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Verzeichnis der Abkirzungen
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1. Einleitung

1.1. Live-cell-imaging als probates Werkzeug zur Erforschung von zellularen
Vorgangen
Die Methodik des live-cell-imaging stellt in der wissenschatftlichen Praxis eine Uberaus
probate Methode zur Untersuchung von Zellen auf ihre Eigenschaften und deren
Veranderbarkeit dar. Zellfunktionen wie die Sezernierung von Enzymen oder anderer
chemisch  detektierbarer  Verbindungen sowie mechanische Funktionen,
beispielsweise die Fahigkeit zur Migration, koénnen mittels live-cell-imaging
aufgezeichnet werden.
Die einfache Anpassung von Parametern des Setups zur Erforschung von Zellen
ermdglicht einen detaillierten Einblick in zellulare Vorgange analog zu denen im
menschlichen Organismus. Diese lassen sich mithilfe dieser in-vitro-Methodik Uber
einen langen Zeitraum unter stabilen Bedingungen beobachten.
Zur Untersuchung von Neutrophilen Granulozyten (PMN) ist die Anwendung dieser
Methode ein gangiges Verfahren. Dabei gilt es, dieses Verfahren schrittweise zu
optimieren. Zur Anregung der Chemotaxis der Granulozyten hat sich der Lockstoff
fMLP bewahrt [1,2].
Um die sezernierten Enzyme und Verbindungen von PMNSs fir das Mikroskop sichtbar
zu machen, eignen sich beispielsweise auch Antikdrper [3].
Um die Vergleichbarkeit dieser Methodik mit den Vorgangen im menschlichen Korper
weiter zu erhdhen, kénnen und missen noch einige Anpassungen getatigt werden.
Die Darstellbarkeit zellularer Vorgange 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 Erndhrungs- und Lebenserhaltungsfunktion fur die Zellen
innehat [4].
Nach Kockritz-Blickwede et al. sollte besonderes Augenmerk auf eben diese
Mediumparameter gelegt werden. So steht zur Diskussion, ob statt des verwendeten
fetalen Kalberserums (FKS) zur Aufnahme und Ernahrung der Granulozyten wahrend
des Beobachtungszeitraums — wie von Neubert et al. vorgeschlagen - humanes

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



1.2. Neutrophile Granulozyten

Das menschliche Immunsystem hat die Aufgabe den Korper vor Pathogenen wie
Viren, Bakterien, Pilzen etc. zu schitzen. Es gliedert sich in die folgenden, in der
Abbildung 1 dargestellten, Bestandteile.

Immunsystem

angeboren,
unspezifisch

erworben,
spezifisch, adaptiv

humoral zellular humoral zellular

Zytokine Makrophagen/Monozyten Antikorper B-Lymphozyten
Lysozym Mastzellen Zytokine T-Lymphozyten
Komplementsystem Natarliche Killerzellen

Akute-Phase-Proteine Granulozyten

Abbildung 1: Bestandteile der menschlichen Immunabwehr

Die Neutrophilen Granulozyten, auch polymorphnukledare Leukozyten (PMNS)
genannt, stehen der Immunabwehr zur Verflgung, wenn Krankheitserreger die
aulBeren Abwehrbarrieren des Korpers wie beispielweise die intakte Haut oder
schleimbesetzte Epithelien bereits Gberwunden haben [7].

Von den 4.000 bis 10.000 Leukozyten pro Mikroliter Blut betragt 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 Uber mehrere
Zwischenstufen gebildet. Die Menge an produzierten Zellen kann bis zu 2x10*! pro
Tag betragen [8]. Wie seit bereits Uber 60 Jahren bekannt finden sich PMN im
menschlichen Korper sowohl in der Blutzirkulation als auch im Gewebe als
Reserveeinheiten, die auf Abruf aktiviert und ins zuriick Blut rekrutiert werden kénnen
[9]. Beide Anteile halten sich prozentual die Waage. Fir die Zellen, die bei Bedarf
rekrutiert werden konnen, hat sich der Begriff marginated pool bzw. marginated
reservoir etabliert [8]. Die durchschnittiche Lebensdauer von Neutrophilen

Granulozyten betragt laut Pillay et al. 5,4 Tage [10].
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1.2.1. Migration in betroffenes Gewebe

Als die bereits vielfach so bezeichnete ,schnelle Eingreiftruppe” des Immunsystems
konnen PMN, die zuvor durch verschiedene Faktoren wie beispielsweise die Zytokine
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und Interleukin 1 beta (IL-18) aus Makrophagen
oder schlicht durch Bakterienbestandteile aktiviert wurden, innerhalb von Minuten an
gezielter Stelle die Blutbahn verlassen. An den postkapillaren Venolen, den
bevorzugten Austrittsorten der PMN, kommt es erst zum zytokinvermittelten ,rolling®,
welches durch endotheliale Zelladhasionsmolekile, die Selektine, und passende
Selektinliganden auf der Leukozytenoberflache ermdglicht wird. Es kommt zu losen
Haftkontakten, welche durch die Strémungskréafte der Blutzirkulation abgeschert und
daraufhin wieder neu ausgebildet werden.

In Folge bilden sich weitere Adhasionsmolekile auf dem Endothel, wiederum vermittelt
durch Zytokine. Unter anderem wird das Molekul ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) ausgebildet. Zudem bilden sich auf dem Granulozyten chemokinvermittelt
die sogenannten Integrine, welche ans Endothel binden kénnen. Die PMN flachen sich
durch Umbau des Zellskeletts ab (Abbildung 2).

Die Transmigration durch das Endothel, auch als Leukodiapedese bezeichnet, erfolgt
entweder transzellular durch den Zellkérper der Endothelzelle oder parazellular
zwischen den Kontaktpunkten der Endothelzellen.

Mittels enzymatisch getriggerter Auflésung der Basallamina ist es den Granulozyten
unter Zuhilfenahme der Pseudopodien, den Leitfortsatzen der wandernden Zellen,
moglich, zum jeweiligen Infektionsherd, angelockt durch Chemokine, zu migrieren und
dort die Schadigung des Gewebes mit einer Entziindungsreaktion zu bekampfen.
Innerhalb von Stunden sammeln sich grof3e Zahlen der Zellen an diesen Stellen und

rekrutieren des Weiteren Monozyten und Makrophagen [8].
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podium (aktiviert)
(F-Aktin)

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

Histologie, 5. Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart, 2015

1.2.2. Intrazellulare Bekampfung von Bakterien: Phagozytose und Oxidativer Burst

Sind die PMNs am Ort des Infektherdes angekommen, so steht ihnen als
,Eingreiftruppe® ein breit gefachertes ,Waffenarsenal“ zur Verfiigung. Zunachst haben
sie die Mdglichkeit Bakterien und andere Mikroorganismen intrazellular zu bekampfen.
Es geschieht dies durch die Aufnahme der unerwiinschten 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 Aktivitait des Enzyms Superoxiddismutase (SOD)
Wasserstoffperoxid (H202) entstehen. Diese reaktiven Sauerstoffspezies werden in
das Phagosom abgegeben. Zeitgleich wird das Enzym Myeloperoxidase gebildet,
welches die Reaktion von CI- und H202 zu hypochloriger Séure katalysiert. Diese ist
stark mikrobizid und stellt die starkste oxidative ,Waffe® des Neutrophilen
Granulozyten dar [11,12] Ein Zusammenspiel des intrazellularen und extrazellularen
Weges zur Bekampfung von Bakterien und anderen Mikroorganismen steht zur
Diskussion [13].
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1.2.3. Extrazelluldare Bekampfung von Bakterien: NETosis

Es besteht fir PMNs des Weiteren die Option, Bakterien mit extrazellularen Netzen,
den Neutrophil Extracellular Traps (NETs), einzufangen und abzutéten. Diese
bestehen aus Faden 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. Mdgliche ,Schlachtfelder” der ,schnellen Eingreiftruppe® der Granulozyten
fur die NETosis sind das Interstitium sowie die Widerstandsgefal3e des Blutkreislaufes,
die dadurch in ihrer Mikrozirkulation behindert werden kdnnen [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 Uber 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 schadliche als auch einen positiven Effekt bewirkende Folgen der NETosis
sind Gegenstand der Diskussion und haben eine hohe Bedeutsamkeit bei der Suche
nach therapeutischen Anséatzen in Bezug auf die Bildung von NETS [16].
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1.3. TNFa als Einflussfaktor auf das angeborene Immunsystem
Die folgenden Unterkapitel verdeutlichen die Rolle von TNFa im Zusammenhang mit

der menschlichen Immunabwehr.

1.3.1. Wirkungsweisen von TNFa

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 Entzindungsreaktion. TNFa reguliert
das Ausmal’ und die Dauer eines Entziindungsgeschehens und verhindert somit das
Auftreten von autoimmunen Erkrankungen und die Entwicklung von Tumoren [17].
Gebildet wird TNFa von Makrophagen und Monozyten bei akuten
Entziindungsvorgangen im Organismus [18].

Der Signalweg fiihrt dabei Uber die zwei Rezeptoren TNFR1 und TNFR2, welche beide

auf der Oberflache von Neutrophilen Granulozyten exprimiert werden kdénnen [19,20].

