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1 Einleitung

1.1 Covid-19 als drangendes Problem der Gesellschaft sowie fur

das menschliche Immunsystem

,Wie kann ich mich vor einer Infektion schitzen? — diese Frage stand in den letzten
Jahren, in denen die Corona-Pandemie groRe Teile des o6ffentlichen Lebens lahm-
legte, allgegenwartig im Raum: Leere Regale in Superméarkten, menschenverlassene
Stral3en in Innenstadten, geschlossene Laden, Gaststatten und Kinos sowie tberfullte
Intensivstationen in Kliniken, in denen Arzte nach Aufriistung der Kapazitaten fiir Be-
atmungsgerate um das Leben von Patienten mit schweren Verlaufen einer Coronain-
fektion kampften. Bei Eintreten von Atemversagen fuhrte dies zur Notwendigkeit des
Einsatzes einer mechanischen Ventilation sowie kreislaufunterstiitzender, intensivme-
dizinischer Verfahren. Lange Zeit war das neuartige Coronavirus (SARS-CoV-2) das
einzige Thema, das die ganze Gesellschaft dominierte. Neben der Impfung als Pra-
vention stellen sich immunmodulatorische Anséatze, wie z.B. die Dexamethasongabe
zur Milderung der Erkrankungsschwere als am ehesten vielversprechend heraus [1].
AulRer dem Impfstoff und spezifisch wirksamen Medikamenten liegt die einzige Mog-
lichkeit das Virus zu Uberwinden in der angeborenen und adaptiven Immunantwort des

Menschen.

1.2 Zentrale Bedeutung der Neutrophilen Granulozyten

Die wichtigste Aufgabe des menschlichen Immunsystems besteht darin, potentiell
schadliche korperfremde Strukturen zu detektieren und zu eliminieren. Zusatzlich ist
es in die Reparatur eines moglicherweise entstandenen Schadens an kdrpereigenen

Geweben und Strukturen involviert [2].

1.2.1 Neutrophile Granulozyten als erste Instanz der angeborenen, unspezifi-

schen Immunantwort

Neben der Einteilung des Immunsystems in einen angeborenen, unspezifischen Teil

und einen erworbenen, spezifischen Teil lasst sich das Immunsystem auch in eine
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humorale Komponente, z.B. im Blutplasma geldste Antikdrper, das Komplementsys-
tem, Interferone, etc. und in eine zellulare Komponente, bestehend aus B- und T- Lym-
phozyten, Granulozyten, Makrophagen, natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), etc. auf-
teilen (siehe Abbildung 1). Hierbei ist es von enormer Relevanz, dass die unterschied-
lichen Komponenten des Immunsystems in ihrer Abwehrfunktion wie Zahnréder inei-

nandergreifen und zusammenarbeiten [3].

{Systematik des menschlichen lmmunsystems]

_— T~

Angeborene, unspezifische Komponente Erworbene, spezifische Komponente
des Immunsystems des Immunsystems
zellularer Anteil humoraler Anteil zelluldrer Anteil humoraler Anteil
— basophile, eosino- — Komplementsystem — B-Lymphozyten — Antikérper von
phile und neutro- — Zytokine — T-Lymphozyten Plasmazellen
phile Granulozyten — Akute-Phase-Reaktion
— mononukleéres
Phagozytensystem

(Monozyten, Makrophagen)
— dendritische Zellen
— natdrliche Killerzellen

physikalische und chemische Barrieren, wie z.B. Stratum comeum der Haut,
antimikrobielle Substanzen des Respirationstrakts oder Salzsdure im Gastrointestinaltrakt

Abbildung 1: Gangige Aufteilung der vielfaltigen Komponenten des menschlichen Immunsystems. Man
kann einen angeborenen Teil von einem erworbenen, adaptiven Teil unterscheiden und diese beiden
Bestandteile noch einmal in zellulare und in humorale, d.h. im Blutplasma geldste Proteine, Anteile auf-
gliedern. Bevor diese Instanzen des Immunsystems zum Tragen kommen, entfalten vorher schon phy-
sikalische und chemische Barrieren des menschlichen Korpers ihre Wirkung, um im Idealfall bereits das
Eindringen von Pathogenen zu verhindern.

Bevor es jedoch zu einem direkt gegen den Krankheitserreger gerichteten Abwehrme-
chanismus in Form des spezifischen Immunsystems kommt, spielt primar das unspe-
zifische Immunsystem eine wichtige Rolle bei der Bekampfung und Beseitigung von
Bakterien, Pilzen, Parasiten oder Viren. Hierbei stehen dem angeborenen Immunsys-
tem zahlreiche sowohl humorale als auch zellulare Komponenten zur Verfiigung, wo-
bei neben dem bereits erwdhnten in Kaskaden ablaufenden Komplementsystem sowie

den NK-Zellen Phagozytoseprozesse in der direkten Abwehr von pathogenen Orga-



nismen ihre Wirkung entfalten. Bei der Phagozytose werden als korperfremd detek-
tierte Stoffe durch Auflosung unschadlich gemacht, wozu vor allem Makrophagen, eo-
sinophile und neutrophile Granulozyten mithilfe lysosomaler Enzyme befahigt sind [4].
Vor allem die neutrophilen Granulozyten zeichnen sich nicht nur dadurch aus, dass sie
bei einer Infektion als erste Instanz zum Entztindungsherd rekrutiert werden, sondern
auch noch in zahlreiche Ablaufe der adaptiven Immunantwort involviert sind. Durch
ihre Fahigkeit zur Migration und Extravasation, ihre Phagozytoseaktivitat mit Abtdétung
von Bakterien, Viren und weiteren Mikroorganismen mithilfe der Produktion von Sau-
erstoffradikalen, Speicherung antimikrobieller Peptide in ihren Granula und Bildung
neutrophiler, extrazellularer Fallen (NETSs) wird ersichtlich, weshalb sie unter anderem
als erste Zellen der Abwehr eine unabdingbare Instanz in der zellularen Komponente

der Immunabwehr darstellen [5].

1.2.2 Herkunft und Definition des Terminus ,,Neutrophile Granulozyten*

Unter neutrophilen Granulozyten versteht man eine Untergruppe der leukozytaren
Blutzellreihe, welche mit 55% - 65% den gréf3ten Anteil der weilRen Blutkdrperchen
bildet [6]. Ihren Namen erhielten die Granulozyten infolge ihrer deutlich anfarbbaren
Granula, die sich im Cytoplasma befinden. Der in seiner Form variierende Zellkern
fuhrte auch zu der Bezeichnung ,polymorphkernige Leukozyten® [7]. Alle Granulozyten
sind mit einer Lebensdauer von maximal wenigen Tagen im Vergleich zu anderen
menschlichen Zellen relativ kurzlebig. Sie entstehen aus gemeinsamen myeloischen
Vorlauferzellen im Knochenmark, aus welchen auch weitere Zellen des angeborenen
Immunsystems, wie Makrophagen, Mastzellen und dendritische Zellen hervorgehen.
Auch basophile und eosinophile Granulozyten, die sich von den Neutrophilen durch
die Anfarbungseigenschaften ihrer Granula differenzieren, entwickeln sich aus den ge-
nannten Stammzellen. Wéahrend des Auftretens eines inflammatorischen Herdes bzw.
des Eindringens eines pathogenen Mikroorganismus wird ihre Produktionsrate gestei-

gert.

1.2.3 Funktionsweise der neutrophilen Granulozyten

Im Rahmen ihrer Aktivitat als ,Fresszellen“ nehmen neutrophile Granulozyten endozy-
totisch Bestandteile verschiedener Erreger bzw. koérperfremde Mikroorganismen auf
und sorgen fur eine effektive Auflosung bzw. Abtdtung derselben in intragranulozyta-

ren Vesikeln (Phagozytose) [8]. Um daflr an den genauen Ort des Entziindungsge-



schehens zu gelangen, werden die Neutrophilen durch unterschiedliche proinflamma-
torische Botenstoffe, sogenannte Zytokine, angelockt, womit die Entziindungsreaktion
initiiert wird. Zusatzlich erzeugen die Makrophagen auch Chemokine, eine Unter-
gruppe der Zytokine, wodurch ein chemotaktischer Gradient den neutrophilen Gra-
nulozyten und weiteren Immunzellen den Weg zum Infektionsherd signalisiert [9].
Ab dieser Stufe in der Signalkaskade der Wirkungsweise neutrophiler Granulozyten,
kénnte man ihre Strategie mit dem beriihmten Zitat des rémischen Feldherrn Julius
Caesar vergleichen: ,Veni, vidi, vici.“ ,Ich kam, sah und siegte.“ Erst einmal am Ort
des inflammatorischen Geschehens angelangt (,veni“), detektieren sie den Erreger
bzw. pathogene Bestandteile (,vidi“) und beginnen mithilfe der grof’en Anzahl an Ver-
teidigungsmechanismen, die ihnen zur Verfigung stehen, die eingedrungenen Mikro-
organismen zu bekampfen und abzutéten (,vici“). In diesem Schritt kdnnte man die
neutrophilen Granulozyten auch aufgrund ihrer ausgefeilten, dezidierten Immunstrate-
gien als die ,Caesaren des Immunsystems® bezeichnen: Nach dem Aufspuren und
Aufnehmen von kdrperfeindlichen Organismen durch die Neutrophilen werden diese
durch Produktion von Sauerstoffradikalen und Sezernierung von bakteriziden Granula,
in welchen abbauende Enzyme wie Neutrophilen-Elastase und Myeloperoxidase
(MPO) sowie weitere antimikrobielle Molekile enthalten sind, abgetotet. Aul3erdem
kénnen neutrophile Granulozyten durch eine bestimmte Art des Zelltodes, die soge-
nannte ,NETose“, ,klebrige“ DNA-Netze bilden, um Krankheitserreger einzufangen [2].
So weisen die ,Caesaren des Immunsystems® im metaphorischen Sinne tatsachlich
die Kerncharaktereigenschaften des weltbekannten romischen Feldherrn auf: ,radikal®
in der Bekampfung der Feinde auf ihren ,Feldzligen® durch den menschlichen Korper,
,sensibel“ im Hinblick auf die Erkennung einer Invasion u.a. Uber einen chemotakti-
schen Gradienten sowie Uber Zytokine und ,durchstrukturiert® durch die genaue Ab-
folge von Verteidigungsmechanismen und die Zusammenarbeit mit weiteren Immun-

zellen sowie der adaptiven Komponente des Immunsystems.

1.2.4 Mechanismen der Generierung und Produktion von Sauerstoffradikalen
(ROS) und deren ambivalente Wirkung

Ein wichtiger Abwehrmechanismus der neutrophilen Granulozyten besteht in der Pro-

duktion von sogenannten ,Reactive Oxygen Species” (ROS), welche direkt gegen den

auslosenden pathogenen Fremdkdrper gerichtet sind. Bei den ROS handelt es sich

um eine Gruppe Sauerstoff enthaltender, sehr reaktiver chemischer Verbindungen, wie
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Singulett-Sauerstoff, Superoxidanion (Oz7), Wasserstoffperoxid (H202), Hypochlorit
(OCI") sowie weitere organische Peroxide [9]. Diese werden mithilfe eines membran-
gebundenen Enzyms, der NADPH-Oxidase (Phagozytenoxidase), welche aus ver-
schiedenen Untereinheiten besteht, generiert. Ohne inflammatorische Stimulation
bleibt das Enzym in einem inaktiven Zustand, wobei die Untereinheiten auch nicht voll-
standig zusammengebaut sind. Der Cytochrom-bsss-Komplex stellt eine dieser Un-
tereinheiten dar, er befindet sich in der Plasmamembran neutrophiler Zellen. Weitere
Komponenten des Enzyms, wie p40phox, p47phox und p67phox sind im Cytosol der
Zellen lokalisiert und mussen sich z.B. bei Stimulation der Granulozyten durch bakte-
rielle Lipopolysaccharide (LPS) oder einer Aktivierung im Falle eines anderweitigen
entzuindlichen Prozesses zu den membranaren Bestandteilen bewegen, was durch die
Unterstutzung der GTPase Rac gefoérdert wird. Angelangt an der Membran werden die
Untereinheiten der NADPH-Oxidase zum aktiven Enzym zusammengesetzt [8]. Fur
diesen Vorgang sind auch mehrere Kinasen, welche die regulatorische Untereinheit
p47phox phosphorylieren, verantwortlich. Bei der durch die NADPH-Oxidase generier-
ten Reaktion kommt es als Folge zu einem temporaren Anstieg des Sauerstoffver-
brauchs der Neutrophilen, dem sogenannten ,respiratorischen Burst, wobei aus Sau-
erstoffmolekilen Superoxidanionenradikale (Oz") entstehen. Im weiteren Verlauf wer-
den diese entweder spontan oder mittels eines Enzyms, der Superoxid-Dismutase
(SOD), zu Wasserstoffperoxid (H202) umgewandelt. Uber spontanen Zerfall, weitere
chemische Reaktionen, wie der Fenton-Reaktion oder tiber enzymatische Reaktionen,
bei denen Wasserstoffperoxid z.B. als Substrat fiir die Myeloperoxidase dient, wird aus
H20:2 eine grof3e Anzahl toxischer Radikale produziert, beispielsweise hypohalogene
Sauren, die z.B. zu Hypochlorit (OCI") und Hypobromit (OBr-) deprotonieren, oder das
Hydroxylradikal (OH). Diese Reaktionskaskade zeigt einen grundlegenden Mechanis-
mus von enormer Relevanz zur intragranulozytaren Eliminierung der Erreger auf, der
nach der direkten Erkennung von bakteriellen Polypeptiden bzw. der Detektion ande-
rer Pathogene in Gang gesetzt wird [7, 8]. Werden die bei den beschriebenen Reakiti-
onen entstandenen Sauerstoffradikale intrazellular freigesetzt, entstehen Phagolyso-
somen, jedoch werden ROS auch in extrazellulare Kompartimente entlassen. Hierbei
muss auch die Ambivalenz der reaktiven Sauerstoffspezies bertcksichtigt werden, da
sie neben den physiologischen, antimikrobiellen Prozessen bei der Immunabwehr im

Falle einer Uberschiel3enden, langer andauernden Reaktion auch zu einer Schadigung
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des umliegenden, humanen Gewebes fuhren kbnnen und somit zytotoxisch auf den

eigenen Organismus wirken [6].

1.2.5 Funktion der Myeloperoxidase innerhalb des Abwehrsystems der neu-

trophilen Granulozyten

Eines der wichtigsten, in seiner gemeinsamen Reaktion mit Wasserstoffperoxid im vo-
rangehenden Abschnitt bereits angefiihrten lysosomalen Enzyme stellt die Myeloper-
oxidase dar, welche in den azurophilen Granula der Neutrophilen gespeichert wird und
zu den Isoformen der NADPH-Oxidase zahlt [9]. Neben der Umwandlung von H202 in
hochreaktive, hypohalogene Sauren durch Oxidation von Chloridionen erweist sich
MPO auch als einer der zentralen Regulatoren bei inflammatorischen Prozessen und
macht ca. 1-5% der gesamten Zellproteinmenge in neutrophilen Granulozyten aus. Bei
Aufnahme der phagozytotischen Aktivitat ist die Myeloperoxidase zentraler Bestandteil
des entstandenen Phagolysosoms, wo sie neben weiteren Granulainhaltsstoffen, wie
antimikrobiellen Peptiden, z.B. Defensinen, sauren Hydrolasen, Lysozymen und Se-
rinproteasen u.a. durch das Katalysieren der Entstehung hypochloriger Sdure gegen
pathogene Mikroorganismen wirkt [10, 11]. Trotz ihrer Involvierung in zahlreiche Ab-
wehrprozesse und der tragenden Rolle in der ROS-Produktion scheint die Myeloper-
oxidase keine wie anfanglich angenommene universale Wirkweise gegen mikrobielle
Pathogene aufzuweisen, was sich auch darin widerspiegelt, dass Patienten mit einem
MPO-Defizit keine massiv gesteigerte Anfalligkeit fur Infektionen zeigen [5]. Diese Tat-
sache erscheint gerade angesichts der wesentlichen Beteiligung der Myeloperoxidase
an der Entstehung von sogenannten ,Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs), welche
im folgenden Abschnitt genauer beschrieben werden, erstaunlich. Vermutlich ist die-
ses Phanomen darauf zurtickzufiihren, dass Sauerstoffradikale beispielsweise tber
die Fenton-Reaktion auch bei Mangel an MPO produziert werden kénnen und die Mye-
loperoxidase auch ohne enzymatische Tatigkeit gemeinsam mit der Neutrophilen-
Elastase eine Dekondensation des Chromatins, welche fur die NET-Ausbildung von

zentraler Relevanz ist, auslosen kann [5].

1.2.6 NET-Mechanismen

Neben der Phagozytose, dem oxidativen Burst und der Degranulierung antimikrobiel-
ler Peptide und Enzyme profilierte sich die Freisetzung von ,klebrigen® Netzen aus der
eigenen DNA (,neutrophil extracellular traps®, NETS) durch die neutrophilen Gra-

nulozyten als eine ihrer weiteren Hauptstrategien in der Abwehr pathogener Erreger.
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1.2.6.1 Entstehung und Funktionsweise der extrazellularen Netze

Diese ,neutrophilen extrazellularen Fallen® dienen neben dem Einfangen und Immobi-
lisieren mikrobieller Strukturen auch dazu, eine direkte mikrobizide Wirkung als Vertei-
digungsmechanismus auszulésen [12]. Mithilfe einer Bedeckung der Netze mit neutro-
philen Proteinen aus dem Cytoplasma, den Granula und dem Zellkern, wird dieser
gegen Mikroorganismen gerichtete Effekt verstarkt, wobei der genaue Vorgang der
Ausbildung von NETs auch als ,NETose“ bezeichnet wird. Im Rahmen der NETose
wird die Wand des Zellkerns desintegriert, was in einer Auflosung der nuklearen und
desweiteren auch der granularen Membranen mindet und anschlie3end zu einer Ver-
mischung des dekondensierten Chromatins mit den Proteinen der neutrophilen Gra-
nula und des Cytoplasmas bei noch intakter Zellmembran fiihrt. Das Gemisch aus an-
timikrobiellen Peptiden, weiteren Granulaenzymen, Histonen und nuklearer DNA wird
in einem letzten Schritt nach Ruptur der Zellmembran des Granulozyten als netzartiges
Geflecht in den Extrazellularraum freigesetzt [13]. Fir die Ausbildung der beschriebe-
nen Netzstrukturen stellt die unter Punkt 1.2.4 ausgefiihrte Produktion reaktiver Sau-
erstoffspezies (ROS) einen wichtigen Baustein in ihrer Generierung dar. In der ent-
standenen fibrillaren Matrix kdnnen nun beispielsweise Bakterien, Pilze oder andere
pathogene Mikroorganismen adhériert und immobilisiert werden, sodass weitere vitale
neutrophile Granulozyten oder Makrophagen, die sich in der Umgebung befinden,

diese aufnehmen und z.B. mittels Phagozytose abtdten kdnnen [8].

1.2.6.2 Verschiedene Formen des Zelltodes und der NETose

Der beschriebene Mechanismus der NETose bildet neben den herkémmlichen Arten
des Zelltodes, zu denen Apoptose und Nekrose zahlen, eine weitere Variante. So wird
z.B. bei der Apoptose das Chromatin des Zellkerns klassischerweise abgebaut und
nicht wie bei der NETose in den Extrazellularraum abgegeben. Inzwischen wurde die
Formation der NET-Strukturen sogar ohne einen obligat folgenden, unmittelbaren Zell-
tod der neutrophilen Granulozyten beobachtet. So setzten beispielsweise vitale neutro-
phile Granulozyten, die mit grampositiven Bakterien in Kontakt gebracht wurden, in-
nerhalb der ersten Stunde nukledre DNA kombiniert mit granularen Proteinen frei [14,
15]. Die vitale NETose erfordert hierbei einen vesikularen Transport der DNA aus dem
Inneren des Zellkerns in den extrazellularen Bereich. Mithilfe eines Elektronenmikro-
skops demonstrierten Yipp et al., dass geblindelte DNA-Vesikel aus dem Nukleus das
Zytoplasma passierten, mit der Plasmamembran verschmolzen und NETs aus der
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Zelle transportierten ohne eine zwingende Perforation der Membran [15]. Ebenso
wurde nachgewiesen, dass mit Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierendem
Faktor (GM-CSF) und mit Lipopolysacchariden (LPS) stimulierte lebende Neutrophile
schon nach einer guten halben Stunde mitochondriale DNA gemeinsam mit Granula-
proteinen in den Extrazellularraum abgaben [16]. Diese Erkenntnisse verdeutlichen
noch einmal die Komplexitat des NETose-Prozesses, ebenso wie der Gesichtspunkt,

dass eine Abschwachung der Fahigkeit zur NETose bei dlteren Patienten auftritt [17].

