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2. Einleitung

Die NETose ist eine Funktion der PMNs, die die Immunabwehr zur Aufgabe hat. Aufgrund
zahlreicher Vor- und Nachteile der NETose beschaftigen sich viele wissenschaftliche Arbeiten
damit, wie diese Funktion medikamentds und therapeutisch im klinischen Setting beeinflusst
werden konnte (1-4). Zahlreiche Substanzen, die dem humanen Organismus zugeftihrt werden,
sind in der Lage, Uber verschiedenste Mechanismen Einfluss auf die funktionellen
Eigenschaften der PMNs zu nehmen (5). Darunter zum Beispiel die Beeinflussung des
intrazelluldren Kalziumspiegels oder der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (6). Die
im klinischen Alltag hdufig angewendeten Lokalanésthetika beeinflussen die Funktionalitat von
PMNs (7).

2.1 PMNs als Bestandteil der Immunabwehr
PMNs bilden mit 60 Prozent den groRten Anteil der im Blut zirkulierenden Leukozyten (8-10).
Sie sind ein wichtiger Teil des angeborenen Immunsystems und somit der

Immunkompetenz (11).

2.1.1 Bildung, Lebensdauer und Abbau

Die PMNs werden durch die Stimulation mit Granulocyte-Colony Stimulating Factor
(G-CSF) im Knochenmark gebildet. Stimuliert wird die Bildung der PMNs durch Infektionen,
Traumata oder Gewebeverletzungen aus hamatopoetischen Zellen. Ihre Halbwertszeit im Blut
betragt ca. 6 bis 8 Stunden. Danach gehen sie in die Apoptose und werden im Knochenmark,

der Leber und der Milz durch Makrophagen phagozytiert (3,5,7-9).

2.1.2 Eigenschaften und Funktionen

Die PMNs schiitzen vor eindringenden Mikroorganismen durch deren Aufnahme und
Destruktion durch die Phagozytose (8, 13). Erst seit Kurzem ist bekannt, dass die PMNs
untereinander einer Heterogenitat in ihrer Morphologie, Phénotypisierung und Funktionen
unterliegen (12). Ferner konnte gezeigt werden, dass die PMNs wichtige chemotaktische
Funktionen zur Aufrechterhaltung der Kommunikation der Leukozyten untereinander

einnehmen (13).
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2.1.3 Inflammation und PMNSs

Uber ein Gewebetrauma konnen Pathogene in den Korper gelangen. Daraufhin setzen
Gewebemastzellen vasoaktive Mediatoren frei. Durch die lokale Reaktion mit Vasodilatation
und gesteigerter Permeabilitat wird die systemische Reaktion stimuliert, die als Akute-Phase-
Reaktion bekannt ist. Uber sezernierte Akute-Phase-Proteine wie das C-reaktive Protein (CRP)
oder den Komplementfaktor C3 werden weitere Zytokine gebildet. Zytokine wie IL-1, IL-6
oder Tumornekrosefaktor (TNF) wirken chemotaktisch. PMNs migrieren aus dem Blutstrom in
das inflammatorische Gebiet. Dieser Prozess erfolgt tiber die Adhé&sion der PMNs am Endothel,
welcher auch als Margination bezeichnet wird. Die Zellen Giberwinden durch die Diapedese das
Endothel. AnschlieBend migrieren sie zum entziindlichen Geschehen wie in Abbildung 1
dargestellt (14).

/@ S \@\
& h 4
1 ﬂ\ )
_@—@
\ /

Abbildung 1: Reaktion auf ein Trauma
Ein Trauma [1] fihrt reflektorisch zur Vasodilatation [2] und anschlieBenden Chemotaxis [3] der PMNs [4]. Diese
lagern sich am Endothel ab [5] und migrieren [6] ins entzlindlich veranderte Gewebe (14). (eigene Darstellung)
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Am Ort der eigentlichen Entziindungsreaktion werden die Pathogene bereits durch
Serumantikorper opsoniert oder durch das zellulare Immunsystem erkannt. Durch die
NADPH- Oxidase, einem Enzymkomplex im PMN findet die Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS), auch respiratory burst genannt, (Abbildung 2) statt (14-16).

4 )
NADPH- Oxidase
NADPH + 20, » NADP" + H" + 20,
SOD *
20, +2H" » 1,0, + 0,
* SOD = Superoxiddismutase
\ J

Abbildung 2: Respiratory burst

NADPH wird mit Sauerstoff [Oz] Uber die NADPH-Oxidase zu NADP* sowie Protonen [H*] und Sauerstoffanionen [Oz]
oxidiert. Im Weiteren reagieren Protonen [H*] mit den entstandenen Sauerstoffanionen [O27] (ber die Superoxiddismutase

[SOD] zu Wasserstoffperoxid [H202] und Sauerstoff [O2]. In weiteren Reaktionen entstehen die Hydroxidionen [OH-] und die
hypochlorige Saure [HCLO] (15).
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2.1.4 Biologische Bedeutung der NETose

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) wurden erstmals 1996 beschrieben und 2004 im Labor
charakterisiert. Bei NETs handelt es sich um extrazelluldre Strukturen, die aus Chromatin und
Proteinen bestehen. Hierzu gehdren die neutrophile Elastase (NE), Myeloperoxidase (MPO),
Calprotectin, Cathelicidin, Defensin und Aktin. NETs werden durch PMNs sezerniert. Die
Bezeichnung NETose erfolgte in Anlehnung an andere Zell-Todesarten wie z.B. die Apoptose
und Nekrose (17, 18). Die NETose ist durch unterschiedliche Stimuli auslésbar. Zu den
maoglichen Auslésern zdhlen Lipopolysaccharide (LPS), n-Formyl-L-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin (fMLP), Antikérper, Immunkomplexe, lonophore, Chemokine, Mikrokristalle
und zahlreiche weitere Stimulanzien (8, 18, 13, 19). Intrazellular wird die NETose durch die
Protein-Kinase-C (PKC) ausgelést und aktiviert am Ende der Signalkaskade die
NADPH- Oxidase (8, 20). Bekannte Signaltransduktionswege, wie der raf-MEK-ERK-, aber
auch der p38- oder PI3K/Akt-Signalweg, die durch Proteinkinasen aktiviert werden, sind
ebenfalls an der NETose beteiligt (19, 21, 22, 18).

Andere Autoren beschrieben, dass es eine NADPH-Oxidase unabhangige NETose gibt. Diese
steht im Zusammenhang mit erhohten intrazelluldren Kalziumkonzentrationen und der dadurch
entstehenden Beeinflussung von Kaliumkanélen (SK3). Diese Kanale steigern jedoch lediglich
die mitochondriale ROS-Produktion und nicht die der NADPH-Oxidase (23, 19). Es gibt
Hinweise, dass fMLP die NADPH-Oxidase in den Granula uber die direkte und indirekte
Aktivierung des spezifischen Enzymabschnittes NOX2 aktivieren kann, und die mitochondriale
ROS-Produktion Teil des Mechanismus ist (24, 9, 8).

Die gesteigerte ROS-Produktion wird Gber eine Aktivierung des GPCR ausgeldst und ist mit
einer erhohten Freisetzung intrazelluldrer gespeicherter Kalziumdepots assoziiert. Dieses
erfolgt Uber einen NOX-abha&ngigen und NOX-unabhdngigen Weg durch Stimulation mit
fMLP (25). Allgemein fihrt der Anstieg der ROS-Produktion zu einer Instabilitat der
granuldaren und nukledren Membranen (17, 26). Die sauren Bestandteile der Granula, wozu
unter anderem die MPO und die NE zahlen, gelangen ins Zytosol (8). Die NE erreicht durch
die permeable Membran den Zellkern, baut teilweise Histone ab und dekondensiert gemeinsam
mit MPO das Chromatin in einem synergistischen Prozess (26). Die Serinprotease NE kann
parallel dazu im Zytosol befindliche Filamente destruieren und verdndert so die zellulare
Morphologie (27).
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In Betrachtung einer NOX-abh&ngigen oder NOX-unabh&ngigen NETose werden zwei
Beobachtungen diskutiert. Beim NOX-unabhangigen Signalweg wird angenommen, dass es zur
Expansion der Protein Arginin Deiminase 4 (PAD4) kommt. Diese PAD4 ist in der Lage die
Histone, besonders das Histon H3, zu citrullinieren, wodurch vermutlich bei der
NOX- unabhangigen Signalkaskade die Dekondensation von Chromatin initiiert wird (19, 23).
Wichtig ist anzumerken, dass die Citrullination zum einen als ein Mechanismus der NETose
erkannt wurde, es zum anderen jedoch auch Erkenntnisse gibt, dass die NETose
PAD4-unabhéngig erfolgen kann (28, 29). Dennoch ist der Effekt durch NE und MPO nicht zu
vernachlassigen. AnschlieRend werden in der Plasmamembran durch das Protein Gasdermin D
Poren gebildet, Giber die das mit anderen enzymatischen Proteinen besetzte Chromatingeflecht
ausgestoRen wird (8, 30). Durch die unterschiedlichen Ladungszustande kénnen Pathogene

gebunden und fixiert werden (31). Siehe hierzu die folgende Abbildung 3.