1.3.2. TNFa im Zusammenspiel mit Neutrophilen Granulozyten

Eine Wechselwirkung zwischen TNFa und Neutrophilen Granulozyten im Zuge der
Immunantwort bei einem viralen Infekt stellt nach Rivadeneyra et al. die durch TNFa
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 Entzindungsherd durch TNFa 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 liquorgefillten Raum
zwischen Pia Mater und Arachnoidea, kann traumatischer Natur sein als Folge eines
Schadel-Hirn-Traumas (SHT), jedoch auch nicht-traumatischer Natur, wenn es, wie in
Abbildung 3 dargestellt, zu spontan auftretenden Rupturen der Hirnbasisgefal3e nach
Aneurysmen kommt [23].

Bei den nicht-traumatischen Blutungen, welche weltweit etwa 5 Prozent aller
Schlaganfalle ausmachen, lassen sich die selteneren (15%) SAB ohne
Aneurysmanachweis von den weitaus haufiger 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 Letalitatsrate liegt bei 25 bis 35 Prozent [24].

v

Rupturiertes
Aneurysma
einer

/ Hirnbasisarterie

Subarachno-

i idalraum

S
11111
VP

)))))))

3 s 4§
22028
032 :
RIS
M v
2 f 4 3
2 A 22 by 2
o Y PN A2 b ]
AR X g
SRR 2 Sinus
sphenoidalis

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

nach Aumiller G., Duale Reihe Anatomie, 4. Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart, 2017
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1.4.2. Atiologie und Symptomatik der nicht-traumatischen SAB

Der Circulus arteriosus cerebri (Willisi) sowie die daraus hervorgehenden
gehirnversorgenden Arterien befinden sich im sogenannten Subarachnoidalraum.
Jene BlutgefalRe erweisen sich als besonders kritische Stellen fir Aneurysmen, also
dinnwandige Aussackungen der GefalBwande, bedingt durch eine unzureichend
ausgebildete Tunica Media (Abbildung 4). Es besteht die Méglichkeit 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 fur diesen blutungsbedingten
Druckanstieg sind extreme ,Vernichtungskopfschmerzen®, bedingt durch Reizungen
der Hirnhaute, sowie Vigilanzminderung und Meningismus.

Pradisponiert fur eine SAB sind Patienten mit arterieller Hypertension. Weiterhin
konnen Rauchen und Alkoholmissbrauch als Risikofaktoren angesehen werden [25].

A. cerebri anterior

A. communicans
anterior

A. cerebri

/'/ media

A. cerebri posterior—"
A, carotis interna

= % =
A. cerebri posterior A basilaris

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

Auflage, Thieme Verlag, Stuttgart, 2017
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1.4.3. Refraktdre zerebrale Vasospasmen als mogliche Komplikation der SAB und die Rolle der
NETs
Neben Rezidivblutungen (4-13,6%) und Hydrozephalus (15-87%) zéahlen refraktare
zerebrale Vasospasmen und daraus resultierende sekundare Ischdmien mit einer
Auftrittshaufigkeit von 20 bis 40 Prozent zu den wichtigsten Komplikationen der SAB,
die auch einen nicht unerheblichen Beitrag zur hohen Letalitat des Krankheitsbildes
leisten [26,27].
Eine Verengung der angiographisch darstellbaren Hirnbasisgefale geschieht
vornehmlich 7 bis 10 Tage nach Ruptur des Aneurysmas und bildet sich spontan
zuriick nach in etwa 21 Tagen. Die Pathogenese der Vasospasmen ist derzeit
Gegenstand der Forschung und noch nicht genau verstanden. Des Weiteren
imponieren die GefalRverengungen durch unterschiedliche Schweregrade der durch
sie verursachten Ischamie, welche nicht immer in einen symptomatischen Verlauf
munden mussen [28].
1.4.4. CIAN-Therapie zur Vasospasmustherapie
Die CIAN-Therapie (Continuous Intra-arterial Nimodipine Infusion) zur Vermeidung
von sekundaren Ischamien nutzt den Calciumantagonisten Nimodipin, der die
Frequenz des Auftretens der Gefal3verengungen 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 austibenden Medikamente
noch nicht vollstandig geklart. 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 fir die Patientengabe eignet, um etwaige Blutdruckabfélle wahrend
der standardméafRiigen 21-tagigen Gabedauer zu verhindern [31].
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1.5. Covid-19 und Dexamethason

Die folgenden Unterkapitel geben einen kurzen Abriss Uber 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 Uber den gesamten Planeten. Die Symptomatik dieser
durch das Virus verursachten Erkrankung ,Covid-19“ zeigt eine grof3e Bandbreite von
kaum vorhandenen oder nur milde ausgepragten Infektionen bis hin zu schweren
Krankheitsverlaufen oder gar zum Tod [32].

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

fur die Schwere von Krankheitsverlaufen von Covid-19 gesehen werden [33].

B 4
\“Q
o~
@,

did

Abbildung 5: Eine lllustration des Coronavirus (SARS-CoV-2)

Charakteristische milde Symptome der Covid-19-Infektion sind nach Li et al.
Schnupfen, Husten und Abgeschlagenheit sowie Kopfschmerz, Ubelkeit und
Erbrechen [34]. GrolRere Gefahr besteht bei schweren Verlaufen im akuten
Lungenversagen. Bei den intensivpflichtigen Patienten besteht aufgrund der
Analgosedierung die Notwendigkeit einer kiinstlichen Beatmung [35]. Weiterer Befall
von Organen und Langzeitschaden nach Uberstandener Akutinfektion sind derzeit
noch Gegenstand der Forschung [36].

1.4.2 Letalitat

Todesfalle nach einer Covid-19-Infektion sind laut Liu et al. grof3tenteils bei Patienten

mit bestehenden Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus, kardiovaskularen
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Erkrankungen und chronisch-obstruktiven Lungenerkrankungen sowie Hypertonie
nachgewiesen. Es besteht auch ein Zusammenhang zwischen Lebensalter und dem
Letalitatsrisiko von Patienten [37]. Wahrend nach Perez-Saez et al. die Letalitatsrate
in der Gesamtbevolkerung bei 0,64% liegt, betragt in der als Risikogruppe
bezeichneten Menge der tber 65-jahrigen Patienten die Letalitatsrate bei 5,6% [38].
1.4.3 Dexamethason zur Behandlung schwerer Falle und Senkung der Letalitatsrate

Im Marz 2020 sorgte eine britische Studie weltweit fir 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
Letalitatsrate um 33% gesenkt werden. Bei Patienten mit mittelschwerem Verlauf, das
hei3t mit unterstitzender therapeutischer Sauerstoffgabe, erkannte man eine
Senkung der Letalitatsrate um 20%.

Wenn eine Beatmung oder Unterstitzung 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 mdgliche Erklarung hierfur stellt die immunsupprimierende Wirkung von
Dexamethason dar. Die Entziindungsreaktion des Organismus wird reduziert [41].
Patienten, die einen schweren Verlauf der Covid-19-Infektion durchleben, haben mit
einer Uberschiel3enden Immunreaktion ihres Kdorpers zu kdmpfen, dem sogenannten
Zytokin-Freisetzungssyndrom oder auch Zytokinsturm genannt [43].

Dexamethason dampft diese Hyperreaktion des Organismus und erleichtert den Weg
zur Genesung. Im Zuge einer weniger schwerwiegenden Erkrankungsform kann die
korpereigene Abwehr den viralen Einfluss selbst einddmmen und die Gabe von
Dexamethason hatte 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 konnte [45].

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

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 gangigen Methodik zur Analyse der Granulozytenfunktionalitéat. Nach Erfahrungen
friherer 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 gangigen Medien, fetales Kalberserum (FKS)
sowie humanes Blutplasma, hinsichtlich ihres Einflusses auf die Immunaktivitat der
Zellen verglichen.

Des Weiteren wird ein Augenmerk auf die Veranderung der Zellaktivitdt nach
Inkubation der Zellen mit dem Tumornekrosefaktor a (TNFa) in verschiedenen
Konzentrationen gelegt, um dessen Einfluss zu quantifizieren.

Die Methodik soll auRerdem auch in in-vitro-Versuchen angewendet werden, sodass
Uber mogliche 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 erwahnt bei Patienten
mit schwerem Covid-19-Verlauf einen Benefit bewirkt, in verschiedenen
Konzentrationen hinsichtlich seiner Wirkung auf PMNs getestet

Dieser Zielsetzung folgend wurden die Lange der Migrationsstrecken der PMN, die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Freisetzung des Enzyms
Myeloperoxidase (MPO) und von granulozytarer DNA in Form von NET-Bildung der
genauestens betrachtet.

Mittels vergleichender Gegenuberstellung dieser Parameter sollen statistisch
signifikante Unterschiede der einzelnen Gruppen identifiziert werden. Die Gruppen
gliedern sich in Testreihen der verschiedenen Medium-Parameter - Humanplasma und
fetales Kéalberserum - mit und ohne TNFa-Aktivierung sowie in Versuchsanséatze mit
Zusatz den beiden genannten Medikamenten. Auf3erdem werden zur Kontrolle
Ansatze erstellt, in welchen die jeweiligen Lésungsmittel der Medikamente in analoger

Konzentration bezuglich 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.