1.2.7 Extravasation und Migration der Neutrophilen durch das Gewebe entlang

eines Konzentrationsgradienten

Eine weitere wichtige Eigenschaft der neutrophilen Granulozyten, die es den Neutro-
philen Uberhaupt erst ermdglicht an einen im Korpergewebe lokalisierten Entzin-
dungsherd zu gelangen, beruht auf der Durchquerung der BlutgefaBwand und dem
Vordringen in die inflammatorische Zone, der sogenannten ,Leukodiapedese”. Ab dem
Beginn der Wechselwirkung zwischen Neutrophilem und Endothelzelle durch veran-
derte Expression von Adh&asionsmolekilen sowohl auf Seite des Granulozyten als
auch auf Seite des GefalRendothels lassen sich grundlegend vier Phasen der Migration
aus dem Blutgefal? (Extravasation) unterscheiden: Selektinvermitteltes, adhasives
,Rollen®, Eingehen einer festen Bindung zwischen Granulozyt und Endothelzelle, ei-
gentlicher Gefalidurchtritt — Diapedese — und schlie3lich Migration, d.h. Wanderung
durch das Gewebe [18]. Von diesen vier Phasen zeigt besonders die letzte hohe Re-
levanz im Hinblick auf die im Rahmen dieser Studie untersuchten Parameter der Mig-
ration und der Migrationsgeschwindigkeit. Wahrend die Wanderung der Granulozyten
in der in vitro durchgefuihrten Studie durch einen speziellen Lockstoff initiiert wurde,
wird die Migration in vivo gezielt durch Chemokine gesteuert, um die neutrophilen Gra-
nulozyten in Richtung des inflammatorischen Geschehens zu lenken. Diese Chemo-
kine stellen chemische Signalmoleklle dar, zu deren wichtigsten Vertretern CXCL8
und CCL2 zahlen. Sie bestehen aus einer Gruppe verschiedener Entziindungsmedia-
toren, die in infizierten Geweben produziert werden und an die Oberflachen von En-
dothelien sowie an Proteoglykane gebunden und anschlie3end prasentiert werden.
Dieser Vorgang ermdglicht es den migrierenden Leukozyten sich entlang eines Kon-
zentrationsgradienten zu bewegen und gerichtet zum Inflammationsherd zu gelangen.
Dort werden die Granulozyten durch Migration Inhibitory Factors (MIF) davon abge-

halten sich wieder zu entfernen [19]. Sezerniert werden Chemokine beispielsweise von
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Makrophagen, die einen pathogenen Mikroorganismus detektiert haben, um mdglichst
schnell eine grol3e Anzahl neutrophiler Granulozyten in die entsprechende Region zu
locken. Dringen so z.B. Bakterien in menschliches Gewebe ein, kdnnen die Neutrophi-
len Gber Komplement- und Mustererkennungsrezeptoren auf ihrer Zelloberflache im
Rahmen der angeborenen Immunitat den Erreger aufspiren und diesen mithilfe ihrer
phagozytotischen Aktivitat oder mittels anderer Abwehrmechanismen unschédlich ma-
chen [8].

1.3 Wirkweise differierender Antibiotikaklassen und Gefahr der An-

tibiotikaresistenz

Trotz aller Raffinessen wird das Immunsystem selbstverstéandlich nicht zuverlassig mit
jedem Erreger fertig. Deswegen ist ein Grundpfeiler der Therapie schwerer Infektionen
die Verabreichung direkt antimikrobiell wirksamer Substanzen. Zu den bedeutendsten
Antibiotikaklassen zahlen neben Penicillinen u.a. Aminoglykoside, Carbapeneme, Ce-
phalosporine, Fluorchinolone, Makrolide, Rifamycine und Tetrazykline [20]. Vertreter
von vier der genannten Klassen wurden auch im Rahmen der Versuchsreihen fir diese
Doktorarbeit untersucht. Bezuglich ihrer Wirkungsweise verhindern beispielsweise
Carbapeneme und Cephalosporine die Synthese der bakteriellen Zellwand. Im Gegen-
satz dazu storen Fluorchinolone den Stoffwechsel der Bakterien, indem sie als soge-
nannte ,Gyrasehemmer® deren Erbsubstanz schadigen, wahrend der Angriffspunkt
der Makrolide in der bakteriellen Proteinsynthese liegt.

Die oben aufgefuhrten vielfaltigen Wirkmechanismen der unterschiedlichen Arten von
Antibiotika stellen eine zentrale Rolle in der Unterstiitzung der menschlichen, korper-
eigenen Immunabwehr dar. Problematisch wird es jedoch, wenn aufgrund des zuneh-
menden Selektionsdrucks auf Bakterien durch tGbermaRige Antibiotikatherapie ver-
mehrt Resistenzen auftreten. Diese entstehen durch eine Veranderung des bakteriel-
len Erbguts, welche zu neu gewonnenen Fahigkeiten, wie beispielsweise der Bildung
des Enzyms B-Lactamase fuhren kénnen und somit den Bakterien die Hydrolyse des
B-Lactam-Rings und damit die Inaktivierung von B-Lactam-Antibiotika erméglichen. So
verlieren Antibiotika ihre Wirksamkeit gegen den Bakterienstamm und die Resistenz-
mechanismen kénnen auch tber Plasmide von einer Bakterienart auf die andere tber-

tragen werden [21].
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1.4 Ambivalenz des Wirkspektrums auf die kdrpereigene Immunab-
wehr durch Antibiotika

Wahrend die Problematik der Antibiotikaresistenzmmechanismen aufgrund der hohen
klinischen Relevanz Gegenstand intensiver Forschung ist, wurde bisher kaum bertck-
sichtigt, ob bestimmte Antibiotikaklassen bedeutende Instanzen der zellularen Immu-
nitat unterstitzen oder sie abschwéachen. Durch die Verwandtschaft von Mitochondrien
mit Bakterien konnte ein gegen bakterielle Strukturen gerichteter Mechanismus
ebenso in die Funktionsweise neutrophiler Granulozyten eingreifen, da diese ebenfalls
Mitochondrien aufweisen. Die Grundlage fir diese Hypothese bildet die Endosymbion-
tentheorie, welche die Entstehung bestimmter Zellorganellen wie Mitochondrien in eu-
karyotischen Zellen, z.B. tierischen Zellen, erklart. Dieser Theorie nach sind Eukaryo-
ten mit ihren Zellorganellen durch Endosymbiose mit prokaryotischen Vorlauferorga-
nismen wie Bakterien entstanden [22]. Einen Hinweis auf diese Hypothese liefert unter
anderem das Vorhandensein von eigenen, den der Bakterien &hnlichen Ribosomen in
Mitochondrien. Zudem weisen Mitochondrien eukaryotischer Zellen auch eine eigen-
standige ringférmige DNA und eine Doppelmembran auf [22]. So stellte die Endosym-
biontentheorie einen Anlass daftr dar, weitere nicht nur antibakteriell gerichtete Effekte
von Antibiotika, sondern auch deren Auswirkung auf neutrophile Granulozyten zu un-

tersuchen.

1.4.1 Forderung aber auch Abschwachung der Leukozytenaktivitat durch
Antibiotika
Im Folgenden wird der in bisherigen Studien festgestellte Einfluss auf die Leukozyten-

aktivitat der vier in dieser Arbeit untersuchten Antibiotika genauer betrachtet.

1.4.1.1 Meropenem

Die vielfaltigen Interaktionen von B-Lactam-Antibiotika mit menschlichen Zellen zeigt
sich schon darin, dass 3-Lactame GABA-Rezeptoren in pyramidalen Neuronen kon-
zentrationsabhangig inhibieren und somit die Wirkung des Neurotransmitters ab-
schwachen [23]. Es wurden aber auch Wechselwirkungen zwischen B-Lactamen und
den in dieser Arbeit im Fokus stehenden Leukozyten beschrieben. So beobachteten
Novelli et al. eine Verbesserung der Leukozytenaktivitat hinsichtlich inrer Abwehr von

grampositiven und gramnegativen Bakterienstdmmen nach Verabreichung des -
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Lactam-Antibiotikums Meropenem [24]. Bei Meropenem handelt es sich um ein Carba-
penem, welches ein breites Aktivitatsspektrum sowohl gegen aerobe als auch gegen
anaerobe Bakterien aufweist. Dieses Antibiotikum bewirkt in vitro eine statistisch sig-
nifikante ,postantibiotische Leukozytenverbesserung® (,PALE": postantibiotic leuko-
zyte enhancement). Das Auftreten dieses ,PALE"-Effekts wurde bei Einsatz von Mero-
penem gegen grampositive und gramnegative Bakterien im Vergleich zur Verwendung
von Imipenem erforscht, welches unter klinischen Gesichtspunkten als weitgehend
aguivalentes Carbapenem angesehen wird. Die zweistiindige Vorinkubation mit
Carbapenemen in einem Konzentrationsbereich zwischen 15 und 3250 ng/mL, orien-
tiert an der vierfachen minimalen Hemmkonzentration unterschiedlicher Bakterien-
stamme wie Escherichia coli oder Pseudomonas aeruginosa, fuihrte zu einer verstark-
ten Phagozytoseaktivitat der neutrophilen Granulozyten bei Meropenem, wahrend die-
ser Effekt bei Imipenem signifikant geringer ausgepréagt war [24].

Neben einer groRer ausfallenden postantibiotischen Leukozytenverbesserung finden
sich auch Studien, die bei Applikation von Antibiotika in klinisch relevanten Dosierun-
gen eine Uberproduktion an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), eine verringerte Ge-
nerierung von ATP und eine in vitro-Schadigung von Séugetierzellen beschreiben [25—
27]. Zudem flhrte die Exposition gegentiber Antibiotika zu einer mitochondrialen Dys-
funktion [28], was auf die im vorangegangenen Kapitel aufgefihrte Verwandtschaft
von Mitochondrien mit Bakterien hindeutet. 3-Lactame weisen Strukturdhnlichkeiten
mit Tragern fur die mitochondriale Substrataufnahme auf, was eine reversible Hem-
mung bewirkt [29]. Bei einer dauerhaften Exposition gegenuber (3-Lactam-Antibiotika
tritt durch Acylierung der Transporter eine irreversible Hemmung auf [29]. Auch eine
Erhéhung der Antibiotikadosierung greift in die mitochondrialen Funktionsweisen ein,
indem die Mitochondrien durch oxidative Phosphorylierung gehemmt werden [30]. Da-
raus resultierende mitochondriale Beeintrachtigungen wie beispielsweise eine vermin-
derte ATP-Produktion kdnnen bei intensivpflichtigen Patienten mit Sepsis Organfunk-

tionsstorungen beginstigen [26].

1.4.1.2 Cefuroxim

Desweiteren wurden bei einer Therapie mit Cefuroxim, einem Cephalosporin der 2.
Generation, auch Wirkungen auf die Hamatopoese in Form einer antibiotikainduzierten

Neutropenie beobachtet. Im Rahmen einer Studie an 123 Kindern, die aufgrund eines
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bakteriellen Infekts intravends mit Cefuroxim oder Cefotaxim behandelt wurden, ent-
wickelten 21 aller untersuchten Kinder im Therapieverlauf eine Neutropenie. Interes-
santerweise stellte sich heraus, dass diese Nebenwirkung insbesondere in sehr jungen
Jahren (umso junger desto haufiger, vor allem Patienten im Alter von < 6 Jahren) auf-
trat und auch der Schweregrad der cephalosporininduzierten Neutropenie mit dem Al-
ter des Patienten (umso juinger desto schwerwiegender) korrelierte [31]. Demgegen-
Uber kann angefihrt werden, dass sich die in dieser Studie verwendeten 3-Lactame
Meropenem und Cefuroxim nicht intrazellular anreichern und damit eher keine pleio-
tropen Effekte zu erwarten sind [32, 33]. Dadurch, dass diese beiden Antibiotika extra-
zellular bleiben, durften sie gerade hinsichtlich der Direktwirkung auf neutrophile Gra-

nulozyten geringe Auswirkungen haben [33-35].

1.4.1.3 Moxifloxacin

Dahingegen wiesen Potjo et al. eine Beeinflussung der Neutrophilenfunktionen durch
Antibiotika nach, indem sie in vitro die Wirkung des Fluorchinolons Moxifloxacin, einem
Gyrasehemmer der 4. Generation, auf ausgewahlte Parameter neutrophiler Gra-
nulozyten untersuchten [36]. Moxifloxacin kommt im klinischen Alltag vor allem in der
Behandlung von ambulant erworbenen Pneumonien zum Einsatz und erweist sich
auch in der Tuberkulosetherapie als vielversprechend. Bei den von Potjo et al. in den
Fokus gerickten Granulozytenfunktionen handelte es sich unter anderem um die Ge-
nerierung von antimikrobiellen reaktiven Sauerstoffspezies und um die Freisetzung der
primaren Granulozytenprotease und -elastase, die beide nach Zugabe von Moxifloxa-
cin zu den extrahierten neutrophilen Granulozyten genauer betrachtet wurden. Der
Antibiotikaeinsatz erfolgte sowohl in therapeutischen als auch in hoheren Konzentrati-
onen, wahrend die Neutrophilen durch den Lockstoff fMLP (1 uM) stimuliert wurden.
Die Untersuchungsergebnisse lielRen vermuten, dass die Behandlung der Zellen mit
Moxifloxacin die neutrophilenvermittelte antimikrobielle Aktivitdt durch Vergrél3erung
der Elastase-Freisetzung verstarkt [36]. Andererseits finden sich jedoch auch Hinweise
auf eine mitochondriale Toxizitat durch Fluorchinolone. So kann die mitochondriale
Topoisomerase Il, welche fir die Replikation und Transkription von mitochondrialer
DNA erforderlich ist, durch Fluorchinolone direkt gehemmt werden [28]. Dieser Patho-
mechanismus fuhrt zu einem Verlust der mitochondrialen DNA und kann beispiels-
weise Organfunktionsstérungen oder auch Sehnenschaden, die sich in Form von Ent-

zindungen und Rupturen manifestieren, hervorrufen [37]. Eine weitere Nebenwirkung
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der Fluorchinolone stellt das Ansetzen dieser Antibiotikaklasse an der Gyrase dar, die
auch beim Menschen vorkommt. Auch wenn die Affinitat der Gyrasehemmer zur bak-
teriellen Gyrase hoéher ist als die zu menschlichen Topoisomerasen, weisen Gyra-
sehemmer auch fir den Menschen zytostatische Eigenschaften auf, da Fluorchinolone
nicht zu 100% selektiv wirken [38].

1.4.1.4 Clarithromycin

Eine ahnliche Problematik tritt beim Einsatz von Makrolidantibiotika auf, die an der
50S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen ansetzen und dadurch zu einer Hem-
mung der bakteriellen Proteinbiosynthese fuhren [39]. Menschen besitzen ebenfalls
Ribosomen, wobei diese aus anderen Untereinheiten aufgebaut sind als die der Bak-
terien, weshalb man von einer hohen Selektivitat ausgehen kann [39]. Mit der immun-
modulatorischen Rolle der Makrolidantibiotika bei bakteriellen Infektionen beschatftig-
ten sich Konstantinidis et al., indem sie den Einfluss von Clarithromycin auf die
NETose der neutrophilen Granulozyten in den Fokus stellten. Es wurde herausgefun-
den, dass Clarithromycin sowohl in vivo als auch in vitro die NET-Bildung induzieren
kann, indem es in die Autophagozytose der Neutrophilen eingreift [12].

Zu ahnlichen Erkenntnissen gelangten Arampatzioglou et al., die eine verbesserte an-
tibakterielle Aktivitat und Wundheilungskapazitat bei Patienten mit Diabetes mellitus
Typ Il unter Einfluss von Clarithromycin im Vergleich zu Typ ll-Diabetikern ohne Anti-
biotikaeinnahme feststellten [40]. Das Makrolidantibiotikum fuhrte zu einer Hochregu-
lierung des antimikrobiellen Peptids LL-37, welches auf NET-Strukturen exprimiert
wird. Es zeigte sich auch, dass Clarithromycin die Freisetzung der NETs an sich aus-
|6st. Im Rahmen dieser Studie wurden Blutproben von unbehandelten, hyperglyk&mi-
schen Typ lI-Diabetikern, von normoglykamischen Typ ll-Diabetes-Patienten unter an-
tidiabetischer Behandlung und von gesunden Probanden entnommen. Dabei wurden
die NET-Bildung sowie die antibakteriellen und fibrotischen Eigenschaften der NETs
nach Zugabe von Clarithromycin beobachtet, wobei die Granulozyten aller Probanden
aus dem Typ lI-Diabetes-Kollektiv zwar LL-37-tragende NETs ausbildeten, diese aber
keine antibakterielle Aktivitat zeigten. Demgegeniber wurde nach Zugabe von Cla-
rithromycin die Expression von LL-37 auf den neutrophilen Granulozyten normoglyka-
mischer Typ lI-Diabetiker vergrol3ert. Dieser Effekt fihrte zu einer Wiederherstellung
der antibakteriellen Kapazitat der NET-Strukturen und forderte durch Aktivierung und

Differenzierung von Fibroblasten den Wundheilungsprozess [40].
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1.4.2 Die besondere Rolle des Glukokortikoids Prednisolon

Neben ihrer zentralen Rolle bei der physiologischen Immunantwort des Kérpers sind
die neutrophilen Granulozyten auch an der Pathogenese von Autoimmunkrankheiten
beteiligt. Gerade die fir Neutrophile spezifische Formation von NETs scheint in die
Pathophysiologie des ,Systemischen Lupus Erythematodes® (SLE) involviert zu sein.
Dadurch, dass sich NETs nach ihrer Freisetzung aus den Granulozyten im Extrazellu-
larraum befinden, sie aber, wie in Kapitel 1.2.6 ausgefuhrt, aus DNA und weiteren in-
trazellularen Molekulen aufgebaut sind, laufen die Netzstrukturen Gefahr, einen poten-
tiellen Ursprung fur Autoantigene darzustellen. Werden NETs verstarkt ausgebildet
oder unzureichend abgebaut und erhéht sich damit die Zahl der extrazellular liegenden
,DNA-Netze“, steigt auch das Risiko einer Autoantikérperbildung [41]. So wurden auch
im Blut von Patienten, die an SLE leiden, Antikérper gegen nukledre DNA und gegen
weitere Bestandteile der NETs, wie z.B. Histone und antimikrobielle Peptide nachge-
wiesen. Zudem zeigen serologische Tests oft hohe Plasmaspiegel antinukleérer Anti-
korper. Weitere detektierte Antikdrper sind gegen doppelstrangige DNA gerichtet. Ahn-
lich wie bei den ANCA-assoziierten Erkrankungen ist noch nicht genau erwiesen, wie
die angefiihrten Antikorperarten gebildet werden und ob sie den Krankheitsausloser
darstellen. Trotzdem erscheint die Hypothese, dass zirkulierende NETs Autoimmun-
krankheiten verursachen kdénnen, angesichts der bisherigen Forschungsergebnisse
schlissig und in sich logisch [15]. Auch Untersuchungen, die ergaben, dass besonders
bei aktiven Krankheitsschiiben der NET-Abbau bei SLE-Patienten vermindert ist, stit-
zen diese Annahme. So steht eine Verringerung des NET-Abbaus auch in Zusammen-
hang mit einer schadigenden Wirkung auf das korpereigene Endothel und einer Abla-
gerung von Immunkomplexen in Organsystemen, wodurch die fir SLE spezifischen
Schéaden verursacht werden. Dadurch kdnnen auch gravierende und gefurchtete Kom-
plikationen in Erscheinung treten, wie beispielsweise die Lupus-Nephritis, die sich Kili-
nisch in Form von Proteinurie, Mikrohdmaturie, Hypertonie und im schlimmsten Fall
einer Niereninsuffizienz manifestiert [9]. Solche schwerwiegenden Krankheitsverlaufe
erfordern teilweise eine intensivmedizinische Therapie mit hochdosierten Immunsup-
pressiva, wie z.B. Glukokortikoiden. Zu deren relevantesten Vertretern zahlen neben
den natirlich vorkommenden Substanzen Cortison und Hydrocortison (Cortisol) auch
die synthetischen Glukokortikoide, wie z.B. Prednisolon, welches immunsuppressive
und antiinflammatorische Eigenschaften besitzt und dieselbe Wirkung wie Cortisol auf-

weist. Prednisolon entfaltet seine Wirkung Uber einen nuklearen Rezeptor, welcher
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sich in seiner inaktiven Form gebunden an das Hitzeschockprotein 90 (HSP 90) im
Cytosol befindet [42]. Die Bindung des Glukokortikoids tberfuhrt den Rezeptor durch
Abspaltung des Hitzeschockproteins und infolgedessen Homodimerisierung des Re-
zeptors in seinen aktiven Zustand [43]. Nach anschlielender Translokation des Re-
zeptor-Liganden-Komplexes in den Zellkern fungiert der Komplex dort als Transkripti-
onsfaktor und bindet an eine palindromische Sequenz, das Glukokortikoid-responsive-
Element (GRE) [42, 43]. Dieser Vorgang fuhrt zu einer Modifikation in der Genexpres-
sion und somit zu einer Veranderung in der Zellfunktion. Je gro3er die Anzahl der vor-
handenen Glukokortikoid-responsiven-Elemente ist und je néher diese an der Tran-
skriptionsstartposition (TATA-Box) lokalisiert sind, umso starker fallt die Prednisolon-
wirkung aus [44]. Es verhindert die Einwanderung von Immunzellen, wie z.B. Gra-
nulozyten, in inflammatorische Gewebebereiche und die Freisetzung immunmodula-
torischer Stoffe, welche sich in den Vesikeln der Immunzellen befinden. Verabreicht
wird Prednisolon neben dem Lupus erythematodes auch noch u.a. bei chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis ulcerosa), COPD, dem An-
tiphospholipid-Syndrom, Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis und bei
Organtransplantationen [45]. Gerade aufgrund dieser vielfaltigen Einsatzgebiete und
dem oben erwdhnten Einfluss des Prednisolons auf Entziindungszellen wurde dieses
Medikament im Zuge dieser experimentellen Doktorarbeit im Hinblick auf seine Direkt-

wirkung auf die Funktionalitéat neutrophiler Granulozyten untersucht.