Abbildung 3: Die NETose

Die Aktivierung des GPCR uber fMLP (1.) fihrt zur Ausldsung der intrazelluléaren Signalkaskade der Phospholipase C (2.) mit
Freisetzung von DAG und IP3. IP3 steigert die intrazelluldre Kalziumkonzentration, die zu einer Initiierung der
mitochondrialen ROS-Produktion (4.) fuhrt. DAG triggert die Proteinkinase C (3.), die die NADPH-Oxidase anregt. Im
Folgenden werden MPO und NE (6.) freigesetzt, die durch Erreichen des Zellkerns, ebenso wie die mtROS (5.) die NETose
(7.) verursachen konnen. (eigene Darstellung)
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2.1.5 Effekte der NETs

2.1.5.1 Abwehr von Pathogenen

Im extrazellularen Gewebe dienen diese netzartigen Konstrukte dazu, Bakterien, Viren und
mykotische Fremdkdrper zu eliminieren (18, 32). Dieser positive Effekt der NETs konnte in in
vitro und in vivo Studien gezeigt werden. Darunter fallen zum Beispiel die Untersuchung der
bakteriziden Wirkung und Beeinflussung von Klebsiella pneumoniae (26), Escherichia coli
(33), Staphylococcus aureus (34), Salmonella typhimurium und Shigella flexneri (35) durch
NETs. Die NETSs sind gegen Candida albicans antimykotisch wirksam (36) und kénnen das
Wachstum von Aspergillus fumigatus inhibieren (37). In Studien konnte gezeigt werden, dass
Influenza A Viren, aber auch das HIV-1 durch die NETs beeinflusst werden (38-40).
Andererseits war das HIV-1 in der Lage uber eine IL- 10- Interaktion mit den dendritischen
Zellen den NETSs zu entgehen (39).

2.1.5.2 Gewebeschaden durch NETs

Eine Studie zeigte, dass NETs das Bakterium Staphylococcus aureus effektiv destruieren.
Parallel entstehen beim septischen Patienten Gewebeschaden des gesunden Endothels und
Epithels. Als Ursache gilt eine Ischamie, die durch die Bindung von aktivierten Thrombozyten
an den PMNSs ausgeldst wird und die Freisetzung von Proteasen ins extrazellulare Gewebe
fordert (41, 33).

2.1.5.3 NETs als Teil autoimmuner Erkrankungen

Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg von Autoantikdrperspiegeln und der
Bildung von NETs. Zu diesen autoimmunen Erkrankungen zahlen zum Beispiel die
rheumatoide Arthritis oder die Kollagenosen wie der systemische Lupus erythematodes (SLE).
Auch Anti-Neutrophile Cytoplasmatische Antikorper (ANCA)-assoziierte Vaskulitiden

konnten bereits mit NETs assoziiert werden (42, 43).
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2.1.5.4 Thrombogene Effekte

Auch die Hamostase unterliegt dem Einfluss der NETose (44, 45). Die thrombogene
Eigenschaft der NETSs liegt darin begriindet, dass die netzartigen Strukturen fir das Fibrin wie
ein Gerdist wirken, an dem sich ein Thrombus formieren kann (45). In weiteren in vitro Studien
wurde die gerinnungsfordernde Eigenschaft von NETs bestétigt. Diese wurde durch die
Inhibition der neutrophilen Adh&sion am GefélRendothel verhindert (46). Brihl et al.
beschrieben, dass die PMNs (ber das Glykoprotein Ib-alpha mit Thrombozyten und dem
Endothel interagieren (47). Auch die Exprimierung von P-Selectin ermdglicht es den
Thrombozyten an den P-Selectin Glykoprotein Liganden (PSGL-1) der PMNs zu binden, und
deren gemeinsame Interaktion und Kommunikation zu verbessern (48). Auch das
High Mobility Group Box 1 Protein (HMGBL1) der Thrombozyten verstarkt die NETose (49).

Laut Studien liegen SARS-CoV-2 Infektionen mit einer erhéhten thrombogenen Aktivitét
durch die NETose vor. So besteht nach Skendros et al. die Annahme, dass durch das
Komplement eine Aktivierung von Thrombozyten, NETs, Tissue Factor und Thrombin
ausgeldst wird, wodurch es zur Aktivierung der Gerinnung kommt (50). Weitere Studien
konnten diesen thrombogenen Effekt der NETose bei M&usen und beim Menschen
beobachten (51, 52).

2.1.5.5 NETs und das Komplementsystem
Neben der Wechselwirkung zwischen den Blutplattchen und den PMNs, besteht auch eine
Interaktion zwischen der NETose und den Komplementfaktoren des Komplementsystems. Die

NETose verstarkt die antibakteriellen Effekte der Opsonierung und der Lyseaktivierung (45).

Das Komplementsystem ist ein Teil des Immunsystems, welches (ber Kaskadenmuster
multiple Proteine aktiviert und in drei Aktivierungswege aufgeteilt wird. Am Ende der
Komplementkaskade steht der Membranangriffskomplex, der sich aus mehreren
Komplementproteinen zusammensetzt und tber eine Destruktion der bakteriellen Membran zur
Lyse des Pathogens fiihrt (53). Komplementfaktoren werden auch durch die PMNs gespeichert
und sind an der Stabilisierung der fiir die Komplementreaktion wichtigen C3-Konvertase
beteiligt. Die Stabilisierung erfolgt tiber Properdin, den Faktor B und C3 (45, 54).

Aufgrund der Aktivierung der PMNs durch das Komplement wird angenommen, dass die
PMNs Anaphylatoxin C3a und C5a sezernieren. Diese Proteine verstarken die Aktivierung des

Immunsystems, wodurch es zu einer UberschieRenden Immunantwort kommen kann (45).
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2.1.5.6 Gerinnung, Komplementfaktoren und die NETs

Die Gerinnung und das Komplementsystem sind Pozesse, die sich gegenseitig beeinflussen.
Urséchlich hierfir sind Proteinbestandteile, die auf beide Systeme regulierend wirken (55). Die
NETSs dienen als Gerust fir die Thrombogenese. Gleichzeitig aktivieren die Opsonierung und
Lyseaktivierung des Komplementsystems die bakteriziden Effekte der NETs. Eine Dysbalance
dieser  Prozesse kann zu  Komplikationen  wie tiefen  Venenthrombosen,

Autoimmunerkrankungen oder Tumoren fiihren (45).

2.1.5.7 NETs und Tumoren

In Studien wird die Interaktion der NETose mit Tumoren beschrieben. Es wurde beobachtet,
dass die NETose tumorprogrediente Eigenschaften besitzt. Es stellte sich heraus, dass bei einer
gesteigerten Synthese von NETs vermehrt Tumorwachstum, Metastasierung und tumor-

assoziierte postoperative Komplikationen wie vendse Thromboembolien auftreten (7, 56).

Aktuell ist bekannt, dass es PMNs gibt, die die Tumorentstehung begiinstigen, indem sie eine
fiir Tumoren giinstige Mikroumgebung regulieren. Zu vernachlassigen sind nicht die speziellen
PMNSs, die im Vergleich dazu einen Anti-Tumoreffekt in Form einer Tumorzelllyse oder
antikdrperabhangigen Zytotoxizitat aufweisen (57, 58). Die Tumor-assoziierten Neutrophilen
(TAN) weisen somit pro- (TAN2) oder anti-tumordse (TAN1) Eigenschaften auf (59-62).

Zhou et al.zeigten, dass eine Inilftration des Gewebes mit PMNs mit einer schlechteren
Prognose beim hepatozelluldren Karzinom einhergeht (63, 64) und einen Nachweis fiir die

Begunstigung der Metastasierung wurde durch Gordon-Weeks et al. erbracht (63).

2.2 Intrazelluldrer Kalziumhaushalt des PMNs

Das lon Ca?* ist ein essentieller second Messenger, der eine Vielzahl an intrazelluldren
Antworten transduziert, die Gber GPCR und Tyrosin-Kinase-Rezeptoren stimuliert werden.
Dies gilt auch fir PMNs (65). Zum Beispiel ist es an der oxidativen Antwort und der
Zytokinsekretion (66, 67) beteiligt sowie Bestandteil der Signalkaskade der NETose (65). Der
Effekt des intrazelluldren Kalziums ist von dessen Dauer, Amplitude, Frequenz und auch der

raumlichen Lokalisation abhéngig (65).
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2.2.1 Kalziumspeicher von PMNs

Der intrazellulare Kalziumspeicher des PMNs befindet sich hauptsachlich im
endoplasmatischen Retikulum (ER). Zusatzlich befindet sich noch ein kleiner Speichervorrat
in den Mitochondrien. Das Speicherlevel des ER wird (ber die Ca2*-ATPase des
sarkoplasmatischen  Retikulums  (SERCA), Inositol-1,4,5-triphosphat ~ Rezeptoren,
Ryanodinrezeptoren (RYRS) und kalziumbindende Proteine wie Calreticulin und Calsequestrin
reguliert (68-70). RYRs sind erst seit Kurzem als Bestandteile der PMNs bekannt. Friihere
Arbeiten konnten ihre Existenz nur im Skelettmuskel (RYR Typ 1), im Herzmuskel
(RYR Typ 2) und im Gehirn (RYR Typ3) nachweisen (71).

