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1. Einleitung

Schon seit Jahrzehnten wird in den Lehrblichern der Immunologie des Menschen
grundsétzlich zwischen dem angeborenen unspezifischen Immunsystem und dem erworbenen
spezifischen Immunsystem differenziert. Beide Systeme stehen in enger Zusammenarbeit und
werden weiterhin in ithre zelluldren und humoralen Abwehrmechanismen unterteilt.

Zum zelluldren Anteil des unspezifischen Immunsystems gehoren die Granulozyten, die
Monozyten, welche im Gewebe als Makrophagen Erreger phagozytieren, und die Natiirlichen
Killerzellen. Verantwortlich fiir die unspezifische humorale Abwehr sind die Faktoren des
Komplementsystems sowie das Enzym Lysozym, Defensine und verschiedene Zytokine.
Diese Faktoren bekdmpfen Antigene direkt oder aktivieren und unterstiitzen Phagozyten bei
der Beseitigung der Schédlinge.

Weniger unmittelbar arbeitet die spezifische Abwehr des Korpers, welche in der Lage ist,
Erreger pridzise zu erkennen und zu eliminieren. Die zelluldire Abwehr wird hierbei
maligeblich von den T-Lymphozyten getragen, wihrend die B-Lymphozyten die spezifische

humorale Abwehr mittels Produktion von Antikérpern bewerkstelligen. (1-3)

1.1 Granulozyten

Das primidre Interesse dieser Dissertation richtet sich auf die Granulozyten, welche den
Grofteil der Leukozyten im Blut ausmachen. Sie sind 9-16 pm groB, reifen im Knochenmark
heran und leben nur wenige Stunden bis Tage zirkulierend im Blut. (4, 5) Ihren Namen tragen
die Granulozyten wegen der unter dem Lichtmikroskop sichtbaren Granula in ihrem
Zellinneren, in denen unterschiedliche antimikrobielle Molekiile sowie Proteine fiir die
Chemotaxis enthalten sind. (6) Das verschiedene Férbeverhalten dieser Granula ist das
Unterscheidungskriterium dreier Subtypen: Neutrophile, Eosinophile und Basophile
Granulozyten.

Anders als die eosinophilen und basophilen Granulozyten, die an der Abwehr von Parasiten
sowie an allergischen Reaktionen beteiligt sind, sind die Neutrophilen dafiir bekannt, bei
bakteriellen Infektionen als erste Abwehr vor Ort zu sein. (2) Diese Neutrophilen sind die
bedeutendsten Zellen des angeborenen Immunsystems und haben vier Hauptfunktionen der

Erregerabwehr, die im Folgenden erklért werden.



a. Degranulation

Im Zytoplasma eines adulten Granulozyten finden sich in der Regel Granula, welche
vier unterschiedlichen Typen zugehorig sind. (6) Die enthaltenen hochreaktiven
Molekiile sind von groBer Vielfalt und fiihren bei Exozytose zu einer Totung der
umliegenden Erreger. Myeloperoxidase (MPO), Defensine und Lysozym finden sich
in den azurophilen, primdren Granula, welche erst am Infektionsort ausgeschiittet
werden. In den sekundiren wund tertidren Granula befinden sich die
neutrophilenspezifischen Molekiile, welche es den Zellen ermdoglichen, durch das
extravasale Gewebe zum Ort der Inflammation zu migrieren. Dazu gehdren u.a.
Gelatinase, Kollagenase und Plasminogenaktivator. Zur vierten Kategorie gehoren die
sekretorischen Vesikel, welche Proteine enthalten, die fiir das Anheften und die
Durchwanderung des Endothels unabdingbar sind. (6) Diese Abwehrfunktionen
miissen allerdings gut reguliert werden, denn eine iiberschieBende, unkontrollierte und
systemische Degranulation, wie sie z.B. bei einer Sepsis auftritt, kann mehrere Organe

bis zu ihrem Versagen schidigen. (6)

b. Bildung von Reactive Oxygen Species (ROS)

Parallel zu der Phagozytose von Erregern produzieren neutrophile Granulozyten
reaktive Sauerstoffmetabolite, welche die Membranen von Bakterien angreifen und
diese so unschidlich machen. Initiiert wird die Produktion der ROS durch eine Kette
von Reaktionen, welche durch unterschiedliche Faktoren am Infektionsort ausgelost
werden konnen, darunter Faktoren des Komplementsystems und N-formyl-methionyl-
leucyl-phenylalanine (fMLP), ein chemotaktisch wirksames, bakterielles Peptid. Diese
Reaktionskette beginnt mit der NADPH-Oxidase, die in der Membran von
Phagolysosomen sitzt und im Lumen Superoxidanionen (O,") produziert, welche von
der Superoxid-Dismutase in Wasserstoffperoxid H,O, umgewandelt werden. Zu den
reaktivsten Sauerstoffspezies wird allerdings die hypochlorige Sdure (HOCI) gezéhlt,
deren Synthese durch die oben genannte Myeloperoxidase katalysiert wird. (2) Die
Bedeutung der ROS-Produktion fiir die Bekdmpfung von Eindringlingen wird
beispielsweise bei Patienten mit Chronischer Granulomatose (CGD) deutlich. Diese
Menschen haben einen Gendefekt, der zu einer dysfunktionalen NADPH-Oxidase und

somit zu einer verringerten Produktion von O,  fiihrt. Die Patienten leiden an



rezidivierenden, oft lebensgefdhrlichen Infektionen. (7) Auf der anderen Seite birgt
eine zu hohe ROS-Produktion und sein ungezieltes Schiadigungspotential ebenso
Gefahren. So wurde zum Beispiel festgestellt, dass eine hohe ROS-Produktion, auch
als ,,respiratory burst® bezeichnet, mit einem negativen Outcome bei schwerer Sepsis

assoziiert ist. (8)

c. Migration

Granulozyten befinden sich, anders als Makrophagen, nicht in gesundem Gewebe (2)
und miissen sich im Falle einer Infektion erst zum Entziindungsherd bewegen, um dort
thre Aufgaben zu erfiillen. Dabei helfen ihnen zahlreiche Oberflachenmolekiile und
Rezeptoren, die in der Zellmembran eingebaut sind. Zu diesen gehoren zum Beispiel
die Toll-like Rezeptoren, Rezeptoren fiir Immunglobuline, Komplementfragmente,
Chemokine und der fMet-Leu-Phe-(fMLP)Rezeptor. Letzterer bindet an bakterielle
Polypeptide und bringt die Zelle dazu, in Richtung der hochsten Konzentration des
Liganden zu wandern. Dieser und viele weitere chemotaktische Mechanismen fiithren
im GefaBlbett zu einer Adhdsion an das Endothel, der anschlieenden Diapedese und

schlieBlich zu einer gerichteten Migration zum Infektionsort. (2)

d. Phagozytose

Dort angekommen kann die Zelle nun, iiber Aktivierung weiterer Rezeptoren,
Bakterien in sich aufnehmen und toten, was Phagozytose genannt wird. Bei dieser
Endozytose umschliet die Zelle den Erreger mit der Zellmembran, welche sich dann
ins Zellinnere abschniirt und nun als Phagosom bezeichnet wird. Dieses verschmilzt
mit einem Lysosom bakterizider Molekiile. In diesem Phagolysosom spielt sich nun
auch die oben beschriebene Vernichtung des Erregers via ROS-Produktion ab.
Neutrophile Granulozyten sind in der Lage, bis zu 20 einzelne Bakterien zu
phagozytieren. Allerdings fiihrt dies nicht zwangsldufig zu deren Vernichtung, denn es
gibt Bakterien, die Strategien entwickelt haben, die Phagozytose zu iiberleben. (2, 3)
So zum Beispiel Staphylococcus aureus, welcher durch Enzyme wie die Katalase der
intrazelluldren Vernichtung entgeht. Katalase baut H,O, in Sauerstoff und Wasser um,
H,0; steht somit nicht mehr zur Produktion von HOCI durch MPO zur Verfiigung. (9)

Trotzdem ist eine funktionierende Phagozytose fiir die Gesundheit des Menschen



c.

grundlegend. Dies wird beispielsweise beim Chediak-Higashi-Syndrom deutlich, bei
welchem durch einen Gendefekt der Transport von Lysosomen und Granula
beeintrachtigt ist. Die Patienten leiden an schweren rezidivierenden Infektionen. (2,

10)

NETose

Zusitzlich zu den bereits bekannten Abwehrfunktionen der Granulozyten wurde im
Jahre 2004 die sogenannte NETose entdeckt. (11) Angelehnt an die Worter Nekrose
und Apoptose, ist mit diesem Wort eine Art des programmierten Zelluntergangs
beschrieben, der in sich noch eine letzte Bekdmpfung des Krankheitserregers darstellt:
Die Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETs).

Diese extrazelluldren Fallen bestehen aus einer netzartigen Struktur von zelleigener
DNA des Neutrophilen, Histonen und einigen defensiven Proteinen und Enzymen, die
auch in den oben beschriebenen Granula enthalten sind. (12) Ausléser der NETose
konnen u. a. Bakterien, (11) Pilze, (13) Autoantikdrper (14) und Signalmolekiile des
Erregers und des Wirts sein. (15) Uber eine Reihe von molekularen Mechanismen, zu
denen auch die NADPH-Oxidase-abhingige ROS-Bildung gehort, kommt es
schlieBlich iiber einen Anstieg des intrazelluldren Calciums zu einer Dekondensation
des Chromatins, woraufthin sich der Zellkern auflost und die Zellmembran unter
Freiwerden der NETs rupturiert. (16) Neben dieser suizidalen NETose wurde auch
eine vitale Form beschrieben, bei der die Zellmembran intakt bleiben und die Zelle
trotz des Verlustes threr DNA weiterhin zur Phagozytose fahig sein soll. (17) Die
NETs sind durch ihre Faserstruktur und Ladung sowohl in der Lage Bakterien
einzufangen, um sie direkt durch die anwesenden, antimikrobiellen Enzyme der
Granula zu toten, als auch fiir Phagozytose durch Fresszellen bereit zu halten.
Allerdings gibt es Bakterien wie Staphylococcus aureus, die mit Hilfe von DNasen die
NETs abbauen konnen und so ihrer Vernichtung entgehen. Seit ihrer Entdeckung sind
die NETs Gegenstand intensiver Forschung, um herauszufinden, welche Rolle sie in
der Pathogenese unterschiedlichster Krankheiten spielen konnten. Dabei fand man vor
allem eine Beteiligung bei thrombotischen und autoimmunen Erkrankungen. (18-23)
Zwar schiitzen die NETs das umliegende Gewebe durch eine feste Bindung ihrer

toxischen Molekiile, dennoch spielt dabei stets der zeitnahe enzymatische Abbau der



NETs eine maligebliche Rolle, denn sonst konnen diese zu Klotbildung und

Entziindungen des Gewebes fiihren. (24)

Auch mit der Funktion der Phagozytose setzt sich diese Arbeit auseinander. Es wurde fiir die
Untersuchungen das Bakterium Escherichia coli (E. coli) als zu phagozytierenden Erreger

ausgesucht, der nun knapp vorgestellt wird.