Hypothese

Blutentnahmen

Granulozyten-Isolation

Versuche e Versuche
Nimodipin FKS - Humanplasma Dexamethason

(21) (6) (11)

Live-Cell-Imaging

Parameter zur

Parameter zur Migrationsanalyse:
- TDX/TDY

Immuneffektanalyse: i
- T,,xROS/AUC e

- ET5,DAPI ey

- ET;,MPO - Track Duration
- Track Straightness

Vergleichsweise Einschatzung der erhobenen
Daten zur

Beurteilung der Hypothese

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

Durchfihrung der Versuche zum Vergleich von FKS mit Humanplasma als

Nahrmedium der Granulozyten.

Versuche FKS - Humanplasma (6)

Unterschiedliche
Medium-Parameter

RPMI/FKS

Konz. FKS
im Kanal: 1,7%
(n=3)

Konz. FKS
im Kanal 10%
(n=3)

RPMI/
Human-
Plasma

10% Human-
HENNE
(n=6)

RPMI/
Human-Plasma
+ TNFa-Priming
(30min.)

10% Human-Plasma
+ TNFa (10ng/mL)
(n=3)

10% Human-Plasma
+ TNFa (100ng/mL)
(n=3)

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 Lésungsmittels Methanol

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

Versuche Nimodipin (21)

RPMI/1,7% FKS

Unterschiedliche
Medium-Parameter

Unterschiedliche
Versuchsansatze

RPMI/10%
Humanplasma

Nimodipin-Versuche

Konzentrationen
Nimodipin:

Ong/mL
(n(FKS) = 18;
n(HP) = 3)

10ng/mL
(n(FKS) = 11;
n(HP) = 3)

100ng/mL
(n(FKS) = 3;
n(HP) = 0)

250ng/mL
(n(FKS) = 1;
n(HP) = 0)

500ng/mL
(n(FKS) = 10;
n(HP) = 3)

Abbildung 8: Versuche mit Nimodipin bzw. Methanol

Kontrollen mit
Losungsmittel MeOH

Analoge Konzen-
trationen MeOH

Analog zu Ong/mL
(n(FKS) = 18;
n(HP) = 3)

Analog zu 10ng/mL
(n(FKS) = 4;
n(HP) = 3)

Analog zu 20ng/mL
(n(FKS) = 2;
n(HP) = 0)

Analog zu 500ng/mL
(n(FKS) = 3;
n(HP) = 3)

Analog zu 1000ng/mL

(n(FKS) = 2;
n(HP) = 0)
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Die zur Untersuchung des Einflusses von Dexamethason beziehungsweise des
Losungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSQO) durchgefiihrten Versuche werden in der

kommenden Abbildung 9 veranschaulicht.

Versuche Dexamethason (11)

Unterschiedliche
Medium-Parameter

RPMI/1,7% FKS

Unterschiedliche
Versuchsansatze

RPMI/10%
Humanplasma

Dexamethason-
Versuche

Konzentrationen
Dexamethason:

Ong/mL
(n(FKS) = 5;
n(HP) = 3)

25ng/mL
(n(FKS) = 3;
n(HP) = 0)

75ng/mL
(n(FKS) = 3;
n(HP) = 3)

Abbildung 9: Versuche mit Dexamethason bzw. DMSO

Kontrollen mit

Losungsmittel DMSO

Analoge Konzen-
trationen DMSO

Analog zu Ong/mL
(n(FKS) = 5;
n(HP) = 3)

Analog zu 25ng/mL
(n(FKS) = 5;
n(HP) = 0)

Analog zu 75ng/mL

(n(FKS) = 8;
n(HP) = 3)
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2. Material und Methoden

Die folgenden Punkte beinhalten die fur die Versuchsdurchfiihrung benétigten Geréte,

Chemikalien und Materialien.

2.1. Votum der Ethikkommission

Die Durchfihrung dieser Studie entspricht den Grundsatzen der Deklaration von

Helsinki des Weltarztebundes und wurde durch die lokale Ethikkommission der
Fakultat for Medizin der Universitat Regensburg (Aktenzeichen 19-1519-101)

genehmigt.
2.2. Allgemeine Gerate und Materialien
COz2-Inkubator Heracell 150i Thermo Scientific, Waltham, USA
Wasserbad ohne integriertes | neoLab  Migge  GmbH, Heidelberg,
Thermometer Deutschland

Thermo Haake GmbH, Karlsruhe,

Wasserbad ThermoHaake SWB25

Deutschland

Biofuge stratos

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Heraeus™ ,Megafuge 1.0 R | ThermoFisher Scientific, Langenselbold,
Zentrifuge Deutschland
Herasafe KS 18 biologische | ThermoFisher Scientific, Langenselbold,

Sicherheitswerkbank der Klasse Il

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 Kilhner 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., Nimbrecht, 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 Laborgerate 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®-Reaktionsgefalle PP,
farblos, 1,5mL

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Druckminderer

Linde

Tabelle 1: Allgemeine Materialien und Gerate

2.3. Materialien zur Granulozyten-Isolierung

Safety-Multifly-Kantle 0,9 x 19mm

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Monovette Lithium-Heparin 5,5mL

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

S-Monovette® 7,5mL LH

Sarstedt, NUrnbrecht, 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

Zahlkammer Neubauer-improved

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen, Deutschland

Deckglaser (Menzel-Glaser)

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,
Deutschland

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

PAN BIOTECH,
Deutschland

Aidenbach,

Fetales Kalberserum (FKS)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Anti-MPO-APC, human (anti-MPO)

Miltenyl Biotec, Deutschland

4'.6-Diamidin-2-phenylindol (im | SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH,
folgenden “DAPI”), verdunnt zu 0,5 | Steinheim, Deutschland, Product of
pg/mL Israel

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

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Aqgua Dest

Laborintern destilliert

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

SIGMA-ALDRICH CHEMIE
Steinheim, Deutschland,
United Kingdom

GmbH,
Product of

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

VWR International GmbH

Pennsylvania, USA)

(Radnor,

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

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

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

Advanced BioMatrix , Carlsbad, USA

u-Slide Chemotaxis ibiTreat

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Lids for pu-Slide Chemotaxis

Ibidi, Martinsried, Deutschland

N-Formyl-Met-Leu-Phe 297% 50mg
(HPLC) (im folgenden “fMLP”), 1mM
verdinnt 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, GrofRbritannien

LED QUAD Filterwarfel

Chroma Technology Corp., Vermont,
USA

DUAL Filterwirfel

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

Tabelle 3: Materialien zur Mikroskopie

2.5. Methodik der Versuche am Leica-Mikroskop

Die im Zuge der Versuchsdurchfiihrung angewendeten Methoden werden in den

folgenden Punkten behandelt.

In den folgenden Unterkapiteln wird der Versuchsaufbau modellhaft umrissen.

2.5.1. Versuchsvorbereitung: Gelherstellung und Verdlinnung von Nimodipin, Dexamethason
sowie TNFa

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

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

in einem 0,5mL- Reaktionsgefal? angesetzt. Hierfir wurden 20uL MEM mit 20puL

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

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

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

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

eingesetzt.

Das Medikament Nimodipin, welches als Stamml6sung mit einer Konzentration von

40ug/mL vorlag, wurde in bestimmte Konzentrationen vorverdiinnt, um spéter dann in

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

Kontrollversuchen mit Nimodipins reinem L&sungsmittel Methanol wurde ebenso

verfahren und es wurden analoge Verdinnungen hergestellt. Zur Herstellung der

Verdinnungen 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%.  gegeniber. Bei der

Nimodipinkonzentration von 500ng/mL entsprach die Konzentration des

Losungsmittels Methanol 3,125%o.

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

denen analoge Konzentrationen des Losungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSQO) von
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0,16%o und 0,50%0 gegentiberstanden. Folgende Abbildungen 10 und 11 erldutern die

genauen Verdunnungsschritte.

Stammldsung Nimodipin:

40.000 ng/mL

Niedrigere Konz.

Verdinnung 1:200

Verdiinnung 1:20
=>10 ng/mL

Endkonzentration:
10 ng/mL

Verdliinnung
1:80 i§

Stammlosung Methanol:

50% MeOH : 50% Wasser

Hohere Konz.

Verdiinnung 1:5

Verdiinnung 1:16
=> 500 ng/mL

Endkonzentration:
500 ng/mL

Niedrigere Konz.

Verdinnung 1:400
=>0,125%

Verdiinnung 1:20
= 0,00625%
= 0,0625%o

Endkonzentration:
0,0625%0

Abbildung 10: Schema der Verdiinnungen von Nimodipin bzw. Methanol

Verdlinnung
1:160 H

Hohere Konz.

Verdliinnung 1:10
=>5%

Verdinnung 1:16
= 0,3125%
= 3,125%0

Endkonzentration:
3,125%0
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Stammlosung Dexamethason/5%DMSO:

7.500 ng/mL

Niedrigere Konz. Hohere Konz.

Verdiinnung 1:15
=> 500 ng/mL

Verdiinnung 1:5
=>1.500 ng/mL

Verdiinnung 1:20
= 25 ng/mL

Verdinnung 1:20
= 75ng/mL

Verdiinnung Verdlinnung {
i 1:300 1:100 ‘l

Endkonzentration:

Endkonzentration:

25 ng/mL 75 ng/mL

Stammldsung DMSO:

5% DMSO : 95% Wasser

Hohere Konz.