Die intrazelluldre Kalziumkonzentration des PMNs betrégt durchschnittlich 100 nM. Dagegen
liegt die Konzentration des gespeicherten Kalziums im endoplasmatischen Retikulum im
dreistellig mikromolaren Bereich. (72). Im Vergleich dazu befindet sich die

Kalziumkonzentration des Blutplasmas bei 2,5 mM (73).

2.2.2 Transportmechanismen des Kalziums

‘ g

Ligand

Abbildung 4: Transportmechanismen des Kalziums im PMN

Der intrazellulare Kalziumhaushalt des PMNs wird uber den intrazelluldren Kalziumspeicher oder die Zufuhr aus dem
extrazellularen Milieu aufrecht erhalten (65). Die Regulierung erfolgt tiber Transporter und Signalwege wie die store-operated
calcium entry (SOCE), die receptor-operated calcium entry (ROCE) und die SERCA (67). Die SERCA pumpt intrazellulares
Kalzium in das ER, als wichtigsten Kalziumspeicher (74). Die SOCE ist ein Uber einen G-Protein-gekoppelten- (GPCR) und
eine Tyrosin-Kinase-gekoppelten Rezeptor (TKCR) aktivierter Signalweg (65). Liganden aktivieren Uber diese Rezeptoren
einen Phospholipase C-Inositol-1,4,5- triphosphat (IP3) Signalweg (70). IP3 bindet am spezifischen Rezeptor InsP3 am ER,
wodurch dieses seinen Kalziumspeicher freisetzt. Dieser Vorgang stimuliert den Kalziuminflux iber die in der Plasmamembran
befindliche SOCE (65). Die SOCE wird durch die stromal Interacting molecules (STIM), das Orai Protein, einem Kalziumkanal
und die transient receptor potentials (TRP) gebildet. Dies ist ein tendrer Komplex, indem die STIMs die Aufgabe eines
Kalziumsensors haben (67, 75, 76). Die ROCEs sind Rezeptoren, die dem Influx von extrazellularem Kalzium unabhéngig vom
intrazellularen Kalziumdepot dienen (65, 77). (eigene Darstellung)
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2.3 Lokalanéasthetika

Die zur lokalen oder regionalen Andasthesie angewendeten Lokalanésthetika wurden
urspringlich aus dem sog. Ester-Typ, wie er auch im Kokain enthalten ist, entwickelt. So war
die Molekdlstruktur des Kokains die Vorlage fir das 1905 als erstes synthetisch entwickelte

Lokalanésthetikum Procain (78).

2.3.1 Klassifizierung

Lokalanasthetika bestehen aus drei funktionellen Gruppen: einer lipophilen aromatischen
Gruppe, einer mittleren Verbindungskette und einer hydrophilen Aminogruppe. Die
aromatische Gruppe ermdglicht die Diffusion ins Gewebe, wéahrend die Aminogruppe, je nach
Ladungszustand einen tertiaren, fettloslichen Amin- oder einen quartéren, wasserldslichen
Ammoniumzustand annimmt. Abhéangig von diesem Ladungszustand ist der Wirkstoff in der
Lage die Membran zu passieren. Die mittlere Verbindungskette besteht aus einer funktionellen
Gruppe eines Esters oder eines Amids. Durch diese Gruppe wird das Lokalanasthetikum
klassifiziert (79). Siehe hierzu Abbildung 5.
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Estertyp- Lokalanésthetika (Prilocain)
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Amidtyp- Lokalanésthetika (Lidocain)

Abbildung 5: Chemische Struktur von Ester-und Amidtyp (80)
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2.3.2 Metabolisierung der Lokalanésthetika

Wirkungsgeschwindigkeit und -eintritt von Lokalan&sthetika sind von ihren biochemischen
Eigenschaften wie zum Beispiel der Lipidloslichkeit, der Proteinbindungsfahigkeit, aber auch
dem lonisationsgrad des Lokalandsthetikums abhdngig. Die Lipidloslichkeit eines
Lokalanésthetikums ermdglicht erst die Penetration des neuronalen Gewebes. Die Lipophilie
wird dadurch verbessert, dass das Pharmakon als freie, nicht ionisierte Base injiziert wird. Im
Gewebe erfolgt dann eine Pufferung durch vorhandene Basen. Dies ermdglicht die optimale
Gewebegangigkeit. Siehe hierzu Abbildung 6. (81)

Die Proteinbindungsfahigkeit eines Lokalandsthetikums entscheidet dartiber, wie lange dieses
Pharmakon im Zielgewebe verbleiben kann. Das Lokalandsthetikum wird von
Gewebeproteinen gebunden und diffundiert verzégert ins Blut. Beispiele fur Substanzen mit

einer hohen Proteinbindungs- und Lipidl6slichkeit sind Bupivacain und Ropivacain (82).

(" N\
. .. Pufferwirkung des Gewebes
Injektionslosung freie Base
Hyrdrochlorid
| @ © ‘
——N=H (I + NaHCO3 ———> ——N + NaCl + H,CO;
wasserloslich lipidloslich
(dissoziiert) (nicht disoziiert)
\ J

Abbildung 6: Dissoziation von Lokalanasthetika im Gewebe (81)
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2.3.3 Wirkung an spannungsabhéngigen Natriumkanalen
Die Hemmung der spannungsabhangigen Natriumkanéle und damit verbundene Unterbindung
der Weiterleitung des Aktionspotenzials Uber die Nervenmembran verhindert die

Depolarisation des Nerves und damit die Fortleitung des nervalen Impulses (83, 6).

Bei diesen Natriumkanalen handelt es sich um Poren, die durch I bis IV zueinander homolog
stehenden Domanen gebildet werden, die jeweils sechs a-helikale Transmembransegmente
aufweisen. Das Segment vier jeder Doméne besitzt einen positiv geladenen Aminosdurerest,
der als Spannungssensor dient. Der Kanal selbst wird durch das jeweilige sechste Segment und

der vorhandenen Schleife ,,poor loop* gebildet, was auch die Abbildung 7 darstellen soll (78).
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Abbildung 7: Strukturchemie der spannungsabhéangigen Natriumkanale (78)

Das Lokalanésthetikum kann mit seiner positiven Ladung mit den Aminosauren Phenylalanin
und Tyrosin im sechsten Segment jeder vierten Doméne in eine Wechselwirkung eintreten und

blockiert somit den Natriumeinstrom und die damit verbundene Depolarisation (78).

Die dinnen Fasern mit geringerer Myelinisierung unterliegen einem schnelleren
Wirkungseintritt durch ein Lokalanésthetikum. Hierunter fallen die sensorischen Fasern, die in

Bezug auf die Analgesie das primare Ziel sind (84).
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2.3.4 Nebenwirkungen durch Lokalané&sthetika
Zu den Nebenwirkungen sind die allergischen Reaktionen und der toxische Effekt durch die
Lokalanésthetika zu nennen. Die allergische Reaktion steht im Zusammenhang mit den

Lokalandasthetika vom Ester-Typ wie zum Beispiel Procain oder Tetracain.

Ausgelost  werden  diese  systemischen  Reaktionen durch  den  Metaboliten
Paraaminobenzoesdure (81). Schwerwiegend sind unter anderen die toxischen Effekte aller
Lokalanésthetika auf das zentrale Nervensystem. Zu den unerwiinschten zentralnervdsen
Nebenwirkungen zdhlen Schwindel, Sedierung, Unruhe, Nystagmus bis hin zu tonisch-
klonischen Krampfanféallen. In schweren Fallen kann ein komatdser Zustand mit

respiratorischem und kardiovaskuldarem Versagen folgen (85).

Die Nebenwirkungen auf das kardiovaskuldre System wie die Tachykardie beruht bei anfangs
niedrigen Konzentrationen des Lokalandsthetikums auf einer Blockade inhibitorischer
Neuronenverbande (86). Bei steigender Konzentration zeigt sich dagegen eine kardiale
Depression, die durch Vasodilation, Elekrolytstérungen, Hypoxie und Azidose verstarkt wird.
Herzrhythmusstérungen wie Torsade-de-Pointes bis hin zum Kammerflimmern beruhen auf

Blockaden von spannungsabhangigen Kanélen (87).

2.3.5 Wirkung von Lokalanéasthetika auf PMNs

Die Lokalanasthetika beeinflussen allgemein spannungsabhangige Natriumkanéle, aber auch
Oberflachenstrukturen des PMNs wie die GPCRs (6). Diese Strukturen werden gezielt zur
Therapie von Autoimmunerkrankungen, dem ARDS, der Sepsis oder von Tumorwachstum und
— metastasierung adressiert. Die Gemeinsamkeit dieser Pathologien ist das Auftreten von NETS
durch PMNSs (14, 88). So kénnen PMNs eine inflammatorische Uberreaktion wie zum Beispiel
beim Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), einer systemischen Entziindung oder beim
Multiorganversagen zeigen (14, 89-91).