1.2 Escherichia coli

Schon im 19. Jahrhundert wurde das erste Darmbakterium von Theodor Escherich entdeckt
und spédter nach ihm benannt. E. coli ist ein gramnegatives, bewegliches Stdbchenbakterium,
welches zur gesunden Darmflora jedes gesunden Menschen gehdrt. (25) Allerdings gibt es
auch einige pathogene Subtypen, die intestinale oder extraintestinale Infektionen hervorrufen
konnen. Diese Varianten des E. coli bilden Toxine, welche zum Zelltod der umliegenden
Zellen flihren konnen. Darmpathogene Stimme sind beispielsweise der enterotoxische und
der enterohdmorrhagische E. coli, kurz ETEC und EHEC. Diese Erregertypen fiihren zu
wissrigen bzw. blutig-schleimigen Durchfillen. (26) Uber die Harnwege kann es auch zu
einer Urosepsis durch E. coli kommen, was dieses Bakterium zu einem héufigen
Sepsiserreger macht. (25) Nach den Leitlinien der European Association of Urology sollte
eine Urosepsis durch E. coli initial mit einem Cephalosporin, Carbapenem oder

Piperacillin/Tazobactam behandelt werden. (27)

1.3 Cefuroxim

Cefuroxim ist ein Cephalosporin der 2. Generation und wird bei Infektionen mit
gramnegativen Bakterien wie E. coli angewendet. (28) Die antibakterielle Wirksamkeit beruht
wie auch bei anderen Beta-Lactam-Antibiotika auf einer Hemmung der Zellwandsynthese.
Die Zellwand muss in ihrem Aufbau aus Glykanen durch Oligopeptide verbunden werden,
was durch die Syntheseleistung sogenannter Transpeptidasen erfolgt. Diese Transpeptidasen
und manche weitere der Enzyme, die in den Autbau der Zellwand involviert sind und an
welche Penicillin (und andere Beta-Lactam-Antibiotika) bindet, werden Penicillin-binding
Proteins genannt (PBPs). (29) In E. coli wurden von Spratt et al. 6 PBPs gefunden. (30) Der
in Cephalosporinen enthaltene Beta-Lactam-Ring hemmt diese Enzyme irreversibel. Einige

Erreger besitzen wiederum Enzyme zur Spaltung dieses Rings und sind somit gegen manche



Beta-Lactam-Antibiotika resistent. Cephalosporine sind bekannt fiir ihre Stabilitdt gegeniiber
manchen solcher Enzyme (31) So wird im GERMAP-Bericht von 2015 eine Sensibilitdt von
81,7 % der E .coli-Stimme gegeniiber Cefuroxim dokumentiert. (32) Die minimale
Hemmkonzentration (MHK) von Cefuroxim liegt fiir E. coli bei ca. 4 pg/mL. (33)
Interessanterweise wurde beobachtet, dass bei Exposition gegeniiber hohen Cefuroxim-
Konzentrationen die ZellgroBe der E. coli zunimmt. Vermutet wird, dass dies durch

osmotische Fliissigkeitszunahme durch die defekte Zellwand zustande kommt. (34)



2. Fragestellung

Die Zusammenhidnge und Abhéngigkeiten zwischen den oben beschriebenen Funktionen der
neutrophilen Granulozyten sind in den letzten Jahren von steigendem Interesse in der
Grundlagenforschung gewesen. Man erhofft sich, durch ein besseres Verstindnis der Abléufe,
Ansatzpunkte fiir Neuerungen in der Diagnostik und Therapie von Granulozyten-assoziierten
Erkrankungen zu finden. (35) Da vor allem die NETs mit pathologischen Vorgédngen in
Verbindung gebracht werden, wie beispielsweise bei thrombotischen und autoimmunen
Gefallerkrankungen, (36) wurde untersucht, welche Umstdnde die Zelle dazu veranlassen —
oder welche sie eher hemmen — in die NETose zu gehen. Dabei postulieren manche Forscher,
dass die Phagozytose mit der Bildung der NETs in einem reziproken Verhiltnis steht.
Neutrophile, die phagozytiert hétten, seien nicht mehr in der Lage in die NETose zu gehen,
und umgekehrt gingen Granulozyten vermehrt in die NETose, wenn diese nicht in der Lage
seien den Erreger — zum Beispiel wegen seiner Gro3e — zu phagozytieren. (37, 38) Dies wird
durch Resultate unterstiitzt die anzeigen, dass die Anwesenheit von MPO (39) und
Neutrophilen Elastase (NE) (38) im Zytosol eine notwendige Voraussetzung fiir die
Dekondensation des Chromatins und somit der Bildung von NETs ist. Denn diese Enzyme
wiirden bei der Phagozytose im Phagolysosom vereinnahmt und stiinden dann nicht mehr im
Zytosol und somit am Zellkern zur Verfiigung. (38) Manfredi et al. haben vor diesem
Hintergrund mehrere Versuche entwickelt. Zum Beispiel lieBen sie, in einem ersten Schritt,
die Granulozyten verschiedene non-vitale Zellen oder Partikel phagozytieren, um in einem
zweiten Schritt eben diese Granulozyten zu stimulieren und die Bildung von NETs mittels
Konfokalmikroskopie zu quantifizieren. (40) Sie kamen zu der Erkenntnis, dass ein
Neutrophiler eine unwiderrufliche Entscheidung trifft, entweder zu phagozytieren oder NETs
zu bilden. Die Entscheidung sei abhingig von vielen Gegebenheiten, die es zu erforschen gilt.
(37)

Im Rahmen meiner Doktorarbeit soll iiberpriift werden, ob diese Aussage lber die
Granulozytenaktivitdt auch bei einer Konfrontation mit einem vitalen Bakterium Giiltigkeit
behalt.

Andere Arbeiten ndhren Zweifel daran, dass die Handlungsoptionen des Granulozyten
wirklich dichotom sind, sondern vielmehr ein konsekutiver Vorgang von Phagozyose zu
NETose besteht. Diese Vermutung wird von einer Arbeit unterstiitzt, die zeigt, dass
Pneumokokken-induzierte Autophagozytose, die mit der Phagozytose verwandt ist, die

NETose fordert. (41) Des Weiteren konnten Pelletier et al. mittels einer intelligenten

10



Methodik und Durchflusszytometrie zeigen, dass Neutrophile, die E. coli ummantelte Latex-
Partikel phagozytiert hatten, anschlieBend in die NETose gegangen waren. Diesem
Zellvorgang haben sie den Namen ,,phagoNETosis* gegeben. (42)

Die Widerspriichlichkeiten der Publikationen von Branzk et al. (38) und Pelletier et al. (42)
spiegeln  den Bedarf an weiteren aufklirenden Arbeiten 1im Bereich der
Granulozytenfunktionalitét bei Kontakt mit Bakterien wider.

Aus diesem Grund hat sich dieses Projekt zur Aufgabe gemacht, mit der im Labor der Klinik
fiir Anésthesiologie der Universitit Regensburg etablierten Methodik sowohl Erkenntnisse zu
den funktionellen und zeitlichen Abldufen der Granulozyten in Konfrontation mit E. coli zu
gewinnen als auch die bestehenden Methoden fiir die Quantifizierung von Phagozytose

welterzuentwickeln.
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3. Projektplanung

Geplant wird, Granulozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen von E. coli in Kontakt zu
bringen und die Zellaktivititen der Migration, der Phagozytose, der ROS-Produktion und der
NETose in zeitlicher Abhéngigkeit zu quantifizieren. Die durch Fluoreszenzmikroskopie und
Computersoftware erfassten Werte (Parameter der Migration, Zeitpunkte der maximalen
ROS-Produktion, Erreichen des halbmaximalen Effekts der NETotischen DNA-Freisetzung)
sollen in Relation zu den Bakterienkonzentrationen gestellt werden, um so eine Aussage iiber
den Effekt der Anwesenheit von E. coli auf die Granulozytenfunktionalitét treffen zu konnen.

Dazu soll zunéchst eine Bakterienkultur hergestellt werden, sowie deren Vitalitit {iber einen
Beobachtungszeitraum von ca. 8 Stunden sichergestellt werden. Dann sollen verschiedene
methodische Alternativen im Versuchsaufbau getestet werden, um ein Modell zu entwickeln,
was sich moglichst nah an den Bedingungen in vivo befindet. Und schlieBlich soll auf die
erarbeitete Methodik das System unterschiedlicher E. coli-Konzentrationen angewendet

werden. Eine  Ubersicht des  Schemas findet sich in  Abbildung 1.

Granulozytenfunktion
1
1 1 1
B B . Beobachtungs- Granulozyten-
,_I_| ]
I 1
Antibiotikum 3-Kammer-
: Wachstums : 6-Kammer-
Versuchsreihen versuche und G Erds Slide
Dosierung Slide

[ ! l—l—l

1
5 ROS- ROS-

Abbildung 1: Aufbau der Projektumsetzung



4. Material und Methoden

Im Folgenden wird der grundlegende Versuchsaufbau mit den angewandten Methoden und

genutzten Materialien erldutert.

4.1 Bakterienkultur

Um unter dem Fluoreszenzmikroskop die Bakterien sichtbar zu machen, haben wir einen
genverdanderten E. coli-Stamm (ATCC 25922GFP, Manassas, USA) ausgewdhlt, der ein
Plasmid besitzt, welches fiir das griin fluoreszierende Protein (GFP) codiert. Dies ermdglicht,
das Bakterienwachstum sowie die Extinktion des GFP-Signals bei Phagozytose zu
quantifizieren.

Vor Beginn der Kultivierung der E. coli GFP wurde zunichst das vom Hersteller empfohlene
Néahrmedium hergestellt. Dazu wurden 490 mL deionisiertes Wasser in eine 500 mL
Glasflasche gegeben, mit 15 g Tryptic Soy Broth (Beckton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland) versetzt und dann bei 121 °C fiir 20 Minuten autoklaviert. Nach Abkiihlen des
Mediums auf hochstens 50 °C wurden 19 mL entnommen und abschlieBend 1 mL einer 2
mg/mL Ampicillin-Losung zugefiigt. Das Antibiotikum dient zur Selektion der E. coli GFP,
da diese gegen Ampicillin resistent sind. Das fertige Medium wurde bei 4 °C fiir bis zu 10
Tage gelagert und verwendet, bis es erneut hergestellt werden musste. Fiir die Kultur wurden
100 pL der Bakteriensuspension mit 5 mL des Mediums in ein 15 mL Zentrifugenréhrchen
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gegeben und mit Alufolie umwickelt, um das GFP
der E. coli vor Lichtexposition zu schiitzen. Gemeinsam mit einem Zentrifugenrohrchen, in
welches als Kontrolle etwas Medium ohne E. coli gefiillt wurde, wurde die
Bakteriensuspension fiir ca. 16 Stunden im Inkubator (Lab-Therm LT-W, Adolf Kiihner AG,
Basel, Schweiz) bei 37 °C und 125 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Durch visuelle
Priifung wurde das Wachstum von kontaminierenden Erregern ausgeschlossen. Das fiir den
anstehenden Versuch nicht verwendete Volumen an Bakterien-Suspension wurde fiir einen
kurzen Zeitraum von ein bis zwei Wochen bei -20 °C und fiir lingere Zeitrdume mit 40 %

Glycerol 1:1 verdiinnt und bei -80 °C eingefroren.
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4.2 Blutentnahme

Pro Versuch wurde ein Volumen von 3 bis 9 mL Vollblut bendtigt, welches gesunden
Probanden nach Aufkldrung {iiber Datenschutz und Gesundheitsrisiken und der
Unterzeichnung einer Einverstindniserkldrung aus einer peripheren Vene des Armes
entnommen wurde (Ethikvotum: 18-1210-101). Die Haut iiber der Vene wurde desinfiziert,
die Vene proximal davon gestaut und mit einer Safety-Multifly-Kaniile (Sarstedt AG & Co.
KG, Niimbrecht, Deutschland) punktiert. Das benétigte Blutvolumen wurde in eine Lithium-

Heparin Monovette (Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland) gezogen.