Niedrigere Konz.

Verdiinnung 1:15 Verdiinnung 1:5
=>0,333% => 1%

{
Verdiinnung 1:20 1:300 1:100 [ VerdUnnung 1:20

= 0,01666%
= 0,1666%>

= 0,05%
= 0,5%o0

Endkonzentration: Endkonzentration:

0,1666%0

0,5%0

Abbildung 11: Schema der Verdinnungen von Dexamethason bzw. DMSO

Im Vorfeld der Blutentnahme wurde die Isolation der Granulozyten vorbereitet, indem
die zur Isolierung nétigen Trennmedien der gekihlten Lagerung entnommen und auf
Raumtemperatur gebracht wurden.

Dies diente dazu, den Dichteunterschied der Trennmedien zu erreichen und die
Aktivitat der Granulozyten nicht unerwinscht zu verringern. Daraufhin wurden in zwei
15mL-Reaktionsgeféal3e jeweils 3mL Leukospin-Medium mit 3mL Lymphospin-Medium
Uberschichtet. Der Dichteunterschied zwischen beiden Medien erleichterte die
Auftrennung der Blutbestandteile beim Zentrifugationsvorgang in verschiedene

Schichten innerhalb des Reaktionsgefaldes.
-30 -



Nach abgeschlossener Risikoaufklarung und Unterschreiben der
Einverstandniserklarung wurden dem Probanden gemald dem positiv beschiedenen
Ethikvotum (19-1519-101) in der Ellenbeuge 7,5mL venéses Vollblut in eine Lithium-
/Heparin-Monovette entnommen. Davon wurde einerseits 1mL in ein 1,5mL
Reaktionsgefal® pipettiert und anschlie3end fir 5 Minuten mit 1.620g ohne Bremse
zentrifugiert, um daraus 500uL humanes Blutplasma zu gewinnen. Dies wurde in den
Versuchen, bei denen Humanplasma zur Verwendung kam, mit RPMI auf eine 10%ige
Losung eingestellt. Andererseits wurden aus der Monovette jeweils 3mL vorsichtig in
die vorbereiteten 15mL-ReaktionsgefélRe mit den beiden vorgelegten Spin-Medien
pipettiert, ohne die drei Schichten zu vermischen. Im Anschluss wurde das
Zentrifugenréhrchen mit 756 g fur 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 Roéhrchen wurden jeweils 200uL des

Granulozytenrings abpipettiert.

_-Blutplasma

— Lymphozytenring

Vollblut
Lymphospin-
Medium
____Lymphospin- _— Granulozytenring
Medium
B Leukospin-
" Medium
Leukospin-
Medium Erythrozyten

N

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 (100pL) und
DAPI (10pL) sowie der Lockstoff fMLP (10pL) wurden mit RPMI/10%FKS bzw.
RPMI/10%Humanplasma auf einen Milliliter fertig zum Gebrauch verdinnt. Die
insgesamt 400uL Granulozytenkonzentrat, die aus der Dichtegradientenzentrifugation
gewonnen werden konnten, wurden auf eine Zellsuspension mit der Konzentration von
18 Millionen Zellen pro Milliliter eingestellt, sodass eine annahernd einheitliche
Zellanzahl in den ibidi-Kanalen bei den verschiedenen Versuchen erreicht werden
konnte. Die Zellzahl wurde mittels Neubauerzéahlkammer ermittelt. Anschliel3end
erfolgte eine weitere Zentrifugation ohne Bremse fir 5 Minuten bei 216 g. Die Zellen
setzten sich ab Boden des ReaktionsgefalRes ab, der Uberstand konnte abgehoben
werden und das entstandene Zellpellet mit dem zuvor berechneten Volumen an
Nahrmedium RPMI/10%FKS, dem 6-fach hoher konzentrierten RPMI/60%FKS
beziehungsweise RPMI/10%Humanplasma auf die gewlnschte 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 durchgefihrt, 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 TNFa wurden die beiden gewahlten Konzentrationen 10ng/mL
bzw. 100ng/mL in das jeweilige Reaktionsgefald fur den Kanal eingesetzt und fir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Unmittelbar vor dem Befullen der Ibidi-Slides wurde die Kollagengelmatrix mit den
Zellen fertiggestellt, um ein verfriihtes Aushéarten zu verhindern. In den fertigen Matrix-
Ansatz (MEM, Sodiumbicarbonat, dest. Wasser, RPMI) wurden die drei vorverdinnten
Fluoreszenzfarbstoffe mit folgenden Volumina beigefigt:

e 10pL anti-human-Myeloperoxidase Antikdrper (0,5ug/mL)

e 5uL DAPI (0,5pg/mL)

e 3uL DHR (1pg/mL)
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Von der Granulozyten-Suspension mit der genormten Zellkonzentration von 18
Millionen Zellen pro Milliliter kamen unter vorsichtigem Pipettieren 50uL in den
Gelmatrix-Cup. AufRerdem hinzugegeben wurden die Medikamente Nimodipin bzw.
Dexamethason respektive deren Losungsmittel Methanol bzw. DMSO in den zuvor
eingestellten Konzentrationen. Zuletzt wurden 200uL PureCol beigemengt und
homogen vermischt.

Wahrend 6,5uL des Gels in die Kandle 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 Fillvorgangs wurden die
Verschlusskappen der Reservoirs entfernt und die Kanale mit selbigen verschlossen.
30 Minuten lang wurde das Slide in den 37°C warmen Brutschrank zum Inkubieren
gegeben, sodass die Gelmatrix ausharten konnte. Wahrend der Inkubationszeit

wurden bereits die Voreinstellungen am Mikroskop vorgenommen.

\‘v_l‘“:%‘: - //'/ "
- _\\—r et —
? )=

Seed cells into Fill the chamber with Add chemo- Ready for video
the channel Incubate cell culture medium attractant microscopy

Abbildung 13: Beflllen der Ibidi-Slide,

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

Nach Ablauf der 30-minutigen Inkubationszeit wurden unverzlglich die insgesamt
sechs Reservoire mit 65uL der entsprechenden Substanzen, ebenso in vorsichtigen
Pipettiervorgangen, befillt. Das Lockmedium fMLP wurde in die drei linken Reservoire
jedes Kanals appliziert (Abbildung 14). In die drei rechten Reservoire der Kanale kam

als Nahrmedium fir die Granulozyten RPMI/10%FKS bzw. RPMI/10%Humanplasma.
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Schema der befullten

Resevoire auf dem
u-ibidi-Slide

links mitte rechts

Linkes
Reservoir
65uL
fMLP

Linkes
Rechtes Reservoir
Reservoir 65uL
65uL Medium fMLP
(RPMI/10%FKS (1,5uM)
bzw. in
Humanplasma) RPMI/10%FKS
bzw. HP

Linkes
Reservoir
65uL
fMLP

Rechtes
Reservoir
65uL Medium

Rechtes
Reservoir
65uL Medium

(RPMI/10%FKS
bzw.
Humanplasma)

(1,5pM)
in
RPMI/10%FKS
bzw. HP

(RPMI/10%FKS
bzw.
Humanplasma)

(1,5uM)
in
RPMI/10%FKS
bzw. HP

Abbildung 14: Schema der befiillten Reservoire

2.5.3. Mikroskopieren und Systematik der Auswertung
Wahrend der Mikroskopieaufnahmezeit wurde die Klimakammer mit Druckluft belUftet.
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 Zeitraume der Mikroskopiedauer.
Die Versuche in FKS-Medium liefen circa 6,5 Stunden wohingegen die Versuche mit
Humanplasma aufgrund langerer Aktivitdt der Granulozyten 20 Stunden Laufzeit
bekamen.

Innerhalb eines Zeitraumes von circa 6,5 Stunden wurden je Ibidi-Kanal ungefahr alle
30 Sekunden vier Aufnahmen gemacht, eine davon im Phasenkontrastmodus sowie
drei Fluoreszenzbilder fur die jeweiligen Farbstoffe MPO, DHR und DAPI. Bei den 20

Stunden laufenden Versuchen erfolgten die Aufnahmen circa alle 45 Sekunden.
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Nach folgendem Schema in Abbildung 15 erfolgte die Auswertung der
Mikroskopversuche:

Live-cell-imaging

Phasenkontrast Fluoreszenz

DAPI/MPO DHR - Zeitverlauf

Phoenix

Excel-Nomenklatur

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 uUbersetzen. Die Imaris Software ermdglicht
es, verschiedene Parameter in den unterschiedlichen Aufnahme-Kanalen zu
berechnen und somit eine Vergleichbarkeit der Daten herzustellen. Abbildung 16 gibt
einen Uberblick uber die verwendeten Messmethoden zur Gewinnung von Daten fir

die betrachteten Parameter.
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Messmethoden

ROS-Produktion NETosis

Migration

Phasenkontrast

Dihydrorhodamin
(DHR)

Anti-MPO-
Antikdrper

Abbildung 16: Messmethoden der Mikroskopversuche

Im Zuge der Analyse der Migration wird ein einzelner Granulozyt durch einen
Algorithmus erkannt und dieser verfolgt die Zelle Gber den gesamten Zeitraum der
Mikroskopieaufnahme von einem Bild zum néachsten (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 funf Abschnitte
bei der Auswertung von Bedeutung waren. In Humanplasma wurde aufgrund nicht so
rasch abfallender Migrationsaktivitat 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 mdgliche
Storfaktoren zu dezimieren, wurden bestimmte Ausschlusskriterien in den

Einstellungen festgelegt (Tabelle 5).