An PMNs konnten keine spannungsabh&ngigen Natriumkandle nachgewiesen werden (14).
Somit mussen die durch Lokalanésthetika ausgeldsten Effekte wie die NETose durch andere
Mechanismen gesteuert werden (92, 83).

Das Forschungsteam um Futosi et al. beschrieb zahlreiche Oberflachenstrukturen des PMNS.
Hierzu gehdren die GPCRs (93). Hollmann et al. beschrieben bereits vor Jahren in in-vitro und
in-vivo Untersuchungen, dass die Lokalanésthetika unter bestimmten Expositionszeiten und
unterschiedlichen Konzentrationen dazu in der Lage sind, GPCRs zu hemmen. Ein ginstiger

Effekt zeigte sich in vivo bereits bei niedrigen Konzentrationen. In-vitro konnte ein ahnlicher
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Effekt erst mit einer 100-fach hoheren Konzentration des Lokalandsthetikums erreicht
werden (94). Ebenso zeigten sie, dass die Hemmung der Lysophosphatidsaure (LPA) durch
Ropivacain moéglich ist (95). Es handelt sich bei LPA um einen in der Zellmembran verankerten
GPCR, der verschiedene intrazellulare Signalkaskaden wie zum Beispiel die Zellproliferation
stimuliert (96).

3. Fragestellung und Zielsetzung

In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass die NETose, aber auch die Migration, unter
septischen Bedingungen durch Lokalanasthetika beeinflusst werden koénnen (7, 97).
Mechanismen der NETose wurden untersucht (14). Diskutiert wird die Verdnderung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration des PMNs und die damit zusammenhédngenden Prozesse
(65) sowie die molekulare Inhibition oder Stimulierung weiterer Angriffspunkte am PMN (93,
98).

Die Kinasen PI3-K und PLC, die iiber die Subeinheit Gy der GPCRs getriggert werden, sind
als Teil der Signaltransduktion zur NETose bekannt (93, 99, 100). Die Interaktion zwischen
intrazellularen Kalzium und diesen Kinasen kann in PMNs nicht ausgeschlossen werden. Es
besteht eine Verbindung zwischen diesen Komponenten wie es Abbildung 3 darstellt (18, 8).
Die PMNs konnen uber einen GPCR durch das Tripeptid fMLP immunologisch aktiviert
werden (101, 102).

Das Ziel dieser Arbeit war es zu klaren, ob Lokalanésthetika Effekte auf das intrazellulare
Kalzium oder andere intrazellulare Signalkaskaden und Rezeptoren des PMNs haben und somit

deren Migration und NETose beeinflussen.
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4. Projektplanung
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3D-p-Slide der IBIBI®GmbH
2
1 = Kanal

2 = Reservoire

Befiillung der Kandle
1. Versuchsreihe
- Zellsuspension + Medium + Kollagen + Fluoreszenzen

2. Versuchsreihe (Ca?*-Chelatisierung)
-Zellsuspension + Medium + Kollagen + Fluoreszenzen + BAPTA AM

3. Versuchsreihe (GPCR-Inhibitoren)

- Zellsuspension + Medium + Kollagen + Fluoreszenzen + GPCR-Inhibitoren

Bupivacain (mh)
Ropivacain (mh)

Bupivacain (mM)
Ropivcain (mM)

Bupivacain (mh)
Ropivacain (mh)

Befiillung der Reservoire
. Versuchsreihe (Vergleich Lokalanasthetika)
0,1, 05,1,6
0,1,0,5,3,5,7, 10 und 15
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1.6
3
. Versuchsreihe (GPCR-Inhibitoren)
1,6
3

-
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Abbildung 8: Ubersicht der gesamten Projektplanung

(Fluoreszenzen = Zugabe von Farbstoff zur Bindung ans intrazellulare Kalzium, DNA-Farbstoff oder antikérpergekoppelten

Fluoreszenzfarbstoff)
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Die PMNs wurden mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation aus dem Vollblut der
Probanden extrahiert. Es folgte die Beflillung des 3D-p-Slides der Firma IBIDI®. Die PMNs
wurden mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI, MPO und Fluo-4 in die Kanéle gegeben. Die
Beflllung der Reservoire erfolgte in der ersten Versuchsreihe mit den zu testenden

Lokalanéasthetika in verschiedenen Konzentrationen und dem fMLP zur Induktion der

Chemotaxis (Abbildung 9).

1. Versuchsreihe

[ Befiillung der Kaniile ] [ Befiillung der Reservoire ]

L b

* Lokalaniisthetika
( Bupivacain, Ropivacain)

*  PMNs
*  Fluoreszenzen

. e y

Abbildung 9: Projektablauf der 1. Versuchsreihe

Die Initialversuche erfolgten, um die Beeinflussung der Lokalanasthetika Bupivacain und

Ropivacain auf die PMNSs darzustellen.

Die darauffolgenden Versuche sollten zeigen, ob die Migration und NETose von
intrazelluldrem Kalzium abhéngig sind. Hierzu wurde die Substanz BAPTA AM eingesetzt, die

in der Lage ist, dass intrazelluldre Kalzium zu eleminieren.

BAPTA AM wurde zusétzlich zu den PMNs und den Fluoreszenzen in die Kanéle gefiillt. Als
Lokalanasthetikum wurde Ropivacain verwendet und in den Reservoirs vorgelegt (Abbildung
10).
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/ 2. Versuchsreihe \

[ Befiillung der Kaniile ] [ Befiillung der Reservoire ]

L b

*  PMNs * Lokalanisthetika
*  Fluoreszenzen (Ropivacain)
* BAPTA AM « fMLP

o /

Abbildung 10: Projektablauf der 2. Versuchsreihe

In der 3. Versuchsreihe lag der Schwerpunkt auf dem GPCR. Dies sollte klaren, ob die
GPCR- Liganden Bindung eine Auswirkung auf die PMNs hat. Aus diesem Grund wurde die
Gpy- Subeinheit des GPCR am Aktivierungsibergang zum IP3-K durch Gallein sowie dem
PLC Signalweg durch U-73122 inhibiert. Diese Versuche wurden im Anschluss ergdnzend mit
Ropivacain  durchgefihrt, um den Einfluss des Lokalanasthetikums auf diese
Signaltransduktionen zu erfassen (Abbildung 11).

/ 3. Versuchsreihe \

[ Befiillung der Kaniile ] [ Befiillung der Reservoire ]
*  PMNs * Lokalanisthetika
*  Fluoreszenzen (Ropivacain)
*  GPCR-Inhibitoren « MLP

o %

Abbildung 11: Projektablauf der 3. Versuchsreihe
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Im Anschluss sind die Slides in jeder Versuchsreihe mit Hilfe des Life-Cell-Imaging
mikroskopiert worden. Die Migration der PMNs wurde durch die Track Length [um] und die
Track Duration [ms] erfasst. Die ETsoNET [min] und ETsoMPO [min] dienten der Erkennung
der NETose und die 1TsoFluo-4 [min] ermdglichte die Erfassung des intrazelluldaren Kalziums
(Abbildung 12).

/ Mikroskopie \

NET: Micrati Intrazellulires ]
0% teration Kalzium

4 . N

IT5,Fluo-4 [min]
ET5NET [min] * Track Length [um] *  ET;NET [min]
* ET;;MPO [min] *  Track Duration [ms] * ET;,MPO |min]

. /

Abbildung 12: Projektablauf der Mikroskopie
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5. Material & Methoden

In den experimentellen Untersuchungen wurden die Migration und NETose in Abhangigikeit
von der intrazelluldren Kalziumkonzentration der PMNs beobachtet und analysiert. Hierfir
wurden die Blutproben verschiedener Probanden verwendet. Durch die Ethikkommission des
Klinikums der Universitdt Regensburg wurden diese in-vitro Versuche genehmigt. Die
Projektnummer ist: 12- 101- 0192,

5.1 PMN-Isolation

5.1.1 Probengewinnung und Blutaufbereitung

Nach mundlicher und schriftlicher Aufklarung der Probanden erfolgte die venése Punktion.
Diese erfolgte in der Ellenbeuge oder dem Handriicken zur Gewinnung von 10 mL Blut mit
Hilfe einer Safety-Multifly®-Kaniile mit den GréRen 0,8 x 19 mm oder 0,9 x 38 mm
(Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland). Die Blutprobe wurde in einer Lithium-
Heparin-Monovette  (Sarstedt AG & Co.,Numbrecht, Deutschland) aufgefangen. Deren
enthaltene Antikoagulantien verhindern die Koagulation der Blutprobe.