4.3 Isolation der Granulozyten

Die Granulozyten wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus dem unverdiinnten
Vollblut entnommen. Dazu wurden in einem 15 mL Zentrifugenr6hrchen 3 mL
Lymphozyten-Separationsmedium (PBMC Spin Medium, pluriSelect Life Science
Worldwide, Leipzig, Deutschland) auf 3 mL Leukozyten-Separationsmedium (Leuko Spin
Medium, pluriSpin, pluriSelect Life Science Worldwide, Leipzig, Deutschland) geschichtet,
welche sich beide bei Raumtemperatur befanden und vorsichtig unter Schriglage pipettiert
wurden, um eine Durchmischung der Schichten zu vermeiden. Auf diese zwei Schichten
wurden auf gleiche Art und Weise 3 mL des frisch entnommenen Vollblutes pipettiert. Das
Zentrifugenrohrchen wurde fiir 20 Minuten mit 2000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Dadurch teilten sich die Bestandteile des Blutes auf und fanden sich in verschiedenen
Schichten des Rohrchens wieder. Nun konnten aus der Granulozyten-Schicht 400 pL
Zellsuspension entnommen werden und in einem weiteren Rohrchen mit 1000 pL. PBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline modified, without calcium chloride and magnesium
chloride, liquid, sterile-filtered, suitable for cell culture (D8537-500M), SIGMA-ALDRICH
CHEMIE GmbH, Steinheim, Deutschland) verdiinnt werden. Von dieser Verdiinnung wurden
10 pL entnommen und zur Bestimmung der Zellkonzentration verwendet. Das
Zentrifugenrdhrchen mit der Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten mit 1200 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Wahrenddessen konnten die Zellen der entnommenen 10 pL
Zellsuspension mit Hilfe einer Neubauerkammer (Neubauer improved Kammertiefe 0,1 mm,
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Deutschland), einem Lichtmikroskop
(Leica Leitz DM IRB) sowie einem planem, 20 x 26 mm Deckglas (Menzel GmbH & Co.

KG, Braunschweig, Deutschland) ausgezédhlt werden. Hieraus wurde das bendtigte Volumen
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berechnet, mit dem man das durch die zweite Zentrifugation entstandene Zellpellet verdiinnen
musste, um auf eine Zielkonzentration von 18 Millionen Zellen pro mL zu gelangen. Zu
dieser Verdiinnung wurde RPMI 1640 (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) mit 10
% fetalem Kailberserum (FKS) verwendet. Die fertige Granulozytensuspension in
gewlinschter Konzentration konnte schlieBlich fiir die unterschiedlichen Ansdtze des

jeweiligen Versuchsaufbaus genutzt werden.

4.4 Fluoreszenzfarbstoffe

Die Reagenzien fiir die Markierung der Granulozytenfunktionen wurden so ausgewihlt, dass
sie Fluoreszenz hervorrufen, wenn eine Zelle ROS produziert oder wenn sie NETose betreibt.
Zur Darstellung des Eintritts des ,,respiratory bursts* wurde Dihydrorhodamin 123 (DHR, life
technologies, Eugene, Oregon, USA) zu den Zellen gegeben, welches durch eine
Oxidationsreaktion mit Wasserstoffperoxid zu Rhodamin 123 reagiert, welches wiederum
nach Anregung Licht einer Wellenldnge von 534 nm emittiert. Bei der Bildung der ROS ist
die Zellmembran noch intakt. Das frei permeable DHR kann allerdings durch diese hindurch
diffundieren. (43, 44) In unserem Versuchsaufbau wurden 3 pL DHR mit einer Konzentration
von 1 uM zu einer Zellsuspension von 300 uL zugefiigt, woraus eine DHR-Endkonzentration
von 10 nM resultierte.

Die Bildung der NETs wurde mittels 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) detektiert. DAPI lagert sich hauptsidchlich in die
kleine Furche der Desoxyribonukleinsdure (DNA) in Regionen mit vielen AT-
Basenpaarungen ein und emittiert maximal mit 461 nm bei einer Anregung mit ultraviolettem
Licht. DAPI ist nicht in der Lage, durch die Zellmembran zu diffundieren und kann bei der
Mikroskopie von lebenden Zellen nur extrazellulire DNA anfarben. (45) Daher eignet es sich
fiir die Detektion der NETose, bei der der Granulozyt seine DNA in den extrazelluldren Raum
freigibt. Deshalb wurden 5 pL einer 5 pg/mL konzentrierten DAPI-Losung zugegeben. Bei
einem Endvolumen im Versuchsréhrchen von 300 pL ergab sich eine Endkonzentration von
0,083 pg/mL DAPI.

Weiterhin soll auch die Freigabe von MPO in den Extrazelluldrraum als Indikator fiir die
NETose genutzt werden, da MPO eine wichtige Komponente der Netze ist. (46) Hierfiir
verwendeten wir einen MPO-Antikorper, der an Allophycocyanin (APC) gekoppelt ist und
bei Bindung an das Enzym (lokale Erh6hung der Farbstoftkonzentration) zu einer messbaren

Licht-Emission flihrt. Das Absorptionsmaximum liegt bei 650 nm und das
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Emissionsmaximum bei 660 nm. 10 pL einer fertigen Anti-MPO-APC-Losung (anti-MPO-
APC, human, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) werden hierfiir dem

Versuchsansatz hinzugefiigt.

4.5 E. coli-Konzentrationen

Je nach Versuchsreihe wurden E. coli in unterschiedlichen Konzentrationen zur
Zellsuspension hinzugefiigt. Zur Bestimmung der vorliegenden Konzentration der
Bakterienkultur wurde, wie schon fiir die Granulozyten-Zahlung beschrieben, die
Neubauerkammer zu Hilfe genommen. Die Bakterien wurden dann so verdiinnt und 10 pL
davon zum Ansatz hinzugefiigt, dass ihre Konzentration in einem bestimmten Verhéltnis zur
Granulozyten-Konzentration stand. Es wurden Verhéltnisse der Granulozyten zu den E. coli
von 1:4, 1:1, 2:1, 10:1, 20:1 und 100:1 angesetzt. Die niedrigste Bakterienkonzentration
(100:1) wurde deshalb eingesetzt, weil sie einer Kontamination durch andere Bakterien
dhnlich kdme. Dadurch kann spiter ausgeschlossen werden, dass ein gemessener Effekt auf

einer Kontamination beruht.

4.6 Hemmung des Bakterienwachstums durch Cefuroxim

Um fiir eine ldngere Beobachtungszeit der Granulozyten die E. coli-Konzentration konstant
zu halten, wurde Cefuroxim in geldster Form in den Versuchsansatz eingefiigt.

Die geeignete Konzentration des Antibiotikums wurde ermittelt, indem E. coli in 1:1-
Konzentration mit verschiedenen Konzentrationen des Cefuroxims in einen Ibidi u-Slide VI
0.1 (Abb. 2) gefiillt wurden. Als Medium wurde das gleiche Medium verwendet, wie es auch
fiir die Versuche mit Granulozyten genutzt wird. (siche 4.7) Es wurden die Konzentrationen
20, 2, 0.2, 0.02, 0.002, 0.0002 pg/mL untersucht. Das Wachstum bzw. dessen Hemmung
konnte iiber das GFP-Signal mit dem Fluoreszenzmikroskop gemessen werden. (siche 4.9.
und 5.)

Nach weiteren Vorversuchen wurde Cefuroxim (Hikma Farmaceutica, Portugal) schlielich
so hinzugefligt, dass sich im Beobachtungs-Slide eine Endkonzentration von 8 pg/mL ergab.
Dabei wurde darauf geachtet, dass das Wachstum sicher gehemmt wird, weshalb die MHK
von 4 pg/mL deutlich iiberschritten wurde. Andererseits sollte vermieden werden, dass sich
die Morphologie der E. coli stark verédndert und es durch zu hohe Cefuroxim-Konzentrationen

zu einem massiven Anschwellen der Zelle kommt.
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4.7 Inkubation und Kammersystem

Neben den Farbstoffen wurde der Zellsuspension von 50 pL. pro Ansatz 100 pL eines am
Vortag zubereiteten und bei 37 °C inkubierten Mediums, bestehend aus 20 pL destilliertem
Wasser, 20 uL MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland), 10 pL Natriumbikarbonatlosung (Sodium bicarbonate solution, 7,5
%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 50 pL. RPMI 1640 (PAN
Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) hinzugefiigt. Die Vereinigung der Reagenzien
wurde mit der Zugabe von 150 pL Kollagen (PureCol Bovine Collagen Solution Type 1, 3
mg/mL, Advanced BioMatix, Carlsbad, Kalifornien, USA) vollendet. Das Kollagen diente
dazu, &dhnliche Bedingungen zu schaffen wie bei einer Granulozyten-Migration in
menschlichem extravasalem Gewebe. Zu diesem Zweck wurden je 6 uL der nun gallertigen,
mit Farbstoffen versehenen Zellsuspension in die Kanéle einer p-Slide Chemotaxis-Kammer
(Ibidi GmbH, Martinried, Deutschland) pipettiert. Diese Kammer besteht aus drei Kanilen,
die mit je zwei seitlichen Schlitzoffnungen zu einem trapezformigen Reservoir versehen sind,
siche Abbildung 2. (47) Sie wurde direkt nach Befiillung der Kanéle fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert, bis sich das Gel verfestigt hat. AnschlieBend wurde jeweils das linke Reservoir der
drei Kammern mit 65 pL des Lockstoffs 10 nM fMLP in RPMI + 10 % FKS und das rechte
Reservoir mit je 65 pL reinem RPMI + 10 % FKS, aufgefiillt. Die Befiillung der Kammern ist
in Abbildung 3 veranschaulicht. Der direkte Vergleich sowohl der gerichteten Granulozyten-
Migration als auch der NETs- und ROS-Detektion in drei verschiedenen, synchronisierten
Versuchsansitzen wurde durch diesen Aufbau ermdoglicht.

Fir die Versuchsreihen, in denen mit einigen verschiedenen E. coli-Konzentrationen
gearbeitet wurde, wurde ein anderes Kammersystem verwendet. Dieser Slide (u-Slide VI 0.1,
Ibidi GmbH, Martinried, Deutschland) hat sechs Kanédle und keine Reservoire, wie in
Abbildung 4 (48) zu sehen ist. Somit konnte in dieser Versuchsreihe keine Chemotaxis
gemessen werden, jedoch der Effekt sechs unterschiedlicher Bakterienkonzentrationen

parallel.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Kammerbefiillung und Aufbau
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4.8 Alternative Befiillung des Kammersystems

Wird die bisher beschriebene Art und Weise der Nutzung des Kammersytems durchgefiihrt,

bedeutet dies, dass die Granulozyten aus dem Gel in die fliissige Phase des Reservoirs

auswandern. Da in vivo die Verhiltnisse genau umgekehrt sind, wurden zwei alternative

Befiillungen der p-Slide Chemotaxis-Kammer getestet, die nidher an die Bedingungen im

Korper reichen sollten, sowie eine dritte Alternative, die ithren Fokus auf die Lockwirkung der

E. coli setzen sollte.

1.

Reservoirfiillung mit Vollblut

Die grundsitzliche Zusammensetzung des Gels blieb wie beschrieben, allerdings
wurden keine isolierten Granulozyten in das Gel gegeben, sondern diese wurden im
Vollblut in die Reservoire gefiillt und sollten dann in das Gel im Kanal wandern.

Es wurden drei verschiedene Gele hergestellt, die dann jeweils in einen Kanal der
Chemotaxis-Kammer pipettiert wurden. Im ersten Gel waren neben den normalen
Komponenten nur die drei Farbstoffe. Im zweiten Gel wurde 10 nM fMLP eingesetzt
und im Dritten E. coli im bekannten 1:1-Verhéltnis. AnschlieBend wurde die Kammer
fiir 30 Minuten inkubiert. Wahrenddessen erfolgten die Blutabnahme und die 10-fache
Verdiinnung des entnommenen Blutes. Dazu wurden 100 pL. Blut mit 900 pL. PBS
vereint. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die sechs Reservoire vorsichtig mit

dem verdiinnten Vollblut befiillt und umgehend mikroskopiert.

Reservoirfiillung mit isolierten Granulozyten

Diese Versuchsdurchfiihrung verlief genau wie die Reservoirfiillung mit Vollblut, nur
dass wihrend der halbstiindigen Inkubation neben der Blutabnahme auch noch die
Isolation der Granulozyten vorgenommen werden musste. Das Isolat wurde genau wie

unter 4.3. beschrieben hergestellt, verdiinnt und in die sechs Reservoire gefiillt.