1.5 Untersuchungsgegenstand und Zielsetzung dieser experimen-

tellen Doktorarbeit

Die Zielsetzung dieser Promotionsarbeit lag in der dezidierten In-Vitro-Erforschung der
Direktwirkung jeder der finf ausgewahlten Substanzen (Meropenem, Cefuroxim,
Moxifloxacin, Clarithromycin und Prednisolon) auf das Zusammenspiel der Abwehr-
mechanismen bzw. auf die Parameter neutrophiler Granulozyten. Die im Verlauf der
Einleitung aufgeftihrten Studien zeigten ein zum Teil widersprtchliches, ambivalentes
Wirkspektrum der zu untersuchenden Medikamente auf die kdrpereigene Immunab-
wehr, zum einen scheinbar eine Férderung sowie Verbesserung der Granulozytenak-
tivitat [24], zum anderen aber auch einen Abfall der Neutrophilenzahl (Neutropenie)
[46]. So ergab sich fur die hier durchgefiihrte Arbeit die explizite Forschungshypo-
these, ob neutrophile Granulozyten durch bestimmte Antibiotikaklassen bzw. das Glu-

kokortikoid Prednisolon in ihrer Wirkweise in vitro inhibiert werden. Im Zuge dieser
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Fragestellung wurden die Migrationslange, die Migrationsgeschwindigkeit, die Produk-
tion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie die Freisetzung des Enzyms Mye-
loperoxidase und von nuklearer DNA in Form von NET-Bildung der neutrophilen Gra-
nulozyten betrachtet. Durch Vergleich der eben genannten Parameter einmal in der
Kontrolle ohne Medikamentenzusatz, im Vergleich zu mindestens zwei eingesetzten
unterschiedlichen Antibiotika- bzw. Prednisolon-Konzentrationen sollte die Hypothese
bestétigt oder widerlegt werden (siehe Abbildung 2). Aus resultierenden Erkenntnissen
konnten sich Hinweise auf neue Therapieansatze im klinischen Alltag ergeben, gerade
im Hinblick auf Patienten mit Infektionen, denen Antibiotika verabreicht werden, sowie
auf die Behandlung von immungeschwachten oder immunsupprimierten Patienten

oder von Menschen mit Autoimmunerkrankungen.

5 unterschiedliche Konzentrationen:

Kontrolle (0 ng/mL),
Meropenem 16 Versuche ——= 500 ng/mL, 5000 ng/mL, h,

Untersuchte Poargmeter:
25000 ng/mlL, 100000 ng/mL ™,

- ] - Migrationslange
3 unterschiedliche Konzentrationen: - Migrationsgeschwindigheit
Cefuroxim  —= & Versuche ——= Kontralle (0 ng/mL),
Tk
2000 ng/mL, 20000 ng/mL - Freisetzung von

Myeloperoxidase
3 unterschiedliche Konzentrationen:
Moxifloxacin  — 8 Versuche - Kontrolle {0 ng/mL}, ——= = Freisetzung von DNA
2000 ng/mL, 20000 ng/mL [METose)

- eitlicher Verlauf der
—* ROS-Froduktion

3 unterschiedliche Konzentrationen:

Clarithromycin — & Versuche - - Kontrolle (0 ng/mL), - '
1000 ng/mL, 10000 ng/mL - ROS-Intensitdt
3 unterschiedliche Konzentrationen: /,'
Prednisalon I—- 8 Versuche —= Kontralle (0 ng/mL), d
50 ng/mL, 500 ng/mL

Abbildung 2: Ubersicht iiber alle im Rahmen der Studie absolvierten Versuche in Bezug auf die getes-
teten Medikamente, die jeweilige Versuchsanzahl, die unterschiedlichen gewahlten Konzentrationen
sowie die zentralen untersuchten Parameter

2 Material und Methoden

Um unabhangig von bestimmten Krankheitsbildern die Direktwirkung von Antibiotika
bzw. Prednisolon an sich auf die Granulozytenfunktionalitéat zu beurteilen, wurden ge-
sunde Probanden in die Studie involviert und die neutrophilen Granulozyten mithilfe

einer Dichtegradientenzentrifugation aus Vollblutproben extrahiert.
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2.1 Kurzer Abriss Uber den Versuchsablauf

Nach Hochrechnung und Verdiinnung auf eine bestimmte Zellzahl pro mL anhand ei-
ner Neubauer-Zahlkammer wurden die so gewonnenen Neutrophilen mit Gel und einer
bestimmten Konzentration des zu untersuchenden Medikaments vermischt sowie
DHR, DAPI und MPO zugegeben, die in einem spateren Schritt eine Detektion von
Sauerstoffradikalen, freigesetzter DNA und des Enzyms Myeloperoxidase bei der Flu-
oreszenzmikroskopie ermdglichten. Dieses Substanzgemisch wurde bei jedem durch-
gefuhrten Versuch in ein ibidi-3D-p-slide pipettiert, wobei von den drei Kanalen im lin-
ken Kanal kein Antibiotikum bzw. kein Prednisolon hinzugefuigt wurden, im mittleren
Kanal eine niedrige Konzentration und im rechten Kanal eine héhere Konzentration.
So wurde pro Versuch bzw. Versuchsbedingung ein Kontrollkanal zum direkten Effekt-
vergleich herangezogen. Die links und rechts eines jeden Kanals befindlichen Reser-
voire wurden mit Zellndhrmedium (RPMI/FKS) und der entsprechenden Medikamen-
tendosierung befillt, nachdem das in die Kandale pipettierte Gel mitsamt den vorher
angefuhrten Substanzen eine halbe Stunde im Brutschrank inkubiert worden war, wo-
bei jeweils im linken Reservoir eine definierte Konzentration des Lockstoffs fMLP zu-
gesetzt wurde. Nach dem Beflillen der Reservoire wurden die Kandle des ibidi-3D-p-
slides unter dem Mikroskop flr ca. sieben Stunden Laufzeit untersucht. Dies geschah
hinsichtlich der ROS-Produktion, der DNA-Freisetzung in Form von NETSs, der Myelo-
peroxidase-Sezernierung und dem Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozy-
ten. Nach Beendigung der Mikroskop-Laufzeit konnten diese Parameter im Rahmen
der Auswertung mithilfe der Software Imaris analysiert werden. Mithilfe weiterer Pro-
gramme wie Microsoft Excel, Phoenix und SPSS erfolgten die genaue Interpretation
und die statistische Darstellung der Resultate. Der Abriss Uber die wichtigsten Schritte
im Zuge der Versuchsdurchfiihrung wird in den folgenden Abschnitten chronologisch
wiedergegeben. Die genauen Bezeichnungen aller verwendeten Materialien sowie die

Namen der Hersteller finden sich am Ende der Arbeit in Kapitel 6.

2.2 Einverstandniserklarung der Probanden und periphere

Blutentnahme

Fur diese Studie wurden ausschlief3lich gesunde, sowohl mannliche als auch weibliche

Probanden/innen, die sich freiwillig fir eine Blutabnahme zur Verfigung stellten, re-
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krutiert. Diese wurden hinsichtlich Inhalt und Ziel der Studie sowie etwaiger Nebenwir-
kungen, wie moglicherweise auftretender Kreislaufprobleme, Hamatome oder Phlebi-
tiden sachgemal aufgeklart. Jeder Teilnehmer gab schriftlich eine Einverstandniser-
klarung ab und beantwortete einen ausfuhrlichen Fragebogen. So wurden u.a. friher
aufgetretene Infektionskrankheiten, Blutungsanomalien sowie chronische oder ander-
weitige Erkrankungen des Immunsystems ausgeschlossen. Ebenso wurden personli-
che Daten wie Alter, Geschlecht, Kérpergréf3e und Gewicht einbezogen. Desweiteren
wurden Fragen zum Gesundheitszustand der Probanden gestellt, wie beispielsweise
nach aktuellem Wohlbefinden, intensiver korperlicher Betatigung, Raucheranamnese,
Medikamenteneinnahme, bekannten Allergien, etc. Die erhobenen Daten standen im
Falle auffalliger Ergebnisse zur Verfiigung. Sie wurden nach Datenschutz-Grundver-
ordnung gesichert gelagert und werden nach Ablauf der gesetzlichen Aufbewahrungs-
pflicht von 15 Jahren entsorgt. Nach Aufklarung und Einwilligung wurde beim jeweili-
gen Studienteilnehmer aus einer peripheren Vene im Bereich der Ellenbeuge, in der
Regel der Vena mediana cubiti, in eine Li-Heparin-Monovette ca. 7,5 mL Blut abge-
nommen. Die Blutabnahme fand im Labor statt und ging flieRend Uber in die Weiter-
verarbeitung der Probe, um einen zigigen, plangemalen Mikroskopstart zu realisie-
ren. Die adaquate Beurteilung der Granulozytenparameter setzte ein genaues Zeitma-
nagement voraus, da neutrophile Granulozyten im Mittel nur wenige Stunden nach
Entnahme vital bleiben und so zeitnah mithilfe eines ibidi-3D-p-slides untersucht wer-

den mussten.

2.3 Detailgetreuer Aufbau eines ibidi-3D-p-slides

Ein ibidi-3D-p-slide besteht aus drei Kanéalen im linken, mittleren und rechten Bereich,
wobei jeder Kanal jeweils auf der linken und rechten Seite von einem Reservoir um-
geben ist (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines ibidi-3D-p-slides als Draufsicht (obere Skizze) und als Quer-
schnitt (untere Skizze) mit einer linken, mittleren und rechten Komponente, welche wiederum jeweils
aus den drei Bestandteilen Reservoir-Kanal-Reservoir aufgebaut ist. Kanal und umgebende Reservoire
einer Komponente sind jeweils offen miteinander verbunden, wahrend die linke, mittlere und rechte
Komponente voneinander abgetrennt sind. Die schwarz umrundeten Punkte (obere Skizze) stellen die
Offnungen des Kanals bzw. des Reservoirs dar, in welche die speziellen Pipettenspitzen exakt hinein-
passen.

Sowohl die Kanale als auch die Reservoire besitzen jeweils an ihrem oberen und an
ihrem unteren Ende eine Offnung, tiber welche sie mit speziellen Pipettenspitzen be-
fullt werden konnen. Die Offnungen kénnen nach der Befiillung mit extra angepassten
Stopseln verschlossen werden, um ein Austreten des hineinpipettierten Substanzge-
misches zu verhindern, wobei die Kanéle ein Volumen von ca. 6 uL fassen, wahrend

die Reservoire mit ca. 65 pL Flissigkeit beflllt werden kdnnen. Ein Kanal ist offen
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verbunden mit den beiden ihn umgebenden Reservoiren. Diese Komponente ist drei-
mal auf einem ibidi-3D-p-slide vorhanden und eignete sich fur die Testung einer nied-
rigen und einer hoheren Antibiotikum- bzw. Prednisolon-Konzentration gegen eine

Kontrolle ohne Medikamentenzusatz.

2.4 Gelherstellung und Vorbereitung der Antibiotikumkonzentratio-
nen fur die spatere Kanal- und Reservoirbefillung anhand von

Meropenem

In einem ersten Schritt wurde das Gel, welches spater mit den extrahierten Granulozy-
ten, den Farbstoffen und der entsprechenden Dosis an Meropenem vermischt und in
den jeweiligen Kanal pipettiert wurde, hergestellt. Dazu wurden an einem sterilen Ar-
beitsplatz 20 uL 10x MEM (Minimum Essential Medium), 20 pL destilliertes H20, 10 pL
NaHCOs (7,5%ig Sigma) und 50 pL 1x RPMI 1640 ohne FKS in ein Reaktionsgefal}
pipettiert, gut durchmischt und bis zu seinem Einsatz im Brutschrank bei 37°C inku-
biert. Auch das spater verwendete ibidi-3D-u-slide wurde im Brutschrank vorgewarmt.
In mehreren Verdinnungsschritten wurden die verschiedenen Meropenem-Konzen-
trationen, deren Einfluss auf die Granulozytenfunktionalitdt untersucht werden sollte,
hergestellt. Bei der Auswabhl der eingesetzten Antibiotikumkonzentrationen spielten so-
wohl die vier- und vierzigfache minimale Hemmkonzentration gegeniber Escherichia
coli und Pseudomonas aeruginosa als auch die bei der klinischen Verabreichung er-
reichten mittleren Spitzenplasmaspiegel von ca. 23000-115000 ng/mL eine wichtige
Rolle. 10 mg des Meropenempulvers wurde in 1 mL RPMI/10% FKS aufgelést. Um in
den Kanalen die gewollten Konzentrationen von 500 ng/mL und 5000 ng/mL zu erhal-
ten, wurde die Stammldsung mit RPMI/10% FKS 1:100 verdunnt. 5 pyL dieser Verdin-
nung (1:100) entsprachen der hdheren, im rechten Kanal eingesetzten Meropenem-
Konzentration von 5000 ng/mL. Um die fir den mittleren Kanal bendtigte niedrigere
Konzentration zu erhalten, wurde noch einmal 1:10 verdinnt. 5 pL der nun gewonne-
nen Verdinnung entsprachen schlief3lich der im mittleren Kanal eingesetzten Konzen-
tration von 500 ng/mL. Der linke Kanal hingegen fungierte als Kontrollkanal ohne An-
tibiotikumzusatz. Fur die Reservoire des mittleren und rechten Kanals wurden eben-
falls die dementsprechenden Konzentrationen eingesetzt.

Diese Verdunnungsreihen wurden fur die ersten acht Versuche mit Meropenem immer

diesem Schema folgend hergestellt, wahrend in einer weiteren Experimentreihe mit
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diesem Antibiotikum noch zwei zusatzliche Konzentrationen (25000 ng/mL und
100000 ng/mL) getestet wurden.

2.5 Granulozytenisolation durch Dichtegradientenzentrifugation
und Einstellung der Zellkonzentration mithilfe der Neubauer-

Zahlkammer

Gleich im Anschluss an die Blutentnahme wurden die Granulozyten aus der Vollblut-
probe extrahiert. Dabei wurde das Verfahren der Dichtegradientenzentrifugation ange-
wendet. Hierzu wurden jeweils 3 mL Leuko Spin Medium in zwei Zentrifugenréhrchen
vorgelegt und anschlieend mit 3 mL Lympho Spin Medium sowie mit 3 mL Blutpro-
benmaterial Uberschichtet. Die aufbereiteten Proben wurden bei 756 g fur 20 Minuten
bei Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Die so erhaltene Dichteauftrennung
ergab mehrere Phasen im Rohrchen (siehe Abbildung 4).

—_—

-1 — Blutplasma

— Lymphozytenring

—t— LymphoSpin (LSM 1077)

Granulozytenring
LeukoSpin (Histopaque 1119)
Erythrozyten

Abbildung 4: Phasenauftrennung im Rohrchen nach Zentrifugation

Das goldgelbe Blutplasma und ein direkt darunter liegender, schmaler, heller Lympho-
zytenring befanden sich in einer oberen Phase, wahrend unter dem Lymphozytenring
eine durchsichtige Phase aus den Trennmedien folgte. Zwischen diesem Bereich und
der sich zuunterst im Rohrchen abgesetzten dunkelroten Erythrozytenkomponente

war deutlich sichtbar ein milchig weil3 gefarbter, triber Granulozytenring ausgebildet.
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Nach Absaugen des Blutplasmas und des Lymphozytenrings mithilfe einer Wasser-
strahlpumpe wurde aus dem Granulozytenring jeweils 150 pL Zellsubstanz abgehoben
und in ein Reaktionsgefald tberfihrt. Die 300 pL (2x150 pL) Zellsuspension wurden
mit 700 uL RPMI/10%FKS vermischt. 10 yL des erhaltenen Substanzgemisches wur-
den abgehoben und mit Zuhilfenahme einer Neubauer-Kammer die Zellzahl ermittelt.
Die Zellsuspension wurde bei 139 g fur funf Minuten bei Raumtemperatur mit Bremse
zentrifugiert.

Die unter dem Lichtmikroskop gezahlte Anzahl der in vier Kastchen befindlichen Zellen
wurde zuerst mit vier und das Ergebnis anschliel3end noch mit 10000 multipliziert.
Ausgehend vom resultierenden Zwischenergebnis wurde per Dreisatz das Volumen
an RPMI/10%FKS berechnet, welches zu dem nach Zentrifugation erhaltenen Zellpel-
let dazugegeben werden musste, um bei jedem Versuch eine Zellkonzentration von
18 Mio/mL zu erhalten (siehe Abbildung 5).

Anzahl der Zellen in vier Kéastchen x 4 x 10000 = ...
\

Dreisatz: 18 Mio. = 1000 uL

> (1000 uL : 18)- ... = x uL

...Mio. = x uL

/

Abbildung 5: Berechnung der benétigten Menge an RPMI/10%FKS (x L) fur eine konstante Zellkon-
zentration im Kanal

Der Uberstand wurde komplett abgehoben und das Zellpellet mit dem berechneten
Volumen an RPMI/10%FKS (x pL) aufgefillt und resuspendiert. Die entstandene Zell-
suspension beinhaltete somit bei jedem Versuch eine konstante Granulozytenkonzen-
tration, die unabhangig von der differierenden Anzahl neutrophiler Granulozyten im

Blut des jeweiligen Probanden hergestellt wurde.
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2.6 Herstellung von Losungen (DHR, DAPI, MPO-APC) sowie deren
Vermischung mit Zellen, Gel und entsprechender Antibiotikum-

konzentration

Bevor mit der Befullung der Kanéle begonnen werden konnte, wurden noch der Farb-
stoff DHR, nach Interkalation in die DNA leuchtendes DAPI und der mit dem Farbstoff
APC gekoppelte Antikérper MPO vorbereitet. Daflr wurden zu 100 pL reinem DHR
(Dihydrorhodamin) 900 uL RPMI/10%FKS pipettiert und zu 10 uL DAPI (4", 6-Diami-
din-2-phenylindol) 990 uL RPMI/10%FKS gegeben, wahrend MPO (Anti-MPO, po-
lyklonaler Antikorper zur Detektion des Enzyms Myeloperoxidase) nicht mehr verdiinnt
werden musste. Im Anschluss daran konnte mit der unmittelbaren Aufbereitung des
Substanzgemisches fur die Kanalbeflllung angefangen werden. Hierfiir wurden das
hergestellte Gel und das ibidi-3D-u-slide aus dem Brutschrank und das ebenfalls be-
notigte Collagen aus dem Kihlschrank geholt. Zu 100 pL des Puffergemisches wurden
3 pL DHR, 5 pL DAPI und 10 pL MPO sowie 50 pL der in Kapitel 2.5 aufgefuhrten
Zellsuspension zugegeben und sorgfaltig vermischt. Anschlie3end wurde das Ge-
misch aus Medium-Puffergemisch, Farbstoffen und Zellsuspension (ca. 168 pL) auf
drei ReaktionsgefaRe a 50 pL aufgeteilt. Dem Cup fir den linken Kanal wurde kein
Antibiotikum mehr hinzugefiigt (Kontrollkanal), wahrend fir den mittleren und den
rechten Kanal jeweils noch 5 pL der entsprechenden Meropenem-L6sung zugegeben
wurden. In einem letzten Schritt vor der Kanalbeflllung wurden noch jeweils 50 pL
Collagen in jedes Reaktionsgefald pipettiert und mit den restlichen Substanzen (Me-
dium-Puffergemisch, Farbstoffen, Zellsuspension und entsprechender Antibiotikum-
konzentration) durchmischt. Bereitgestelltes Collagen wurde erst direkt vor dem Befuil-
len der Kanale hinzugeflugt, um ein zu frihes Ausharten des Substanzgemisches noch
aul3erhalb des Kanals zu vermeiden. Die Reservoire wurden zuvor verschlossen. Je-
der der drei Kanale des ibidi-3D-p-slides wurde unter Verwendung spezieller Pipetten-
spitzen mit 6 pL des entsprechenden Substanzgemisches befullt. Im Anschluss wur-
den die Kanal6ffnungen mit Stépseln verschlossen und die Reservoire wieder geoff-
net. Das ibidi-3D-p-slide wurde in eine Petri-Schale mit einem feuchten Tuch gelegt,
um die Collagengemische eine halbe Stunde bei 37°C im Brutschrank aushéarten zu

lassen.
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2.7 Inkubation des ibidi-3D-p-slides, Herstellung der Reservoir-In-

haltsstoffe und anschlie3ende Befillung

Wahrend der 30-minutigen Inkubation des ibidi-3D-p-slides im Brutschrank wurden
sechs verschiedene Substanzgemische fur die nach Ablauf der Inkubationszeit erfol-
gende Reservoirbeflllung vorbereitet. Hierzu wurde die entsprechende Konzentration
des Granulozytenlockstoffs fMLP (N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin) herge-
stellt (10 nM fMLP). Als nachstes wurden die sechs Eppendorf-Cups nach dem folgen-
den Schema (siehe Tabelle 1) befillt:

(kein Antibiotikum)

(kein Antibiotikum)

+ niedrige Antibioti-
kumkonzentration

+ niedrige Antibioti-
kumkonzentration

+ hohe Antibiotikumkon-
zentration

Reservoir li li Reservoir li re Reservoir Mi li Reservoir Mi re Reservoir re li Reservoir re re
100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
RPMI + fMLP RPMI/10%FKS RPMI + fMLP RPMI/10%FKS RPMI + fMLP RPMI/10%FKS

+ hohe Antibiotikumkon-
zentration

Tabelle 1: Vorbereitung der Reservoirbefullung mit Zellnéhrmedium, Lockstoff (fMLP) und Antibioti-
kumkonzentration entsprechend dem jeweiligen Kanal

Hierflr wurde die Petri-Schale aus dem Brutschrank geholt und das darin befindliche
ibidi-3D-p-slide herausgenommen, um jeweils 65 puL aus dem Eppendorf-Cup in das
jeweilige Reservoir zu fullen. Bei diesem Versuchsschritt wurden samtliche Reservoir-
offnungen aul3er die des einen Reservoirs, welches gerade beflillt wurde, mit Stopseln
verschlossen, sodass am Ende alle Offnungen verschlossen waren. So konnte das
vollstandig aufbereitete ibidi-3D-p-slide unter das Mikroskop gebracht werden, mithilfe

dessen die im nachsten Abschnitt erlauterten Parameter naher untersucht wurden.