5.1.2 Dichtegradientenzentrifugation

Die PMNs wurden mit der Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dieses Verfahren schont die
Zellen. Hierzu wurden jeweils 3 mL Leuko Spin Medium (Pluri Select Life Science, Leipzig,
Deutschland) mit 3 mL Lympho Spin Medium (Pluri Select Life Science, Leipzig,
Deutschland) in zwei 15 mL Zentrifugenréhrchen geschichtet. Im Anschluss erfolgte die
vorsichtige Aufschichtung von je 3 mL des Probandenblutes. Die eigentliche Zelltrennung
erfolgte dann in der 20-mindtigen Zentrifugation bei Raumtemperatur mit einer Drehzahl von
756 G ohne die Zentrifugenbremse. Es wurde die Thermo Scientific™ Biofuge™ Stratos™
Zentrifuge (Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland) verwendet. Durch die Zentrifugation des
Probenmaterials erfolgte die Auftrennung des Blutes in mehrere Phasen mit dem Ziel eines
konsistenten PMN-Ringes. Siehe dazu Abbildung 13. Dabei entspricht der weililiche, leicht
milchig wirkende Ring oberhalb der rétlichen Unterphase, der erwarteten PMN-Fraktion.
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Granulozytenring

Abbildung 13: Dichtegradientenzentrifugation (eigenes Foto)

Die sich Uber dem PMN-Ring befindlichen Phasen wurden abgesaugt und verworfen. Im
Anschluss wurden jeweils 300 pL des PMN-Ringes entnommen und in ein 15 mL
Zentrifugenréhrchen gegeben. Die PMN-Suspension wurde nach Herstellerangabe mit 3 mL
DPBS® (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline modified without calcium, magnesium and
chlorid, ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USA) versetzt. 10 puL dieser Verdiunnung
wurden entnommen, um mit der Neubauer Z&hlkammer die Anzahl der PMNs zu ermitteln. Im
folgenden Schritt wurde das gewinschte Endvolumen berechnet, um eine Zielzellzahl von
18 Millionen Zellen pro Milliliter zu erlangen. Die Zellsuspension wurde anschlieBend fir
5 Minuten bei Raumtemperatur mit 272 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
mit dem berechneten Volumen des Zellkulturmedium RPMI 1640 (PAN-Biontech GmbH,
Aidenbach, Deutschland) mit 10 %igem fetalem Kélberserum (FKS, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) resuspendiert.
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5.2 Fluoreszenzfarbstoff zur Darstellung von NETs und Kalzium

Fur die Darstellung der NETose wurde 47, 6-Diamidino-2- Phenylindol- dihydrochlorid (DAPI)
(D9542-5MG, Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und zur Bestatigung
des Ablaufs der NETose die Myeloperoxidase (MPO) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland) verwendet. Die Migration der isolierten PMNs wurde ohne Fluoreszenzfarbung
mit Hilfe einer Phasenkontrasteinstellung des Mikroskops beobachtet. Das DAPI wurde in einer
Konzentration von 5 pg/mL verwendet und jeweils 50 pL der zuvor hergestellten
PMN- Suspension hinzugegeben. DAPI ist in der Lage als fluoreszierender Komplex an die
minor groove von Adenosin-Thymin-reichen Sequenzen der DNA zu binden (103). Bei
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht stellt sich dieser Fluoreszenzfarbstoff im sichtbaren
Bereich des Farbspektrums in blau dar. Fir ein ideales Wirkungsspektrum wurde in dieser

Studie das Molekil mit der Wellenldange 385 nm stimuliert.

Bei dem MPO Antikorper handelt es sich um eine gebrauchsfertige Anti-MPO L6ésung. Hiervon
wurden 10 pL ebenfalls zu dem Gesamtvolumen von 50 pL. PMN-Suspension hinzugegeben.
Anti-MPO bindet an DNA Fragmente und gelangt nicht nach intrazellular. Dies ermdglichte es
die durch die NETose ausgestol’enen chromatinhaltigen Netze extrazellular zu bestatigen. Fur
die optimale Fluoreszenz der MPO wurde in den Versuchen mit der Wellenlange des Lichts

von 525 nm gearbeitet.

Um das intrazelluldre Kalzium und damit auch die Kalziumaktivitat im Zusammenhang mit der
stattfindenden NETose und Migration zu beobachten, wurde Fluo 4-Fluorescent labeling
reagent (Abcam, Berlin, Deutschland) verwendet. Es gelangt in  seiner
Acetoxymetylester- Molekdlstruktur (Fluo-4 Am) nach intrazellulér. Intrazellular wird es in
seine aktive fluoreszierende Struktur gespalten (104). In dieser Studie wurde der Farbstoff mit

3 uL und einer Konzentration von 30 uM zu den 50 pL Zellsuspension hinzugefugt.
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5.3 Chemotaxis im Modell

Fur die chemotaktische Aktivierung der PMNs und damit verbundene Migration wurde
n-Formyl-L-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin  (fMLP) (MolecularProbes®, ThermoFisher
Scientific, Massachusetts, USA) verwendet. fMLP wurde in einer Endkonzentration von 10 nM

in die linken Reservoire des 3D-p-Slide-Chemotaxis-Kammersystems eingesetzt.

5.4 Kalziumelimination mit Kalziumchelator

Der membrangangige Kalziumchelator BAPTA AM (Cayman Chemical Company, Michigan,
USA) wurde zur Eliminierung des intrazellularen Kalziums verwendet. Die Abbildung 14 zeigt

wie der Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 dieses Reaktionsschema sichtbar macht.
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Abbildung 14: Reaktionsablauf mit BAPTA AM

Das intrazellulare Kalzium wird durch den Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 gebunden. [1] Dadurch, ist die intrazellulare
Kalziumaktivitat im Mikroskop sichtbar [2]. Bei Zugabe von BAPTA AM wird Kalzium eliminiertund die Fluoreszenzintensitéat
nimmt unter dem Mikroskop ab [3]. (eigene Darstellung)

Die Substanz wurde wie unten beschrieben in den Endkonzentrationen 5 uM, 20 uM, 25 uM
und 30 pM hinzugefigt. Laut dem Produktinformationsblatt wurde der kristalline Feststoff
BAPTA AM dem Ldésungsmittel DMSO zugegeben. Die DMSO Endkonzentration betrug
0,1 %.
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5.5 Intrazellulare Beeinflussung durch GPCR-Inhibition

Zur Darstellung des Einflusses der Lokalanésthetika auf die Migration und NETose, wurden
Gallein, auch Pyrogallol Phthalein genannt, und U-73122 hinzugegeben. Beide hemmen durch
GPCR aktivierte Signaltransduktionsschritte. Gallein (Hycultec GmbH, Beutelsbach,
Deutschland) hemmt die Lipidkinase PI3-K. U-73122 (Hycultec GmbH, Beutelsbach,
Deutschland) blockiert die Aktivierung von PLC und die damit assoziierte 1P3 und DAG
Stimulierung. Dies zeigt Abbildung 15.
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Abbildung 15: Effekt durch GPCR-Inhibitoren

Die Aktivierung eines GPCR wird an der Subeinheit Gfy durch den GPCR- Inhibitor unterbrochen. [1] Daraufhin findet die
weitere Signalkaskade (iber PLC und PI3K nicht statt. [2] PLCR2/3 stimuliert die IPs und DAG. [3] PI3K aktiviert hingegen
den Kinasesignalweg der Akt/ERK. [4] (eigene Darstellung)

Gallein wurde in einer Konzentration von 10 uM und U-73122 von 5 uM verwendet (105—
107). Dazu wurde eine 10003 uM Gallein-Stammlésung sowie eine U-
73122-Stammlésung mit einer Konzentration von 5244 uM hergestellt. Beide wurden nach
Herstellerangaben in DMSO geldst. Gewiinschte Endkonzentration von DMSO war 0,1 % in

allen drei Kanélen, um in allen drei Kandlen &hnliche Bedingungen zu schaffen.
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5.6 Verwendete Lokalanésthetika

Fir die Versuchsreihen wurde das Ropivacain-Hydrochlorid Monohydrat der Firma Falgron in
Pulverform benutzt. Um die gewiinschten Ropivacainkonzentrationen zu erzielen, wurde eine
Stammlésung von 50 mM mit PBS hergestellt. In Initialversuchen wurde
Bupivacain- Hydrochlorid Monohydrat der Firma Sigma Aldrich verwendet, um die Ergebnisse

von Kolle et al. zu reproduzieren.

5.7 3D-p-Slide-Chemotaxis-Kammer

Zur experimentellen Beobachtung und Funktionsanalyse der PMNs wurde mit 3D-p-Slide-
Chemotaxis-Kammern von IBIDI® (IBIDI® GmbH, Planegg/Martinsried, Deutschland)

gearbeitet. Diese Kammersysteme ermdglichten es, eine Echtzeitmessung mit Hilfe eines
stabilen chemotaktischen Gradienten durchzufilhren und gleichzeitig drei verschiedene
Zusténde zu beobachten. Der Aufbau eines jeden 3D-p-Slide besteht aus drei Kammern. Diese
bestehen aus einem Kanal und jeweils zwei Reservoiren. Der Aufbau solch eines
Kammersystems zeigt die Abbildung 16.