Parameter Auschlussbereich | Begrindung

Track Length = 25um 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 Storfaktoren
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Bei den Farb-Fluoreszenz-Aufnahmen wurde mithilfe der Surface-Funktion die
Summe der fluoreszierenden Flachen der jeweiligen Farbe pro Frame ermittelt. So
konnten zeitliche Parameter der jeweiligen Fluoreszenz-Emission innerhalb der
gesamten Aufnahme bestimmt werden. Die verhaltnism&Rig geringen Veranderungen
von Frame zu Frame erlaubten eine Berlcksichtigung lediglich jedes flnften
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 Flachensumme 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].

Flachensummen Flachensummen
30000 30000
€ 25000 5 25000
S 20000 o é 20000
£
£ 15000 £ 15000
2 2
2 10000 | @ S 10000 r
2 ° < ¢
S 5000 & 5000 |7
= o o . o @ y=1E-07x*-0.0027x + 15.753x - 4507.7
0 5000 10000 15000 20000 0 2000 4000 6000 8000 10000
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 17: Zeitpunkt maximaler ROS-Produktion am Maximum der Fluoreszenzdetektion

Dem Wert der Nullstelle auf der Abszisse entsprach dabei der Zeitpunkt der maximalen
Summe an fluoreszierenden Flachen. Dieser X-Wert der jeweiligen Nullstelle wurde

fur jeden Kanal der p-ibidi-Slides eines jeden Versuches ermittelt.
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AulRerdem wurde im Rahmen der Analyse der ROS-Produktion der im Zuge dieser
Dissertation neu eingefuhrte Parameter ,area under the curve“ (AUC) betrachtet.
Dieser entspricht der Flache unter dem Graphen der ROS-Produktion in umz2. Dabei
wurden die Werte stets uUber die Dauer des kompletten Beobachtungszeitraums von
etwa 20 Stunden aufsummiert, um eine Vergleichbarkeit herzustellen. Eine groR3e
Flache entspricht dabei vielen Zellen, die lange Zeit ROS-Produktion aufweisen.
Umgekehrt bedeuten kleine Flachen, dass es nur wenige Zellen sind, welche auch nur
kurzzeitig ROS-Produktion zeigen.

Zur endgultigen statistischen Berechnung wurde das Programm SPSS herangezogen,
wobei hierfur die entsprechende Excel-Tabelle in das Programm importiert werden
musste. Zunéchst erfolgte eine Testung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-
Test und im Anschluss dementsprechend ein T-Test mit unabh&angigen 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.
AuRerdem wurden PMNs unter Nimodipin-Einfluss bzw. den entsprechenden
Methanol-Konzentrationen sowie unter Dexamethason-Einfluss und den
entsprechenden DMSO-Konzentrationen verglichen. Zuséatzlich lag das Augenmerk

auf Granulozyten, welche mit TNFa 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 Ubertragen. Diese erstellte fur jeden p-Slide-Kanal jedes Versuchs
einen Graphen, bei dem die Summe der fluoreszierenden Flache gegen die Zeit (ca.
alle 150s bzw. 225s) aufgetragen wurde.

Zusatzlich 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 fur die ROS-Produktion (3.1.6), unternommen.
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Abbildung 18: ET50-Wert als Zeitpunkt halbmaximaler DNA-(NETosis) bzw. MPO-Freisetzung

Mithilfe der folgenden Formel wurden die ETso-Werte flr die NETosis ermittelt:

Emax X TY

E=Ey+—y—r
T ETS + Ty

Formel 1: Berechnung der ET,-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 Kandle in 30-minitige 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 verlangert. Fir die Analyse in Humanplasma betrug die Lange der
Abschnitte 45 Minuten, wobei die zeitabhangigen Parameter, wie beispielsweise die
Track Length, auf dasselbe Mal3 wie die FKS-Versuche normiert wurden, um eine

Vergleichbarkeit zu schaffen.
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Fur 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 ETso Track Length
Track Length Eo Track Length

Track Speed Max

Tabelle 6: Migrationsparameter zur Auswertung

Der ETso-Track-Length ist ein im Zuge dieser Dissertation neu eingefluhrter Parameter.
Er beschreibt den Zeitpunkt an dem sich die Migrationsaktivitdt der Granulozyten
bezlglich der Track Length in um auf die Hélfte des anfanglichen Niveaus reduziert
hat. Bei der Auswertung wurde ebenso auf das Programm Phoenix zuriickgegriffen,

um diese ETso-Werte zu ermitteln. Folgende Formel wurde daftir angewendet:

Emax X TY

E=Ey——————
© ETY + Y

Formel 2: Berechnung der ET 5,-Werte fur die Mediane der Track Length

Anschlie3end wurde eine Auftragung der gesammelten Daten aus Phoenix in Excel
vorgenommen.

Der Eo-Wert fir die Track Length in um bezeichnet diejenige Migrationsstrecke der
Granulozytenpopulation, welche diese zu Beginn des Beobachtungszeitraums

zuriicklegen kann.
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2.5.8. Statistik

Jede untersuchte Gruppe wurde auf Vorliegen einer Normalverteilung mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test Gberprift.

Wenn eine Normalverteilung vorlag, so wurde bei zwei zu vergleichenden Gruppen ein
T-Test zur Uberprifung der Signifikanz durchgefiihrt.

Bei mehreren verglichenen Gruppen wurde auf die einfaktorielle Varianzanalyse
zurlckgegriffen. Zur Préasentation 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 Prasentation 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 fur 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 fur die Testreihen mit
Medikamenten und Aktivierungssubstanzen, im Hinblick auf ihren Einfluss auf die
Funktionalitat 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 Humanplasmal,7%

Die folgenden Unterkapitel geben einen Uberblick tiber 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 fiir ETsoNETosis oder
tmaxROS Uber 1200 wurden ausgeschlossen, da diese den Beobachtungszeitraum

Ubersteigen.

1000
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ETsoNETosis[min]

400
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0 1,7 10,0
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Abbildung 19: ETso-Werte der NETosis in Abhangigkeit zur FKS- bzw. Humanplasma-Konzentration
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. N N ausgeschlossene Félle | Median | Minimum Maximum Ausschlussgrund
Mediumkonz. [%]
Hum.PI. 1,7 3 2 854 196 994 ETs,NETosis > 1200
FKS 1,7 13 2 246 57.8 828 ETs,NETosis > 1200
FKS 10 3 0 496 460 764 ETs,NETosis > 1200

Tabelle 7: statistischer Vergleich der einzelnen Mediumparameter der ET5,-Werte fiir die NETosis [min]

Der Medianwert der ETso-Werte fur die NETosis, also dem Zeitpunkt zu welchem die
Halfte 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 fir Humanplasma liegt bei etwa 854 Minuten. Es konnte keine
Normalverteilung nachgewiesen werden. Der anschliel3ende Vergleich der Mediane in
den drei Gruppen ergab keine statistisch signifikante Unterscheidung der Gruppen (p =
0,411).

Fur 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, fir 10% FKS bei 218 Minuten. In den Kanélen 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).
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Abbildung 20: Mediane der tmaxROS-Werte in Abhangigkeit von der FKS- bzw. Humanplasma-Konzentration
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Mediumkonz. [%] N | N ausgeschlossene Falle | 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 fiir tmnaxROS [min]

Fur 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 aufgefiihrt werden.
Far FKS in der Konzentration von 1,7% betragt der Median der AUC 256 pm?, fur 10%

FKS liegt er bei 303 pm2. Humanplasma ergab einen Median von 35,2 pum?2. Der

daraufhin durchgefuhrte Vergleich der Mediane in den drei Gruppen ergab keine

statistisch signifikante Unterscheidung der Gruppen (p = 0,094).
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Abbildung 21: Mediane der AUC in Abh&angigkeit von der FKS- bzw. Humanplasma-Konzentration

Mediumkonz. [%] | N | N ausgeschlossene Félle | 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 fir AUC/Zelle [um?]
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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 Abhangigkeit von der Zeit fur die jeweiligen

Medium-Parameter.
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Abbildung 22: mediane Track Length [um] in Abh&angigkeit von der Zeit fir die verschiedenen eingesetzten

Mediumparameter

Der ETso-Wert fur die Migrationsstrecken der PMNs bezeichnet den Zeitpunkt an dem
die meisten der Granulozyten nur noch 50 Prozent ihrer maximalen Track Length in
um erreichen.