Reservoirfiillung mit E. coli

Zur Uberpriifung der Lockfunktion der Granulozyten wurde ein weiterer

Versuchsaufbau entwickelt, bei dem wieder isolierte Granulozyten in Gel und Kanal
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waren, allerdings keine E. coli. Diese wurden im 1:1-Konzentrationsverhiltnis in
RPMI + FKS in das linke Reservoir des dritten Kanals gefiillt. In das zweite linke
Reservoir wurde fMLP zugegeben und im ersten linken Reservoir nur RPMI + FKS.
Fiir das Verstdndnis dieses Aufbaus lohnt sich ein erneuter Blick in Abbildung 3. In
einem Versuch wurden die E. coli zusétzlich mit Cefuroxim (8 pg/mL) versetzt, in

einem anderen nicht.

4.9 Mikroskopie

In der gesamten Versuchsdurchfiihrung wurde darauf geachtet, mogliche Aktivierung der
Granulozyten durch mechanische Belastung, Temperaturschwankungen oder Lagerung zu
vermeiden. So wurde die fertig befiillte Kammer umgehend zum Mikroskop gebracht und die
Beobachtung wurde ohne Verzogerung direkt gestartet. Verwendet wurde ein
Inversionsmikroskop Leica DMi8 (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,
Deutschland) in Kombination mit einer Fluoreszenzkamera Leica DFC9000 GT (Leica
Mikroskopie & Systeme GmbH), dem Objektiv HC, PL FL L10x/0,40 CORR PH1 (Leica
Mikroskopie & Systeme GmbH) und der Lichtquelle CoolLED pE-4000 (CoolLED Ltd,
Andover, Grofbritannien). AuBlerdem wurden fiir die Auswahl der Wellenlingen der
Anregung und der Emission der Farbstoffe verschiedene Filterwiirfel gebraucht, ndmlich der
Filterwiirfel DAPI/FI (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH) und der LED QUAD
Filterwiirfel (Chroma Technology Corp., Vermont, USA). Die folgende Tabelle 1 zeigt die
Filtereigenschaften der beiden Wiirfel.

Filtereigenschaft | Extinktion [nm] Dichroic beam splitter [nm] | Emission [nm]

DUAL-Filter 380-410; 472-498 418; 502 424-460; 505-545
QUAD-Filter 350-380; 460-480; 405; 485; 555; 645 410-450; 492-518;
522-548; 615-635 560-590; LP 650

Tabelle 1: Eigenschaften der Filterwiirfel
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Nach den Fluoreszenzwerten der verwendeten Farbstoffe wurden entsprechend die

Filterwiirfel ausgewéhlt, wie in Tabelle 2 zu sehen ist.

Fluoreszenzfarbstoff | DAPI Rhodamin 123 | MPO-APC GFP
Extinktionsmaximum | 359 507 650 490
[nm]

Emissionsmaximum | 461 529 660 510
[nm]

LED Belichtung 385 490 635 490
[nm]

Filterwurfel DUAL DUAL QUAD DUAL

Tabelle 2: Fluoreszenzwerte der Farbstoffe

Die Kammer wurde in einer Klimakammer (ibidi Heating System, Universal Fit, for 1
Chamber, Ibidi, Martinsried, Deutschland), ausgestattet mit einem Thermometer (Ibidi
Temperature Controller, Ibidi, Martinsried, Deutschland) und einer Heizung (Ibidi Heating
System, Ibidi, Martinsried, Deutschland) auf den Mikroskoptisch gestellt, was fiir konstante
Gaszusammensetzung, Luftfeuchtigkeit und Temperatur von 37 °C sorgte. Es wurden die
Positionen der drei Kanile eingestellt und im Phasenkontrastbild, also ohne Filterwiirfel, die
Schirfe reguliert. Unter Nutzung der Filterwiirfel wurde fiir jede Fluoreszenzfarbe die
Belichtungszeit und Intensitdt eingestellt, sodass das Bild weder iiber- noch unterbelichtet
war. Dann wurde ein automatischer Mikroskopie-Zyklus von ca. 30 Sekunden mit der
Mikroskop-Software Leica Application Suite X 3.4.2.18368 (Leica Microsystems CMS
GmbH, Wetzlar, Deutschland) gestartet und das Mikroskop fuhr abwechselnd den linken,
mittleren und rechten Kanal an und machte je nach Einstellung ein Bild mit den
Filtereinstellungen fiir DAPI, MPO-APC, Rhodamin 123, Phasenkontrast und ggf. GFP. Das
Mikroskop lief in der Regel fiir etwa 8 Stunden, da in dieser Zeit Zellaktivititen zu erwarten

waren.
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5. Auswertung

Die aufgenommenen Bilder wurden von der Mikroskop-Software abgespeichert, die Daten
wurden konvertiert und dann in das Computerprogramm Imaris 9.0.2. (Bitplane AG, Ziirich,
Schweiz) importiert. Mit Imaris kann man sowohl die Auswertung der Fluoreszenzsignale als
auch der Migration der Granulozyten vornehmen. Die erhobenen Daten wurden schliefllich

statistisch ausgewertet.

1. Fluoreszenzauswertung

Die Bearbeitung mit Imaris erfolgte fiir alle Farbreaktionen nach dem gleichen Schema.
Zunichst wurde der auszuwertende Bereich des Bildes festgelegt, was bedeutete, dass die
Rénder und Enden des Kanales weggeschnitten wurden, um Artefakte zu vermeiden.
AnschlieBend wurde festgelegt, welche Intensitdt das Leuchten einer Flache bzw. Zelle
mindestens aufweisen muss um nicht als falsches Signal ausgeschlossen zu werden. Im
ndchsten Schritt wurde die GroBe der ,,Area®, also der fluoreszierenden Fliche eingestellt.
Flachen, die deutlich kleiner oder groBer waren als ein Granulozyt, wurden nicht
angenommen. Auf diese Weise konnten Lymphozyten, die einen kleineren Durchmesser
von 6-8 um haben (49) und falschlicher Weise im Isolat waren, ausgeschlossen werden.
Nach Abschluss dieser Bearbeitung werden von Imaris die einzelnen Flichen berechnet
und ihrer Bildnummer (,,Frame®) zugeordnet. Die Werte konnen in einer Datei von
Microsoft Excel 2010 abgespeichert werden. In Excel wurden die Daten so umgerechnet,
dass jedem ,,Frame* die Summe der Fldchen zugeordnet war.

Fiir DHR konnte in Excel der Kurvenverlauf der Werte dargestellt werden und aus dieser
Kurve eine polynomische Funktion gewonnen werden (Abbildung 5), deren X-Wert des
Maximums mit Hilfe der Nullstelle der 1. Ableitung berechnet wurde. Der erhaltene Wert
entspricht dem Frame der maximalen ROS-Produktion, und zu seiner Berechnung wurde
ein Ableitungsrechner im Internet (https://www.ableitungsrechner.net) genutzt. Der
»Frame® konnte spater liber die ,,Framezeit™ in Minuten seit Versuchsbeginn umgerechnet

werden.
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Abbildung 5: Beispielhafter Kurvenverlauf von Rhodamin 123

Die Kurven der Flichensummen pro Zeitpunkt ergaben bei MPO und DAPI einen

sigmoidalen Verlauf, wie in Abbildung 6 zu sehen ist.
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Abbildung 6: Beispielhafter Kurvenverlauf von DAPI & MPO-APC

Zur Auswertung dieser Kurvenverldufe wurde die Software Phoenix 64 Version 8.0.0
(Certara, New York, USA) verwendet. Zur mathematischen Erfassung des
Kurvenverlaufes passt das Programm mittels Populationsanalyse die Parameter folgender
Gleichung (Formel 1) an die Wertepaare aus Zeit (T) und Summe der Flichen (= Effekt;

E) an. Dabei nutzt Phoenix den Naive-pooled-Algorithmus mit tausend Iterationsschritten.
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Emax x TY

E=E0+————
(ETY, +T7)

Formel 1: An Michaelis-Menten angelehnte Funktion zur Beschreibung des sigmoidalen

Kurvenverlaufes des MPO bzw. DNA Freisetzung.

Phoenix berechnete den EO- (initiale Effekthohe), ET50- (halbmaximales Wachstum),
Emax- (maximale Effekthohe, sieche Abbildung 6), und y-Wert. Letzterer zeigt an, wie

steil die sigmoidale Kurve verlduft, wodurch sich eine Aussage iiber die Synchronitét der

NETs-Bildung treffen lésst.
2. Migrationsauswertung

Fiir die Auswertung der Zellwanderung wurden die Phasenkontrastaufnahmen verwendet.

Mit der Funktion ,,Spots® in Imaris wurde abermals die einzuschlieBende Grofle und die

Intensitdt der ,,Spots* festgelegt, um diese als Granulozyten zu identifizieren. Dann wurde

die Funktion ,,Tracking* eingestellt, die die Wanderwege eines jeden Granulozyten von

Bild zu Bild verfolgt. Dabei ist das Programm in der Lage die zuriickgelegte Strecke einer

Zelle auch dann zu berechnen, wenn sie in manchen Bildern aus der Schirfeebene

verschwunden ist.

Die Verfolgung der Zellen wurde hierbei nach je 60 ,,Frames* unterbrochen. Bei 2 Bildern

pro Minute ergab sich daraus, dass die Verdnderung der Zellwanderung in halbstiindigen

Zeitrahmen verglichen werden konnte. Folgende Parameter wurden flir die

Migrationsmessung eingesetzt:

a) ,,Track Length* entsprechend der Gesamtlinge des verfolgten Weges in um

b) ,, Track Displacement* entsprechend der Entfernung des Anfangs- und Endpunktes in
pum fiir X- und Y- Richtung

c) ,,Track Displacement Length®“ entsprechend der Entfernung des Anfangs- und
Endpunktes in um Luftlinie

d) ,,Track Straightness* entsprechend der Ratio aus “Track Displacement Length” und

“Track Length”; (Abbildung 7) je hoher der Wert, desto direkter wandert die Zelle
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Abbildung 7: Grafische Darstellung der Migrationsparameter

Aus der Auswertung ausgeschlossen wurden alle Spots, die eine Track-Dauer kiirzer als
1000 Sekunden hatten, um kurz sichtbare Zellen oder randstindige Zellen von der
Auswertung auszuschlieBen. Zusitzlich wurde eine minimale Tracklinge von 25 pm
angesetzt, um die Lymphozyten, welche sich im Isolat befanden, und welche nicht
migrieren, auszuschlieBen.

Die erhaltenen Werte wurden iiber ,,Collections® in Imaris gesammelt und als Excel-Datei

exportiert.

3. Statistische Auswertung

Sowohl die Daten der Farbauswertung als auch der Migration wurden nach ihrer
Zusammenstellung mit IBM SPSS Statistics 22 graphisch dargestellt und statistisch
analysiert. Es wurden zur Veranschaulichung der Daten Boxplots verwendet, da diese
einen umfassenden Eindruck tiber die Verteilung der Daten vermitteln. In Abbildung 8 ist
der Aufbau eines Boxplots erklirt. (50) Auch bei normal verteilten Datensédtzen kamen
Boxplots zum Einsatz, auf eine Normalverteilung wird stets gesondert hingewiesen.

Fiir den Vergleich zweier unabhingiger Stichproben wurde bei Erfiillung der
Voraussetzung flir ein parametrisches Verfahren der t-Test verwendet. Wurden die
Voraussetzungen nicht erfiillt, kam der Mann-Whitney-U-Test zum FEinsatz. Sollten in
diesem Fall allerdings mehrere unabhéngige Stichproben verglichen werden, nutzten wir

den Kruskal-Wallis-Test. Das Signifikanzniveau wurde bei 0,05 festgelegt.
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Abbildung 8: Erklidrung eines Boxplots
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6. Ergebnisse

Zunichst erfolgt unter 6.1 die Préisentation der Ergebnisse, die zur Beantwortung der
Fragestellung dienen sollen. Im Anschluss daran werden unter 6.2 die Ergebnisse der Tests

zur Erweiterung der Methoden ausgewertet.
6.1 Ergebnisse zu Fragestellung
6.1.1 NETose in Anwesenheit von E. coli

In der Chemotaxis-Kammer wurden 7 auswertbare Versuche mit einem Granulozyten-E. coli-
Verhiltnis von 1:1 durchgefiihrt. Die Anzahl der Versuche ohne E. coli konnte durch
Zusammenlegung von verschiedenen Versuchsreihen, in denen diese ,,Kontrolle* immer den
gleichen Bedingungen entsprach, auf 15 auszuwertende Versuche erhoht werden. Abbildung
9 zeigt die Gegeniiberstellung der ET50-Werte von DAPI aus den Gruppen mit und ohne E.
coli.