/ Reservoire \

\ Kanale J

Abbildung 16: 3D-p-Slide der IBIDI ®GmbH
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5.7.1 Beflllung der Kanale
Die Kanale wurden in den ersten Versuchen mit einem Gemisch, welches aus einem Medium,
Kollagen, den isolierten Zellen sowie den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI, MPO und Fluo-4

bestand, befillt. Ziel war es im Gel eine 1,5 mg/mL bovine Kollagen-1 Konzentration zu
erreichen. Die Tabelle 1 zahlt tabellarisch die Volumina flr das Medium auf.

Substanz Volumen [pL]

MEM 10- fach (Minimum Essential Medium, M0275, Sigma Aldrich | 20
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Destilliertes Wasser 20
NaHCOs (Emsure® ACS, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 10
RPMI 1640 (PAN- Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) 50

Tabelle 1: Gemisch des Mediums

Das Volumen des Kanals setzte sich in den ersten Versuchen in denen lediglich mit und ohne
Lokalanésthetika als Zusatz in den Reservoiren gearbeitet worden ist, aus den folgenden

Komponenten, wie in Tabelle 2 aufgezéhlt, zusammen.

Substanz Volumen [uL]
Medium 100

PureCol® (Advanced BioMatrix, Inc.San Diego) 150
Zellsuspension + Fluoreszenzen 50

Tabelle 2: Kanalgemisch ohne Zusatzsubstanz
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In den darauffolgenden Versuchen mit BAPTA AM als Bestandteil des Kanalgels, wurde zu
Beginn kein Ropivacain-Hydrochlorid in die Reservoire hinzugegeben. Dies wurde zum
spateren Zeitpunkt in weiteren Versuchen um Vergleiche ziehen zu kénnen geéndert (65). Wie
in der Literatur beschrieben, wurden zunéchst die Konzentrationen von 20 uM, 25 uM und
30 uM BAPTA AM verwendet (108). Zuletzt wurde entschieden, dass die Konzentrationen von

5 uM im mittleren Kanal und 20 uM im rechten Kanal verwendet werden sollten.

Der linke Kanal diente der Kontrolle ohne BAPTA AM. Zur Herstellung des Kanalgels in den
BAPTA AM Versuchen wurde wieder die Anleitung der Herstellung des Mediums verwendet.
Es wurden jedoch 10 pL des destillierten Wassers aus dem Medium durch die entsprechende
dem Kanal vorgesehene BAPTA AM Vorverdunnung ersetzt. Ebenso wurden die in Tabelle 3

aufgezéhlten Substanzen fir eine Endkonzentration des Kollagens von 1,5 mg/mL hinzugeflgt.

Substanz Volumen [uL]
BAPTA AM Vorverdinnung 33
Zellsuspension + Fluoreszenzen 17
PureCol® (Advanced BioMatrix, Inc.San Diego) 50

Tabelle 3: Kanalgemisch mit BAPTA AM

In den darauffolgenden Versuchen wurde die GPCR-Inhibition mit und ohne Ropivacain
beobachtet. Um die Signalkaskade des GPCR iiber die GBy-Subeinheit zu inhibieren, musste
der Versuchsaufbau angepasst werden. Die Substanzen Gallein und U-73122 wurden in ihrer

Vorverdinnung dem Medium aus Tabelle 4 je Beobachtungszweck hinzugegeben.

Substanz [uL] Linker Kanal Mittiger Kanal Rechter Kanal
Medium 90 90 80
Gallein 10 - 10
U-73122 - 10 10

Tabelle 4: Mediengemische mit GPCR-Inhibitoren

35



Daraufhin erfolgte die Zugabe der GPCR-Inhibitor- Medium- Gemische je Kanal zu den bereits
mit Fluoreszenzen vorbereiteten Zellen und dem Kollagen. Wie Tabelle 5 zeigt, konnte so die

Kollagenendkonzentration von 1,5 mg/mL fur die Kanéle erreicht werden.

Substanzen [uL] Linker Kanal | Mittiger Kanal | Rechter Kanal
GPCR-Inhibitor Vorverdinnung 33 33 33
Zellsuspension + Fluoreszenzen 16 17 17

PureCol® (Advanced BioMatrix, | 50 50 50

Inc.San Diego)

Tabelle 5: Kanalgemisch mit GPCR-Inhibitoren

Dadurch wurden auch die gewiinschten Endkonzentrationen der GPCR-Inhibitoren wie es in

Tabelle 6 gezeigt wird, erreicht.

Endkonzentration [uM] | Linker Kanal Mittiger Kanal Rechter Kanal
Gallein 10 - 10
U-73122 - 5 5

Tabelle 6: Endkonzentrationen der GPCR-Konzentrationen

5.7.2 Beflllung der Reservoire

Die beiden jeweiligen Reservoire der Kandle wurden in jedem Versuch mit dem Grundmedium
RPMI 1640 + 10 %iges fetales Kélberserum gefullt, um die Vitalitdt der PMNs aufrecht
erhalten zu kénnen. Zusatzlich wurde in fast jedes linke Reservoir eine 10 nM Konzentration

von fMLP hinzupipettiert, um die septischen Bedingungen zu simulieren.

Ein variabler Parameter in den Reservoiren war die Konzentration des Lokalandsthetikums
Ropivacain. Wir pipettierten die Konzentrationen 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 3 mM, 5 mM, 7
mM, 10 mM und 15 mM. In weiteren Versuchen wurde das Lokalandsthetikum Bupivacain
0,1 mM, 0,5 mM und 1,6 mM verwendet. Das jeweilige Lokalan&sthetikum wurde in beide

Reservoire in den entsprechenden Verdinnungen zugegeben.
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5.8 Life Cell Imaging

Die Beobachtung der PMNs erfolgte tber einen Zeitraum von 14 Stunden mittels eines Leica-
Mikroskop DMi8 (Leica Mikroskopie & System GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit 100-facher
VergrolRerung. Des Weiteren wurde die Software Leica Application Suite X (LAS X
3.0.4.16529, Leica Mikroskopie & System GmbH, Wetzlar, Deutschland) eingesetzt. Mit Hilfe
der Leica DFC9000 GT Kamera (Leica Mikroskopie & System GmbH, Wetzlar, Deutschland)
sowie dem Belichtungssystem CoolLED pE4000 (CoolLED Ltd., Andover, England) flihrten
wir die Analyse und elektronische Dokumentation durch. Die IBIDI® Chemotaxis-Kammer
wurde in die am Objekttisch befindliche Klimakammer (IBIDI®) eingebettet. Im Anschluss
erfolgte die Einstellung der Objekttischpositionen, um den optimalen Fokus auf die jeweiligen
Kandle zu erhalten. Entsprechend der Versuche und deren Fluoreszenzen wurde die
Belichtungsenergie gewahlt. Die gewahlten Wellenlangen und weitere Eigenschaften der

Fluoreszenzen zeigt die folgende Tabelle 7.

DAPI Anti-MPO-APC | Fluo-4
Wellenldnge der maximalen Extinktion [nm] | 395 650 510
Verwendete Wellenlange [nm] 385 635 490
Verwendete Einlassfilter [nm] 380 -410 | 615-635 472 - 498
Wellenlange der maximalen Fluoreszenz [nm] | 461 660 532
Verwendete Auslassfilter [nm] 420 - 460 | 650 505 - 545

Tabelle 7: Eigenschaften der Fluoreszenzen

Fur die optimale detaillierte Datengewinnung wurden die Kammern in jedem Versuch alle
30 Sekunden abgelichtet. Die gesammelten Daten wurden in ihrem zeitlichen Verlauf in Bezug

auf die Migration, NETose und intrazellulare Kalziumaktivitat analysiert.

5.9 Erfassung der Daten

Es erfolgt nun eine Beschreibung wie die Mengen an Daten mit Hilfe der Imaris® Software
verarbeitet, die so analysierten Informationen mit Hilfe von Excel tabellarisch erfasst werden
konnten, um diese im Anschluss mit Hilfe von Phonix® in Kurven zu verarbeiten, um am Ende
diese mit der Statistiksoftware SPSS® Version 26 (SPSS® IBM® Company) zu analysieren.
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5.9.1 Datensatze der Migration

Fur die Migration wurde Uber die Imaris® Software die zuriickgelegte Strecke der Zellen

erkannt und die von uns bestatigten Zellen analysiert. Durch die Helligkeitsunterschiede der

beobachteten Zellen und des Hintergrundes wurde mit dem Phasenkontrast die Migration der

Zellen als sogenannte Spots erfasst. In den 14 Stunden der Beobachtung wurde die Zeit in

30 Minutenabschnitten frequentiert und entsprechend von der Software Imaris® die

dazugehdrigen mikroskopisch erfassten Bilder hinzugefligt. Daraus ergaben sich die Track
Displacement X (TDX), die Track Displacement Y (TDY), die Track Displacement Length
(TDL) , die Track Length (TL), die Track Speed Max, die Track Speed Mean, die Track Speed
Min, Track Duration und die Track Straightness. Die Tabelle 8 gibt genaue Angaben zur

Bedeutung der einzelnen Parameter. Die gewonnenen Daten (ber die Migration wurden in einer

Excel-Tabelle zusammengetragen.