2.8 Konfiguration der Einstellungen des Mikroskops und Untersu-

chung der Granulozytenparameter

Nach Einspannen des ibidi-3D-pu-slides auf dem Objekttrager des Mikroskops konnte
jede der drei Positionen, von denen im Verlauf der folgenden sieben Stunden Aufnah-
men angefertigt wurden, noch einmal kontrolliert und bei Bedarf justiert werden. Dabei
wurde vor allem darauf geachtet, dass eine dicht mit neutrophilen Granulozyten ge-
fullte, luftblasenfreie Stelle des jeweiligen Kanals in den Fokus gertckt und das Objek-
tiv scharf gestellt wurde. Nachdem alles fertig konfiguriert worden war, konnte das Mi-
kroskop im abgedunkelten Raum fiur eine Laufzeit von ca. sieben Stunden gestartet

werden, wobei ca. alle 30 Sekunden ein Bild von der jeweiligen Position angefertigt
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wurde. Wahrend der Verweildauer des Objektivs auf einem Kanal wurden jeweils vier
verschiedene Farbkanale des Mikroskops Uber die aufzunehmenden Zellen gelegt.
Mithilfe der Phasenkontrastmikroskopie, welche die untersuchten Zellen grau erschei-
nen lief3, wurde das Migrationsverhalten (Lange in um und Geschwindigkeit in um/s)
untersucht. Anhand der Fluoreszenzmikroskopie konnten die Produktion von Sauer-
stoffradikalen (ROS) — rot dargestellt (Rhodamin 123) — die Freisetzung der DNA
(NETSs) — blau sichtbar gemacht (DAPI) — und die Freisetzung des Enzyms Myeloper-
oxidase (MPO-APC) — grun dargestellt (Anti-MPO) — Uber sieben Stunden beobachtet
werden. Im folgenden Abschnitt werden noch Variationen in der Experimentdurchfiih-
rung mit den in weiteren Versuchen eingesetzten Medikamenten (Cefuroxim, Moxiflo-

xacin, Clarithromycin und Prednisolon) behandelt.

2.9 Beschreibung der Variationen im Versuchsablauf bei Testung

von Cefuroxim, Moxifloxacin, Clarithromycin und Prednisolon

Zur Testung des Cephalosporins Cefuroxim wurden sechs Versuche durchgefihrt, wo-
bei wiederum wie bei Meropenem 10 mg des Antibiotikumpulvers in 1 mL
RPMI/10%FKS aufgeldst wurden. Es wurden auch wieder drei Verdinnungsschritte
ausgehend von der hergestellten Stammlésung ausgefuhrt, um entsprechende Kon-
zentrationen — orientiert an der vier- und vierzigfachen minimalen Hemmkonzentration
gegenuber Streptococcus pneumoniae — zu bekommen. Die ausgewahlten Konzen-
trationen, die zum Einsatz kamen, lagen im Fall von Cefuroxim bei 2000 ng/mL im
mittleren Kanal und bei 20000 ng/mL im rechten Kanal. Die hierfur notwendigen Ver-
dinnungsreihen waren fir die Vorbereitung der Kanal- sowie der Reservoirbefillung
identisch. Fur den Kanalinhalt wurden 5 pL und fir den Reservoirinhalt 10 pL aus der
jeweiligen Verdunnung eingesetzt. Die Antibiotikumverdinnungen liefen nach dem in
der Tabelle (siehe Tabelle 2) abgebildeten Schema ab:
Cefuroxim: MIC = 0,5 pg/mL = 500 ng/mL
vierfache MIC: 2000 ng/mL  vierzigfache MIC: 20000 ng/mL

Verd.1l Stammlésung 1:5 200 pL + £ 2000 pg/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 10000 ng/
verdunnen 800 uL RPMI sind in der 1:5 Verdinnung 20000 ng
Verd.2 Verdiinnung 1 1:5 200 pL + 2 400 pug/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 2000 ng/
verdunnen 800 uL RPMI sind in der 1:5 Verdinnung 4000 ng
Verd.3 Verdinnung 2 1:10 | 100 uL + 2 40 pg/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 200 ng/
verdunnen 900 pL RPMI sind in der 1:10 Verdinnung 400 ng

Tabelle 2: Durchgefuihrte Verdiinnungsreihen fir die Testung des Cephalosporins Cefuroxim

31



Fur die Testung des Fluorchinolons Moxifloxacin (acht Experimente), welches bereits
als Infusionsldsung in einer Konzentration von 1,6 mg/mL vorlag, wurde jeweils 1 mL
davon als Stammldsung verwendet. Um die gewlnschten Konzentrationen von 2000
ng/mL (mittlerer Kanal) und 20000 ng/mL (rechter Kanal) zu bekommen, wurden bei
diesem Antibiotikum ausgehend von der Stammlésung nur zwei Verdinnungsschritte
durchgefuhrt. Hierbei wurden bei den Kanélen 5 pL und bei den Reservoiren 10 pL der
entsprechenden Verdinnung eingesetzt, sodass wie auch schon bei Cefuroxim das
groRere Volumen der Reservoire dadurch ausgeglichen wurde und in Kanalen und
Reservoiren aquivalente Dosierungen vorlagen, wie in der folgenden Tabelle (siehe
Tabelle 3) gezeigt wird:
Moxifloxacin: MIC = 0,5 pg/mL = 500 ng/mL
vierfache MIC: 2000 ng/mL  vierzigfache MIC: 20000 ng/mL

Verd.1 Stammldsung 1:4 200 pL + 400 pg/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 2000 ng/
verdiinnen 600 pL RPMI sind in | der 1:4 Verdinnung 4000 ng
Verd.2 Verdiinnung 1 1:10 | 100 pL +
verdinnen 900 pL RPMI sind in | der 1:10 Verdiinnung 400 ng

1>

40 pg/mL | dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservair) 200 ng/

1>

Tabelle 3: Durchgefuihrte Verdiinnungsreihen fir die Testung des Fluorchinolons Moxifloxacin

Um verschiedene Konzentrationen des Makrolids Clarithromycin in weiteren acht Ver-
suchen zu testen, wurden wiederum drei Verdinnungsreihen ausgehend von der
Stammlésung angesetzt, fir welche 10 mg Clarithromycinpulver in 1 mL
RPMI/10%FKS gelost wurden. Die gewlinschten Konzentrationen lagen hierbei im Be-
reich von 1000 ng/mL fur den mittleren Kanal und bei 10000 ng/mL fir den rechten
Kanal (siehe Tabelle 4).
Clarithromycin: MIC = 0,25 pug/mL = 250 ng/mL
vierfache MIC: 1000 ng/mL vierzigfache MIC: 10000 ng/mL

Verd.1l Stammlésung 1:5 200 pL + 2 2000 pg/mL dann 5 L (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 10000 ng/
verdunnen 800 uL RPMI sind in der 1:5 Verdinnung 20000 ng

Verd.2 Verdinnung 1 1:10 | 100 pL + 2 200 pg/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 1000 ng/
verdunnen 900 pL RPMI sind in der 1:10 Verdiunnung 2000 ng

Verd.3 Verdiinnung 2 1:10 | 100 pL + 2 20 ug/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 100 ng/
verdiinnen 900 pL RPMI sind in der 1:10 Verdiinnung 200 ng

Tabelle 4: Durchgefuihrte Verdiinnungsreihen fiir die Testung des Makrolids Clarithromycin
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Als letzte Versuchsreihe mit ebenfalls acht Experimenten wurde das synthetische Glu-
kokortikoid Prednisolon getestet, von welchem wiederum 10 mg in einem mL
RPMI/10%FKS gelost wurden. Von dieser hergestellten Stammlésung ausgehend
wurden dieses Mal vier Verdinnungsschritte ausgeftihrt, um Konzentrationen im Be-
reich von 50 ng/mL (mittlerer Kanal) und 500 ng/mL (rechter Kanal) zu erreichen. Er-
neut wurden 5 L der entsprechenden Verdinnung fur die Kanéle und 10 pL derselben
entsprechenden Verdiinnung fur die Reservoire eingesetzt. Die bendtigten Verdin-

nungsschritte werden mittels folgender Tabelle (siehe Tabelle 5) dargestellt:

Zu untersuchende Konzentrationen des Prednisolons: 50 ng/mL und 500 ng/mL

Verd.1 Stammlésung 1:10 | 100 pL + £ 1000 pg/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 5000 ng/
verdiinnen 900 pL RPMI sind in der 1:10 Verdiinnung 10000 ng
Verd.2 Verdinnung 1 1:10 | 100 pL + 2 100 pg/mL dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 500 ng/
verdiinnen 900 pL RPMI sind in der 1:10 Verdiinnung 1000 ng
Verd.3 Verdinnung 2 1:10 | 100 pL + 2 10pg/mL | dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 50 ng/
verdinnen 900 pL RPMI sind in der 1:10 Verdiinnung 100 ng
Verd.4 Verdinnung 3 1:10 | 100 pL + a 1pg/mL | dann 5 pL (Kanal) / 10 pL (Reservoir) 5 ng/
verdiinnen 900 pL RPMI sind in der 1:10 Verdiinnung 10 ng

Tabelle 5: Durchgefuihrte Verdiinnungsreihen fir die Testung des Glukokortikoids Prednisolon

2.10 Darstellung der zentralen Schritte der Parameteranalyse

Im Rahmen der Versuchsauswertung wurden als erstes die Bilddateien in die Software
Imaris importiert, um die Auswertung in die Parameter Migration (Lange und Ge-
schwindigkeit), NET-Bildung (DAPI), Myeloperoxidase-Freisetzung (MPO) sowie Zeit-
verlauf und Intensitat der ROS-Produktion (DHR-Zeitverlauf und DHR-Intensitét) zu
unterteilen und zu analysieren. Anschlie3end wurden jeweils die ausgewerteten Daten
einer gemeinsamen Versuchsreihe mit Testung des gleichen Medikaments in einer
Collection gesammelt und als Excel-Datei exportiert. Die Migrationsdaten konnten
nach weiterer Bearbeitung der Excel-Tabelle in das Statistikprogramm SPSS zur Dia-
grammerstellung und zur statistischen Analyse importiert werden, wahrend die Aus-
wertung der DNA- und Myeloperoxidase-Freisetzung (DAPI und MPO) noch in einem
Zwischenschritt von der erstellten Excel-Tabelle in das Pharmakokinetikprogramm
Phoenix importiert wurde, um die Berechnung der Zeitpunkte des halbmaximalen Ef-
fekts mittels angenaherter Graphen durchzufuhren. Die dadurch erhaltenen Werte
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konnten in eine Excel-Nomenklatur-Tabelle Ubertragen und anschlie3end wiederum
zur statistischen Auswertung in SPSS importiert werden. Der zeitliche Verlauf der Pro-
duktion von Sauerstoffradikalen (DHR-Zeitverlauf) hingegen wurde nach Export aus
Imaris in Microsoft Excel weiterbearbeitet. Mithilfe von Excel wurde ein Polynom 3.
Ordnung erstellt und anhand der ersten Ableitung der Funktionsgleichung unter Ver-
wendung eines Ableitungsrechners [47] der Hochpunkt des aus den Werten resultie-
renden Graphen berechnet. Dieser zeigte den Zeitpunkt der maximalen ROS-Produk-
tion (tmax-ROS). Im néachsten Schritt wurden die erhaltenen Zeitpunkte in SPSS zur
statistischen Auswertung importiert. In der folgenden Ubersicht (siehe Abbildung 6)
sind die wichtigsten Stufen der Versuchsauswertung ab Aufnahmebeginn noch einmal

in ihrer zeitlichen Abfolge dargestellt:
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Abbildung 6: Uberblick tiber die relevanten Schritte in der Analyse der auszuwertenden Granulozy-
tenparameter und die hierfir herangezogenen Computerprogramme

Uber die Michaelis-Menten-Gleichung, die eigentlich die mittlere effektive Konzentra-
tion (ECso) beschreibt, wurden die ETso-Werte (Zeitpunkte des halbmaximalen Effekts)

der NETose und der Freisetzung von Myeloperoxidase bestimmt (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Schematischer Kurvenverlauf fir die Freisetzung von DNA und Myeloperoxidase

Fur die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der ROS-Produktion wurden die einzel-
nen, von Imaris erkannten Rhodaminflachen je Zeitpunkt aufsummiert. Diese Flachen-
summen wurden gegen die Zeit aufgetragen (siehe Abbildung 8) und das Maximum
der gebildeten Verlaufskurve wurde via Ableitung eines angepassten Polynoms 3. Ord-

nung identifiziert.
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Abbildung 8: Schematischer Kurvenverlauf fir die Produktion von Sauerstoffradikalen (ROS)

Nachdem die Auswertung mittels Imaris, Microsoft Excel und Phoenix fertiggestellt
worden war, wurden mit SPSS Diagramme fir alle untersuchten Parameter einer jeden
Versuchsreihe erstellt und im Anschluss wurden alle relevanten statistischen Tests
durchgefiuhrt. In einem ersten Schritt wurde mithilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests
die Normalverteilung geprift. Falls eine Normalverteilung vorlag, wurde daraufhin die
Einfaktorielle ANOVA angewendet, um zu tberprifen, ob sich die zuvor ausgewahlten
Gruppen statistisch signifikant voneinander unterschieden. Lag hingegen keine Nor-
malverteilung vor, wurde bei mehr als zwei Gruppen der nichtparametrische Test nhach
Kruskal-Wallis als Untersuchungsmethode verwendet.

Im nachsten Kapitel dieser Doktorarbeit werden die Ergebnisse aller absolvierten Ver-

suchsreihen erortert.

36



3 Ergebnisse

Beginnend mit der Versuchsreihe zu Meropenem werden die Resultate aller finf Me-
dikamente hinsichtlich ihres Einflusses auf die Granulozytenfunktionalitat beschrieben.
Hierbei werden alle untersuchten Parameter — Migrationslange, Migrationsgeschwin-
digkeit, Freisetzung von Myeloperoxidase und von DNA (MPO und DAPI), zeitlicher
Verlauf der ROS-Produktion (DHR) sowie DHR-Intensitat bertcksichtigt.

3.1 Ergebnisse Meropenem

Mit Meropenem wurden 16 Versuche durchgefuhrt, wobei nur 14 der 16 Kontrollkanéle
auswertbar waren, weil bei zwei Versuchen eine Luftblase im Kanal keine aussage-
kraftige Interpretation erméglichte. Die Konzentrationen 500 ng/mL und 5000 ng/mL
wurden in je zwolf der 16 Experimente eingesetzt, wahrend die Konzentrationen von
25000 ng/mL und 100000 ng/mL in jeweils vier der 16 Versuche genauer betrachtet
wurden. Die in den folgenden Abbildungen 9-12 dargestellten Diagramme enthalten
Boxplots, welche jeweils aus einem Rechteck und zwei ,Antennen®, den sogenannten
Whiskers, bestehen, anhand derer Minimum und Maximum abgelesen werden kon-
nen. Zusatzlich kennzeichnen die Boxplots das 1. Quatrtil, den Median und das 3. Quatr-

til. Kreise markieren AusreilRer, Sterne stellen Extremwerte dar.

3.1.1 Migrationslange
Auf dem nachfolgend abgebildeten Diagramm (siehe Abbildung 9) sind auf der y-

Achse die Lange der zurlckgelegten Strecke in um und auf der x-Achse die

Antibiotikumkonzentrationen in ng/mL abgebildet:
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Abbildung 9: Lange der Migrationsstrecke der Granulozyten bei Meropenem

Der erste Boxplot gibt die erste halbe Stunde ab Aufnahmebeginn wieder, der zweite
die darauffolgende halbe Stunde usw. und dies fur jede der analysierten Kon-
zentrationen. Im Median wanderten die neutrophilen Granulozyten in den ersten 30
Minuten ca. 170 um und in der folgenden halben Stunde ca. 100 um fir den Fall, dass
sich kein Antibiotikum im Kanal und in den Reservoiren befand. Bei Zugabe von Mero-
penem sank die zuriickgelegte Strecke im Median in der ersten halben Stunde auf ca.
120 pum (500 ng/mL) bzw. auf ca. 115 um (5000 ng/mL) ab, wéhrend sie dagegen ab
einer Meropenem-Konzentration von 25000 ng/mL wieder auf 150 um stieg und sich
dann bei einer Konzentration von 100000 ng/mL auf ca. 220 um erhéhte. Fir die zweite
halbe Stunde zeigte sich ein &hnlicher Verlauf, wobei die Granulozyten im Median bei
500 ng/mL ca. 80 um zuriicklegten, bei 5000 ng/mL ca. 70 um und dann ab 25000
ng/mL im Median ca. 100 um weiter wanderten. Ab der dritten halben Stunde ging die
Lange der zurtickgelegten Strecke zurtick und lag im Median fur alle Konzentrationen
bei oder unter 50 um. Insgesamt betrachtet unterschieden sich die Langen der Migra-

tionsstrecken fur die getesteten Konzentrationen sowohl im Vergleich zum Kontrollka-
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nal als auch im Verhaltnis niedrige gegentiber hohe Konzentration nicht statistisch sig-
nifikant voneinander. Fir die Boxploterstellung wurden Strecken unter 25 pm ausge-
schlossen, da es sich hierbei um keine neutrophilen Granulozyten handeln konnte, die
zumindest in den ersten Zeitintervallen deutlich mehr Streckenlange zuricklegten.
Durch Festlegung der ,Track Duration® auf Werte oberhalb von 900 Sekunden wurden
auch Zellen, die zwischenzeitlich im Gel abtauchten, ausgeschlossen. So konnten po-
tentielle Storfaktoren, die die Untersuchungsergebnisse in falsche Richtungen beein-

flussen konnten, exkludiert werden.

3.1.2 Migrationsgeschwindigkeit

Ein ahnliches Bild ergab sich bei der Auswertung der Migrationsgeschwindigkeit der
neutrophilen Granulozyten, woflr auf der y-Achse die mittlere Geschwindigkeit der
Zellen in um/s und auf der x-Achse erneut die Antibiotikumkonzentrationen in ng/mL

aufgetragen wurden (siehe Abbildung 10):
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Abbildung 10: Migrationsgeschwindigkeit der neutrophilen Granulozyten bei Zugabe differierender
Meropenem-Konzentrationen

Der erste Boxplot entspricht wiederum der ersten untersuchten halben Stunde fir die

jeweilige Antibiotikumkonzentration, der zweite der n&chsten halben Stunde usw. Fur
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die ersten 30 Minuten lag die mittlere Geschwindigkeit im Median bei ca. 0,095 pum/s
in der Kontrolle, sank dann bis zu einer Meropenem-Konzentration von 5000 ng/mL ab
(Median bei ca. 0,06 um/s), um dann bis zur héchsten verwendeten Konzentration von
100000 ng/mL wieder anzusteigen (Median bei ca. 0,13 um/s). Auch die zweite halbe
Stunde ergab einen diesem Schema folgenden Verlauf, wobei der Median der Migra-
tionsgeschwindigkeit bei ca. 0,06 pm/s im Kontrollkanal, bei ca. 0,03 pum/s fur eine
Meropenem-Konzentration von 5000 ng/mL und bei ca. 0,08 um/s fur eine Konzentra-
tion von 100000 ng/mL lag. Die folgenden halben Stunden befanden sich fur alle ein-
gesetzten Antibiotikumkonzentrationen bei ca. 0,025 um/s und noch weiter fallend.
Auch bei der Migrationsgeschwindigkeit ergaben sich im Vergleich zwischen Kontroll-
kanal und den Kanalen mit differierenden Meropenem-Konzentrationen keine signifi-

kanten Unterschiede.