Der Median dieses ETs,-Migration-Wertes liegt fur das aufgetaute 1,7%FKS-Medium
bei circa 39 Minuten, fur das frisch angesetzte 1,7%FKS-Medium bei etwa 148
Minuten. Fur die 6-fache FKS-Konzentration, also 10%, liegt der Wert des Medians bei

235 Minuten und fur Humanplasma als verwendetes Medium bei 255 Minuten.
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Es konnte keine Normalverteilung nachgewiesen werden. Der anschliel3ende

Vergleich der Mediane in den vier Gruppen ergab statistisch signifikante Unterschiede

einzelner Parameter, dargestellt in Abbildung 23 und Tabelle 10.
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Abbildung 23: ET50-Migrationswerte [min] fiir die einzelnen Mediumparameter

Sample 1-Sample 2 Korr. Sig.2
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

ewsejduewny

Tabelle 10: statistische Vergleiche der ETs,-Migrationswerte [min] der einzelnen Mediumparameter
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Der Eo-Wert der Track Length bezeichnet diejenige Migrationsstrecke in pum, die ein
Granulozyt zu Beginn des Beobachtungszeitraum zurticklegt.

Fir die Eo-Werte der Track Lengths der Granulozyten im jeweiligen Medium in pm
ergab sich nach Uberpriifung auf Normalverteilung und anschlieRendem Vergleich der
Gruppen mit errechneten statistisch signifikanten Unterschieden folgendes Bild
(Abbildung 24, Tabelle 11).
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Abbildung 24: Ey-Werte [um] der Track Lengths fiir die einzelnen Mediumparameter

Sample 1-Sample 2 Korr. Sig.2

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

Tabelle 11: statistische Vergleiche der E,-Werte [um] der einzelnen Mediumparameter
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3.2. Ergebnisse: Granulozyten in Humanplasma nach Priming mit TNFa

Die Versuchsreihen, die die Untersuchung von mit TNFa 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 aul3erhalb 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 fur
den ETso-Wert der NETosis das folgende Resultat: der Median fur die NETosis ohne
vorherige TNFa-Inkubation liegt bei einer Fallzahl von 3 — nach Wegfall von 2
gemessenen Werten - bei circa 854 Minuten. Bei Inkubation mit TNFa in einer
Konzentration von 10ng/mL nach 30-minttiger Inkubation betragt bei einer Fallzahl
von 2 und einem weggefallenem Wert der ET5,-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 Abhéngigkeit von der zum Priming eingesetzten TNFalpha-Konzentration
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Die aus dem Diagramm ermittelten ETs,-Werte fur die Migrationsstrecke der
Granulozyten liegen fur TNFa in der Konzentration Ong/mL bei 256 Minuten, flr
10ng/mL bei 172 Minuten und fir 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 ETso-Migrationswerte,

dargestellt in Abbildung 26, unterscheiden sich nicht signifikant (p=0,700).
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Abbildung 26: ET 5,-Migrationswerte [min] der einzelnen Konzentrationen von TNFa

Fur die Eo,-Werte der Track Lengths der Granulozyten fir die verschiedenen
Konzentrationen von TNFa ergab sich folgendes Bild (Abbildung 27, Tabelle 12). Im
Zuge der statistischen Auswertung war keine Normalverteilung der Werte
nachweisbar. Die E,-Werte der verschiedenen Gruppen unterscheiden sich zum Teil,

wie in Tabelle 12 dargestellt, statistisch signifikant.
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Abbildung 27: E,-Werte [um] der Track Lengths fur die verschiedenen Konzentrationen von TNFa

Sample 1-Sample 2 Korr. Sig.2

100-10 1,000
100-0 ,008
10-0 ,159

Tabelle 12: statistische Vergleiche der E,-Werte der Track Lengths fur die verschiedenen TNFa-Konzentrationen
[ng/mL]

3.3. Ergebnisse: Granulozyten unter Zugabe von Nimodipin und Methanol

Bei den Versuchen zur Testung von Granulozytenfunktionalitat unter Einfluss von
Nimodipin und Methanol kam sowohl FKS als auch Humanplasma zum Einsatz. Die
Versuche mit FKS enthielten dabei ausschlief3lich dem Gefrierschrank entnommenes
und aufgetautes FKS, sodass die erhaltenen Werte nicht mit denen von frisch
angesetztem FKS verglichen werden kénnen. Allerdings lasst sich ein Vergleich zur

Kontrollgruppe mit altem FKS ohne Zugabe von Nimodipin und Methanol ziehen.
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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.
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Fehlerbalken: 95% Cl

Abbildung 28: Mittelwerte der ETso-Werte fur die NETosis in Abhéngigkeit von der Nimodipinkonzentration (in

FKS1,7%-Medium)

Nimodipinkonz. N ausgeschlossene
[ng/mL] N Falle Mittelwert Std.-Abweichung p-Wert Ausschlussgrund
0 6 1 230 13.8 ETsoNETosis > 400
500 7 1 270 25.1 0.005 ETsoNETosis > 400

Tabelle 13: statistische Angaben zu den Mittelwerten der ETsoNETosis-Werte in Abhangigkeit von der

Nimodipinkonzentration [ng/mL]

Der Mittelwert fur den ETso-NETosis-Wert fur 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).
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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.
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Abbildung 29: Track Length der PMNs in Abh&ngigkeit von der Zeit fur die verschiedenen eingesetzten Medium-

Parameter

Die aus obiger Abbildung ermittelten ETso-Werte flr die Migrationsstrecken der PMNs
betragen fur 1,7% aufgetautes FKS ohne Zusétze 36 Minuten. Mit Methanol liegt der
Median bei 34 Minuten, mit Nimodipin und Methanol bei 31 Minuten.

In Humanplasma zeigt sich ein medianer ETso-Migrationswert ohne Zusatze bei 258
Minuten. Mit zusatzlichem Methanol liegt dieser bei 166 Minuten, bei Nimodipin mit
Methanol bei 326 Minuten.

Die ETso-Migrationswerte sowie die Eqo-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 geldst, welche zusammengefasst
wurden.

Dabei konnte weder fir die ETso-Migrationswerte noch fir die Eqo-Werte fur die
Migration eine Normalverteilung nachgewiesen werden. Beim anschliel3end
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durchgefiihrten Mann-Whitney-U-Test konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen, weder beim ETso-Migrationswert (p=0,065) noch beim E,-Wert fir die
Migration (p=0,295), festgestellt werden. Abbildung 30 veranschaulicht dieses

Ergebnis.
Parameter
300 M Ee [um]
e M ETso-Migration [min]

200

FKS1,7%-Ctrl FKS1,7%-MeOH/Nimo

ETso-Migration [min] / Eo [um]

Kontrolle bzw. Zugabe von MeOH und/oder Nimodipin

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

Auch die ETso-Migrationswerte sowie die Ey-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 geldst, welche zusammengefasst
wurden.

Fur die ETso-Migrationswerte und die Eq,-Werte fur die Migration lag jeweils keine
Normalverteilung vor. Im Zuge der anschlieBenden Testung nach Mann-Whitney-U
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen, weder beim ETs,-
Migrationswert (p=0,661) noch beim E,-Wert fir 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 Humanplasmal,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 durchgefihrt.

3.4.1 ROS-Produktion und NETosis

Die ETso-Migration-Medianwerte, die in Abbildung 32 und Tabelle 14 dargestellt
werden, stammen aus den Versuchen in FKS. ETs,-Werte Uber 400 wurden dabei

ausgeschlossen, da diese aul3erhalb des Beobachtungszeitraums liegen.

400

3oon

200

ETsoNETosis [min]

100

Dexamethasonkonzentration [ng/imL]

Abbildung 32: ETso-Werte der NETosis der PMNs abhéngig von der DMSO-Konzentration aufgeteilt nach der

Dexamethason-Konzentration (in 1,7%FKS)

Dexamethason
-konz. [ng/mL] N N ausgeschlossene Félle | Median | Minimum | Maximum | Ausschlussgrund
6 1 233 207 246 ETsoNETosis > 400
75 2 1 351 306 397 ETsoNETosis > 400

Tabelle 14: statistische Angaben zu den Medianen der ETs;,NETosis-Werte in Abhangigkeit von der

Dexamethasonkonzentration [ng/mL]

Fur die PMNs ohne Zusatz von Dexamethason in 1,7%FKS-Nahrmedium ergibt sich
ein medianer ETso-Wert fir die NETosis von 233 Minuten. Dabei betragt die Fallzahl
nach Wegfall eines Falles 6. Mit zusatzlichem Dexamethason liegt er bei 351 Minuten.
Die Fallzahl beschrankt sich nach einem ausgeschlossenen Fall auf 2. Daher wurde
keine Normalverteilung angenommen. Der daraufhin durchgefiihrte Vergleich der
Mediane der beiden Gruppen ergab keine statistisch signifikante Unterscheidung der
Gruppen (p = 0,071).
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3.4.2 Migration
Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse der Versuchsreihe mit Dexamethason und DMSO
fur die Migration.
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Abbildung 33: Track Length in Abhé&ngigkeit von der Zeit flr die verschiedenen eingesetzten

Mediumparameter

Der Median der ETs,-Werte fur Neutrophile bei 1,7%FKS ohne Zusatze 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 Zusétze ein Median von 271 Minuten,
mit DMSO von 281 Minuten. Bei Zugabe von Dexamethason betragt der mediane ET-
50-Wert 190 Minuten.

Die ETso-Migrationswerte sowie die Ey-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 gel6st, welche zusammengefasst
wurden. Die statistischen Berechnungen fir diese Werte ergaben keine
Normalverteilung. Im Rahmen der anschlieRenden Testung nach Mann-Whitney-U
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen, weder beim ETs,-
Migrationswert (p=0,283) noch beim E,-Wert fur 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 ETso-Migrationswerte sowie die Ey,-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 gel6st, welche zusammengefasst
wurden.