Parameter

Definition

Track Displacement X = TDX [pum]

Wegstrecke auf der x-Achse

Track Displacement Y = TDY [um]

Wegstrecke auf der y-Achse

Track Displacement Length = TDL [um]

Distanz zwischen der ersten und letzten Position
der Zelle

Track Length = TL [um]

Gesamte Lange der verdnderten Position

Track Speed Max [um/s]

Maximale Geschwindigkeit zur Zurlcklegung der

Wegstrecke

Track Speed Mean [um/s]

Durchschnittliche Geschwindigkeit zur
Zurticklegung der Wegstrecke

Track Speed Min [pum/s]

Minimale Geschwindigkeit zur Zurticklegung der
Wegstrecke

Track Duration [s]

Dauer zwischen dem ersten und letzten Zeitpunkt

innerhalb eines Tracks

Track Straightness [D/L]

Aussage zur zielgerichteten Bewegung

Tabelle 8: Migrationsparameter
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5.9.2 Datensatze der Fluoreszenzfarbstoffe

Im Imaris® Programm wurden die angewendeten Fluoreszenzfarbstoffe fiktiven Farben
zugeordnet und entsprechende Kandle gewahlt. Die Abhebung der unterschiedlichen zellularen
Ereignisse durch die Farbdarstellung vom eigentlichen Hintergrund in der Software zeigte sich
durch die unterschiedlichen Fluoreszenzen und deren Wellenldngen. Fir die NETose, die
NETose Bestatigung mit MPO und die intrazellulare Kalziumkonzentration wurden die
,.Surfaces” mit Hilfe der Imaris® Software erhoben und daraus die Datensédtze zur: Area,
Birth [s], Death [s], Zeitpunkte [s] und die Flachensummen der Fluoreszenzen in Sekunden
erfasst. So lagen nach Festlegung eines sich wiederholenden Befehls bei Excel (Makro) alle
durch die Fluoreszenzfarbstoffe verursachten Farbflachen pro betrachteten Frame (Zeitpunkt)
zu einer Gesamtflachensumme pro Frame vor. Diese Gesamtflachensummen pro Frame wurden
dann zur weiteren Analyse in eine neue Excel Tabelle Gibertragen und in die Software Phoenix®

Ubertragen.

5.9.3 Erstellung der ETsoNET, ETsoMPO und ITsoFluo-4 mit Phoenix®

In der Software Phoenix® war es moglich aus den bisherigen Datensatzen, die die
Zeit-Flachen-Beziehung der Fluoreszenzfarbstoffe DAPI, MPO und Fluo-4 angaben,
sigmoidale Kurven zu erfassen. Diese stellten das halbmaximale Wachstum der maximalen
Flachensumme (ETsoNET [min], ETsoMPO [min] und ITsoFluo-4 [min]) dar. Das Programm
néhert eine, der Michaelis-Menten Formel angelehnte Gleichung, an den jeweiligen
sigmoidalen Messpunkteverlauf an. Die mathematische Formel und der sigmoidale
Kurvenverlauf sind in Abbildung 17 und Abbildung 18 dargestellt.
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y=Hill-Faktor
\_ J
Abbildung 17: Formel zur Beschreibung des Messpunkteverlaufs aus Phoenix®
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Abbildung 18: Messung der ETso-Werte (eigene Darstellung)

40



Neben ETso liel sich mithilfe von y die Steigung der sigmoidalen Kurve ablesen. Fir die ETso,
y, aber auch die initiale Effekththe (Eo) und den maximalen Effekt (Emax) Wwurden in einer
zusatzlichen Excel-Tabelle mit weiteren fiir die Versuche relevante Variablen erfasst. Die
Darstellung der 1TsoFluo-4 [min] in Abbildung 19 wies einen gegenléufigen sigmoidalen
Verlauf als ETsoNET [min] und ETsoMPO [min] auf. AuBerdem zeigte diese inhibitorische
sigmoidale Kurve einen Zeitpunkt der maximalen Fluo-4 Aktivitat und somit die maximale

intrazelluldre Kalziumkonzentration zu einem bestimmten Zeitpunkt.
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2.5E+05 T
g
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£
£ ITs,
2 | 1.5E+05 T
Q
K-
B
[re 1E+05 _|
SE+04 Eo
| | | | | | |
I I I I I I I
50 100 150
Zeit [min]

Abbildung 19: Messung der ITso-Werte (eigene Darstellung)

Die erfassten ETso und ITsp Werte wurden exportiert und als Exceldatensatz ins
Statistikprogramm SPSS® Version 26 hochgeladen. Die Migrationsdaten wurden direkt zur
statistischen Analyse verwendet und mussten nicht mit Phoenix® bearbeitet werden.
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5.10 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS® Version 26 (SPSS®
IBM® Company). Alle Gruppen wurden dem Test nach Kolmogorov-Smirnov zur Testung auf
Normalverteilung unterzogen. Bei Mehrfachvergleichen wurde bei einer Normalverteilung der
signifikante Unterschied zwischen den Gruppen mit der einfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) gepruft. Die Varianzhomogenitdt wurde nach Bonferroni und die
Varianzheterogenitat nach Dunnett T3 erfasst. Die Aussage Uber die Varianz wurde mit dem
Levene-Test nachvollzogen. War die Normalverteilung in den einzelnen Gruppen nicht
gegeben, wurde die zentrale Tendenz der einzelnen zu testenden Gruppen nach Kruskal-Wallis
gepruft. Dieser folgte daraufhin ebenfalls die Varianzanalyse. Zur Betrachtung der zentralen
Tendenz von zwei unabhangigen Stichproben, bei denen durch Fehlen der Normalverteilung

kein t-Test angewendet werden konnten, wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet.
Die statistische Signifikanz wurde als eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 definiert.

Die graphischen Darstellungen der Ergebnisse erfolgten mit einfachen oder gruppierten
Boxplots. Die Ausreiler stellten sich als Punkte oder Sternchen, aullerhalb des oberen und

unteren Whiskers dar.
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6. Ergebnisse

6.1 Eigenschaften der Probanden

Es nahmen 51 Probanden an dieser Studie teil. Darunter waren 34 weibliche Teilnehmerinnen
und 17 ménnliche Teilnehmer vertreten. Der Median des Alters der Teilnehmer/ -innen betrug

23 Jahre. Der Median der KorpergroRe lag bei 172 cm und der des Kérpergewichts bei 63 kg.

6.2 Einfluss von Lokalanasthetika auf die NETose
6.2.1 Bupivacain
In der Abbildung 20 werden die ETsoNET-Werte bei verschiedenen Konzentrationen von

Bupivacain gezeigt.
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Abbildung 20: Einfluss von Bupivacain auf die ETsoNET [min]

Die x-Achse stellt die verwendeten Konzentrationen von Bupivacain dar. 0,1 mM fasst die Werte von 0 mM und 0,1 mM
zusammen. 0,5 mM fasst die Konzentrationen 0,2 mM und 0,5 mM zusammen. Die y- Achse misst die ETsoNET [min].

0 = AusreiRer

Beim Vergleich der ETsoNET [min] der Gruppe der Konzentration 0,1 mM mit der Gruppe der
Konzentration von Bupivacain 0,5 mM und 1,6 mM zeigte sich ein signifikanter Unterschied

(p <0,01).
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6.2.2 Ropivacain
Die folgende Abbildung 21 présentiert den Einfluss von Ropivacain auf die ETsoNET [min].
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Abbildung 21: Einfluss von allen Ropivacainkonzentrationen auf die ETsoNET [min]
Die x-Achse stellt die Konzentration von Ropivacain dar. Die y-Achse zeigt die ETsoNET [min].o = Ausreil3er.
Y = Extremwerte.

Bei den mittleren Ropivacainkonzentrationen 3 mM, 5mM und 9 mM zeigte sich im Vergleich
zu den niedrigen Konzentrationen 0,1 mM, 0,5 mM und 1 mM, dass die NETosen (ETsoNET)

zwar tendenziell zu fruheren Zeitpunkten passieren, die Unterschiede aber nicht signifikant

waren.