Durch DAPI wird extrazellulare DNA — also NETs — detektiert.

400

300

200 %

100

DAPI ET50 (min)

Verhaltnis Granulozyten : E. coli

Abbildung 9: ET50-Werte (min) von DAPI ohne E. coli und mit E. coli (1:1)

Die ET50-Werte in der Gruppe mit E. coli (1:1) sind kleiner. Die Werte sind normalverteilt
mit Mittelwerten 133,5 bei E. coli und 233,3 Minuten ohne E. coli. Die Differenz der
Mittelwerte beider Gruppen betrdgt somit 100 Minuten und ist mit p = 0,001 im t-Test bei
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Annahme gleicher Varianzen signifikant. Die Fallzahlen liegen mit E. coli bei 7 und ohne E.

coli bet 15.

In den gleichen Gruppen wurden auch die ET50-Werte von MPO-APC ausgewertet
(Abbildung 10), wobei hier zwei Versuche aus der Wertung genommen wurden, weil sie
Werte weit aullerhalb des Beobachtungszeitraums anzeigten, die auftreten, wenn Phoenix die
Kurve nicht richtig anpassen kann. Dies geschieht, wenn kein sigmoidaler Kurvenverlauf
erkennbar ist und deshalb der T(max)-Wert im Unendlichen angenommen wird, woraus

extrem hohe ET50-Werte resultieren.
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Abbildung 10: ET50-Werte (min) von MPQO-APC ohne E. coli und mit E. coli (1:1)

Es liegen signifikant kleinere ET50-Werte in der Gruppe mit E. coli (1:1) vor. Hier weichen
die Mittelwerte der normalverteilten Einzelergebnisse um 67 Minuten voneinander ab. Bei

einer Versuchsanzahl von N = 6 mit E. coli und N = 13 ohne E. coli liegt die Signifikanz im t-

Test bei ungleichen Varianzen bei p = 0,003.
6.1.2 NETose in Abhédngigkeit verschiedener Konzentrationen von E. coli
Es wurden 11 Versuche mit verschiedenen E. coli-Konzentrationen und DAPI im p-Slide VI

0.1 ausgewertet. Um den interindividuellen Fehler der Versuche auszugleichen, wurden hier

nicht die ET50-Absolutwerte direkt verglichen, sondern pro Versuch die ET50-Werte relativ
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zum ET50-Wert der Kontrolle (Kanal ohne E. coli) gesetzt. Der Kontrolle jedes Versuchs
wird der Wert 100 % zugeordnet, sie ist deshalb in Abbildung 11 nicht dargestellt.
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Abbildung 11: DAPI ET50-Werte in % zur Kontrolle nach fiinf E. coli-Konzentrationen

Man sieht, dass die mittleren DAPI ET50 Werte bei allen E. coli-Konzentrationen tiber 100 %
liegen, ohne sich signifikant voneinander zu unterscheiden. Dies bedeutet, dass die ET50-
Werte von DAPI mit E. coli hoher liegen als ohne E. coli, unabhédngig von den vorliegenden
Konzentrationsverhéltnissen von 1:1 bis 100:1.

Die relativen MPO-ET50-Anderungen zum ET50-Wert der Kontrolle von MPO-APC waren

ebenso gering wie von DAPI und ebenfalls statistisch nicht signifikant.
Um unter den Ansdtzen vergleichen zu konnen, wie viel NETose insgesamt betrieben wird,

unabhéngig von der Zeit, wurden auch die E(max)-Werte von DAPI ausgewertet und sind in

folgender Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: E(max) von DAPI nach E. coli-Konzentration

Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied im paarweisen Vergleich

dieser Gruppen.

6.1.3 ROS-Produktion in Abhédngigkeit verschiedener Konzentrationen von E. coli

Zur Auswertung des Signals von Rhodamin 123 in Abhédngigkeit der E. coli- Konzentration
konnten 13 Versuche eingeschlossen werden. Auch hier wurden nicht direkt die T(max)-
Werte verwendet, sondern die Werte relativ zum T(max)-Wert der Kontrolle eines jeden
Versuchs gesetzt. Somit bekommt die Kontrolle immer den Wert 100 % und ist nicht im
Boxplot (Abbildung 13) aufgefiihrt. Fiir diese Versuchsreihe wurden weitere Versuche
angefertigt mit einem Verhiltnis der Granulozyten zu E. coli von 1:4, um den Effekt von sehr
hohen Bakterienkonzentrationen zu messen. Aus dieser Gruppe gingen keine Daten von DAPI
und MPO-APC hervor, weil die Kurvenverldufe durch Phoenix nicht angepasst werden

konnten.
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Abbildung 13: T(max) von ROS in % zur Kontrolle nach 6 verschiedenen E. coli-Konzentrationen

Es ergibt sich ein statistisch signifikanter Unterschied im Kruskal-Wallis-Test und nach
Bonferroni-Korrektur zwischen manchen Gruppen. (siche Tabelle 3) Bei einem 1:4-

Verhiltnis verringert sich der T(max)-Wert um fast 50 %.

Stichprobe 1 — Stichprobe 2 Signifikanz nach Bonferroni-Korrektur
1:4-2:1 p = 0,008
1:4-10:1 p <0,001
1:4—20:1 p <0,001
1:4—-100:1 p=0,001
1:1-20:1 p = 0,006

Tabelle 3: p-Werte der Stichprobenvergleiche von T(max) ROS in %

6.1.4 NETose Beeinflussung durch Cefuroxim

Um auszuschlief3en, dass der in den obigen Diagrammen dargestellte Effekt nicht von den E.
coli, sondern vom Cefuroxim stammt, wurde in 10 Versuchen ein Kanal nur mit Cefuroxim,
jedoch ohne E. coli ausgestattet. Der Effekt des Cefuroxims auf die ET50-Werte von DAPI
und MPO-APC wird in Abbildung 14 und Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 14: Die ET50-Werte von DAPI in Abhiingigkeit von Cefuroxim (8pug/mL)
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Abbildung 15: Die ET50-Werte von MPO-APC in Abhéingigkeit von Cefuroxim (8ug/mL)

Sowohl fiir DAPI als auch fir MPO-APC ergibt sich im Mann-Whitney-U-Test kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit und ohne Cefuroxim.
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6.1.5 ROS-Produktion Beeinflussung durch Cefuroxim

Ebenso wurden die T(max)-Werte von Rhodamin 123 in Abhédngigkeit von Cefuroxim

ausgewertet (Abbildung 16).
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Abbildung 16: T(max) der ROS-Produktion in Minuten abhéingig von Cefuroxim

Es zeigt sich, dass bei Anwesenheit von 8 pg/mL Cefuroxim die T(max)-Werte hoher sind.
Die Werte sind normalverteilt. Bei einer Anzahl von 5 Versuchen pro Gruppe ergab sich ein
Mittelwert von T(max) ohne Cefuroxim von 65,7 und mit Cefuroxim von 117,0 Minuten. Die
mittlere Verzogerung des T(max) von ROS durch Cefuroxim von 51,3 Minuten ist im t-Test

bei gleichen Varianzen mit p = 0,001 signifikant.

6.1.6 Migration Beeinflussung durch Cefuroxim

Im Folgenden werden die Migrationsparameter Track Length, Track Straightness und Track
Displacement in Abhéngigkeit von Cefuroxim dargestellt.

Die Track Lengths der ersten beiden halben Stunden nach Mikroskopstart sind in Abbildung

17 zu sehen, die dazugehorigen statistischen Daten in Tabelle 4.

34



Halbstundenabschnitte

800 el
2
(o} L
(o}
— [ ]
£ 600 l
= -—_
£
=
[o)]
C
:I’ 400
R 4
®
=
200
0
0 8
Cefuroxim in pg/imL
Abbildung 17: Track Length in Abhéngigkeit von Cefuroxim, nach 1. und 2. Halbstunde
Halbstunden- Cefuroxim Anzahl der Mittelwert Mann-
Abschnitt [pg/mL] Tracks [um] Whitney- U
1 0 2283 183,1 p=0,014
1 8 1914 192,2
2 0 1769 161,9 p <0,001
2 8 1662 189,3

Tabelle 4: Statistik der Track Length nach Cefuroxim

Mehr noch als die erste halbe Stunde des Beobachtungszeitraums zeigt die zweite halbe

Stunde einen Anstieg der Track Length durch Cefuroxim (8 pg/mL) um 16,9 %. Dieser

Unterschied ist mit p < 0,001 hochsignifikant.

In der dritten halben Stunde sind die Unterschiede nicht mehr signifikant und nur eine leichte

Tendenz zu erkennen.

Fiir die Track Straightness wurden die Messungen der ersten halben Stunde im Boxplot

dargestellt (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Track Straightness der 1. halben Stunde, nach Cefuroxim-Konzentration

In der abgebildeten ersten halben Stunde der Migration findet sich ein signifikanter
Unterschied der Straightness. Der Mittelwert der Gruppe mit Cefuroxim ist mit 0,36 um 0,05
hoher als ohne Cefuroxim. In der weiteren Beobachtungszeit findet sich kein statistisch
signifikanter Unterschied der Track Straightness mehr.

Zur Uberpriifung der Methodik an sich sowie zum Vergleich der Migration mit und ohne
Cefuroxim wurde das Track Displacement in X- (Abbildung 19) und in Y-Richtung
(Abbildung 20) ausgewertet.
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Abbildung 19: Track Displacement in X-Richtung nach Cefuroxim-Konzentration und Zeit
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Abbildung 20: Track Displacement in Y-Richtung nach Cefuroxim-Konzentration und Zeit

Abbildung 19 zeigt, dass sich die Spots (Granulozyten) in den ersten zwei halben Stunden
deutlich in X-Richtung zum Lockstoff bewegen, dies wird mit fortschreitender Zeit immer
weniger. Dies gilt fiir die Gruppen mit und ohne Cefuroxim gleichermallen, allerdings zeigt
sich die Tendenz, dass ein hohes Displacement mit Cefuroxim etwas langer anhélt.

In Abbildung 20 wiederum sieht man, dass die Migration in Y-Richtung, vertikal zum
chemotaktischen Gradienten, in einer viel kleineren GréBenordnung stattfindet. Auch hier
wird das Track Displacement mit fortschreitender Zeit immer kleiner und geht gegen Null.

Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne Cefuroxim sind hier nicht zu erkennen.

6.1.7 Phagozytose

Die Quantifizierung der Phagozytose von E. coli durch Granulozyten gestaltete sich
schwierig, dennoch konnten einige Beobachtungen der Phagozytose gemacht werden.

