normalverteilung vor. Im Zuge der anschließenden Testung nach Mann-Whitney-U 

konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen, weder beim ET₅₀-

Migrationswert (p=0,661) noch beim E₀-Wert für die Migration (p=0,583), festgestellt 

werden. Dieses Ergebnis wird durch Abbildung 31 dargestellt. 
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Abbildung 31: Migrationsparameter unter den verschiedenen Bedingungen in Humanplasma1,7% bei der Testung 

von Nimodipin 
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3.4. Ergebnisse: Granulozyten unter Zugabe von Dexamethason und DMSO 

Auch die Versuche mit Dexamethason und DMSO wurden in 1,7% FKS, diesmal in 

frischem Ansatz, und 1,7% Humanplasma durchgeführt. 

3.4.1  ROS-Produktion und NETosis 

Die ET₅₀-Migration-Medianwerte, die in Abbildung 32 und Tabelle 14 dargestellt 

werden, stammen aus den Versuchen in FKS. ET₅₀-Werte über 400 wurden dabei 

ausgeschlossen, da diese außerhalb des Beobachtungszeitraums liegen. 

 Dexamethason
-konz. [ng/mL] N N ausgeschlossene Fälle Median Minimum Maximum Ausschlussgrund 

0 6 1 233 207 246 ET₅₀NETosis > 400 

75 2 1 351 306 397 ET₅₀NETosis > 400 

Tabelle 14: statistische Angaben zu den Medianen der ET₅₀NETosis-Werte in Abhängigkeit von der 

Dexamethasonkonzentration [ng/mL] 

Für die PMNs ohne Zusatz von Dexamethason in 1,7%FKS-Nährmedium ergibt sich 

ein medianer ET₅₀-Wert für die NETosis von 233 Minuten. Dabei beträgt die Fallzahl 

nach Wegfall eines Falles 6. Mit zusätzlichem Dexamethason liegt er bei 351 Minuten. 

Die Fallzahl beschränkt sich nach einem ausgeschlossenen Fall auf 2. Daher wurde 

keine Normalverteilung angenommen. Der daraufhin durchgeführte Vergleich der 

Mediane der beiden Gruppen ergab keine statistisch signifikante Unterscheidung der 

Gruppen (p = 0,071). 

Abbildung 32: ET50-Werte der NETosis der PMNs abhängig von der DMSO-Konzentration aufgeteilt nach der 

Dexamethason-Konzentration (in 1,7%FKS) 
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3.4.2  Migration 

Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse der Versuchsreihe mit Dexamethason und DMSO 

für die Migration. 

 

 

 

Der Median der ET₅₀-Werte für Neutrophile bei 1,7%FKS ohne Zusätze liegt bei 41 

Minuten. Mit DMSO in 1,7% FKS kommt man auf 124 Minuten, mit Dexamethason auf 

133 Minuten. In Humanplasma ergibt sich ohne Zusätze ein Median von 271 Minuten, 

mit DMSO von 281 Minuten. Bei Zugabe von Dexamethason beträgt der mediane ET-

50-Wert 190 Minuten. 

Die ET₅₀-Migrationswerte sowie die E₀-Werte  in frisch angesetztem 1,7% FKS wurden 

auf Normalverteilung getestet. Die Gruppen gliedern sich in die Kontrolle und in die 

Testreihen mit DMSO und Dexamethason in DMSO gelöst, welche zusammengefasst 

wurden. Die statistischen Berechnungen für diese Werte ergaben keine 

Normalverteilung. Im Rahmen der anschließenden Testung nach Mann-Whitney-U 

konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen, weder beim ET₅₀-

Migrationswert (p=0,283) noch beim E₀-Wert für die Migration (p=0,503), festgestellt 

werden. In Abbildung 34 wird dieses Ergebnis veranschaulicht. 
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Abbildung 34: Migrationsparameter unter den verschiedenen Bedingungen in FKS1,7% bei der Testung von 

Dexamethason 

Die ET₅₀-Migrationswerte sowie die E₀-Werte  in Humanplasma 1,7% wurden auf 

Normalverteilung getestet. Die Gruppen gliedern sich in die Kontrolle und in die 

Testreihen mit DMSO und Dexamethason in DMSO gelöst, welche zusammengefasst 

wurden.  