3.1.3 NETose und Freisetzung von Myeloperoxidase

Desweiteren wurden anhand von DAPI die Zeitpunkte ermittelt, an welchen die Halfte
der Granulozyten die NETose durchlaufen hatten, parallel dazu wurden die Zeitpunkte
der Myeloperoxidase-Freisetzung betrachtet. Hierzu wurden auf der y-Achse die me-
dianen ETso-Werte in Minuten und auf der x-Achse die Antibiotikumkonzentrationen

in ng/mL aufgetragen (siehe Abbildung 11):

Farbe
400 T EparI
— [l
3 .
o L ]
=
LE]
[
N
-
]
=
g 300
=
[ 1]
Q
=
E
3
et
W 200
[E]
| =
ol
o
[ 1]
=

100
0 200 5000 25000 100000

Konzentration von Meropenem [ngimL]

40



Abbildung 11: Zeitpunkte, an denen die Halfte der Granulozyten die NETose durchliefen

Fur den Kontrollkanal und die niedrigste Meropenem-Konzentration von 500 ng/mL
lagen die Mediane fur die NETose (nach jeweils ca. 240 Minuten) und die MPO-Frei-
setzung (nach jeweils ca. 220 Minuten) in einem &ahnlichen Bereich. Bei 5000 ng/mL
befand sich der Median fur die NETose bei ca. 175 Minuten und der fir die MPO-
Freisetzung bei ca. 200 Minuten. Fiur die Meropenem-Konzentration von 25000 ng/mL
trat die NETose im Median nach 210 Minuten ein und das Enzym Myeloperoxidase
wurde im Median nach 195 Minuten sezerniert, wahrend die Werte bei der héchsten
eingesetzten Antibiotikumkonzentration von 100000 ng/mL im Median bei ca. 230 Mi-
nuten (NETose) und bei ca. 285 Minuten (MPO) lagen. Wahrend sich der mediane
Zeitpunkt der NETose im Kontrollkanal statistisch signifikant von dem des Kanals mit
der Meropenem-Konzentration von 5000 ng/mL unterschied, war dies beim Vergleich
der restlichen Werte sowohl bei DAPI als auch bei MPO nicht der Fall. Um vom Mikro-
skop nach Beendigung der Laufzeit nicht mehr erfasste, mittels Phoenix potentiell
falsch geschatzte ETso-Werte auszuschlieBen (Zeitpunkte > 7 h Mikroskoplaufzeit),
wurden nur ETso-Werte, die unter 420 Minuten lagen, fur die Analyse bericksichtigt.

3.1.4 Zeitverlauf und Intensitat der ROS-Produktion

Einen weiteren untersuchten Parameter stellte der Zeitpunkt der maximalen ROS-Pro-
duktion dar, welcher mithilfe von DHR ermittelt wurde. Hierfir wurden auf der y-Achse
die Tmax ROS in Minuten und auf der x-Achse erneut die Antibiotikumkonzentrationen

in ng/mL aufgetragen (siehe Abbildung 12):

41



200

150

100

Tmax ROS [min] (Gelkontaktzeit dabei)

a0

ra-*

5000 25000 100000

Konzentration von Meropenem [ng/mL]

Abbildung 12: Zeitpunkte, an denen die Granulozyten im Median maximale ROS-Produktion aufwiesen

Der Median fur den Zeitpunkt der maximalen ROS-Produktion lag im Kontrollkanal bei
ca. 125 Minuten und bei der niedrigsten eingesetzten Konzentration von 500 ng/mL
bei ca. 120 Minuten. Fur eine Meropenem-Konzentration von 5000 ng/mL zeichnete
sich die mediane Tmax ROS bei ca. 95 Minuten ab, wahrend sie fur die beiden noch
hoheren Konzentrationen wiederum im Median erst spater eintrat (nach ca. 105 Minu-
ten bei 25000 ng/mL und nach ca. 120 Minuten bei 100000 ng/mL). Die Zeitpunkte der
maximalen ROS-Produktion in den einzelnen Kanélen unterschieden sich nicht statis-
tisch signifikant voneinander.

Als letzter Parameter wurde die Intensitat der ROS-Produktion betrachtet. Dabei wurde
der Median der Voxelintensitaten je berechneter ROS-Flache (also je Zelle) mittels
Imaris identifiziert und dann der Mittelwert dieser medianen Intensitaten je Zeitpunkt
Uber alle Zellen berechnet. Dieser Mittelwert wurde auf der y-Achse aufgetragen, wah-
rend auf der x-Achse die gerundeten Zeitpunkte ab Untersuchungsbeginn festgehalten
wurden (siehe Abbildung 13). Die unterschiedlichen, getesteten Meropenem-Konzen-
trationen wurden durch verschiedene Farben der Fehlerbalken im Diagramm ersicht-
lich gemacht.
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Abbildung 13: Mediane Intensitat der ROS-Produktion bei Einsatz unterschiedlicher Meropenem-
Konzentrationen

Fur alle eingesetzten Konzentrationen zeigte sich tendenziell ein @hnlicher Verlauf: Die
ROS-Intensitat stieg anfanglich und lag fur die ersten beiden Stunden auf einem an-
nahernd konstanten Niveau, fiel anschlieend im Verlauf der dritten Stunde etwas ab,
um wahrend der vierten Stunde erneut anzusteigen und fur die restliche Untersu-
chungszeit wieder auf einem etwas héheren, relativ bestandigen Niveau zu bleiben.
Einzig die gemessenen Werte flr die Meropenem-Konzentration von 100000 ng/mL
lagen deutlich oberhalb der Mittelwerte der restlichen medianen Intensitaten. Diese
basierten auf drei der vier zu dieser Konzentration durchgefiihrten Versuche. Abgese-
hen von diesen Werten lagen beinahe alle erhobenen Mittelwerte der medianen ROS-
Intensitat bei Zusatz von Meropenem (unabhangig von der Konzentration) unterhalb

derer des Kontrollkanals ohne Antibiotikumzugabe.

3.2 Ergebnisse Cefuroxim

Zu dem Cephalosporin der 2. Generation Cefuroxim wurden insgesamt sechs Versu-

che durchgefihrt. Der linke Kanal fungierte als Kontrolle ohne Antibiotikumzusatz,
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wahrend im mittleren Kanal eine Cefuroxim-Konzentration von 2000 ng/mL und im

rechten Kanal eine Konzentration von 20000 ng/mL vorherrschte.

3.2.1 Migrationslange

Fur die erste halbe Stunde nach Aufnahmebeginn lag die zuriickgelegte Strecke der
neutrophilen Granulozyten in der Kontrolle im Median bei ca. 170 um, im mittleren
Kanal bei ca. 115 pm und im rechten Kanal bei ca. 100 um. Im Vergleich dazu befand
sich die Migrationslange im Verlauf der zweiten beobachteten halben Stunde im Me-
dian bei ca. 105 pum im Kontrollkanal, bei ca. 90 um fir die Antibiotikumkonzentration
von 2000 ng/mL und bei ca. 70 um fur die Cefuroxim-Konzentration von 20000 ng/mL.
Ab der dritten untersuchten halben Stunde lagen die gemessenen Werte fir alle drei
Kanale im Median bei ca. 50 pum und fur die folgenden halbstindigen Zeitintervalle
noch weiter darunter. Alle Messwerte der drei untersuchten Cefuroxim-Konzentratio-

nen unterschieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.

3.2.2 Migrationsgeschwindigkeit

Im Hinblick auf die mittlere Geschwindigkeit der Granulozytenmigration ergaben sich
wieder &hnliche Tendenzen wie bei der Migrationslange. Im linken Kanal (Kontrolle)
lag die mittlere Migrationsgeschwindigkeit in der ersten halben Stunde im Median bei
ca. 0,115 pm/s, wahrend sie sich dagegen fur die Konzentration von 2000 ng/mL bei
ca. 0,075 um/s und fur die Konzentration von 20000 ng/mL bei ca. 0,06 um/s befand.
Im Verlauf der zweiten halben Stunde betrugen die Werte fir die mittlere Migrations-
geschwindigkeit im Median ca. 0,065 um/s (Kontrolle), ca. 0,055 um/s und ca. 0,035
um/s. Ab der dritten untersuchten halben Stunde lagen die Werte fur die mittlere Ge-
schwindigkeit der Granulozyten fiur alle drei Testbedingungen im Median im Bereich
von ca. 0,03 um/s und darunter. Die resultierenden Migrationsgeschwindigkeiten der
drei getesteten Cefuroxim-Konzentrationen wiesen keinen statistisch signifikanten Un-

terschied auf.

3.2.3 NETose und Freisetzung von Myeloperoxidase

Hinsichtlich der Freisetzung der DNA lagen die medianen ETso-Werte fur die Kontrolle
bei ca. 195 Minuten, wahrend die NETose fur den mittleren und den rechten Kanal im
Median erst zu einem spéteren Zeitpunkt erfolgte. Im Hinblick auf die MPO-Freiset-
zung befanden sich die erhobenen Werte in einem &ahnlichen Bereich wie fur die

NETose, so lag die mediane ETso bei ca. 205 Minuten im Kontrollkanal und bei ca. 230
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Minuten im mittleren Kanal. Lediglich im rechten Kanal mit der hohen Konzentration
an Cefuroxim erfolgte die Freisetzung des Enzyms Myeloperoxidase im Median deut-
lich vor der des NETose-Eintritts, hier lag die mediane ETso bei ca. 210 Minuten. Die
Durchfiuihrung statistischer Tests ergab weder fiir die medianen Zeitpunkte der NETose

noch fur die der Myeloperoxidase-Sezernierung statistische Signifikanz.

3.2.4 Zeitverlauf und Intensitat der ROS-Produktion

Die Zeitpunkte, an denen die Granulozyten im Median die maximale ROS-Produktion
aufwiesen, befanden sich fir alle drei getesteten Konzentrationen relativ nah beieinan-
der. So lag die Tmax ROS fir die Kontrolle im Median bei ca. 128 Minuten, fir die Cefu-
roxim-Konzentration von 2000 ng/mL bei ca. 132 Minuten und fur die Cefuroxim-Kon-
zentration von 20000 ng/mL bei ca. 134 Minuten. Die erhaltenen Ergebnisse unter-

schieden sich nicht statistisch signifikant voneinander.

3.3 Ergebnisse Moxifloxacin

Zu dem Fluorchinolon Moxifloxacin wurden acht Versuche durchgefihrt. Der linke Ka-
nal fungierte als Kontrolle ohne Antibiotikumzugabe, wahrend im mittleren Kanal eine
Moxifloxacin-Konzentration von 2000 ng/mL und im rechten Kanal eine Konzentration

von 20000 ng/mL eingesetzt wurde.

3.3.1 Migrationslange

In der ersten halben Stunde nach Start der Mikroskopaufnahmen lag der Median der
zurlckgelegten Granulozytenmigrationsstrecke in der Kontrolle bei ca. 125 pum. Im
mittleren und rechten Kanal lagen die Werte fir beide Moxifloxacin-Konzentrationen
sehr nahe beieinander (103 bzw. 98 pum). Wahrend der zweiten halben Stunde nach
Aufnahmebeginn ergaben die Werte fir den Kontrollkanal im Median ca. 65 um, fur
die niedrigere Konzentration leicht dartber bei ca. 75 pm und ftr die hohere Konzen-
tration nur noch bei ca. 45 pm. In der dritten halben Stunde betrug der Median fur alle
drei Kandle ca. 45 um und stieg im Verlauf der vierten halben Stunde noch einmal fir
alle drei Moxifloxacin-Konzentrationen minimal um wenige um an, um in der finften
halben Stunde nach Aufnahmestart wieder leicht abzufallen (linker und rechter Kanal)
bzw. auf einem &hnlichen Niveau zu bleiben (Mitte). Die erhobenen Unterschiede zwi-

schen den eingesetzten Konzentrationen erwiesen sich nicht als statistisch signifikant.

3.3.2 Migrationsgeschwindigkeit

45



Die Betrachtung der mittleren Granulozytenmigrationsgeschwindigkeit ergab ein &hn-
liches Bild wie die im Rahmen der Migration zurtickgelegte Streckenldnge. Die mittlere
Geschwindigkeit der Neutrophilen lag in der ersten halben Stunde im Median bei ca.
0,075 um/s in der Kontrolle, bei ca. 0,065 um/s im mittleren Kanal und bei ca. 0,06
pm/s im rechten Kanal. Im Verlauf der zweiten untersuchten halben Stunde befanden
sich die Mediane der mittleren Migrationsgeschwindigkeit weit unter denen des ersten
Zeitintervalls, so betrugen die Mediane ca. 0,035 um/s, ca. 0,04 um/s bzw. ca. 0,025
pum/s. In der dritten halben Stunde nach Untersuchungsbeginn bewegten sich die Me-
diane fur alle drei Kanale in einem Bereich zwischen 0,023 um/s - 0,027 pm/s und
stiegen wahrend der vierten halben Stunde noch einmal bei allen drei Moxifloxacin-
Konzentrationen um wenige pum/s an, um anschliel3end im funften Zeitintervall wieder
um ein paar pm/s abzusinken (linker und rechter Kanal) bzw. zu stagnieren (Mitte).
Zwischen den nachgewiesenen Unterschieden in der Migrationsgeschwindigkeit liel3
sich keine statistische Signifikanz feststellen.

3.3.3 NETose und Freisetzung von Myeloperoxidase

Im Hinblick auf Zeitpunkte, zu denen die Halfte der Granulozyten in die NETose gingen
bzw. das Enzym Myeloperoxidase freisetzten, zeigten sich fir alle drei untersuchten
Moxifloxacin-Konzentrationen éhnliche Tendenzen. Der Median fir die NETose lag im
Kontrollkanal bei ca. 170 Minuten, bei der Antibiotikumkonzentration von 2000 ng/mL
im Bereich von ca. 190 Minuten und bei der hohen Konzentration von 20000 ng/mL im
Bereich von ca. 180 Minuten. Die medianen ETso-Werte fur die MPO-Sezernierung
befanden sich dagegen stets zeitlich vor denen der DNA-Freisetzung, so bewegten
sich die Mediane im Bereich zwischen 145-165 Minuten. Weder die Werte fur die
NETose noch die fur die MPO-Freisetzung der drei unterschiedlichen Untersuchungs-

bedingungen erwiesen sich als statistisch signifikant.

3.3.4 Zeitverlauf und Intensitat der ROS-Produktion

Angesichts der Analyse der Zeitpunkte, an denen die neutrophilen Granulozyten im
Median maximal viele Sauerstoffradikale produzierten, ergab sich ebenfalls kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und den beiden anderen Ka-
nalen. So befand sich der Median der Tmax ROS im Kontrollkanal bei ca. 102 Minuten,
im mittleren Kanal bei ca. 88 Minuten und im rechten Kanal bei ca. 95 Minuten.

Die Auswertung der medianen DHR-Intensitat zeigte, dass sich die Mittelwerte fur alle

drei Konzentrationen im Verlauf der ersten viereinhalb Stunden nach Mikroskopstart
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in einem &ahnlichen Bereich bewegten. Die Mittelwerte der medianen ROS-Intensitat
lagen in der ersten Stunde zwischen 25 und 30, sanken gegen Ende dieses Intervalls,
stiegen im Verlauf der zweiten untersuchten Stunde noch einmal leicht an und fielen
bis kurz vor Beginn der dritten beobachteten Stunde wieder etwas ab. Nach Ablauf
von ca. viereinhalb Stunden blieben die Mittelwerte der medianen DHR-Intensitat fur
den Kontrollkanal und die fur den rechten Kanal relativ bestandig zwischen 22 und 24,
wahrend die Mittelwerte der medianen DHR-Intensitat fir die Antibiotikumkonzentra-
tion von 2000 ng/mL deutlich dartber lagen und sich in einem Bereich zwischen 26

und 31 bewegten.

3.4 Ergebnisse Clarithromycin

Zu dem Makrolid Clarithromycin wurden insgesamt acht Versuche durchgefuhrt. Bei
einem Experiment konnte der mittlere Kanal nicht ausgewertet werden, da die geringe
Anzahl von Zellen kein aussagekraftiges Ergebnis zuliel3. Der linke Kanal diente als
Kontrolle, wahrend im mittleren Kanal 1000 ng/mL und im rechten Kanal 10000 ng/mL

des Antibiotikums verwendet wurden.

3.4.1 Migrationslange

Fur die Kontrolle lag der Median der zurtickgelegten Migrationsstrecke in der ersten
untersuchten halben Stunde bei ca. 125 pm und in der darauffolgenden bei ca. 105
um. Im mittleren Kanal befand sich der Median im ersten Zeitintervall bei ca. 85 um
und im darauffolgenden nur ganz knapp darunter bei ca. 80 um. Auch im rechten Kanal
bewegten sich die erhobenen Werte beinahe im identischen Bereich wie in der Mitte,
so lagen die Mediane flur die ersten beiden halben Stunden nach Aufnahmebeginn
jeweils bei ca. 80 um. Im Verlauf der dritten beobachteten halben Stunde befanden
sich die Mediane der Streckenlange fir alle drei getesteten Konzentrationen noch bei
ca. 65 um und sanken fur die noch folgenden Zeitintervalle auf Werte unterhalb von
50 um ab. Die Uberpriifung der statistischen Signifikanz ergab keine klinisch relevan-

ten Unterschiede zwischen den drei Versuchsbedingungen.

3.4.2 Migrationsgeschwindigkeit

Hinsichtlich der mittleren Granulozytenmigrationsgeschwindigkeit resultierte ein ahnli-
cher Verlauf der Mediane wie bei der Auswertung der Migrationslange. So lag die mitt-
lere Geschwindigkeit der neutrophilen Granulozyten im Kontrollkanal bei ca. 0,08 um/s

fur die erste halbe Stunde und sank auf ca. 0,06 um/s im Verlauf der darauffolgenden
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halben Stunde. Im mittleren Kanal befand sich der Median im ersten untersuchten Zeit-
intervall bei ca. 0,045 um/s und in der nachsten halben Stunde knapp darunter bei ca.
0,04 um/s, wahrend die Mediane im rechten Kanal mit 10000 ng/mL Clarithromycin in
der ersten halben Stunde ebenso wie in der Mitte bei ca. 0,045 pum/s und bei ca. 0,038
pm/s fur das folgende Zeitintervall lagen. Fur alle drei Kanale betrug der Median in der
dritten halben Stunde ca. 0,03 pm/s und in den restlichen Untersuchungsintervallen
sanken die Mediane auf Werte unterhalb der 0,03 um/s. Auch bei diesem erhobenen
Parameter zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede bezlglich der Di-
rektwirkung der unterschiedlichen Clarithromycin-Konzentrationen auf die Granulozy-

ten.

3.4.3 NETose und Freisetzung von Myeloperoxidase

In Anbetracht der Zeitpunkte, an denen die Halfte der Neutrophilen in die NETose
Ubergingen bzw. damit begannen Myeloperoxidase freizusetzen, bewegte sich der me-
diane ETso-Wert fur die Kontrolle bei ca. 270 Minuten (NETose) bzw. bei ca. 215 Mi-
nuten (MPO-Freisetzung). Im mittleren Kanal befand sich der Median fur die Ausbil-
dung der DNA-Netze bei ca. 310 Minuten und fir die MPO-Sezernierung bei ca. 290
Minuten. Fur die hohe Clarithromycin-Konzentration lag der Median bei ca. 265 Minu-
ten fir den NETose-Eintritt und bei ca. 235 Minuten fur die Freisetzung des Enzyms
Myeloperoxidase. Die Durchfliihrung statistischer Tests ergab keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede im Hinblick auf die verschiedenen Testbedingungen der drei un-

tersuchten Kanale.

3.4.4 Zeitverlauf und Intensitat der ROS-Produktion

Auch die Ergebnisse der Analyse der Zeitpunkte, an denen die neutrophilen Gra-
nulozyten im Median maximale ROS-Produktion zeigten, wiesen bei Vergleich der un-
terschiedlich eingesetzten Clarithromycin-Konzentrationen keine statistische Signifi-
kanz auf. So waren die Mediane fiir die Tmax ROS fir alle drei Versuchsbedingungen
in einem eng begrenzten Bereich anzutreffen: bei ca. 155 Minuten fur den Kontrollka-
nal, bei ca. 160 Minuten fir die niedrige Antibiotikumkonzentration und bei ca. 152
Minuten fur die hohe Konzentration. Im Rahmen der Auswertung der medianen Inten-
sitat der ROS-Produktion lagen die erhobenen Mittelwerte fur die Kontrolle und die
Konzentration von 1000 ng/mL weitestgehend wahrend des Verlaufs der gesamten

siebenstindigen Mikroskopaufnahmen im Bereich von ca. 20. Lediglich zu Beginn der
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ersten halben Stunde, zwischen eineinhalb und zweieinhalb Stunden nach Aufnahme-
beginn und gegen Ende der Laufzeit zeigte die Analyse Mittelwerte fir die mediane
DHR-Intensitat der niedrigen Konzentration auf, die sich weit Gber den restlichen Wer-
ten befanden. Bei der Betrachtung der Mittelwerte der medianen Intensitat fur die hohe
Konzentration fiel hingegen auf, dass die Werte im Verlauf der ersten drei Stunden bei
ca. 30 und somit Giber denen der anderen beiden Antibiotikumkonzentrationen lagen.
Demgegeniber bewegten sie sich wahrend der vierten und flinften untersuchten
Stunde auf dem gleichen Niveau wie bei der Kontrolle und beim mittleren Kanal (bei
ca. 20) und stiegen gegen Ende der Mikroskoplaufzeit noch einmal etwas an auf ca.
30. Die erhaltenen Ergebnisse fur die drei Testbedingungen unterschieden sich jedoch

nicht statistisch signifikant voneinander.

3.5 Ergebnisse Prednisolon

Als flnftes und letztes Medikament wurde das synthetische Glukokortikoid Predniso-
lon untersucht, zu dem noch einmal acht Versuche durchgefuhrt wurden. Der linke
Kanal diente als Kontrolle, wahrenddessen in den mittleren Kanal eine Konzentration

von 50 ng/mL und in den rechten Kanal 500 ng/mL eingesetzt wurden.