In Abbildung 21 sind in grau (Phasenkontrast) mehrere Granulozyten zu sehen, die rot
leuchtende (GFP-Signal) Stibchenbakterien in ihrem Zellinneren tragen. Das Leuchten dieser
E. coli erlischt innerhalb von etwa 30 Minuten (Abbildung 22, Abbildung 23). Im Gegenzug
produzieren nicht phagozytierte E. coli weiterhin GFP. Anschlie8end runden sich die Zellen
ab (Abbildung 24), und gehen etwa 30 min spéter in die NETose, wie am blauen DAPI-Signal
erkennbar ist (Abbildung 25).
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Abbildung 21: Fluoreszierende E. coli in Granulozyten,

T 00:04:11

Abbildung 22: Sukzessives Erloschen des GFP-Signals,
T 00:19:42

Abbildung 23: Phagozytierte E. coli produzieren
kein GFP mehr, T 01:08:28
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Abbildung 25: Anfirbung durch DAPI Freigabe von DNA,
NETose, T 01:48:00

Eine weitere Videoaufnahme zeigte die Internalisierung eines Bakteriums durch einen
Granulozyten und ist untenstehend anhand von 7 Standbildern dargestellt. Uber Abbildung
26, Abbildung 27 und Abbildung 28 lésst sich die Phagozytose eines fluoreszierenden E. coli
durch einen mit dem linken Pfeil markierten Granulozyten erkennen. Das Erloschen des GFP-
Signals bleibt zunéchst aus und die beiden mit Pfeil markierten Zellen mit internalisierten E.
coli bewegen sich fiir ca. 1,5 Stunden heftig (Abbildung 29). 15 min spéter runden sich die
Zellen ab (Abbildung 30), und rupturieren 30 min danach (Abbildung 31). Es dauert noch
weitere 2 h bis das GFP-Signal der E. coli verblasst (Abbildung 32).
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Abbildung 26: Granulozyten treten in Kontakt mit E. coli, T 00:01:52

Abbildung 27: E. coli werden internalisiert, T 00:05:59
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Abbildung 29: Fortlaufende Bewegung der Zellen bis T 1:45:07
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Abbildung 30: Abrundung der Granulozyten, T 2:04:58

Abbildung 31: Ruptur der Zellmembran, NETose, T 2:35:39,
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Abbildung 32: Das GFP Signal ist verblasst, T 4:28:39

In den niachsten Aufnahmen (Abbildung 33 bis Abbildung 37) sieht man ein jeweils mit Pfeil
markiertes leuchtendes E. coli-Bakterium innerhalb eines Granulozyten, dann das Verblassen
und Erloschen des GFP-Signals und folgend ein Abrunden der Zelle mit anschlieBender
Ruptur der Zellmembran und dem Freiwerden von DNA. Die extrazellulire DNA ist durch

DAPI in blau sichtbar. Dieser Vorgang konnte regelmiflig beobachtet werden.

Abbildung 33: E. coli in Abbildung 34: Verblassen
Granulozyt, T 00:03:14 des GFP-Signals, T 00:22:44
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Abbildung 35: GFP-Signal Abbildung 36: Abrunden der Abbildung 37: Anfirbung
ausgeloscht, T 00:33:24 Zelle, T 01:40:14 extrazellulirer DNA durch
DAPIL, T 02:00:39

AulBlerdem konnte beobachtet werden, wie ein Granulozyt kurz vor seiner NETose bereits
internalisierte Stibchenbakterien wieder freigibt (Abbildung 38 bis Abbildung 42). Bei dieser
schlagartigen Freigabe von 8-10 Bakterien rupturiert die Zellmembran nicht. Dies tut sie erst
15 Minuten spéter unter Abgabe von DNA in den Extrazelluldrraum, wie durch das DAPI-
Signal in Abbildung 42 angezeigt wird. Die frei gewordenen E. coli geben kein GFP-Signal

ab, bewegen sich aber aktiv.

Abbildung 38: Phagozytierender Abbildung 39: Abrundung der Zelle,
Granulozyt, T 00:50:47 T 01:43:47
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Abbildung 40: E. coli werden plétzlich Abbildung 41: Eigenbewegliche E. coli
frei. T 01:57:16 schwirmen ans. T 01:58:40

Abbildung 42: NETose (blau), T
02:13:00

6.2 Ergebnisse zur Methodenentwicklung

6.2.1 Der Effekt von fMLP auf die NETose

Bei Nutzung der Chemotaxiskammer kamen die Granulozyten stets mit einem Lockstoff,
ndmlich fMLP in Kontakt. Um auszuschlieen, dass mdgliche Verdanderungen durch die E.
coli nicht in Wirklichkeit durch das fMLP ausgelost wurden, haben wir Versuche angefertigt,
bei denen Granulozyten nur fMLP oder nur Medium ausgesetzt waren.

Das Ergebnis in Bezug auf die Bildung der NETs ist in Abbildung 43 dargestellt.
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Abbildung 43: ET50-Werte von DAPI nach Lockstoff

Ohne Lockstoff ergab sich aus 8 Messungen ein Mittelwert des ET50 von DAPI von 2333
Minuten und mit Lockstoff aus 12 Messungen ein Mittelwert von 231,3 Minuten.

Zwischen den Gruppen besteht kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,93 im t-Test)
bei gleichen Varianzen und Normalverteilung.

Ebenso besteht bei der Betrachtung des Zeitpunkts der maximalen ROS-Produktion kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

6.2.2 Die Bestimmung der Cefuroxim-Konzentration

Es wurden vier Versuche nach der unter 4.6. beschriebenen Methodik zur Bestimmung einer
geeigneten Cefuroxim-Konzentration durchgefiihrt. Die Wachstumskurven sind in Abbildung

44 dargestellt und zeigen nicht das absolute, sondern das relative Wachstum der

Bakterienkonzentration iiber eine Zeit von 500 Minuten an.
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Abbildung 44: Wachstumskurven von E. coli unter Cefuroxim-Konzentrationen

Aus dem Diagramm ldsst sich erkennen, dass eine Wachstumshemmung bei den
Konzentrationen von 2 pg/mL und 20 pg/mL eintritt. Bei niedrigeren Konzentrationen liegt
das relative Wachstum nach 500 Minuten bei etwa 10 Verdopplungen.

Trotz der Wachstumshemmung mit Cefuroxim waren Schwankungen in der Gréf3e der E. coli
Population innerhalb eines Zeitraums von etwa 8 Stunden zu sehen. Des Weiteren exprimierte
ein relevanter Anteil der E. coli kein GFP. Diese E. coli hatten das GFP-Plasmid verloren und
waren somit nicht mehr fluoreszenzaktiv, aber im Phasenkontrast als bewegliche Stibchen
erkennbar.

Auffallig war, dass bei den zwei hochsten Konzentrationen die E. coli sich zwar nicht stark
vermehrten, aber ihre ZellgroBe enorm zunahm. Die Linge des Stdbchenbakteriums liegt

normalerweise bei etwa 7 um, diese nahm allerdings auf bis zu 150 pm zu (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Schwellung der E. coli unter hohen Cefuroxim-Konzentrationen

In Abbildung 45 ist ein Bild des Fluoreszenzmikroskops nach 3 h 37 min zu sehen. Das
Phasenkontrast-Bild wurde mit dem GFP-Bild iibereinandergelegt. Der Phasenkontrast zeigt
hier lediglich die Réinder des Kanals, die rot leuchtenden Streifen sind die GFP
produzierenden E. coli. Das Wachstum wurde auch in einem Zeitraffer-Video
veranschaulicht, welches hier als Bilderreihe (Abbildung 46 bis Abbildung 49) dargestellt ist,

ebenfalls Phasenkontrast und GFP zeigt und eine Zeit von rund 4 h zusammenfasst.
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100 um

Abbildung 46: Leuchtende E. coli, T 00:52:43

100 um

1:42:32.198

Abbildung 47: Beginn der Schwellung, T 01:42:32
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100 um

2:11:49.963

Abbildung 48: Starke Schwellung, T 01:11:49

100 um

4:06:05.276

Abbildung 49: Extreme Schwellung, T 04:06:05
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6.2.3 Alternative Befiillung des Kammersystems

Zur Testung alternativer Versuchsaufbauten mit der Ibidi Chemotaxis-Kammer liegen keine
statistischen Daten oder quantifizierbare Ergebnisse vor. Allerdings wurden Beobachtungen

gemacht, welche hier vorgestellt werden.

a. Reservoirfiillung mit Vollblut

Es konnte weder im Ansatz mit E. coli, noch mit fMLP, noch in der Kontrolle ohne
Lockstoff eine Einwanderung von Granulozyten oder anderen zelluldren Bestandteilen des
Blutes aus dem Reservoir in den Kanal beobachtet werden. Vereinzelt wurden Zellen bei
Befiillen der Reservoire in den Kanal gedriickt, allerdings sind diese im Kanal nicht weiter
migriert oder haben Zellaktivitdten beobachten lassen. Am Rand des Kanals sind iiber
einen Verlauf von mehreren Stunden erst einige Zellen von DHR, dann MPO-APC und
DAPI angefarbt worden. Im Kanal mit den E. coli waren vitale, sich vermehrende
Bakterien zu beobachten. Ob diese in die Reservoire einwuchsen, war nicht erkennbar.
Abgesehen von den Bewegungen der Bakterien waren iiber 8 Stunden keine Bewegungen

zu sehen und das Bild dnderte sich nicht.

b. Reservoirfiillung mit isolierten Granulozyten

Auch bei der Reservoirfiillung mit isolierten Granulozyten konnte keine deutliche
Migration in den Kanal beobachtet werden. Im ersten Versuch mit fMLP oder E. coli im
Kanal war hier zu sehen, dass die Zellen in den ersten 15 Minuten nach Mikroskopstart in
Richtung des Kanals wanderten und dort kumulierten. Keine Zelle wanderte in den Kanal.
Die am Ubergang von Reservoir zu Kanal gestauten Zellen gingen schon nach etwa 30
Minuten in NETose. Im Kanal ohne fMLP oder E. coli wurden beim Befiillen einige
Granulozyten in den Kanal gedriickt. Allerdings sieht man, dass innerhalb der ersten 30
Minuten einige Zellen in den Kanal migrierten. Im zweiten Versuch wurden die gleichen
Beobachtungen gemacht, mit dem Unterschied, dass im Kanal mit fMLP ein Einwandern
weniger Zellen zu beobachten war. Allerdings wurden auch hier beim Befiillen des

Reservoirs Granulozyten in den Kanal gedriickt.
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c. Reservoirfiillung mit E. coli

Wihrend im zweiten Kanal mit einseitiger Fiillung des zugehdrigen Reservoirs mit fMLP
eine deutliche Migration der Granulozyten in Richtung des fMLP zu beobachten war,
konnte im dritten Kanal keine gerichtete Migration der Granulozyten in Richtung des mit
E. coli gefiillten Reservoirs festgestellt werden. Allerdings war eine erhohte ungerichtete
Bewegung der Granulozyten zu sehen. Es sind E. coli aus dem Reservoir in den Kanal
eingewachsen, und sie vermehrten sich im Kanal. Im zweiten Test dieses Aufbaus, bei
dem die E. coli-Suspension fiir das Reservoir mit Cefuroxim versetzt wurde, war dieses
Einwachsen der E. coli zwar deutlich reduziert, jedoch wanderten auch hier keine
Granulozyten in das Reservoir der E. coli aus. In der Kontrolle (kein fMLP, keine E. coli)

war keine gerichtete oder vermehrte Migration zu sehen.

6.3 Interessante Beobachtungen

Immer wieder wurde eine Art Fadenbildung der Zellen im Phasenkontrastbild unter allen
angewandten Bedingungen gesehen. Plotzlich gingen von einer Zelle lange, diinne
Ausstiilpungen aus, die sich umgehend wieder zuriickbildeten. Der Vorgang dauerte ungefahr
10 Minuten und die Ausstiilpungen wurden bis zu 70 um lang, das sind 500-600 % der
eigenen Zelllinge. Dabei handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um einen
Granulozyten, obwohl nicht auszuschlieBen ist, dass es sich um einen Lymphozyten handelt.
Ein solcher Vorgang wurde per Video festgehalten und ist hier in einer Bilderreihe
(Abbildung 50 bis Abbildung 53) dargestellt. Es ist aufgefallen, dass auch eine benachbarte
Zelle von den Ausstiilpungen beriihrt wird und dann in die NETose geht, wie am blauen
DAPI-Signal zu erkennen ist. Es sieht so aus, als gingen auch von ihr diinne

Zellausstiilpungen aus.
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Abbildung 50: Beginn der "Fadenbildung", T 01:28:26

Abbildung 51: Benachbarte Zelle wird erreicht und bildet Faden, T 01:30:52

Abbildung 52: Benachbarte Zelle geht in NETose (blau), T 01:31:59
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Abbildung 53: Féiden vollstindig zuriickgebildet, T 01:38:52

Es wurde eine gewisse Synchronitit dieser Zellaktion unter den umliegenden Zellen
beobachtet. Wir haben ein Video von einem groBeren Ausschnitt des gleichen Kanals
aufgenommen, in welchem zu sehen ist, wie drei weitere Zellen nahezu zeitgleich die
Fadenbildung betreiben. Die Faden aller Zellen zeigen in die gleiche Richtung, tendenziell
weg vom fMLP, jedoch nicht um exakt 180 Grad. Diese Zellaktion wurde unter Bedingungen
mit und ohne Cefuroxim beobachtet.