Weder für die ET₅₀-Migrationswerte noch für die E₀-Werte war eine Normalverteilung 

nachweisbar. Im Kontext des anschließend durchgeführten Mann-Whitney-U-Tests 

konnte für den ET₅₀-Migrationswert kein signifikanter Unterschied zwischen den 

Gruppen festgestellt werden (p=0,066).  

Beim E₀-Wert für die Migration wurde ebenfalls keine statistisch signifikante 

Unterscheidung nachgewiesen (p=1,000).  

In Abbildung 35 wird dieses Ergebnis dargestellt. 
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Abbildung 35: Migrationsparameter unter den verschiedenen Bedingungen in Humanplasma1,7% bei der Testung 

von Dexamethason 
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4. Diskussion 

In den folgenden Unterkapiteln sollen die eben genannten Ergebnisse eingeordnet 

werden. Vergleiche mit der existierenden Literatur und damit dem Stand der 

Forschung werden angestellt.  

Damit soll die Weiterentwicklung der Methode des live-cell-imaging beurteilt werden, 

genauso wie der Einfluss der TNFα-Aktivierung auf die PMNs. 

Mögliche Effekte des Calciumantagonisten Nimodipin sowie des Glucocorticoids 

Dexamethason auf die Neutrophilen Granulozyten und damit verbundene 

Angriffspunkte bei der Suche nach Granulozyten-basierten Therapien sollen diskutiert 

werden. 

 

4.1. FKS in verschiedenen Konzentrationen versus Humanplasma 

Der Medianwert für die ET₅₀NETosis-Werte in Humanplasma liegt bei circa 854 

Minuten. Allerdings muss dieser Wert mit äußerster Vorsicht betrachtet werden. 

Realistisch betrachtet liegt dieser weit außerhalb der Beobachtungszeitraums von 20 

Stunden aufgrund der auch nach 20 Stunden immer noch recht aktiven Migration der 

Neutrophilen Granulozyten. 

Der ET₅₀-NETosis-Wert für 1,7%FKS liegt in etwa bei 246 Minuten. Doblinger et al. 

fanden in ihrer Studie mit einem medianen ET₅₀-NETosis-Wert für 1,7%FKS von 241 

Minuten nahezu dasselbe Resultat [3]. Der Wert für 10%FKS, der bei circa 496 

Minuten liegt, fügt sich gut ins Bild. Diese Ergebnisse sprechen für eine 

lebenserhaltende Funktion des Mediums FKS für die Granulozyten, welche von der 

Konzentration des eingesetzten FKS abhängt. 

Die Analyse der tmaxROS-Werte ist durchaus unter Vorbehalt zu betrachten. Viele der 

mithilfe von Excel erstellten Kurven für die tmaxROS-Produktion über die Zeit zeigten 

keinen Verlauf mit einem genau definierbaren Peak. Stattdessen zeigten viele der 

Graphen ein Plateau, aus welchem kein Maximum abzulesen war. 
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Daher wurde zur Analyse der ROS-Produktion der Parameter der „area under the 

curve“ (AUC) eingeführt. 

Dieser zeigt für FKS1,7% und FKS10% eine ziemlich große Ähnlichkeit mit einem 

Betrag von 256 bzw. 303 µm². Für Humanplasma weicht dieser Wert mit 35,2 µm² 

stark nach unten ab. Dies fügt sich aufgrund der lange andauernden 

Migrationsfunktion der Granulozyten in diesem Medium gut ins Bild. Die 

chemotaktische Migration der PMNs wird nicht durch eine Aktivierung und infolge 

durch ROS-Produktion und NETosis inhibiert. 

Ins Auge springt die massiv unterschiedliche Wirkung von altem, eingefrorenem FKS 

und frisch angesetztem FKS. Dies ist möglicherweise die Folge einer Verunreinigung 

des FKS durch bakteriellen Befall, wie Abbildung 36 zeigt. 

Höhere Konzentration von FKS hebt den ET₅₀-Wert der Track Length an. Er nähert 

sich dabei dem von Humanplasma an. Offenbar scheint die Nährstoffversorgung der 

Granulozyten in höher konzentriertem FKS verbessert. Statistisch signifikante 

Unterschiede zeigen sich zwischen dem aufgetauten FKS1,7% und FKS10% 

(p=0,012) sowie zwischen dem aufgetauten FKS1,7% und Humanplasma1,7% 

(p>0,001). Die ET₅₀-Werte für FKS10% von 235 Minuten und Humanplasma1,7% von 

255 Minuten in signifikantem Unterschied zum Wert für aufgetautes FKS1,7% (39 

Minuten) untermauern die These der verbesserten Nährstoffversorgung der 

Neutrophilen im Versuchsansatz. 