3.5.1 Migrationslange

Im Rahmen der Analyse der Migrationsstreckenlange befand sich der Median in der
Kontrolle im Verlauf der ersten halben Stunde bei ca. 220 um, im darauffolgenden
Zeitintervall bei ca. 185 pm und innerhalb der dritten untersuchten halben Stunde noch
bei ca. 110 pm. Ahnliche mediane Werte zeigten auch die Resultate im mittleren und
rechten Kanal, welche keine statistisch signifikante Unterscheidung zum Kontrollkanal
und untereinander aufwiesen. So lagen die Mediane der gemessenen Streckenlangen
im mittleren Kanal vom ersten bis zum dritten Zeitintervall bei ca. 202 um, ca. 150 pm
bzw. ca. 100 um. Im rechten Kanal bewegten sich die Mediane mit der ersten halben
Stunde beginnend bei ca. 175 um, anschliel3end bei ca. 160 pm und im dritten Zeitin-
tervall bei ca. 90 um. Fir die restliche Untersuchungszeit befanden sich die Mediane

in allen drei Kanalen bei Werten um die 50 um und weiter absinkend.

3.5.2 Migrationsgeschwindigkeit

Auch die Betrachtung der mittleren Migrationsgeschwindigkeiten der neutrophilen Gra-

nulozyten lieferte bei Prednisolonzusatz ein ahnliches Bild wie die zuriickgelegte Stre-
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ckenlange. Die Mediane waren im Kontrollkanal in den ersten drei beobachteten hal-
ben Stunden bei ca. 0,15 um/s, ca. 0,122 pm/s und ca. 0,07 um/s gegeniiber Werten
von ca. 0,14 um/s, ca. 0,095 um/s und ca. 0,065 um/s fir den mittleren Kanal. Im Kanal
mit der hohen Konzentration an Glukokortikoid lag der Median der ersten halben
Stunde bei ca. 0,115 pum/s, im zweiten Zeitintervall bei ca. 0,095 pm/s und in der dritten
untersuchten halben Stunde bei ca. 0,06 um/s. Fur den restlichen untersuchten Zeit-
rahmen ergaben sich nur noch Mediane bei ca. 0,03 um/s und weiter darunter lie-
gend. Die resultierenden Werte unterschieden sich im Hinblick auf die differierenden

Prednisolonmengen nicht statistisch signifikant voneinander.

3.5.3 NETose und Freisetzung von Myeloperoxidase

Bei der Auswertung der Zeitpunkte, an denen die Halfte der Granulozyten die NETose
durchliefen bzw. Myeloperoxidase freisetzten, befanden sich die medianen ETso-Werte
fur die NETose bei ca. 225 Minuten in der Kontrolle, bei ca. 280 Minuten im mittleren
Kanal und bei ca. 290 Minuten im rechten Kanal. Die Mediane fir die Zeitpunkte der
MPO-Sezernierung lagen immer vor denen der NETose und waren fur den Kontrollka-
nal und die niedrige Prednisolon-Konzentration relativ nah beieinander, bei ca. 212
Minuten (Kontrolle) bzw. bei ca. 198 Minuten (50 ng/mL Prednisolon). Im rechten Kanal
bewegte sich die mediane ETso fur die Myeloperoxidase-Freisetzung hingegen bei ca.
270 Minuten. Die Ergebnisse beider Parameter unterschieden sich angesichts der drei
verschiedenen Testbedingungen jeweils nicht statistisch signifikant voneinander.

3.5.4 Zeitverlauf und Intensitat der ROS-Produktion

Zudem ergab auch die Prufung der Werte flur die Zeitpunkte, an denen die Granulozy-
ten im Median maximal viele radikale Sauerstoffspezies produzierten, keine statisti-
sche Signifikanz zwischen den drei verwendeten Konzentrationen. Die Mediane fir die
Tmax ROS waren im linken Kanal bei ca. 156 Minuten, im Falle der niedrigen Predniso-
lon-Konzentration bei ca. 152 Minuten und im rechten Kanal bei ca. 165 Minuten an-
zutreffen.

Im Hinblick auf die Analyse der Mittelwerte der medianen ROS-Intensitaten waren fir
die drei unterschiedlichen Prednisolon-Konzentrationen variierende Kurvenverlaufe
nachweisbar. Fur den Kontrollkanal stiegen die Mittelwerte fur die mediane Intensitat
im Verlauf der ersten halben Stunde von 12 auf 14 an, sanken innerhalb der nachsten

30 Minuten wieder auf Werte knapp oberhalb von 12 ab und bewegten sich fur die
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restlichen sechs Stunden der Mikroskoplaufzeit im Bereich von 12. Bezuglich der nied-
rigen Glukokortikoidkonzentration lagen die Mittelwerte wéhrend der ersten beiden
Stunden um 14, um sich ab dreieinhalb Stunden Mikroskoplaufzeit im Bereich um 12
einzupendeln. Das Maximum der Mittelwerte der medianen Intensitat im Kanal mit der
hohen Prednisolon-Konzentration befand sich nach einer Laufzeit von ca. 0,67 h etwas
oberhalb von 16. Von diesem Zeitpunkt an fielen die Mittelwerte der medianen Inten-
sitat fur die folgenden eineinhalb Stunden ab und stiegen zwischenzeitlich bei 4,00 h
bis ca. 4,33 h noch einmal kurz auf einen Wert von 13 bei 4,33 h an, um fur das restli-

che Untersuchungsintervall bis auf Werte unter 12 zu sinken.
4 Diskussion

Nach ausfuhrlicher Darlegung der Ergebnisse aller funf durchgefiihrten Versuchsrei-
hen erfolgt im nachsten Kapitel eine dezidierte Einordnung und Interpretation der Er-
gebnisse und die Gegenuberstellung der erhaltenen Resultate mit denen anderer, ahn-

lich angelegter Studien mit einem vergleichbaren Forschungsziel.

4.1 Beeinflussung von Migrationslange und -geschwindigkeit durch

die untersuchten Substanzen

Bei den durchgefuhrten Versuchsreihen ergab die detaillierte Betrachtung der Direkt-
wirkung aller vier untersuchten Antibiotika (Meropenem, Cefuroxim, Moxifloxacin, Cla-
rithromycin) auf die neutrophilen Granulozyten im Hinblick auf ihre Migrationsstrecke
und ihre Migrationsgeschwindigkeit zum Teil schwache Anderungen. Dies galt fir alle
Konzentrationen, sowohl fur die niedrigen als auch die héheren Dosierungen jeweils
im Vergleich zur Kontrolle. Dass die Anderungen nur relativ schwach ausfielen, kénnte
allerdings u.a. daran liegen, dass als Standardverfahren zur Isolierung von Neutrophi-
len die Dichtegradiententrennung mittels Zentrifugation erfolgte. Hierbei sind die Zellen
wéahrend des Isolationsprozesses g-Kréaften ausgesetzt, welche zu einer paralytischen
Hemmung der PMN-Funktionen Uber eine bestimmte g-Zeit hinaus fuhrten, wie Rim-
boeck et al. nachwiesen [48].

So zeigte sich nach Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an Meropenem im Ver-
gleich zur Kontrolle nur ein leichter Riickgang in der Lange der zuriickgelegten Strecke
bei einer Konzentration von 500 bzw. 5000 ng/mL, wahrend bei noch héheren Dosie-

rungen die Migrationsstrecke wieder anstieg, was auf eine Tendenz der Steigerung
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der Neutrophilenmigration bei sehr hohen Meropenem-Konzentrationen hindeuten
konnte. Die eingesetzten Cefuroxim-Dosierungen zeigten mit zunehmender Konzen-
tration im Vergleich zur Kontrolle eine geringfigige Abnahme sowohl bei der Lange
der zurtickgelegten Migrationsstrecke als auch bei der Migrationsgeschwindigkeit, wel-
che sich jedoch nicht als statistisch signifikant erwies und deshalb ebenso auf keinen
Einfluss von Cefuroxim auf die Granulozytenmigration hindeutet. Auch bei Einsatz des
Gyrasehemmers Moxifloxacin ergab sich weder bei der niedrigen noch bei der hohen
Konzentration eine signifikante Beeinflussung des Migrationsverhaltens. Das als vier-
tes Antibiotikum getestete Makrolid Clarithromycin wies im Vergleich zur Kontrolle bei
1000 ng/mL ebenso wie bei 10000 ng/mL eine leichte, jedoch nicht signifikante Ab-
nahme im Bereich der Granulozytenmigrationsstrecke und -geschwindigkeit auf.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Doktorarbeit konnten Moran et al. bei
in vitro-Untersuchung des Einflusses von Cefuroxim auf neutrophile Granulozyten
ebenfalls keine signifikante Anderung im Migrationsverhalten nachweisen [49]. Lotz et
al. kombinierten in ihrer Studie Bakterien des Stammes Staphylococcus aureus mit
mehreren Antibiotikaklassen, u.a. einem B-Lactam und einem Gyrasehemmer und
priften die Uberstande der mit Antibiotika behandelten Bakterien auf ihnren Gehalt an
Lipoteichoinsaure (LTA) und deren Effekt auf die Neutrophilenfunktion [50]. Ahnlich
der im Rahmen dieser Doktorarbeit absolvierten Studie konnten Lotz et al. bei den
beiden B-Lactamen Meropenem und Cefuroxim keinen Einfluss nachweisen, was auch
an der fehlenden intrazellularen Anreicherung von B-Lactamen liegen konnte [51, 52].
Im Gegensatz hierzu berichteten Lotz et al., dass die Aussetzung von Staphylococcus
aureus gegenuber Flucloxacillin und gegentiber Ciprofloxacin zu einer Freisetzung von
LTA fuahrte und die Co-Inkubation neutrophiler Granulozyten mit LTA-enthaltenden
Uberstanden eine Aktivierung der Neutrophilen nach sich zog. Dies wurde u.a. anhand
einer gesteigerten Granulozytenmigration sowie einer verbesserten Phagozytoseakti-
vitat ersichtlich. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die antibiotikainduzierte LTA-Frei-
setzung von Staphylococcus aureus zu einer verbesserten antimikrobiellen Aktivitat
durch neutrophile Granulozyten fuhrt [50].

Die zu dieser Studie widerspruchlichen Ergebnisse kdnnten daran liegen, dass in dem
hier verwendeten Versuchsansatz mit Moxifloxacin ein anderes Antibiotikum verwen-
det wurde, auch wenn es sich ebenfalls um einen Gyrasehemmer handelt, beide Anti-
biotika also strukturell miteinander verwandt sind und zur selben Antibiotikaklasse der

Fluorchinolone zahlen. Dartber hinaus spielt offensichtlich nicht nur die intrazellulare
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Anreicherung, wie sie fur Fluorchinolone als auch fir Makrolide in der Literatur be-
schrieben wurde [50, 51, 53-55], eine wesentliche Rolle in der Beeinflussung der
Neutrophilenfunktionen. Es kénnen auch Oberflachenproteine, Chemokine und Zyto-
kine der Signalkaskade sowie im Falle einer Infektion im Blut und im Gewebe befindli-
che Bakterien die Granulozyten ebenfalls mitbeeinflussen [50].

Trotz des fehlenden Einflusses der Antibiotika auf das Migrationsverhalten neutrophi-
ler Granulozyten in dieser Studie finden sich in der Literatur auch Hinweise daftr, dass
Neutrophile mit Antibiotika in Wechselwirkung treten und synergistisch in der Infekti-
onsbekdmpfung interagieren. In diesem Zusammenhang untersuchten Mandell et al.
beispielsweise die intrazellulare Aufnahme und den Transport von Antibiotika durch
Neutrophile, wobei sie bei mehreren Chinolonen und einem Ketolid eine Anreicherung
in den Granulozyten, eine von einem chemotaktischen Gradienten abhangige Befoér-
derung dieser Substanzen zum Infektionsherd und die dortige Wiederfreisetzung de-
tektieren konnten [51]. Auch Frank et al. gehen davon aus, dass neutrophile Gra-
nulozyten als eine Art ,Antibiotika-Lieferservice® agieren, um diese nach intrazellularer
Anreicherung zum Infektionsherd zu transportieren und dann durch synergistische
Bakterienabtdtung den Inflammationsbereich zu begrenzen und die Erreger zu elimi-
nieren [53]. So wurde auch beschrieben, dass Antibiotika Bakterien empfanglicher fur
eine Abtotung durch Neutrophile machen, wobei dieser Effekt bereits unterhalb der
minimalen Hemmkonzentration nachweisbar ist [56—-58]. Deshalb kénnten weitere Ver-
suche, in denen zusatzliche Einflussfaktoren wie Bakterien miteinbezogen werden,
noch mehr Aufschluss lber die Direktwirkung von Antibiotika auf neutrophile Gra-
nulozyten geben.

Auch bei dem neben den vier Antibiotika untersuchten Glukokortikoid Prednisolon
wurde besonderer Wert auf die Direktwirkung der Substanz auf die Granulozytenfunk-
tionen gelegt, wobei im Hinblick auf die Migration nachgewiesen werden konnte, dass
im Vergleich zur Kontrolle auch zunehmende Konzentrationen an Prednisolon (50 bzw.
500 ng/mL) keinen signifikanten Einfluss auf die zuriickgelegte Strecke und die Migra-
tionsgeschwindigkeit der Neutrophilen ausiibten. Gestutzt wird dieses Forschungsre-
sultat durch eine Studie von Fujita et al., welche eine seltene Form einer adulten Au-
toimmun-Neutropenie erfolgreich mit Prednisolon behandelten [59]. Im Rahmen ihrer
Studie fuhrten Fujita et al. einen Granulozyten-Immunfluoreszenz-Test durch und
konnten im Serum einer an Autoimmun-Neutropenie erkrankten Patientin Autoantikor-

per gegen humane Neutrophilenantigene detektieren. Wahrend die Verabreichung von
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Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF) keine Symptomlinderung er-
brachte, bewirkte die Gabe von Prednisolon eine Normalisierung und Stabilisierung
der Neutrophilenanzahl im Blut der Patientin [59]. Somit bestétigt diese Studie das
Ergebnis dieser Versuchsreihe, bei der keine inhibierende Wirkung von Prednisolon
auf die Granulozytenmigration beobachtet wurde. Im Gegensatz zu dieser Studie stell-
ten Fujita et al. jedoch zusatzlich einen fordernden Effekt des Glukokortikoids auf die
Neutrophilen fest [59]. Demgegentiber gelangten Heimbirger et al. zu differierenden
Erkenntnissen, da sie eine Hemmung der Zytokin-induzierten Adhasion zwischen
neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen nach Prednisolonzusatz in vitro detek-
tierten [60]. Diese widersprichlichen Ergebnisse kénnten daran liegen, dass in dieser
Versuchsreihe lediglich gesunde Probanden mit einer Granulozytenanzahl im Norm-
bereich teilnahmen, wahrend bei Fujita et al. ausschlie3lich Patienten mit Autoimmun-
Neutropenie in die Studie involviert waren. Zudem wurde Prednisolon in den Versu-
chen zu dieser Arbeit erst in vitro zu den aus Vollblut extrahierten neutrophilen Gra-
nulozyten gegeben, wohingegen das Medikament bei Fujita et al. den inkludierten Pa-
tienten verabreicht wurde und somit der Einfluss auf die Granulozytenanzahl bzw.
-funktion in vivo untersucht wurde [59]. Der Versuchsansatz von Heimburger et al. be-
inhaltete auch Endothelzellen, die aus menschlichen Umbilikalvenen gewonnen wur-
den, wahrenddessen in dieser Studie die Interaktion der Granulozyten mit der Gefaf3-
wand nicht genauer betrachtet wurde, sondern das Hauptaugenmerk auf der Gra-
nulozytenfortbewegung an sich lag und nicht auf der Diapedese. Bei Heimbdurger et al.
fuhrte eine Vorbehandlung des Endothels mit Interleukin-1 oder Tumornekrosefaktor-
a (TNF-a) zu einer Ubermafigen endothelialen E-Selektin-Expression und einer Hy-
peradhasion der Neutrophilen. Dieser Vorgang wurde bei Prednisolonzugabe dosis-
abhangig reduziert [60].

Trotz der negativen Ergebnisse dieser Studie, die in einer Ablehnung der Forschungs-
hypothese in Bezug auf eine Inhibierung der Granulozytenmigration durch Antibiotika
und Prednisolon mindeten, lassen die angeflhrten Literaturdaten Wechselwirkungen
zwischen den verwendeten Medikamenten und neutrophilen Granulozyten vermuten,
die durch Grenzen unseres Versuchsmodells nicht ersichtlich wurden. Diese Fehler im
Versuchsmodell konnten die Ergebnisse irrtimlicherweise beeintrachtigen. So kann
das Granulozytenextraktionsverfahren dazu fuhren, dass neutrophile Granulozyten
vorzeitig die NETose durchlaufen. Hundhammer et al. gehen z.B. davon aus, dass

g-Kréfte in Kombination mit der Dauer der Zentrifugation die wichtigsten Funktionen
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der Neutrophilen erheblich beeintrachtigen, wobei fur die Herabsetzung der Neutro-
philenmigration das Produkt der beiden Faktoren g-Kraft sowie Zentrifugationsdauer,
das als g-Zeit definiert wird, verantwortlich zeichnet [61]. Aul3erdem stellen auch die
Bedingungen in den Kanélen des ibidi-3D-p-slides fur die Neutrophilen nur eine Anna-
herung an die physiologischen Verhéltnisse innerhalb des menschlichen Korpers dar.
Nahrmedium (fMLP) und Gelmatrix generieren in vitro nicht dieselben Voraussetzun-
gen wie das Zusammenspiel zwischen Blutfluss, Endotheloberflachen sowie Signal-
molekilen in vivo. Deshalb kdnnten auch die Grenzen des Versuchsansatzes bzw.
des Modells eine potentielle Direktwirkung der untersuchten Substanzen auf neutro-
phile Granulozyten ausschalten. So kénnte man in diesem Zusammenhang weitere
Versuche zur Verifizierung durchfiihren, in denen beispielsweise noch einmal explizit
Migrationsschritte wie Adhasion und Leukodiapedese in den Fokus gestellt werden
[62].

4.2 Beeinflussung von NETose und Myeloperoxidase-Freisetzung

durch die untersuchten Substanzen

In Anbetracht des Zeitpunktes der NETose fiel bei der Untersuchung des (B-Lactam-
Antibiotikums Meropenem auf, dass eine geringe Antibiotikumkonzentration von 500
ng/mL keine wesentliche Verdnderung bewirkte, wahrend die NETose bei 5000 ng/mL
Meropenem im Vergleich zur Kontrolle zu einem frilheren Zeitpunkt eintrat. Diese Ten-
denz setzte sich aber bei den ebenfalls getesteten, noch héheren Dosierungen nicht
fort, die NETose erfolgte hier zu einem spateren Zeitpunkt bei ca. 210 Minuten (25000
ng/mL) bzw. bei ca. 230 Minuten (100000 ng/mL). Dieser Zusammenhang liel3 trotz
der statistischen Signifikanz der friher eintretenden NETose bei einer Meropenem-
Konzentration von 5000 ng/mL die Schlussfolgerung zu, dass Meropenem den
NETose-Zeitpunkt der neutrophilen Granulozyten nicht beeinflusst. In der Literatur hin-
gegen finden sich auch Hinweise, dass B-Lactame die NET-Ausbildung induzieren
[63]. So erforschten Bystrzycka et al. den Effekt von Clindamycin und dem ebenfalls
zur Gruppe der B-Lactame zahlenden Amoxicillin auf die Freisetzung neutrophiler ex-
trazellularer Fallen (NETs). Hierzu wurden neutrophile Granulozyten gesunder Pro-
banden Uber Dichtegradientenzentrifugation extrahiert und anschlie3end wurden die
Zellen fur zwei Stunden mit Clindamycin bzw. mit Amoxicillin inkubiert und die NET-
Freisetzung mit PMA stimuliert, wahrend in dieser Studie fMLP (10 nM) als Stimulus

fungierte. Mithilfe eines Fluorometers wurden die NETs als Parameter fir die Menge
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an extrazellularer DNA quantifiziert und mit einem Immunfluoreszenzmikroskop aufge-
zeichnet [63, 64]. Es stellte sich heraus, dass Amoxicillin die NET-Ausbildung indu-
zierte, Clindamycin hingegen keinen Einfluss auf die NET-Freisetzung aufwies [63].
Auch bei dem als zweite Substanz getesteten Cefuroxim zeigte sich ein ahnlicher
Trend wie bei Meropenem und dem von Bystrzycka et al. gepriften Clindamycin, es
war lediglich eine nicht signifikante Verspatung des NETose-Zeitpunktes um ca. 30
Minuten im Vergleich zur Kontrolle feststellbar. Amoxicillin, welches ebenso wie Mero-
penem und Cefuroxim zu den B-Lactamen zahlt, I6ste bei Bystrzycka et al. im Gegen-
satz zu dieser Studie eine NETose aus [63]. Dies lasst darauf schliel3en, dass die Fa-
higkeit von Antibiotika die NET-Freisetzung zu verandern nicht nur von der gewahlten
Antibiotikaklasse abhangt, sondern auch von dem eingesetzten Antibiotikum selbst.
Betrachtet man parallel dazu die Verschiebung der Zeitpunkte der Myeloperoxidase-
Freisetzung zeichnete sich bei beiden untersuchten p-Lactamen ein ahnliches Bild wie
bei den NETose-Zeitpunkten ab. Weder Meropenem noch Cefuroxim erzielten in den
untersuchten Konzentrationen eine signifikante Abanderung des zeitlichen Verlaufs
der MPO-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle. Auffallig erschien bei den Ergebnis-
sen lediglich, dass bei Meropenem-Dosierungen von 5000 und 100000 ng/mL die
MPO-Freisetzung im Median erst ca. 30 Minuten (5000 ng/mL) bzw. ca. 50 Minuten
(100000 ng/mL) nach denen des NETose-Eintritts erfolgte, was aber durch die groR3e
Streuung der einzelnen Messwerte aller Versuche und der damit einhergehenden feh-
lenden statistischen Signifikanz erklart werden kann. Einen weiteren Anhaltspunkt lie-
ferte auch die Tatsache, dass die Zeitpunkte der MPO-Freisetzung nicht zwingend vor
denen des NETose-Eintritts liegen mussen, sondern auch parallel erfolgen kénnen,
falls sich mit Myeloperoxidase gefllte Granula auf3en auf der Kernmembran befinden
[5, 65]. Nach dem Auflésen der Kernmembran werden die darauf befindlichen MPO-
Granula mit den DNA-Fragmenten aus dem Nukleus gemeinsam ausgeworfen und
konnen auch auf den gebildeten NET-Strukturen lokalisiert sein, was die Bakterienab-
toétung optimiert [5, 65].