Die beschriebenen Zellvorgénge sind auf unbewegten Bildern nicht erkennbar, weshalb sie

hier nicht dargestellt werden konnen.
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7. Diskussion

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Fragestellung nach den Zusammenhédngen von
Phagozytose und NETose. Es sollte iiberpriift werden, ob diese beiden Funktionen sich
gegenseitig ausschlieBen, weil der Granulozyt sich festlege, entweder zu phagozytieren oder
NETose zu betreiben. Ein weiteres Ziel war es, Erfahrungen in der Methodik bei der Arbeit
mit Bakterien und Granulozyten zu sammeln und neue Abldufe zu entwickeln. In diese beiden

Aspekte wird die folgende Diskussion gegliedert.

7.1 Diskussion der Ergebnisse zur Fragestellung

Im gewéhlten Versuchsautbau stellten sich die Abwehrmechanismen der Phagozytose und der
NETose nicht als unvereinbar dar. Es wurde mehrfach eine erfolgreiche Phagozytose, also ein
intrazelluldres Vernichten des Erregers, und eine darauf folgende NETose derselben Zelle
(wie in Abbildung 33 bis Abbildung 37) gesehen. Auch in Abbildung 38 bis Abbildung 42 ist
zu sehen, dass ein Granulozyt sich offensichtlich schon auf die Abwehrfunktion der
Phagozytose festgelegt hat, die Bakterien dann wieder freigibt und danach noch NETose
betreibt. Dies widerspricht der Beobachtung von Manfredi et al., (37) dass die Entscheidung
Hirreversibel“ sei. Durch die heftigen Bewegungen und die flexiblen Ausstiilpungen der
Zellmembran, die bei allen Granulozyten in Kandlen mit E. coli beobachtet wurden, schlieBen
wir darauf, dass diese Zellen phagozytieren. Es gingen in diesen Kanilen nach einer gewissen
Zeit gleich viele Granulozyten in die NETose, wie in den Kanélen ohne E. coli. Dies ist an
den gleich hohen E(max)-Werten von DAPI mit und ohne E. coli zu erkennen (siche
Abbildung 12). Dies spricht fiir einen konsekutiven Ablauf von Phagozytose zu NETose.
Denn wenn phagozytierende Granulozyten keine NETose mehr betreiben kénnten, wéren in
den mit Bakterien befiillten Kanélen kleinere E(max)-Wert von DAPI zu erwarten.

Auffillig sind die nicht zueinander passenden Ergebnisse der ET50-Werte von DAPI im
Vergleich der Versuche im Chemotaxis-Slide zu denen im p-Slide VI 0.1 (6er-Slide). Im
Chemotaxis-Slide trat der Zeitpunkt, an dem die meisten Zellen in die NETose gehen,
signifikant frither ein, wenn E. coli im Verhiltnis 1:1 eingesetzt worden waren.
Demgegeniiber verspétete sich dieser Zeitpunkt, wenn E. coli im Verhéltnis Granulozyten zu
E. coli von 1:1 bis 100:1 im 6er-Slide eingesetzt worden waren. Mit den Werten von MPO
verhélt es sich im Vergleich dieser beiden Versuchsreihen genauso. Dies gibt eine zusitzliche

Sicherheit, dass die Messungen und Berechnungen dieser Werte korrekt sind. Es gibt zwei
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Moglichkeiten, dieses Ergebnis zu erkldren, denn die Bedingungen in den beiden
Versuchsreihen waren durchaus nicht gleich.

1. In der Versuchsreihe mit dem Chemotaxis-Slide wurde bei der Kontrolle fMLP in
eines der Reservoire gefiillt. Dies wurde nicht gemacht, wenn E. coli im Kanal waren.
Das bedeutet, dass es durchaus moglich ist, dass die vergleichsweise kleineren ET50-
Werte von DAPI und MPO des Kanales mit E. coli (1:1) gegeniiber der Kontrolle
nicht auf einem Effekt durch E. coli, sondern durch fMLP in der Kontrolle beruht.
fMLP hitte in diesem Szenario also die Eigenschaft, die NETose zu verzégern. Wie
Abbildung 43 zu entnehmen ist, konnte dieser Effekt von fMLP allerdings
ausgeschlossen werden.

2. Denkbar ist auch, dass sich die unterschiedlichen Aufbauten der Kammersysteme auf
die Funktonalitdt der Zellen oder der E. coli auswirken. Es konnte zum Beispiel sein,
dass die E. coli im 6er-Slide besser in die , Fiillreservoire®, die sich an die Enden des
Kanals anschlieBen, flichen koénnen und so im Kanal eine viel niedrigere

Bakterienkonzentration resultiert als angenommen.

Interessant ist nun zu sehen, ob und wenn ja, wie sich die ROS-Produktion der Granulozyten
bei Kontakt mit E. coli verdndert. Aus Abbildung 13 ldsst sich entnehmen, dass die Zellen
frither beginnen ROS zu produzieren, wenn sie mit hohen Bakterienkonzentrationen
konfrontiert werden. Im Gegenzug scheinen niedrige Konzentrationen den respiratory burst
tendenziell hinauszuzdgern. Das FErgebnis der fritheren ROS-Produktion bei hohen
Bakterienkonzentrationen unterstiitzt dabei das oben diskutierte Resultat aus der NETose-
Analyse 1m Chemotaxis-Slide, die auch auf ein schnelleres Durchlaufen der
Abwehrfunktionen hinweist. GemaBl Fuchs et al. (51) wird die NETose immer durch eine
vorrangehende ROS-Produktion eingeleitet. Da sowohl die ROS-Produktion als auch die
NETose bei niedrigen Bakterienkonzentrationen verspdtet auftrat, 14dsst sich spekulieren, ob
eine bestimmte Schwellenkonzentration zu einem Strategiewechsel von Phagozytose zu
NETose fiihrt. Die Bildung der NETs konnte unter bestimmten Bedingungen eventuell mehr
Erreger unschéddlich machen als die Phagozytose. Wahrscheinlicher erscheint allerdings, dass
bei hohen Konzentrationen die Phagozytose-Kapazitit eines Granulozyten schneller erschopft
ist und er deswegen frither NETose betreibt. Die Idee, dass ein Granulozyt in die NETose
geht, weil er fiir die aufwéndige Phagozytose keine Energie mehr hat, wurde bereits von

anderen Forschern aufgeworfen. (37)
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Im Allgemeinen darf gesagt werden, dass die Untersuchung des Zusammenhangs von
Phagozytose mit unseren Methoden handfeste Beobachtungen hervorbringen konnte, obwohl
sich die Messung der Phagozytose schwierig gestaltete. Die Nutzung von GFP-
exprimierenden E. coli hat sich als praktisch und erkenntnisreich erwiesen, jedoch konnte ihre
Internalisierung leider nicht quantifiziert werden. Probleme stellten vor allem die
Wachstumsschwankungen und das Verlieren des GFP-Plasmids eines unbekannten
Prozentanteils der E. coli dar. Die urspriingliche Idee, die Phagozytose anhand der Anzahl der
leuchtenden E. coli im Kanal zu quantifizieren konnte deshalb nicht verwirklicht werden. Ein
weiterer kritischer Aspekt war, dass die Bakterien, wenn sie in sehr hoher Konzentration
eingesetzt wurden, die NETs degradierten. Dies fiihrte dazu, dass das DAPI-Signal kurz nach
der NETose wieder verschwand und somit die Auftragung der Flichensummen pro Zeit keine
sigmoidale Kurve ergab. Folglich konnte kein Zeitpunkt der maximalen NETose ermittelt
werden.

Natiirlich konnte die Arbeit mit lebenden Bakterien in der Untersuchung der Phagozytose zu
realititsgetreueren Ergebnissen fiihren (52), als ein Phagozytose Assay mit Partikeln, die mit
bakteriellen Oberflichenproteinen bestiickt sind, wie sie in der Arbeit von Pelletier et al. (42)
verwendet wurden. Es stellt sich deshalb die Frage, wie man mit den in diesem Projekt
genutzten Instrumenten die Phagozytose lebender Bakterien quantifizieren kann. Eine
kiinftige Moglichkeit stellt die Nutzung von pHrodo markierten Bakterien dar. pHrodo ist ein
pH sensitives Reagenz, welches bei neutralen pH-Werten eine minimale Fluoreszenz besitzt
und bei niedrigeren pH-Werten stark fluoresziert. (53) Wird ein Bakterium phagozytiert, wird
es im Phagosom einem sauren Milieu (pH ca. 4,5) ausgesetzt. (54) Ist dieses Bakterium mit
pHrodo markiert, wird eine Fluoreszenz messbar, die fiir die Quantifizierung der Phagozytose
genutzt werden kann. (55, 53, 56) pHrodo markierte E. coli sind im Handel erhéltlich und ihre
Verwendung konnte in Kombination mit der etablierten Methodik im Labor der Klinik fiir
Aniésthesiologie der Universitdt Regensburg zur Erarbeitung weiterer Erkenntnisse dienlich
sein. Mit dieser Methode wiirde, anders als bei der Nutzung der E. coli GFP, die
Quantifizierung nicht abhédngig sein von der Zihlbarkeit der {iberlebenden
Bakterienpopulation, sondern die Phagozytose wiirde direkt gemessen werden. Dies bedeutet,
dass das Wachstum der Bakterien kein Problem mehr darstellen wiirde und auf ein
Antibiotikum verzichtet werden konnte. Die Zugabe eines Antibiotikums konnte schlieBlich
unerwiinschte Auswirkungen auf die Granulozytenfunktionalitit haben. Um von mdglichen

Verdanderungen der Granulozytenfunktionalitdt in unseren Versuchen sicher auf die Wirkung
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von E. coli ableiten zu konnen, haben wir eine Versuchsreihe durchgefiihrt, die zeigen sollte,
ob Cefuroxim einen Effekt auf die Granulozyten hat.

Und ein Effekt des Cefuroxims konnte durchaus gezeigt werden. Insbesondere auf die
Produktion der Sauerstoffspezies wirkt sich das Cephalosporin aus und fiihrt zu einer
deutlichen Verzogerung um etwa 50 Minuten (siche Abbildung 16). Interessant ist, dass sich
diese Verzogerung nicht auf den Zeitpunkt auswirkt, an dem die meisten Zellen NETs bilden.
Wie bereits erwdhnt ist der funktionelle und molekulare Zusammenhang der ROS-Produktion
und NETose schon offengelegt worden. (51) Dieses Ergebnis deutet allerdings darauf hin,
dass aus der molekularen Verkniipfung kein direkter zeitlicher Zusammenhang entsteht. Man
konnte annehmen, dass die Verzégerung der ROS-Produktion nicht auf einem unmittelbaren
Effekt des Cefuroxims auf die Granulozyten beruht, sondern auf der Eliminierung bakterieller
Verunreinigungen: Die Bakterien wiirden durch das Cefuroxim getdtet und konnten — anders
als im Kanal ohne Antibiotikum - die Zellen nicht mehr aktivieren. Dem ist
entgegenzuhalten, dass in der Versuchsreihe unterschiedlicher E. coli-Konzentrationen keine
signifikante Verzogerung der ROS-Produktion aufgetreten ist. Es wurden E. coli im 1:100
Verhiltnis zu den Granulozyten eingesetzt, was einer Verunreinigung nahekommen mag, und
gerade bei dieser Bakterienkonzentration wurde keine Abweichung des T(max) von ROS im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt.

Neben den Fluoreszenzfarbstoffen konnte in dieser Versuchsreihe auch die Migration der
Granulozyten ausgewertet werden. Die Untersuchung der Migration mit den Ibidi
Chemotaxis-Kammern funktioniert gut, und durch das Tracking vieler Spots lassen sich schon
durch wenige Versuche kleine Verdnderungen erkennen. Die in Abbildung 19 dargestellte
Grafik zeigt, dass fMLP als potenter Lockstoff fungiert. Cefuroxim verbesserte die Migration
der Granulozyten, sie wanderten weiter und sogar direkter in Richtung des Lockstoffes.