Die E0-Werte, die sich von aufgetautem zu frischem FKS1,7% (p=0,011) und von 

aufgetautem FKS1,7% zu Humanplasma1,7% (p<0,001) signifikant unterschieden, 

bedeuten eine initial höhere mediane Track Length bei frischem FKS1,7% 

beziehungsweise Humanplasma1,7%. Dies lässt ebenso auf die verbesserte 

Ernährungssituation der PMNs schließen. 
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Abbildung 36: oben ein Kanal mit offensichtlichem Bakterienbefall, unten ein nicht durch Bakterien 

verunreinigter Kanal 
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4.2. Priming mit TNFα 

Die ET₅₀-Werte für die Migration von Granulozyten in humanem Blutplasma nach 

TNFα-Priming lagen niedriger als für Granulozyten, die nicht mit TNFα vorbehandelt 

wurden. Beziehungsweise lagen diese überhaupt im bestimmbaren Bereich. Dies 

spricht für eine Aktivierung der Granulozyten, abhängig von der eingesetzten TNFα-

Konzentration. Je höher konzentriert die Aktivierungssubstanz, desto früher zeigt sich 

der ET₅₀-Migrationswert.  

Zwar konnte zwischen den ET₅₀-Migrationswerten kein statistisch signifikanter 

Unterschied nachgewiesen werden, jedoch unterscheidet sich der E0-Wert für die 

Track Length der TNFα-Konzentration 100ng/mL signifikant vom E0-Wert der 

Kontrollgruppe ohne Zugabe von TNFα (p=0,008). Die initiale Track Length der 

Granulozyten nimmt mit zunehmender Konzentration des eingesetzten TNFα ab. 

Dafür spricht auch der frühere NETosis-Zeitpunkt der mit 10ng/mL TNFα 

vorbehandelten Neutrophilen, welcher mit 627 Minuten wesentlich vor dem der nicht 

aktivierten Granulozyten liegt (854 Minuten). Für die mit 100ng/mL TNFα 

vorbehandelten Granulozyten lag dieser Wert bei 609 Minuten. 

Hierbei gibt es eine Überschneidung mit den Ergebnissen anderer 

Forschungsgruppen. Nach Khandpur et al. werden die Granulozyten aktiviert und die 

NETosis wird durch das Zytokin TNFα induziert [48]. Arokiasamy et al. haben gezeigt, 

dass TNFα auch einen großen Einfluss auf das Migrationsverhalten der Neutrophilen 

Granulozyten zeigt. Die PMNs werden geradezu „dirigiert“ [49]. 

Weitere Versuchsaufbauten in diesem Bereich zur Erhöhung der Fallzahl und zum 

noch tiefgreifenderen Verständnis der Rolle von TNFα in diesem System sind 

sicherlich lohnenswert. 

 

 

4.3. Nimodipin und Methanol 

Bei Betrachtung der ET₅₀-NETosis-Mittelwerte stach der Unterschied der Werte für 

Granulozyten in FKS ins Auge. Für den Ansatz ohne Nimodipin lag der Wert bei 230 

Minuten, während er für den Ansatz mit 500ng/mL Nimodipin bei 270 Minuten und 

daher signifikant höher lag. Dies spricht für einen lebenserhaltenden Effekt des 

Medikaments auf die Zellen. 
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In Humanplasma zeigte sich ein früheres Migrations-Halbmaximum, wenn kein 

zusätzliches Nimodipin zugegeben wurde. Wenngleich kein statistisch signifikanter 

Unterschied festgestellt werden konnte, verzögert Nimodipin den ET₅₀-Migrationswert 

tendenziell.  

Shima et al. bestätigen diese Annahme und geben als mögliche Begründung für die 

spätere Aktivierung der Granulozyten die Unterschiede zwischen den verschiedenen 

Enantiomeren der Calciumkanal-Blocker an [50]. Auch Haga et al. sahen bereits in 

ihrer Studie von 1996 einen inhibitorischen Effekt von Nimodipin auf Neutrophile 

Granulozyten [30]. 

Bezogen auf die Behandlung von subarachnoidalen Blutungen mit Nimodipin stellt sich 

noch die Frage nach der Nutzbarkeit dieser Ergebnisse für therapeutische Zwecke. 