Weder fir die ETso-Migrationswerte noch fur die Eo-Werte war eine Normalverteilung
nachweisbar. Im Kontext des anschlieRend durchgefuhrten Mann-Whitney-U-Tests
konnte fir den ETs.-Migrationswert kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen festgestellt werden (p=0,066).

Beim E,-Wert fur 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 Humanplasmal,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 TNFa-Aktivierung auf die PMNSs.

Mogliche 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. FKSin verschiedenen Konzentrationen versus Humanplasma

Der Medianwert fur die ETs;oNETosis-Werte in Humanplasma liegt bei circa 854
Minuten. Allerdings muss dieser Wert mit auf3erster Vorsicht betrachtet werden.
Realistisch betrachtet liegt dieser weit auf3erhalb der Beobachtungszeitraums von 20
Stunden aufgrund der auch nach 20 Stunden immer noch recht aktiven Migration der
Neutrophilen Granulozyten.

Der ETso-NETosis-Wert fur 1,7%FKS liegt in etwa bei 246 Minuten. Doblinger et al.
fanden in ihrer Studie mit einem medianen ETs,-NETosis-Wert fur 1,7%FKS von 241
Minuten nahezu dasselbe Resultat [3]. Der Wert fur 10%FKS, der bei circa 496
Minuten liegt, fugt sich gut ins Bild. Diese Ergebnisse sprechen fur eine
lebenserhaltende Funktion des Mediums FKS fiur die Granulozyten, welche von der
Konzentration des eingesetzten FKS abhangt.

Die Analyse der tmaxROS-Werte ist durchaus unter Vorbehalt zu betrachten. Viele der
mithilfe von Excel erstellten Kurven fur die tmaxROS-Produktion tber 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) eingeflhrt.

Dieser zeigt fir FKS1,7% und FKS10% eine ziemlich groBe Ahnlichkeit mit einem
Betrag von 256 bzw. 303 pum?2. Fiur Humanplasma weicht dieser Wert mit 35,2 pm?
stark nach wunten ab. Dies fugt 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 moglicherweise die Folge einer Verunreinigung
des FKS durch bakteriellen Befall, wie Abbildung 36 zeigt.

Hohere Konzentration von FKS hebt den ETs,-Wert der Track Length an. Er néahert
sich dabei dem von Humanplasma an. Offenbar scheint die N&hrstoffversorgung der
Granulozyten in hoher 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 Humanplasmal,7%
(p>0,001). Die ETso-Werte fur FKS10% von 235 Minuten und Humanplasmal,7% von
255 Minuten in signifikantem Unterschied zum Wert fur aufgetautes FKS1,7% (39
Minuten) untermauern die These der verbesserten Nahrstoffversorgung der
Neutrophilen im Versuchsansatz.

Die Eo-Werte, die sich von aufgetautem zu frischem FKS1,7% (p=0,011) und von
aufgetautem FKS1,7% zu Humanplasmal,7% (p<0,001) signifikant unterschieden,
bedeuten eine initial hohere mediane Track Length bei frischem FKS1,7%
beziehungsweise Humanplasmal,7%. Dies lasst ebenso auf die verbesserte

Ernahrungssituation der PMNs schliefl3en.
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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 TNFa

Die ETso-Werte fur die Migration von Granulozyten in humanem Blutplasma nach
TNFa-Priming lagen niedriger als fur Granulozyten, die nicht mit TNFa vorbehandelt
wurden. Beziehungsweise lagen diese Uberhaupt im bestimmbaren Bereich. Dies
spricht flr eine Aktivierung der Granulozyten, abhangig von der eingesetzten TNFa-
Konzentration. Je héher konzentriert die Aktivierungssubstanz, desto friher zeigt sich
der ETso-Migrationswert.

Zwar konnte zwischen den ETso-Migrationswerten kein statistisch signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden, jedoch unterscheidet sich der Eo-Wert fur die
Track Length der TNFa-Konzentration 100ng/mL signifikant vom Eo-Wert der
Kontrollgruppe ohne Zugabe von TNFa (p=0,008). Die initiale Track Length der
Granulozyten nimmt mit zunehmender Konzentration des eingesetzten TNFa ab.
Dafur spricht auch der frihere NETosis-Zeitpunkt der mit 10ng/mL TNFa
vorbehandelten Neutrophilen, welcher mit 627 Minuten wesentlich vor dem der nicht
aktivierten Granulozyten liegt (854 Minuten). Fur die mit 100ng/mL TNFa
vorbehandelten Granulozyten lag dieser Wert bei 609 Minuten.

Hierbei gibt es eine Uberschneidung mit den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen. Nach Khandpur et al. werden die Granulozyten aktiviert und die
NETosis wird durch das Zytokin TNFa induziert [48]. Arokiasamy et al. haben gezeigt,
dass TNFa auch einen grofien Einfluss auf das Migrationsverhalten der Neutrophilen
Granulozyten zeigt. Die PMNs werden geradezu ,dirigiert” [49].

Weitere Versuchsaufbauten in diesem Bereich zur Erh6hung der Fallzahl und zum
noch tiefgreifenderen Verstandnis der Rolle von TNFa in diesem System sind

sicherlich lohnenswert.

4.3. Nimodipin und Methanol

Bei Betrachtung der ETso-NETosis-Mittelwerte stach der Unterschied der Werte flr
Granulozyten in FKS ins Auge. Fiur den Ansatz ohne Nimodipin lag der Wert bei 230
Minuten, wahrend er flir den Ansatz mit 500ng/mL Nimodipin bei 270 Minuten und
daher signifikant héher lag. Dies spricht fur einen lebenserhaltenden Effekt des

Medikaments auf die Zellen.
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In Humanplasma zeigte sich ein friheres Migrations-Halbmaximum, wenn kein
zusatzliches Nimodipin zugegeben wurde. Wenngleich kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden konnte, verzogert Nimodipin den ETso-Migrationswert
tendenziell.

Shima et al. bestatigen diese Annahme und geben als mégliche Begriindung fur die
spatere 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 fur 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 kénnte sich
weitere Forschung zur Klarung dieses Sachverhalts und zur genaueren Detektion von
Faktoren, die eine Vorhersage uber die notwendige Nimodipingabe zur Therapie
ermoglichen, als sinnvoll erweisen [51].

Chou et al. und Bacigaluppi et al. untersuchten jeweils in ihren Studien den moglichen
Einfluss von Entzindungsprozessen als treibende Kraft flr 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 erhohte 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 ETso-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 ETso,-NETosis-Mediane zeigen einen erkennbaren Unterschied. Der mediane
ETso-NETosis-Wert fUr die Granulozyten, die mit Dexamethason versetzt wurden, lag
mit 351 Minuten weitaus héher als fur 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 verlangert.
Hiemstra et al. bestatigen diese Annahme in ihrer Studie aus dem Jahr 2017, in
welcher ebenfalls eine verspatete 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 verzégerte 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 méglicher Ansatzpunkt fir eine gezielte
Therapie im Verstandnis der Immunpathogenese der durch das SARS-CoV-2

ausgeldsten 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 fuihrt zu einer
UberschieRenden Reaktion des menschlichen Organismus und dabei auch zu
moderaten bis schweren Lungenschadigungen [58].

Diese Schadigungen 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 erhéhtes Vorkommen
der neutrophil extracellular traps. Ein Monitoring sowie eine Beeinflussung dieser
Anhaufung 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. zweckmafig zur Entwicklung einer medikamentdsen Therapie [59].
Die in der vorliegenden Arbeit gesehene verlangerte Lebensdauer der Neutrophilen
Granulozyten durch Dexamethason, die mit einer Reduktion der NETosis einhergeht,
gibt Anlass zur Annahme, dass das Glucocorticoid Uber diesen Mechanismus wirkt.
Zur Untermauerung dieser Annahme kdnnte 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 maf3geblich verbessert wurde. Der
lebenserhaltende Effekt auf die Granulozyten bei frischem FKS und Humanplasma
erlaubt eine unverféalschtere 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 langere Beobachtungszeitraume bei der Untersuchung der Granulozyten
waren hierzu notwendig.

Eine Bereicherung fir die Analyse der ROS-Produktion stellt der zusatzlich zum tmax-
ROS-Wert eingefuhrte Parameter ,area under the curve® (AUC) dar, welcher auch
Aussagen Uber das Verhalten der Granulozyten bezlglich ihrer ROS-Produktion
erlaubt, wenn diese keinen exakt definierbaren Peak zeigt.

Mit den auBerdem neu eigefihrten Parametern ETs,-Migration und Eo-Migration
konnte ein neuer Aspekt fur die Analyse der Migrationsaktivitdt der Granulozyten
gewonnen werden. Der Parameter Eo-Migration erlaubt Aussagen uber die initiale
Beeinflussung der Granulozyten durch verschiedene Zusatze zum Reaktionsansatz im
Hinblick auf ihre Migrationsaktivitat. Mithilfe des ETso-Migrationsparameters kann die
Veranderung der Migrationsaktivitat von Neutrophilen Gber die Lange des
Beobachtungszeitraums beurteilt und somit zwischen unterschiedlichen Bedingungen
im Reaktionsansatz verglichen werden.