Es ist bekannt, dass Antibiotika nicht nur antimikrobielle Eigenschaften haben, sondern sich
auch auf die Zellen unseres Immunsystems auswirken konnen. (57) Fir Neutrophile
Granulozyten wurden die Effekte etlicher Antibiotika auf Phagozytose (58), ROS-Produktion
(59, 60), NETose (61) und Chemotaxis (58) untersucht. Die Effekte einiger Antibiotika sind
in Tabelle 5 veranschaulicht. Die Pfeile zeigen entsprechend ihrer Ausrichtung steigernde,

hemmende oder indifferente Auswirkung des jeweiligen Antibiotikums an.
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Antibiotikum Literatur Migration ROS NETose
Tetrazykline (62, 63)
Chloramphenicol | (62, 63)
Cephalosporine | (62, 62)

13 e

Jlea e

Minocycline (63)

Erythromycin (63, 62)

Penicilline (63, 62)

Streptomycin (63)

Cefotaxim (61)

(Cephalosporin) ‘

Tabelle 5: Effekte von Antibiotika auf Granulozyten

Berichte von einer Verbesserung der Chemotaxis, wie in dieser Arbeit mit Cefuroxim, wurden
auch nach ausfiihrlicher Literaturrecherche nicht gefunden.

Die Publikationen zu diesem Thema stammen hauptsdchlich aus den 70er und 80er Jahren,
einzig zum Effekt von Antibiotika auf die NETose wurden neuere Publikationen gefunden.
Malgeblich daran beteiligt ist eine Forschungsgruppe der medizinischen Universitit
Warschau, welche herausfand, dass die Auswirkungen sehr unterschiedlich sein kénnen. Es
wurden sowohl NETose fordernde als auch hemmende Antibiotika entdeckt. (61, 64) Bei dem
Cephalosporin Cefotaxim wurde keine Beeinflussung der NETs-Bildung festgestellt (siche
Tabelle 5). Somit bestédtigen unsere Ergebnisse mit Cefuroxim diese Reihe. Die Erforschung
NETose-beeinflussender Antibiotika konnte fiir die Behandlung von Patienten von Bedeutung
sein, die unter NETs-assoziierten Erkrankungen leiden. Mdglicherweise ist es therapeutisch
sinnvoll, einem Patienten mit Lupus Erythematodes ein Antibiotikum zu verschreiben,
welches einen hemmenden Effekt auf die NETose ausiibt. Ahnliches gilt auch fiir septische
Patienten, deren Organe unter der hohen Produktion reaktiver Sauerstoffspezies Schaden
nehmen. (65) Sepsis ist eine der Haupttodesursachen auf Intensivstationen und die
Erforschung weiterer Therapiemoglichkeiten ist daher von enormer Wichtigkeit. (66) Es
wurden bisher diverse Antioxidantien als Zusatz fiir die Sepsis-Therapie untersucht und die
Ergebnisse stiitzen die Annahme, dass ROS eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von
Sepsis spielen. (67) Es konnte interessant sein, ob unterschiedliche Antibiotika bei gleicher
antibakterieller Wirksamkeit, aber unterschiedlicher Beeinflussung der ROS-Produktion ein

unterschiedliches Outcome in Sepsis hervorrufen und Auswirkungen auf die Dysfunktion der
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Organe haben. Zur Prophylaxe von akuten Exacerbationen von COPD kommen Makrolid-
Antibiotika zum Einsatz (68), da sie einen direkten positiven Effekt auf Epithelzellen haben.
(69) Da Antibiotika also nicht nur auf Bakterien wirken, sondern man sich deren Effekte auf
menschliche Zellen zu Nutze machen kann, ist die weitere Erforschung von

Granulozytenfunktionalitét unter antibiotischem Einfluss sicher sinnvoll.

7.2 Diskussion der Ergebnisse der Methodik

Vor der Diskussion der Tests zu den methodischen Alternativen wird im Folgenden noch
knapp die diffizile Festlegung der antibiotischen Hemmbkonzentration fiir E. coli erortert.
Obwohl in den Versuchen zur Findung der geeigneten Konzentration bei 2 pg/mL kein
Wachstum auftrat (siche Abbildung 44), galt dies nicht mehr, wenn diese Konzentration bei
zusdtzlicher Anwesenheit von Granulozyten zum FEinsatz kam. Ebenso wurde bei den
Testversuchen mit 2 pg/mL die Schwellung der E. coli beobachtet, welche nicht mehr auftrat,
wenn Granulozyten anwesend waren. Es fiihrte dazu, dass die Cefuroxim-Konzentration auf 8
ng/mL hochgesetzt wurde. Der Grund fiir den oben beschriebenen Effekt ist uns nicht
bekannt.

Mit dem Test zur Weiterentwicklung der Methodik konnte kein Durchbruch erzielt werden,
jedoch wurden pro Ansatz auch nur zwei Versuche durchgefiihrt. Es gibt mehrere
Moglichkeiten, wieso die Migration der Granulozyten in den Kanal weder aus dem Isolat
noch aus Vollblut stattfand.

a. Maoglicherweise schaffen es die Zellen nicht, aus der fliissigen Phase in die feste Phase
iiberzutreten. Dies kann an einer zu hohen Festigkeit des Gels liegen oder daran, dass
es an einer Art Initiation fehlt. In vivo gehen die Zellen nicht direkt von der fliissigen
in die feste Phase {iber, sondern haften erst an das Endothel an und durchwandern
dieses anschlieBend. (70) Dieser Prozess, der Diapedese genannt wird, benotigt
moglicherweise ein Priming der Granulozyten, das in vitro nicht gegeben ist.

b. Es entsteht kein Konzentrationsgefdlle von fMLP. Die Granulozyten wandern nur
dann in eine Richtung, wenn sie einem Konzentrationsgefille des Lockstoffs folgen
konnen. (71) Dieses entsteht, wenn sich das fMLP initial in der fliissigen Phase
befindet und dann langsam in das Gel eindiffundieren kann. Dreht man die
Verhiltnisse um, dann konnte es sein, dass das fMLP, welches aus dem Gel im Kanal
nur langsam in das Reservoir diffundiert, innerhalb des Kanals keinen

Konzentrationsgradienten aufweist. Somit l4ge die maximale fMLP-Konzentration
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schon am Rand des Kanals vor und die Zellen blieben dort stehen, so wie es
beobachtet wurde.

c. Eine dritte Option ist, dass es am Aufbau der Kammer liegt. Wandern die Zellen aus
dem Kanal aus, dann migrieren sie in einen Bereich, in dem sie mehr Platz haben.
Andersherum miissen sich die Granulozyten erst abflachen, um in den Kanal zu
gelangen. Die Verhiltnisse der Lumina von Kanal und Reservoir sind in Abbildung 54
veranschaulicht. Ob das Einzwéngen der Zellen in den flachen Kanal die Ursache fiir
die fehlende Migration ist, lieBe sich iiberpriifen, indem das Kollagen-Gel mit
Granulozyten in die Reservoire gefiillt wird und fMLP + RPMI + FKS in den Kanal.
Somit wiirden die Granulozyten wieder von der festen in die fliissige Phase wandern

und eine Beeintrachtigung durch den Kammer-Aufbau wire ausgeschlossen.

SRahhessnnnnnnny

Reservoir

ChT £
L.t.._ LA D

Abbildung 54: Hohenverhiltnis Kanal-Reservoir (72)

In den Versuchen, in denen E. coli als ,,Lockstoff* in eines der Reservoire gefiillt wurde, trat
moglicherweise deshalb keine gerichtete Migration in Richtung der Bakterien auf, weil diese
beim Befiillen der Reservoire leicht in den Kanal eingedriickt wurden. Dies fiihrte dazu, dass
die Granulozyten im Kanal zu Genilige mit Phagozytose beschiftigt waren und nicht mehr zu
einer Migration in das Reservoir kamen.

AbschlieBend werden noch kurz die merkwiirdigen Beobachtungen der langen
Zellausstiilpungen der Zellen erkldrt. Hierbei handelt es sich um Ausstiilpungen des
Zytoskeletts und der Zellmembran, die in der Literatur unter den Bezeichnungen Cytoneme,
Filopodia oder Protrusionen bekannt sind. (73, 74) Diese Cytoneme haben als Hauptaufgabe

die interzellulire Kommunikation iiber Liganden und Rezeptoren, (75) und beteiligen sich an
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der Fortbewegung der Zelle. (74) Die Charakteristiken der beobachteten Zelle deuten darauf
hin, dass es sich um einen Granulozyten handelt, allerdings konnen Lymphozyten im Isolat
nicht ausgeschlossen werden. Bei beiden Zelltypen ist bekannt, dass sie in der Lage sind
Cytoneme auszubilden. (73, 76) In Neutrophilen kommt den Cytonemen auch eine Aufgabe
in der Phagozytose zu, sie sind in der Lage Erreger zu binden. (76) Es wurde nicht nur
gezeigt, dass Cytoneme auf diese Weise weiter entfernte Erreger fangen kdnnen, sondern
auch dass sie so eine teleskopartige Exocytose durchfithren konnen um bakterizide Molekiile
direkt beim gebundenen Erreger, aber nicht in eigener Nihe freizusetzen. (77) Des Weiteren
wurde herausgefunden, dass Neutrophilen-Cytoneme an Blutplédttchen binden, welches eine
Rolle bei Entziindungen und Thrombusbildung spielen soll. (78) Im beobachteten Fall scheint
es also wahrscheinlich, dass Neutrophile diese Protrusionen ausgebildet haben, um
miteinander zu kommunizieren, oder um zu versuchen ein Bakterium einzufangen. Die
Richtungsgleichheit der Protrusionen ist vermutlich auf leichte Stromungen im Kanal
zuriickzufiihren. Wegen des duBlerst geringen Durchmessers der Cytoneme werden sie in der
Mikroskopie selten gesehen und waren bis vor kurzem im Labor der Klinik fiir
Aniésthesiologie am Klintkum Regensburg nicht bekannt. Sie sind ein Beispiel fiir die

faszinierend vielfdltigen Funktionen und Eigenarten der Granulozyten.
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8. Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten sind in der Lage, nach der Phagozytose von Bakterien noch NETs
zu bilden. Dies konnte durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen und den Einsatz von E.
coli GFP eindeutig gezeigt werden. Soll die Phagozytose quantifiziert werden, um sie zur
NETose in ein zahlenméBiges Verhiltnis setzen zu konnen, sind die angewandten Methoden
jedoch noch zu erweitern. Wurden Granulozyten hohen Konzentrationen von E. coli
ausgesetzt, trieben sie signifikant friiher die Produktion von ROS an. In der gleichen
Versuchsreihe konnte eine Verfrithung der NETose wiederum nicht gezeigt werden, wihrend
in einer anderen, vergleichbaren Versuchsreihe ein signifikant fritheres Auftreten der NETs zu
messen war. Der Grund fiir die Diskrepanz der Ergebnisse ist unklar. Werden die
Granulozyten von Cefuroxim der Konzentration 8 pg/mL umgeben, wird die ROS-Produktion
signifikant inhibiert. Auf die Bildung der NETs hat Cefuroxim unter unseren
Laborbedingungen keinen FEinfluss. Cefuroxim wirkt sich positiv auf die Migration der
Granulozyten aus. Die Zellen wanderten sowohl signifikant weiter, als auch direkter in
Richtung des Lockstoffes.

Es wurden methodische Varianten durchgefiihrt mit dem Ziel Granulozytenfunktionen im
Vollblut, ohne Isolationsschritt quantifizieren zu konnen, um sich den Verhiltnissen in vivo
zu ndhern. Positive Testergebnisse blieben zunichst aus, die Granulozyten wanderten weder
aus Vollblut noch aus ihrem Isolat in ein mit Lockstoffversetztes Gel ein. Die Moglichkeiten
sind jedoch noch lange nicht ausgeschopft und weitere Experimente konnten lohnenswert

sein.
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