Dabei spielt neben der Dosis auch die Dauer der Nimodipingabe eine bedeutsame 

Rolle. Sokolowski et al. haben gezeigt, dass Nimodipin das Outcome von Patienten 

mit stattgehabter SAB wesentlich verbessert hat. Laut dieser Studie könnte sich 

weitere Forschung zur Klärung dieses Sachverhalts und zur genaueren Detektion von 

Faktoren, die eine Vorhersage über die notwendige Nimodipingabe zur Therapie 

ermöglichen, als sinnvoll erweisen [51]. 

Chou et al. und Bacigaluppi et al. untersuchten jeweils in ihren Studien den möglichen 

Einfluss von Entzündungsprozessen als treibende Kraft für die Entstehung von 

zerebralen Vasospasmen nach einer SAB. Dabei wurden die Konzentrationen von 

zirkulierenden Immunzellen, unter anderem auch Neutrophilen Granulozyten, bei 

Patienten mit auftretenden Vasospasmen und bei Patienten ohne diese Komplikation 

ermittelt. In beiden Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Konzentration an 

zirkulierenden PMNs und dem Auftreten von Vasospasmen sowie dem Outcome von 

Patienten mit SAB aufgezeigt. Eine erhöhte PMN-Konzentration ist demnach 

assoziiert mit konsekutiven Vasospasmen und verschlechtertem Outcome. Die 

Konzentration von NETotischen Neutrophilen Granulozyten bei Patienten, die diese 

Komplikation erlitten, unterschied sich dabei statistisch signifikant von derjenigen bei 

Patienten ohne Auftreten von zerebralen Vasospasmen nach einer SAB [52,53]. 
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Eine gezielte inhibitorische Beeinflussung der Neutrophilen Granulozyten durch den 

Calciumkanalblocker Nimodipin ist somit ein attraktiver Ansatzpunkt zur Behandlung 

von Patienten mit diesem Krankheitsbild und verdient infolgedessen ein Augenmerk 

bei der weiteren Forschung in diesem Bereich. 

 

4.4. Dexamethason und DMSO 

Die ET₅₀-Migrations-Medianwerte der Kontrollgruppe und der Gruppe mit 

Dexamethason/DMSO unterscheiden sich nicht statistisch signifikant. Daher kann in 

diesem Zusammenhang von keinem nennenswerten Effekt des Medikaments auf die 

Granulozyten ausgegangen werden.  

Die ET₅₀-NETosis-Mediane zeigen einen erkennbaren Unterschied. Der mediane 

ET₅₀-NETosis-Wert für die Granulozyten, die mit Dexamethason versetzt wurden, lag 

mit 351 Minuten weitaus höher als für Granulozyten aus der Kontrollgruppe (233 

Minuten).  

Dies gibt Anlass zur Annahme, dass das Glucocorticoid Dexamethason die PMNs 

beeinflusst. Die Lebensdauer der Zellen wird durch das Glucocorticoid verlängert. 

Hiemstra et al. bestätigen diese Annahme in ihrer Studie aus dem Jahr 2017, in 

welcher ebenfalls eine verspätete Apoptose der Granulozyten nach Behandlung mit 

Dexamethason nachgewiesen werden konnte [54]. Dasselbe Bild zeigen Erkenntnisse 

von Liles et al. sowie von Kato et al., die ebenso einen protektiven Effekt von 

Dexamethason auf humane PMNs durch verzögerte Apoptose nachweisen konnten 

[55,56]. 

Im Zuge der Behandlung von Patienten mit Covid-19 mit dem Glucocorticoid 

Dexamethason wirft sich die Frage nach der Anwendbarkeit dieser Ergebnisse auf. 

Eine Dexamethasongabe reduziert nach Tomazini et al. die Sterblichkeitsrate sowie 

die notwendige Beatmungsdauer von Covid-19-Patienten [57].  

Laut der Studie von Shimizu et al. liegt ein möglicher Ansatzpunkt für eine gezielte 

Therapie im Verständnis der Immunpathogenese der durch das SARS-CoV-2 

ausgelösten Krankheit und einer daraus entwickelten Strategie.  
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Nach Shimizu et al. werden im Laufe der Immunantwort auf das Virus unter anderem 

Neutrophile rekrutiert und somit durch das angeborene Immunsystem bei 80% der 

infizierten Patienten das Virus eliminiert. Bei den verbleibenden infizierten Patienten 

kommt es zur Virusreplikation und somit zu einer erneuten exzessiven Aktivierung des 

angeborenen Immunsystems, unter anderem von PMNs. Dies führt zu einer  

überschießenden Reaktion des menschlichen Organismus und dabei auch zu 

moderaten bis schweren Lungenschädigungen [58]. 