Der Einfluss von TNFa auf die Funktionalitdt von Neutrophilen wurde zudem deutlich
gezeigt. Die Zellen gehen wesentlich friher in die NETosis. Weitere Forschung in
diesem Bereich konnte sich als durchaus sinnvoll erweisen.

Aus der Versuchsreihe mit Nimodipin l&sst sich ein inhibitorischer Effekt des
Medikaments auf die Neutrophilen Granulozyten postulieren. Entztindungsreaktionen
werden also vermindert, was ein geeigneter Ansatzpunkt fur Granulozyten-basierte
Therapien sein kann. Weitere Untersuchungen sind als zielfihrend zu erachten.
Bezlglich Dexamethason konnte ebenso ein inhibitorischer Effekt auf PMNs vermutet
werden. Zukunftige Forschungen in diesem Zusammenhang durfen auf

vielversprechende Erkenntnisse hoffen lassen.
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Probandenaufklarung und Einwilligungserkldrung
Titel der Studie

530 — Wirkung von Nimodipin auf Granulozytenfunktion

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,

moglicherweise mochten Sie an unserer Studie mit dem oben genannten Titel teilnehmen. Hiermit
mochten wir Sie iiber den Zweck der Studie und die moglicherweise fiir Sie entstehenden Risiken
aufklaren.

Im Rahmen der Studie untersuchen wir das Verhalten von basophilen, eosinophilen und neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten unter Einwirkung von Nimodipin. Mithilfe von
Farbstoffen konnen die Zellen differenziert betrachtet und analysiert werden. Im Speziellen waren
das Eigenschaften wie Migration, ROS-Produktion und Produktion des Enzyms Myeloperoxidase.

Um die Messungen vornehmen zu konnen, entnehmen wir bei Thnen Blut aus einer Vene im Bereich
der Ellenbeuge. Hierzu wird nach Desinfektion der Haut und Anlage einer Manschette am Oberarm
eine Vene punktiert und maximal 10 mL Blut werden entnommen

Risiken, die bei der Blutentnahme auftreten kénnen (SOP Blutentnahme) und MaBBnahmen um das
Auftreten zu verhindern:

« Bei moglicherweise auftretenden Kreislaufproblemen wird die Blutentnahme sofort abge-
brochen, der Probanden sollte sich hinlegen und die Beine hochlagern.

e Himatome die manchmal nach der Blutentnahme auftreten, konnen am besten verhindert
werden, wenn der Proband konsequent auf die Punktionsstelle driickt (5 Minuten!). Durch
beugen des Ellenbogengelenks werden Haimatome gefordert.

« Infektion an der Einstichstelle ist moglich, wird aber durch addquate Desinfektion verhindert
« Die Moglichkeit einer Venenentziindung (Phlebitis) ist nicht auszuschlieen.

Ich bin ausfiihrlich tiber Wesen, Bedeutung, Risiken und Tragweite der Studie aufgeklért worden.
Ich hatte die Gelegenheit tiber die Durchfithrung der Studie zu sprechen.

Alle meine Fragen wurden versténdlich und umfinglich beantwortet.

Hiermit bestétige ich, tiber den Inhalt der Studie und die mogliche Risiken fiir mich aufgeklart

worden zu sein.

Vor- und Nachname:

Regensburg, den

Unterschrift der/des Probandin/Probanden
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Probanden Aufklarungsbogen und Einwilligungserklarung r
Fragebogen zur Blutentnahme KR

Universitatsklinikum
Regensburg

AN_FO_20.02.2018 GrM

Erklarung zum Datenschutz:

Ich erkldre mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie personenbezogene Daten und
Angaben auf elektronischen Datentridgern aufgezeichnet, gespeichert und verarbeitet werden. Ich
bin auch damit einverstanden, dass die Studienergebnisse in nicht entschliisselbarer (anonymer) Form,
die keinen Riickschluss auf meine Person zulassen, veroffentlicht werden.

Ferner erkldare ich mich einverstanden, dass an der Studie beteiligte Personen in die mit meinen
Personalien versehenen Akten Einsicht nehmen diirfen.

e Probandenaufklarung und Einverstandniserklarung werden auf das jeweilige Projekt einge-
scannt.

o Zugriff auf die jeweiligen Projekte haben nur die an der Studie beteiligten, vom Projektlei-
ter autorisierte Personen und der Direktor der Klinik fir Andsthesie (Prof. B. Graf) und der
EDV Beauftragte der Klinik fir Andsthesie (Dr. M. Kieninger)

e Im Falle unerwiinschter Wirkungen durfen die verschlisselten Daten an den Datenschutz-
beauftragten der Klinik fir Andsthesie und an die zustandige Bundesoberbehorde weiter-
gegeben werden.

e Daten der Probanden werden auf dem gesicherten Netzlaufwerk der Forschung der Klinik
fir Andsthesie gespeichert.

e Sofern die Daten zur Veroffentlichung erforderlich sind, diirfen sie in verschlisselter Form
im Rahmen einer wissenschaftlichen Veroffentlichung an ein dafiir und nach MaRstdben
guter wissenschaftlicher Praxis ausgewdhltes Journal weitergegeben werden.

e Nach Abschluss des Projekts werden die Daten auf einer Festplatte/DVD fiir 10 Jahre in
einem zugangsbeschranktem Raum aufbewahrt.

Einverstandniserklarung:

Ich habe das Recht, jederzeit mundlich oder schriftlich, ohne Angabe von Griinden, meine
Einwilligung zur Teilnahme an der Studie zuriickzuziehen und einer Weiterverarbeitung meiner Daten
und Proben zu widersprechen und ihre Loschung bzw. Vernichtung verlangen kann.

Ich habe dartiber hinaus den Text der Probandenaufklarung, die Einwilligungserklarung und der
hier nachfolgenden abgedruckten Datenschutzerkldarung gelesen, verstanden und eine Kopie bekom-
men.

Hiermit willige ich ein als Proband/Probandin an der Studie teilzunehmen,

Vor- und Nachname:

Geburtsdatum:

Anschrift:

Regensburg, den

Unterschrift der/des Probandin/Probanden

Regensburg, den

Unterschrift der/des aufklidrenden Arztin/Arztes

WTitan-dps005\dps00S'KLINIK\ANAES T anl 56000\ Vorlagen SOPs\Vorlagen ohne SOP'\Formulare Vorlagen!. i docx Seite 2 von 3

-77 -



zur Untersuchung

Probanden Aufkldrungsbogen und Einwilligungserklarung r
Fragebogen zur Blutentnahme KR

Universitatsklinikum
Regensburg

AN_FO_20.02.2018 GrM

Fragebogen zur Blutentnahme

Projektnummer: 530 Probandennummer: Entnahmezeitpunkt:
Datum: . . Name des Blutentnehmenden:

Bitte beantworten sie die nachstehenden Fragen ehrlich und gewissenhaft. Sie helfen uns damit
Schwankungen in der Funktion der untersuchten Blutbestandteile besser zu verstehen. Sollten Sie
einzelne Fragen (auBer den Ausschlussfragen) nicht beantworten mochten, so lassen Sie die
betreffenden Fragen aus. Die Gesundheitsfragen dienen nicht dazu, Sie von der Teilnahme
auszuschlieBen, sondern lediglich um die Ergebnisse besser interpretieren zu konnen.

Ausschlussfragen

Sind bei Ihnen jemals Infektionskrankheiten wie HIV oder Hepatitis C nein(] jall
festgestellt worden?

Bluten Sie nach einer Verletzung ungewodhnlich stark oder lange? nein(d jald
Ist bei Ihnen jemals eine Erkrankung des Immunsystems oder eine nein(d]  jall

andere chronische Erkrankung die mit einer Verdnderung des
Immunsystems einhergeht festgestellt worden?

Fragen zur Person

Alter: Jahre  Geschlecht: mO wO  KoérpergroRe: cm Gewicht: kg
Gesundheitsfragen:
Flhlen Sie sich gesund? Wichtig: bitte teilen Sie uns nachtraglich mit, nein(] ja[l

falls Sie sich innerhalb der nachsten zwei Tage krank fuhlen!
Haben Sie sich vor kurzem intensiv kérperlich betéatigt? (z.B. Sport, mit nein(d jall
dem Fahrrad zur Klinik gefahren etc.)

Rauchen Sie? nein(] jall

Falls ja: wann haben Sie zuletzt geraucht (Datum + Uhrzeit)? . . um __:  Uhr
Nicht ausfillen: At= min

Haben Sie in letzter Zeit Medikamente eingenommen? nein(d] jall

Falls ja, wann und welche?

Sind bei Ihnen Allergien bekannt? nein(] ja[l

Falls ja, auf welche Stoffe?

Wurde lhnen die Milz entnommen? nein(] jall

Nur fur Frauen: Konnten Sie theoretisch schwanger sein? nein(] jall

Ich bestatige die Richtigkeit der oben gemachten Angaben, und bin mir bewusst, dass falsche
Angaben die zu einer Gefahrdung des Laborpersonals fithren konnten strafrechtliche Konsequenzen
haben konnen. Ich erkldre mich damit einverstanden, dass die oben gemachten Angaben
pseudonymisiert in die Studie einbezogen werden.

den
Ort Datum Unterschrift Proband
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