Im Vergleich zu diesen beiden auffalligen MPO-Freisetzungszeitpunkten bei Merope-
nem lagen die Werte bei dem dritten getesteten Antibiotikum, dem Fluorchinolon
Moxifloxacin, fur beide eingesetzten Konzentrationen vor denen des NETose-Eintritts
bei ca. 150 Minuten und unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrolle. Der
NETose-Eintritt erfolgte in allen drei Kanalen nach der MPO-Sezernierung, im Median

zwischen ca. 170 und 190 Minuten und wies auch keine Signifikanz auf, was einen
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fehlenden Einfluss von Moxifloxacin auf NETose und MPO-Freisetzung nahelegt. Zu
ahnlichen Erkenntnissen gelangten auch Potjo et al., welche in ihrer Studie die Effekte
von Moxifloxacin auf menschliche Neutrophilenfunktionen priften [36]. Hierzu setzten
sie Moxifloxacin in therapeutischen und dartiberliegenden Konzentrationen im Bereich
von 1000 bis 20000 ng/mL ein, was auch den hier verwendeten Dosierungen von 2000
bzw. 20000 ng/mL entspricht [36, 66]. Potjo et al. untersuchten dabei neben anderen
Granulozytenparametern die Generierung von antimikrobiellen reaktiven Sauer-
stoffspezies, die Freisetzung der primaren Granulozytenprotease und -elastase sowie
des Enzyms Myeloperoxidase. Dabei erfolgte die Aktivierung der Zellen ebenso wie in
dieser Studie durch den Lockstoff fMLP (10 nM). Abgesehen von einem signifikanten
Anstieg der Elastase-Freisetzung wurde keiner der anderen betrachteten Granulozy-
tenparameter durch das Fluorchinolon signifikant verandert [36], was genauso wie die
hier vorliegenden Ergebnisse zu dem Resultat fuhrt, dass die Neutrophilenfunktionen
im Wesentlichen nicht durch Moxifloxacin beeinflusst werden.

Auch die Untersuchung der vierten ausgewdahlten Substanz, des Makrolidantibioti-
kums Clarithromycin, ergab keine signifikante zeitliche Verschiebung des NETose-Ein-
tritts bzw. des Beginns der MPO-Sezernierung im Vergleich zur Kontrolle. Wahrend
jedoch bei einer Konzentration von 10000 ng/mL der mediane Zeitpunkt zwischen ca.
260 und 270 Minuten nach Aufnahmebeginn lag und sich damit in etwa im gleichen
Bereich wie in der Kontrolle befand, trat die NETose im Kanal mit der Dosierung von
1000 ng/mL erst bei ca. 310 Minuten ein. Der gleiche Trend setzte sich in allen drei
Kanalen fur die MPO-Freisetzung fort mit dem Unterschied, dass diese im Median im-
mer zwischen ca. 30 und 60 Minuten vor dem Beginn der NETose erfolgte. Zu gegen-
satzlichen Erkenntnissen gelangten Konstantinidis et al., die die immunmodulatorische
Rolle von Clarithromycin mit Acinetobacter Baumannii durch Beeinflussung der NET -
Formierung erforschten [12]. Sie konnten in ihrer Studie zeigen, dass Clarithromycin
die NET-Bildung in vitro induzieren kann. Hierbei greift Clarithromycin in Autophagozy-
toseprozesse ein, um NET-Strukturen auszubilden, welche das antimikrobielle Peptid
LL-37 auf ihrer Oberflache tragen. Zwar kam bei Konstantinidis et al. mit Clarithromycin
dasselbe Antibiotikum zum Einsatz wie in dieser Studie, aber zu den Blutproben ge-
sunder Probanden wurden Bakterien des Stammes Acinetobacter Baumannii hinzu-
gefugt. So konnte im Rahmen ihrer Versuche eine LL-37 vermittelte Hemmung des
Bakterienwachstums und der Biofilmbildung nachgewiesen werden [12]. Diese LL-37

abhangige antimikrobielle Funktion hangt stark von der Integritéat und Stabilitéat des
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NET-Gerustes ab, wobei das Makrolid Clarithromycin die NET-Ausbildung begiinstigte
und die entstandenen NETs anschlieRend Pathogene wie Acinetobacter Baumannii
beeinflussten, welche normalerweise nicht fahig sind, den NETose-Mechanismus in
neutrophilen Granulozyten auszulésen [12, 67]. Auch wenn dieser Bakterienstamm
nicht in der Lage ist, den NET-Bildungsprozess selbst zu fordern und Konstantinidis et
al. den beobachteten Effekt deshalb auf das Makrolidantibiotikum zurtickfuhrten, stellt
die Zugabe eines pathogenen Erregers zu den aus Vollblutproben gewonnenen
neutrophilen Granulozyten doch einen wesentlichen Unterschied im Vergleich zu dem
hier vorliegenden Experimentablauf dar. Auch die differierende Methodik der NET-Iso-
lierung sowie die unterschiedliche Vorgehensweise bei der Untersuchung der NET-
Formation (Fluoreszenzmikroskopie vs. Western-Blot) [12] konnten einen Erklarungs-
ansatz fur die verschiedenen Ergebnisse liefern.

Es finden sich in der Literatur jedoch auch Studien, die die urspriingliche Forschungs-
hypothese dieser Arbeit bestatigen und eine Verringerung der Freisetzung neutrophiler
extrazellularer Fallen nach Zugabe des Makrolids Azithromycin nahelegen [68]. Im Be-
reich der Methodik wurden die neutrophilen Granulozyten bei der von Bystrzycka et al.
publizierten Studie wie in diesem Versuchsablauf aus Vollblutproben gesunder Dono-
ren durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und mit mehreren variierenden
Antibiotikumkonzentrationen inkubiert. In einem weiteren Schritt initilerten sie Uber Zu-
gabe von PMA die NET-Bildung und bestimmten die Menge der freigesetzten DNA
quantitativ mithilfe eines Fluorometers, wéhrend in dieser Arbeit die Zellen nach Cla-
rithromycinzusatz tber fMLP (10 nM) stimuliert wurden. Die Sichtbarmachung der
NETSs erfolgte wie in diesem Experiment mit einem Immunfluoreszenzmikroskop [68].
Hierbei fanden Bystrzycka et al. heraus, dass die Vorbehandlung mit Azithromycin die
Freisetzung von NETSs signifikant herabsetzte [68], wahrend Konstantinidis et al. eine
Induzierung der NETose durch Makrolidantibiotika deklarierten [12] und diese Studie
keine signifikante Beeinflussung der NET-Bildung und des Zeitpunktes der MPO-Frei-
setzung ergab. Als Erklarungsansatz dieser differierenden Ergebnisse kdnnte die Ver-
wendung unterschiedlicher Lockstoffe (fMLP vs. PMA), der Einsatz von Bakterien (kein
Bakterienstamm vs. Acinetobacter Baumannii) oder auch die beiden verwendeten Ma-
krolide (Clarithromycin vs. Azithromycin) fungieren.

Mit dem neben den vier Antibiotika als flnfter Substanz getesteten Glukokortikoid

Prednisolon konnte bei beiden eingesetzten Konzentrationen im Median eine Ver-
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spéatung des NETose-Eintritts um ca. 40 Minuten im Vergleich zur Kontrolle nachge-
wiesen werden. Der gleiche Trend konnte fur den medianen Zeitpunkt der MPO-Frei-
setzung bei der hohen Prednisolon-Dosierung festgestellt werden, wahrend dieser
Wert fir die niedrige Dosierung im Vergleich zur Kontrolle nahezu unverandert blieb.
Insgesamt betrachtet erwiesen sich die detektierten Unterschiede nicht als signifikant,
weshalb eine fehlende Direktwirkung von Prednisolon auf die Zeitpunkte des NETose-
Eintritts und der MPO-Sezernierung deklariert wurde. Kontrar finden sich in der Litera-
tur einige Studien, die eine Reduzierung neutrophiler extrazellularer Fallen nach Inha-
lation von Kortikosteroiden bei Patienten mit chronisch inflammatorischen Lungen-
krankheiten nahelegen. So entwickelten Gal et al. eine auf Durchflusszytometrie beru-
hende Methode, um in vivo zirkulierende NETs im Plasma zu quantifizieren und die
NET-Plasmaspiegel bei Patienten mit Lungenerkrankungen wie Asthma und COPD zu
messen [69]. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Medikamentenapplikation fiel auf,
dass Patienten, die taglich inhalativ Kortikosteroide verabreicht bekamen, signifikant
niedrigere NET-Plasmaspiegel aufwiesen [69]. Die differierenden Studienergebnisse
konnte man dadurch erklaren, dass die im Rahmen dieser Arbeit absolvierten Experi-
mente rein in vitro mit den Blutproben gesunder Probanden durchgefiihrt wurden und
das zugegebene Prednisolonpraparat als Infusionslésung eingesetzt wird, wahrend
Gal et al. mit an chronischen Lungenkrankheiten leidenden Patienten in vivo ein inha-
latives Kortikosteroid verabreichten. Zudem wurde der Forschungsschwerpunkt dieser
Arbeit auf die durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmte, zeitliche Entwicklung des
NETose-Eintritts gelegt, wohingegen Gal et al. mithilfe eines durchflusszytometrischen
Verfahrens vor allem auf die quantitative Bildung von NET-Strukturen Wert legten [69].
Eine weitere Studie, die eine Herabsetzung neutrophiler extrazellularer Fallen durch
Glukokortikosteroide nachwies, publizierten Vargas et al., die an schwerem Asthma
erkrankten Pferden inhalativ Dexamethason applizierten und anhand aus deren Atem-
wegen gewonnenen Neutrophilen eine signifikante Reduktion der NET-Ausbildung im
Vergleich zur Kontrollgruppe feststellten [70]. Die Abweichungen dieser Ergebnisse
von denen dieser Versuchsreihe mussen jedoch kritisch hinterfragt werden und konn-
ten darauf basieren, dass Vargas et al. ihre Studie nicht an menschlichen Individuen
durchfuhrten und statt der Prednisolonlésung inhalatives Dexamethason verabreich-
ten [70]. Bestatigt wird die nur bedingt mdgliche Vergleichbarkeit der von Vargas et al.
beschriebenen NET-Reduzierung durch Glukokortikosteroide auch durch die Tatsa-

che, dass nur die aus den Atemwegen der Pferde gewonnenen Neutrophilen einen
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Ruckgang der NET-Ausbildung erfuhren, diese Reduktion jedoch nicht fir die ebenfalls
untersuchten, aber aus dem Blut der Pferde extrahierten neutrophilen Granulozyten
zutraf [70]. So ergab sich bei den nach Dexamethason-Inhalation aus Pferdevollblut
gewonnenen Neutrophilen sogar eine @hnliche Tendenz wie bei den hier erzielten Re-
sultaten, die auf einen fehlenden Einfluss hindeuteten [70]. Die oben aufgefuhrten Ar-
gumente verdeutlichen noch einmal, dass bei Prednisolon &hnlich wie bei den ebenso
untersuchten Antibiotika Meropenem, Cefuroxim, Moxifloxacin und Clarithromycin
keine eindeutige abschliel3ende These aufgestellt werden kann. Die vorliegenden Er-
gebnisse sowie weitere Beispiele aus der Literatur lassen aber eine fehlende Direkt-
wirkung der funf eingesetzten Substanzen auf den Zeitpunkt des NETose-Eintritts und

der MPO-Freisetzung vermuten.

4.3 Beeinflussung von ROS-Produktion und ROS-Intensitat durch

die untersuchten Substanzen

Bei dem in der ersten Versuchsreihe getesteten -Lactam Meropenem lagen die Me-
diane fir die Kontrolle und die Konzentrationen von 500, 25000 und 100000 ng/mL im
Bereich von ca. 105-130 Minuten nach Aufnahmebeginn. Lediglich bei der Dosierung
von 5000 ng/mL war die mediane maximale ROS-Produktion mit einem Wert von ca.
90 Minuten im Vergleich zur Kontrolle (ca. 130 Minuten) etwas tiefer angesiedelt, un-
terschied sich aber ebenfalls nicht statistisch signifikant von der Kontrolle und den rest-
lichen eingesetzten Meropenem-Konzentrationen. Die zur Erh6hung der Aussagekraft
zusétzlich erfolgte Uberpriifung der ROS-Intensitat untermauerte ebenfalls das Resul-
tat einer fehlenden Direktwirkung und wies fir alle Dosierungen im Einklang mit den
Ergebnissen der Zeitpunkte der maximalen ROS-Produktion die hdchsten Mittelwerte
der medianen Intensitat fur einen Zeitraum zwischen ca. 100 und 120 Minuten auf. Zu
ahnlich gelagerten Erkenntnissen gelangten Matera et al., welche ebenfalls in vitro die
Effekte des Carbapenems Meropenem auf die Funktionsweise von neutrophilen Gra-
nulozyten gesunder Probanden untersuchten [71]. Nur die héchste von ihnen verwen-
dete Meropenem-Dosierung, die mit 200000 ng/mL deutlich tber der in dieser Arbeit
eingesetzten hoéchsten Konzentration von 100000 ng/mL liegt, reduzierte statistisch
signifikant die phagozytotische Aktivitdt und die nicht durch einen Stimulus beein-
flusste Sauerstoffradikalfreisetzung nach einer Stunde Inkubationszeit [71]. Demge-
genuber erwies sich die durch Meropenem induzierte Reduktion der mit PMA-stimu-

lierten Sauerstoffradikalbildung nach einer Stunde Inkubationszeit nicht als signifikant
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[71]. Auch die bei Matera et al. in einem ahnlichen Konzentrationsbereich liegenden
Dosierungen von 5000 bis 100000 ng/mL veranderten weder die Menge an freigesetz-
ten Sauerstoffradikalen noch die Lebensfahigkeit der neutrophilen Granulozyten und
deuten wie die Ergebnisse dieser Studie ebenfalls darauf hin, dass therapeutisch re-
levante Meropenem-Konzentrationen die ROS-Produktion nicht grundlegend veran-
dern [71]. Es finden sich in der Literatur jedoch auch Hinweise, dass Meropenem nach
Verabreichung im Zusammenhang mit grampositiven und gramnegativen Bakterien-
stammen zu einer Verbesserung der Leukozytenabwehrfunktion fuihrt [24]. So betrach-
teten Novelli et al. in vitro die Wirkung von Meropenem in einem Konzentrationsbereich
zwischen 15 und 1250 ng/mL auf neutrophile Granulozyten, zu denen in jedem Ver-
such unterschiedliche grampositive und gramnegative Bakterienstimme gegeben
wurden. Hierbei bewirkte die Vorinkubation mit dem Carbapenem eine vergro3erte
Phagozytoseaktivitat und damit einhergehend eine vermehrte Sauerstoffradikalbildung
der Neutrophilen [24]. Eine mogliche Erklarung fur den bei Novelli et al. detektierten
optimierten Phagozytoseprozess konnte darauf basieren, dass sich im Gegensatz zu
dieser Versuchsreihe in der beschriebenen Studie eine Modifizierung der bakteriellen
Zelloberflache ereignet haben kdnnte, welche die Mikroorganismen empféanglicher far
die Phagozytose und die Abtotung durch Sauerstoffradikale macht [24, 72]. So kann
die Wechselwirkung zwischen Antibiotikum und Bakterium indirekt die Funktionsweise
neutrophiler Granulozyten beeinflussen.

Auch das zur weiteren Verifizierung der Ergebnisse als zweite Substanz getestete
Cefuroxim bestétigte den schon bei Meropenem festgestellten fehlenden Einfluss auf
die medianen Zeitpunkte der maximalen ROS-Produktion. So unterschieden sich die
Tmax ROS-Werte im Median bei Cefuroxim-Konzentrationen von 2000 und 20000
ng/mL lediglich um wenige Minuten vom Wert der Kontrolle, der bei ca. 127 Minuten
lag. Zu anderen Ergebnissen kamen Behra-Miellet et al., welche im Gegensatz zu dem
hier vorliegenden Versuchsablauf in vitro den Einfluss des 3-Lactams Amoxicillin in
Kombination mit dem B-Lactamase-Inhibitor Clavulansaure auf den oxidativen Meta-
bolismus polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten untersuchten [73]. Hierbei er-
hielten sie bei gleichzeitiger Testung beider Substanzen das Resultat, dass sich die
Sauerstoffradikalproduktion unter diesen Versuchsbedingungen signifikant vergro-
Berte [73]. Zu Erkenntnissen, welche eher den Feststellungen dieser Studie entspre-

chen, gelangten Carreer et al., die mehrere B-Lactame, darunter auch Cefuroxim, im
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Hinblick auf ihre Beeinflussung des oxidativen Metabolismus von Neutrophilen im Zu-
sammenhang mit der Einwirkung der generierten Sauerstoffradikale auf das Wirtsge-
webe genauer betrachteten [74]. Sie fanden keine Hinweise daflr, dass eines der ein-
gesetzten B-Lactam-Antibiotika einen Effekt auf die Superoxid- oder H202-Generie-
rung der neutrophilen Granulozyten aufwies und konnten einen moglichen therapeuti-
schen Rickschluss ziehen, da sie eine Schutzfunktion auf das Wirtsgewebe vor HOCI-
induziertem oxidativen Schaden durch B-Lactame aufzeigten [74]. Diese Resultate
stitzen zum einen die Annahme dieser Dissertation, dass p-Lactam-Antibiotika keine
Direktwirkung auf die Sauerstoffradikalproduktion Neutrophiler austiben und lassen
daruber hinaus sogar einen schonenden Einfluss auf korpereigene Strukturen durch
Herabregulierung der HOCI-Generierung nach -Lactam-Applikation vermuten [74].
Ahnlich gelagerte Ergebnisse wie bei den B-Lactam-Antibiotika Meropenem und Cefu-
roxim lieferte auch die Untersuchung des Fluorchinolons Moxifloxacin im Hinblick auf
die zeitliche Entwicklung der ROS-Produktion und die ROS-Intensitat. So fanden sich
die medianen Zeitpunkte der maximalen ROS-Produktion fir die verwendeten Moxiflo-
xacin-Konzentrationen zeitlich mit ca. 88 Minuten (2000 ng/mL) und ca. 95 Minuten
(20000 ng/mL) nur knapp vor denen der Kontrolle mit ca. 102 Minuten. Auch die Mit-
telwerte der medianen ROS-Intensitat mit einem Maximum im Bereich zwischen ca.
80 und 100 Minuten fiur alle Dosierungen bestatigen die im Rahmen der Analyse der
ROS-Produktion ermittelten Daten und lassen auf eine fehlende Direktwirkung von
Moxifloxacin auf diesen Granulozytenparameter schlie3en. Die gleiche Erkenntnis
spiegelt sich auch in einer Studie von Fischer und Adam wider, welche die Effekte von
Moxifloxacin auf die Phagozytose und Sauerstoffradikalgenerierung neutrophiler Gra-
nulozyten erforschten [66]. Im Gegensatz zu dieser Experimentreihe kam hier ein
Durchflusszytometer zum Einsatz und es befanden sich pathogene Erreger in Form
von Candida albicans und Staphylococcus aureus in ihrem Versuchsansatz. Diese
wurden zu den Blutproben gesunder Probanden gegeben genauso wie ausgewahlte
Moxifloxacin-Konzentrationen (1000, 10000 und 100000 ng/mL) nachtraglich hinzuge-
fugt wurden [66]. Somit decken auch die eingesetzten Dosierungen dieser Studie das
Spektrum der hier verwendeten Konzentrationen ab, der Versuchsaufbau unterschei-
det sich von dieser Arbeit durch die potentiellen Stdrfaktoren (Pilz/Bakterium). Auch
ihre Forschungsergebnisse zeichneten ein &hnliches Bild wie diese Studie, bei Zugabe
des antibiotikaresistenten Pathogens Candida albicans zeigte sich bei keiner der ein-

gesetzten Moxifloxacin-Konzentrationen ein signifikanter Einfluss auf die untersuchten

62



Neutrophilenfunktionen, auch nicht bei einer Dosierung von 100000 ng/mL [66], was
die These des fehlenden Einflusses untermauert. Lediglich bei Zusatz des moxifloxa-
cinsensiblen Staphylococcus aureus war ein mildes, dosisabhangiges Absinken in der
Phagozytosefahigkeit nachweisbar, wohingegen die ROS-Produktion unter diesen Be-
dingungen unbeeinflusst blieb [66, 75]. Dieser Sachverhalt legt die Vermutung nahe,
dass die von Fischer und Adam detektierte abgesunkene Phagozytoserate der spezi-
fischen Interaktion zwischen Antibiotikum und Bakterien zuzuschreiben ist und nicht
dem direkten Einfluss von Moxifloxacin auf neutrophile Granulozyten.