Diese Schädigungen werden laut Lee et al. auch durch die NETosis der Neutrophilen 

Granulozyten hervorgerufen. Ein stark aktiviertes angeborenes Immunsystem, wie es 

bei einer Infektion mit SARS-CoV-2 nachweisbar ist, bedingt ein erhöhtes Vorkommen 

der neutrophil extracellular traps. Ein Monitoring sowie eine Beeinflussung dieser 

Anhäufung von NETs bei Covid-19-Patienten stellt demnach eine Option zur Diagnose 

und Therapie dieses Krankheitsbildes dar. Eine gesteuerte, herabgesetzte NETosis ist 

nach Lee et al. zweckmäßig zur Entwicklung einer medikamentösen Therapie [59]. 

Die in der vorliegenden Arbeit gesehene verlängerte Lebensdauer der Neutrophilen 

Granulozyten durch Dexamethason, die mit einer Reduktion der NETosis einhergeht, 

gibt Anlass zur Annahme, dass das Glucocorticoid über diesen Mechanismus wirkt. 

Zur Untermauerung dieser Annahme könnte sich weitere Forschung in diesem Bereich 

als lohnenswert herausstellen. 
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5. Zusammenfassung 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit der Erkenntnis frisch angesetztes 

FKS beziehungsweise Humanplasma zum Reaktionsansatz hinzuzugeben, die 

Methodik der Analyse von Granulozytenfunktionen maßgeblich verbessert wurde. Der 

lebenserhaltende Effekt auf die Granulozyten bei frischem FKS und Humanplasma 

erlaubt eine unverfälschtere Beurteilung der untersuchten Parameter, besonders im 

Hinblick auf die Analyse der Migration. Bei den Versuchen mit Humanplasma konnte 

jedoch die Auswertung der Daten der NETosis kein definitives Ergebnis bringen. 

Wesentlich längere Beobachtungszeiträume bei der Untersuchung der Granulozyten 

wären hierzu notwendig. 

Eine Bereicherung für die Analyse der ROS-Produktion stellt der zusätzlich zum tmax-

ROS-Wert eingeführte Parameter „area under the curve“ (AUC) dar, welcher auch 

Aussagen über das Verhalten der Granulozyten bezüglich ihrer ROS-Produktion 

erlaubt, wenn diese keinen exakt definierbaren Peak zeigt. 

Mit den außerdem neu eigeführten Parametern ET₅₀-Migration und E0-Migration 

konnte ein neuer Aspekt für die Analyse der Migrationsaktivität der Granulozyten 

gewonnen werden. Der Parameter E0-Migration erlaubt Aussagen über die initiale 

Beeinflussung der Granulozyten durch verschiedene Zusätze zum Reaktionsansatz im 

Hinblick auf ihre Migrationsaktivität. Mithilfe des  ET₅₀-Migrationsparameters kann die 

Veränderung der Migrationsaktivität von Neutrophilen über die Länge des 

Beobachtungszeitraums beurteilt und  somit zwischen unterschiedlichen Bedingungen 

im Reaktionsansatz verglichen werden. 

Der Einfluss von TNFα auf die Funktionalität von Neutrophilen wurde zudem deutlich 

gezeigt. Die Zellen gehen wesentlich früher in die NETosis. Weitere Forschung in 

diesem Bereich könnte sich als durchaus sinnvoll erweisen. 

Aus der Versuchsreihe mit Nimodipin lässt sich ein inhibitorischer Effekt des 

Medikaments auf die Neutrophilen Granulozyten postulieren. Entzündungsreaktionen 

werden also vermindert, was ein geeigneter Ansatzpunkt für Granulozyten-basierte 

Therapien sein kann. Weitere Untersuchungen sind als zielführend zu erachten. 

Bezüglich Dexamethason konnte ebenso ein inhibitorischer Effekt auf PMNs vermutet 

werden. Zukünftige Forschungen in diesem Zusammenhang dürfen auf 

vielversprechende Erkenntnisse hoffen lassen. 
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