Ahnliche Schlussfolgerungen wie bei Moxifloxacin konnten auch bei der Analyse der
medianen Zeitpunkte der maximalen ROS-Produktion beim vierten getesteten Anti-
biotikum, dem Makrolid Clarithromycin, gezogen werden. Hierbei befanden sich bei
beiden eingesetzten Clarithromycin-Konzentrationen die Mediane der Tmax ROS-
Werte zwischen ca. 150 und 160 Minuten wie es auch bei der Kontrolle der Fall war,
was wiederum zur Widerlegung der Forschungshypothese eines inhibierenden Ein-
flusses des Makrolids auf die Sauerstoffradikalproduktion fuhrte. Diese Annahme
wurde durch die Auswertung der medianen ROS-Intensitaten gestiitzt, bei welchen im
Bereich zwischen 120 und 180 Minuten ein leichter, aber nicht signifikanter Anstieg
der Mittelwerte fir die Clarithromycin-Dosierungen von 1000 und 10000 ng/mL festzu-
stellen war.

Im Gegensatz zu diesen Erkenntnissen erzielten Levert et al. in ihrer Studie Uber die
Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit des Einflusses von Dirithromycin auf die Frei-
setzung reaktiver Sauerstoffspezies ambivalente Ergebnisse [76]. Nach Extraktion von
neutrophilen Granulozyten aus Vollblutproben gesunder Donoren wurden die gewon-
nenen Neutrophilen entweder wie in dieser Versuchsreihe mit fMLP als Stimulus oder
durch Zugabe von Staphylococcus aureus in vitro aktiviert und zur Generierung von
Sauerstoffradikalen angeregt. Anschliel3end wurden die Zellen Uber unterschiedliche
Zeitraume hinweg mit differierenden Konzentrationen an Dirithromycin inkubiert, um
Auswirkungen auf die ROS-Produktion zu detektieren [76]. Hierbei wurde nach einer
Stunde Inkubationszeit fir niedrige Dosierungen zwischen 100 und 1000 ng/mL ein
prooxidativer Effekt erreicht, wohingegen die héchsten eingesetzten Dirithromycin-
Konzentrationen im Bereich von 100000 ng/mL einen antioxidativen Effekt forderten
[76]. Wurde die Inkubationszeit verlangert, konnte fiir alle getesteten Dosierungen nur

noch ein antioxidativer Effekt beobachtet werden, auch fur die niedrigen Antibiotika-
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konzentrationen [76]. Die unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zu der hier vor-
liegenden Studie lassen sich neben der Tatsache, dass unterschiedliche Makrolidan-
tibiotika eingesetzt wurden, auch noch auf die verschiedenen Konzentrationsbereiche
zurlUckfuhren, die mit <1000 ng/mL und >100000 ng/mL auf3erhalb des gepruften, ge-
nau dazwischen befindlichen Intervalls, liegen. Zudem bewegten sich die im Rahmen
dieser Studie erhobenen Werte mit einer halben Stunde Inkubationszeit deutlich unter
den Werten von Levert et al. Auch der Aspekt, dass die Experimente zu dieser Arbeit
unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt wurden, wahrend bei Levert et al. die bakte-
rielle Suspension mit Staphylococcus aureus als in vitro-Modell zur Nachstellung einer
bakteriellen Infektion diente [76], liefert einen Erklarungsansatz fur die variierenden
Resultate.

In der Literatur finden sich auch Publikationen, welche das Studienergebnis der feh-
lenden Abanderung der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch Clarithromycin
stutzen. Wenisch et al. erforschten den Effekt von Clarithromycin auf die Neutrophi-
lenfunktion, indem sie gesunden Probanden das Makrolid oral verabreichten und ihnen
nach einem definierten Zeitintervall von drei Stunden Blut abnahmen, um die Freiset-
zung von Sauerstoffradikalen im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Antibiotikaapplika-
tion zu untersuchen [77]. Die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies wurde durch die
Oxygenierung von Dihydrorhodamin zu Rhodamin und quantitativ mithilfe der Durch-
flusszytometrie bestimmt. Clarithromycin mindete in der Studie von Wenisch et al. in
einer leicht reduzierten Phagozytoseaktivitdt der neutrophilen Granulozyten, die
Sauerstoffradikalgenerierung wurde aber, wie es die Versuchsergebnisse dieser Ar-
beit ebenfalls nahelegen, nicht signifikant verandert [77].

Zu diesem Resultat fihrte auch die Analyse des getesteten Glukokortikoids Predniso-
lon. Die medianen Zeitpunkte der maximalen ROS-Produktion lagen sowohl fur die
eingesetzten Prednisolon-Dosierungen von 50 und 500 ng/mL als auch fiir die Kon-
trolle in einem eng umgrenzten Zeitintervall zwischen ca. 150 und 170 Minuten sehr
nahe beieinander und unterschieden sich so nicht signifikant voneinander. Bei der
Auswertung der medianen ROS-Intensitat hingegen bildeten die Mittelwerte fir die
niedrige und die hohe verwendete Prednisolon-Konzentration einmal im Verlauf der
ersten Stunde nach Aufnahmebeginn und dann erneut im Bereich zwischen 120 und
180 Minuten ein Maximum und befanden sich deutlich Uber den Mittelwerten fur die
mediane ROS-Intensitat des Kontrollkanals. Jedoch erwiesen sich diese Tendenzen

nicht als statistisch signifikant und stitzten somit ebenso wie die medianen Zeitpunkte
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der maximalen ROS-Produktion das Ergebnis einer fehlenden Direktwirkung von Pred-
nisolon auf diesen Granulozytenparameter, was zur Ablehnung der Forschungshypo-
these fuhrte.

Im Rahmen einer etwas anders gelagerten Studie konnten Trottier et al. eine Induktion
des Anstiegs aller Entwicklungsstufen von Granulozyten im Knochenmark durch Glu-
kokortikoide nachweisen [78]. Hierbei wurde Mausen eine Corticosteron-Tablette im-
plantiert, die die natirlich vorkommenden Glukokortikoide im Serum erhdhte und eine
Thymusatrophie verursachte [78, 79]. Dadurch wurden die Neutrophilenzahlen im Blut
im Vergleich zur Kontrollgruppe in Bezug auf den Ausgangswert um das 4,8-fache
erhoht. AuRerdem konnte wie bei den im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefuhrten
Versuchen kaum ein Effekt auf die Fahigkeit der Sauerstoffradikalproduktion Neutro-
philer festgestellt werden [78]. Eine Gegenuberstellung mit den Ergebnissen dieser
Studie muss dennoch mit Vorsicht erfolgen, da hier die Direktwirkung eines syntheti-
schen Glukokortikoids in vitro an neutrophilen Granulozyten menschlicher Individuen
erforscht wurde, wahrend Trottier et al. Tierversuche mit Mausen in vivo durchfuhrten
und ihren Schwerpunkt vor allem auf die Induktion der Zellbildung und Granulozyten-
entwicklung im Knochenmark legten [78]. Anhand der aufgefiihrten komplexen Wech-
selwirkungen und zahlreichen physiologischen und pathologischen Einflussfaktoren,
die in natura zusatzlich eine Variation der Neutrophilenfunktionen bewirken kénnen,
wird ersichtlich, dass eine endgultige Aussage beziiglich der Direktwirkung von Gluko-
kortikoiden auf die Granulozytenfunktionsweise nur schwer getroffen werden kann.
Nichtsdestotrotz liefern der von Trottier et al. detektierte, nur &uf3erst gering ausge-
pragte Effekt natirlich vorkommender Glukokortikoide auf die Sauerstoffradikalgene-
rierung [78] sowie der in dieser Studie deklarierte fehlende Einfluss des Prednisolons
auf die ROS-Produktion neutrophiler Granulozyten wichtige Anhaltspunkte in der Er-
forschung dieses diffizilen Zusammenspiels zwischen Glukokortikoiden und Immun-

zellen.
5 Zusammenfassung

Insgesamt betrachtet konnte festgestellt werden, dass sowohl die vier getesteten An-
tibiotika als auch das synthetische Glukokortikoid Prednisolon neutrophile Granulozy-
ten in ihrer Funktion bezuglich Migration, NETose, ROS-Produktion, ROS-Intensitat

und Myeloperoxidase-Freisetzung nicht inhibieren, somit wurde durch diese Resultate

65



die Forschungshypothese widerlegt. Damit wurde die Erkenntnis eines fehlenden Ein-
flusses aller untersuchten Substanzen auf die neutrophilen Granulozyten gewonnen
unter den Bedingungen, dass alle Versuche in vitro mit dem Blut gesunder Probanden
erfolgten und samtliche Storfaktoren, welche die Granulozytenfunktionsweise eben-
falls beeinflussen hatten kbnnen, ausgeschlossen wurden. Zur erneuten Hinterfragung
oder Verifizierung und Prazision der Ergebnisse der ersten Versuchsreihe mit Mero-
penem wurden im Anschluss weitere Experimente sowohl mit einem Antibiotikum der-
selben Klasse wie Meropenem, dem -Lactam Cefuroxim, als auch mit anderen Anti-
biotikaklassen, dem Fluorchinolon Moxifloxacin und dem Makrolid Clarithromycin,
durchgefiihrt. Gerade auch im Hinblick auf Fluorchinolone und Makrolide fanden sich
in der Literatur Hinweise auf eine Inhibierung der Granulozytenmigration [80] bzw. der
Herabsetzung der Uberlebensrate Neutrophiler [81, 82], was dazu fiihrte, auch die
Aussagen beziglich dieser beiden Antibiotikaklassen kritisch zu hinterfragen. Bei je-
dem der verwendeten Antibiotika wurde fiir alle betrachteten Parameter geschlossen
festgestellt, dass keine signifikante Direktwirkung auf die Neutrophilen stattfand. Auch
die Testung der funften Substanz, des Glukokortikoids Prednisolon, liel3 denselben
Schluss zu. Hierzu wies die Literatur auf teilweise widerspruchliche Ergebnisse hin,
die die komplexe Beeinflussung der Neutrophilen durch Glukokortikoide bereits begin-
nend bei der Transmigration durch die GefalRwand verdeutlichen. So konnten in der
Vergangenheit sowohl supprimierende Effekte auf die Immunzellen [83] als auch eine
glukokortikoidinduzierte Vergrél3erung der Lebensspanne neutrophiler Granulozyten
detektiert werden [84].

Die in dieser Arbeit deklarierte Abwesenheit eines signifikanten Effektes fir die unter-
suchten Antibiotika sowie fur Prednisolon liefern somit einen weiteren relevanten An-
haltspunkt in der Erforschung der vielschichtigen Interaktionen zwischen den unter-
suchten Medikamenten und den multidimensionalen Funktionsweisen neutrophiler
Granulozyten. Dadurch wird noch einmal verdeutlicht, in wie viele physiologische und
pathologische Prozesse der angeborenen Immunitéat die Neutrophilen involviert sind,
auch wenn sie vielleicht eher als ,Legionare® oder ,Hilfstruppen® und nicht als ,,Caesa-
ren des Immunsystems*” bezeichnet werden sollten, da auch weitere zellulare und hu-
morale Komponenten eine zentrale Rolle in der Immunabwehr des Menschen spielen.
Trotzdem kdnnen sicher auch in Zukunft noch viele neue Forschungserkenntnisse zu
den komplexen Funktionsweisen neutrophiler Granulozyten und ihrer Rolle innerhalb

des menschlichen Immunsystems erwartet werden.
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6 Anhang zu Material und Methoden

6.1 Reagenzien

Reagenzien

Name des Herstellers

01

Meropenem Kabi 1 g Pulver zur Her-
stellung einer Injektions-/Infusionsl|o-

sung (Parenterale Anwendung)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Bad Homburg, Deutschland)

02

Cefuroxim Hikma 1500 mg Pulver zur
Herstellung einer Injektions-/Infusions-

l6sung (Parenterale Anwendung)

Hikma Pharma GmbH (Martinsried,
Deutschland)

03

Moxifloxacin Kabi Infusionslésung
400 mg/250 mL

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Bad Homburg, Deutschland)

04

Clarithromycin Hikma 500 mg Pulver
zur Herstellung eines Infusionsl6-
sungskonzentrats (Parenterale An-

wendung)

Hikma Pharma GmbH (Martinsried,
Deutschland)

05

Prednisolut® 100 mg Pulver und L6-
sungsmittel zur Herstellung einer In-
jektionslésung, Prednisolon-21-hydro-

gensuccinat, Natriumsalz

mibe GmbH (Brehna, Deutschland)

06

Minimum Essential Medium (MEM)

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,
Deutschland)

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

08 | Aqua dest. hausintern

09 | RPMI 1640 without I-glutamine, phe- PAN-Biotech GmbH (Aidenbach,

nolred, with sodium bicarbonate

Deutschland)

10

Fetales Kéalberserum (FKS)

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutsch-
land)

11

PureCol Type | Bovine Collagen Solu-
tion (3 mg/mL) (Kollagen)

Advanced BioMatrix (Carlsbad, USA)

12

N-Formyl-Met-Leu-Phe (fMLP)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
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13

Leuko Spin Medium, pluriSpin

pluriSelect Life Science — Worldwide
(Leipzig, Deutschland)

14

Lympho Spin Medium (PBMC Spin
Medium), pluriSpin

pluriSelect Life Science — Worldwide

(Leipzig, Deutschland)

15

DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol), 5

mg

Sigma Aldrich (Steinheim, Deutsch-
land)

16

Dihydrorhodamin-123 (DHR)

Molecular Probes, Inc. (Eugene,
USA)

17

Dihydrorhodamin-123 Invitrogen D632

1 mM in DMF (10 mg/26,2 mL DMF)

Life technologies (Eugene, USA)

18

APC anti-human CD66b Clone:
G10F5 200 pg/mL

BioLegend (San Diego, Kalifornien,
USA)

19

NacCl

Merck (Darmstadt, Deutschland)

6.2 Laborbedarf

Verbrauchsmaterialien

Name des Herstellers

01

Safety-Multifly-Kantle 0,9 x 19 mm

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

02

S-Monovette® 7,5 mL LH

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

03

Monovette Lithium-Heparin 5,5 mL

Sarstedt AG & Co. (Numbrecht,
Deutschland)

04

Falcon™ konische Zentrifugenrohr-
chen 50 mL PP

Fisher Scientific GmbH (Schwerte,
Deutschland)

05

ReaktionsgefalRe PP (Eppendorf
Cups)

Carl Roth GmbH & Co. KG (Braun-
schweig, Deutschland)

06

Zahlkammer Neubauer-improved

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

(Lauda-Konigshofen, Deutschland)

07

Deckglaser Thermo Scientific

Menzel GmbH & Co. KG (Braun-
schweig, Deutschland)

08

u-slide Chemotaxis ibiTreat

ibidi GmbH (Grafelfing, Deutschland)

09

Lids for p-slide Chemotaxis

ibidi GmbH (Gréfelfing, Deutschland)

68




10 | Druckluftversorgung 5 bar hausintern

11 | Kohlendioxidversorgung 1 bar hausintern
6.3 Gerate
Geréte Name des Herstellers
01 | Heraeus™, Megafuge 1.0 R Zentri- ThermoFisher Scientific (Langensel-
fuge bold, Deutschland)
02 | Heraeus™, Biofuge stratos Heraeus Instruments (Hanau,
Deutschland)
03 | Inkubator hausintern
04 | Leica Mikroskop DMi8 Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
(Wetzlar, Deutschland)
05 | Leica sCMOS Mikroskop-Kamera Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH
DFC9000, Leica DFC9000 GT Ka- (Wetzlar, Deutschland)
mera
06 | Lichtquelle CoolLED pE-4000 CoolLED Ltd (Andover, GroRRbritan-
nien)
07 | Filterwarfel Chroma Technology Corp. (Vermont,
USA)
08 | ibidi Gas Mixer ibidi GmbH (Gréafelfing, Deutschland)
09 | ibidi Gas Incubation System for CO: ibidi GmbH (Gréafelfing, Deutschland)
10 | ibidi Temperature Controller ibidi GmbH (Gréfelfing, Deutschland)
11 | ibidi Heating System, Universal Fit, for | ibidi GmbH (Gréafelfing, Deutschland)
1 Chamber

6.4 Software

Software Name des Entwicklers
01 | Leica Application Suite 3.4.2.18368 LAS X 3,0,4,16529, Leica Mikrosys-
Softwareplattform Leica Application teme Vertrieb GmbH (Wetzlar,
Suite X Deutschland)
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02 | Cellquest Pro BD Biosciences (Franklin Lakes,
New Jersey, USA)

03 | FlowJo Version vX.0.7 FlowJo LLC (Ashland, Oregon, USA)

04 | Imaris 9.0.2 Bitplane (Zurich, Schweiz)

05 | Phoenix 64 Version 8.0.0 Certara (New York, USA)

06 | Microsoft Excel 2013 Microsoft (Redmond, Washington,
USA)

07 | Microsoft Word 2013 Microsoft (Redmond, Washington,
USA)

08 | Citavi 6.4 fur Windows 8.1 und 10 Swiss Academic Software (Wadens-
wil, Zirich, Schweiz)

09 | SPSS IBM Corp. (New York, USA)

7 Abbildungen und Tabellen

7.1 Abbildungen

Abbildung 1: Gangige Aufteilung der vielfaltigen Komponenten des mensch-
lichen Immunsystems. Man kann einen angeborenen Teil von einem erworbe-
nen, adaptiven Teil unterscheiden und diese beiden Bestandteile noch einmal in
zellulare und in humorale, d.h. im Blutplasma geloste Proteine, Anteile aufglie-
dern. Bevor diese Instanzen des Immunsystems zum Tragen kommen, entfalten
vorher schon physikalische und chemische Barrieren des menschlichen Kdrpers
ihre Wirkung, um im Idealfall bereits das Eindringen von Pathogenen zu verhin-
(0 =T o TS 8
Abbildung 2: Ubersicht liber alle im Rahmen der Studie absolvierten Versuche
in Bezug auf die getesteten Medikamente, die jeweilige Versuchsanzahl, die
unterschiedlichen gewéhlten Konzentrationen sowie die zentralen untersuchten
PAIAIMEBTET ... e 22
Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines ibidi-3D-pu-slides als Draufsicht (obe-
re Skizze) und als Querschnitt (untere Skizze) mit einer linken, mittleren und
rechten Komponente, welche wiederum jeweils aus den drei Bestandteilen

Reservoir-Kanal-Reservoir aufgebaut ist. Kanal und umgebende Reservoire
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einer Komponente sind jeweils offen miteinander verbunden, wahrend die linke,
mittlere und rechte Komponente voneinander abgetrennt sind. Die schwarz
umrundeten Punkte (obere Skizze) stellen die Offnungen des Kanals bzw. des
Reservoirs dar, in welche die speziellen Pipettenspitzen exakt hineinpassen..........
Abbildung 4: Phasenauftrennung im Rohrchen nach Zentrifugation......................
Abbildung 5: Berechnung der bendtigten Menge an RPMI/10%FKS (x pL) fur
eine konstante Zellkonzentration im Kanal .................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii,
Abbildung 6: Uberblick Uber die relevanten Schritte in der Analyse der auszu-
wertenden Granulozytenparameter und die hierfir herangezogenen Computer-
[oTg0To = Ta 0] 431U PPPPPRPR
Abbildung 7: Schematischer Kurvenverlauf fur die Freisetzung von DNA und
Y A= (o] 01T o ([ = T -
Abbildung 8: Schematischer Kurvenverlauf fir die Produktion von Sauerstoff-
FAdIKAIEN (ROS) ..ottt
Abbildung 9: Lange der Migrationsstrecke der Granulozyten bei Meropenem .......
Abbildung 10: Migrationsgeschwindigkeit der neutrophilen Granulozyten bei Zu-
gabe differierender Meropenem-Konzentrationen ....................eeeeeeemiimiiiimiieniininninnnn.
Abbildung 11: Zeitpunkte, an denen die Halfte der Granulozyten die NETose
(0 0T 0] 1= 1= o
Abbildung 12: Zeitpunkte, an denen die Granulozyten im Median maximale
ROS-Produktion @UWIESEN ........ccoiiiieiiiiie e e e e e e
Abbildung 13: Mediane Intensitat der ROS-Produktion bei Einsatz unterschied-

licher Meropenem-KonzentrationNeN............oooeiuviiiiiii e e e eeaens
7.2 Tabellen

Tabelle 1: Vorbereitung der Reservoirbefillung mit Zellndhrmedium, Lockstoff
(fMLP) und Antibiotikumkonzentration entsprechend dem jeweiligen Kanal ............
Tabelle 2: Durchgefihrte Verdinnungsreihen flr die Testung des Cephalospo-
1 SR 1] o) SRRSO
Tabelle 3: Durchgefuhrte Verdinnungsreihen fur die Testung des Fluorchinolons
AV T0 D] (o) = Uox | o T RP
Tabelle 4: Durchgefihrte Verdiinnungsreihen fur die Testung des Makrolids Cla-

11T (0] 0o o SRS
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Tabelle 5: Durchgefuhrte Verdinnungsreihen fir die Testung des Glukokortiko-

([0 E R4 (=10 [ 15Y0] (0] o I T TR TR TR 33
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