Bei den hohen Konzentrationen (10 mM und 15 mM) fanden die NETosen gegenuber den
NETosen bei mittleren Konzentrationen (3 mM, 5 mM und 9 mM) verspatet statt. Aus diesem
Grund verglichen wir die Zeitpunkte der NETosen bei hohen Konzentrationen 10 mM und
15 mM mit denen bei mittleren Konzentrationen (3 mM, 5 mM und 9 mM). Es konnte zwischen
den Zeitpunkten der NETosen bei mittleren Konzentrationen 3 mM (p < 0,005), 5 mM
(p < 0,015) und 9 mM (p < 0,008) im Vergleich zu den Zeitpunkten der NETosen bei der hohen

Konzentration von 10 mM signifikante Unterschiede erfasst werden.
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Im Vergleich der ETsoNET-Werte der Gruppe mit 15 mM Ropivacain mit den Werten der
Konzentrationen 3mM, 5 mM und 9 mM zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Im
Folgenden werden die ETsoNET- Werte bei den Konzentrationen 0,1-1 mM und > 3 mM jeweils
zusammengefasst. Diese wurden mit ETsoNET-Werten verglichen, die ohne Zugabe von

Ropivacain berechnet wurden (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Vergleich gruppierter Ropivacainkonzentrationen

Vergleich des Einflusses der Ropivacainkonzentrationen (0 mM, 0,1 mM — 1mM und 3 mM — 15 mM) auf die ETsoNET [min].
Die x- Achse stellt die Ropivacainkonzentration und die y- Achse die ETsoNET [min] dar. o = milde AusreiRer.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Konzentration 0 mM und 0,1 — 1 mM
(p <0,015). Ein signifikanter Unterschied bestand auch zwischen der Konzentration
0,1-1mMund 3-15mM (p < 0,002). Es lag kein Unterschied zwischen der Kontrolle und

der Konzentration (3 mM — 15 mM) vor.
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6.3 Einfluss auf die NETose und das Kalzium
6.3.1 Beeinflussung der NETose

Die Abbildung 23 zeigt den Effekt von BAPTA AM und Ropivacain auf die ETsoNET [min].
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Abbildung 23: Einfluss BAPTA AM und Ropivacain auf die ETsoNET [min]
Die x-Achse stellt Konstellationen der Substanzen BAPTA AM und Ropivacain dar. Die y-Achse zeigt die Messung der
ETsoNET [min]. o = AusreiRer. Y= Extremwerte.

Ein signifikanter Unterschied der ETsoNET [min] Werte konnte zwischen den Gruppen nicht

identifiziert werden.
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6.3.2 Veranderungen des intrazelluldren Kalziums
Die folgende Abbildung 24 zeigt den Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die

Messungen der 1TsgFluo-4 [min].
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Abbildung 24: Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die 1TsoFluo-4 [min]
Auf der x-Achse wird die Konstellation der Substanzen BAPTA AM und Ropivacain dargestellt. Die y-Achse dient dem Ablesen

der Werte von ITsoFluo-4 [min]. o = AusreiBer. ¥¢ = Extremwert.

Beim Vergleich der ITsoFluo-4 [min] der Kontrolle mit den ITsoFluo-4 [min] Werten der
Gruppen in der kombiniert BAPTA AM (5-25 puM) und Ropivacain (3 Mm) verwendet
worden, ergab sich ein signifikanter Unterschied von p < 0,001. Es lagen keine weiteren

signifikanten Unterschiede vor.
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6.4 Einfluss der GPCR-Inhibitoren auf die NETose
6.4.1 GPCR-Inhibitoren
Die Abbildung 25 prasentiert den Einfluss der GPCR-Inhibitoren auf die ETsoNET [min].
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Abbildung 25: Einfluss der GPCR-Inhibitoren auf die ETsoNET [min]
Die x-Achse zeigt die verwendeten GPCR-Inhibitoren. Gallein wurde mit je 10 uM und U-73122 mit je 5 UM verwendet. Die
y-Achse stellt die ETsoNET [min] dar.

Die statistische Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den ETsoNET [min]
Werten der Kontrolle und denen von 10 uM Gallein (p < 0,009) und U-73122 (p < 0,034). Im
Vergleich bestand kein Unterschied der Werte der Kontrollgruppe zur kombinierten Zugabe
von Gallein und U-73122,
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6.4.2 GPCR-Inhibitoren und Ropivacain
In der folgenden Abbildung 26 wird der Effekt auf die ETsoNET [min] durch die

GPCR-Inhibitoren unter gleichzeitiger Verwendung von Ropivacain dargestellt.
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Abbildung 26: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die NETose
Die x-Achse zeigt die verwendeten GPCR-Inhibitoren Gallein (10uM), U-73122 (5 uM). Die y-Achse stellt die ETsoNET [min]
dar. Die Clusterung unterteilt die Ropivacainkonzentrationenin blau (0 mM) und rot (3mM).

Es lag kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der ETsoNET [min] Werte der Gruppen
der Kontrolle, der Werte von Gallein, der Werte von U-73122 und den Werten bei
Gallein + U- 73122 vor, wenn 3 mM Ropivacain zugegeben worden waren. Aus diesem Grund
wurden die Gruppen der Kontrolle mit und ohne 3 mM Ropivacain untereinander

zusammengefasst sowie die Gruppen von Gallein, U-73122 und deren Kombination. Dies stellt
die Abbildung 27 dar.
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Abbildung 27: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die ETsoNET [min]
Die x-Achse zeigt die Anwendung von verschiedenen Kombinationen mit und ohne GPCR-Inhibitoren und den

zusammengefassten Ropivacainkonzentrationen (0 mM und 3mM). Die y-Achse stellt die Zeitpunkte der ETsoNET [min] dar.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der ETsoNET [min] der Gruppe mit
Gallein (p < 0,01) und U-73122 (p < 0,01) im Vergleich zur ETsoNET [min] der

Kontrollgruppe. Es bestanden keine weiteren signifikanten Unterschiede.
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6.5 Beeinflussung der intrazelluldren Kalziumkonzentration

6.5.1 GPCR-Inhibitoren

Die Abbildung 28 zeigt den Effekt der GPCR-Inhibitoren auf die 1TsoFluo-4 [min] Werte der
PMNS.
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Abbildung 28: Einfluss von GPCR-Inhibitoren auf die ITsoFluo-4 [min]
Die x-Achse stellt die GPCR-Inhibitoren Gallein (10 uM), U-73122 (5 uM) und deren Kombination dar. Die y-Achse misst die
ITsoFluo-4 [min] Werte. o = Ausreif3er.

Zwischen den ITsoFluo-4 [min] Werten der Kontrollgruppe und den Gruppen der
GPCR- Inhibitoren Gallein (p < 0,001) und U-73122 (p < 0,001) bestand ein signifikanter

Unterschied.
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6.5.2 GPCR-Inhibitoren und Ropivacain
In der folgenden Abbildung 29 wird der Einfluss der GPCR-Inhibitoren mit und ohne

Ropivacain auf die 1TsgFluo-4 [min] dargestellt.
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Abbildung 29: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die 1TsoFluo-4 [min]
Die x-Achse stellt die angewendeten GPCR-Inhibitoren dar. Die y-Achse erfasst die ITsoFluo-4 [min] Werte. Die Clusterung
zeigt die Ropivacainkonzentrationen in blau (0 mM) und in rot (3 mM). @ = Ausreifer. x = Extremwerte.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der I TsoFluo-4 [min] Werte der
Kontrollgruppen und der 1TsoFluo-4 [min] Ergebnisse von Gallein, U-73122 und deren
Kombination. Deshalb présentiert Abbildung 30 wie die Gruppen der Kontrolle mit und ohne

3 mM Ropivacain untereinander zusammengefasst worden waren und dies auch mit den

Gruppen von Gallein, U-73122 und deren Kombination erfolgte.
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Abbildung 30: Vergleich GPCR-Inhibitoren und Ropivacainkonzentrationen
Die x-Achse zeigt die verwendeten Kombinationen aus GPCR-Inhibitoren und Ropivacain. Die y-Achse misst die ITsoFluo-4

[min]. o = AusreiBers’y = Extremwert.

Es stellte sich so ein signifikanter Unterschied zwischen den ITsoFluo-4 [min] Werten der
Kontrollgruppen und der ITsoFluo-4 [min] Werte von den Gruppen Gallein sowie auch bei

U-73122 mit p < 0,01 dar.
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6.6 Einfluss auf die PMN-Migration
6.6.1 Bupivacain und Ropivacain

Die folgende Abbildung 31 préasentiert den Einfluss der Lokalan&sthetika Bupivacain und

Ropivacain auf die Track Length [um] der PMNSs.
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Abbildung 31: Einfluss von Bupivacain und Ropivacain auf die Migration
Die x-Achse stellt den Zeitpunkt der Beobachtung mit life cell imaging in Abstand von 30 Minuten dar. Die y-Achse zeigt die
Migration als Track Length [um]. Die Clusterung stelltin rot Kontrolle, in blau Bupivacain (1,6 mM) undin griin Ropivacain
(3 mM) dar. o = AusreiRer. % = Extremwerte.

Lokalanasthetika

Wkein
1.6 mM Bupivacain
B3 mM Ropivacain

Die statistische Analyse zeigte einen signifikanten Unterschied von p < 0,001 bei beiden

angewendeten Pharmaka gegeniiber der Track Length [um] der Kontrolle zum jeweiligen

Zeitpunkt.
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6.6.2 BAPTA AM
In der Abbildung 32 wird der Effekt des Kalziumchelators BAPTA AM auf die
Track Length [um] der PMNSs gezeigt.
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Abbildung 32: Einfluss von BAPTA AM auf die Track Length [um]

Die x-Achse stellt den zeitlichen Beobachtungsverauf in 30-miniitigen Abstanden dar. Die y-Achse misst die Track Length
[um]. Die Clusterung erfasst die BAPTA AM Konzentration in blau (0 uM), rot (5 uM) und in griin (25 pM). o = AusreiRer.
% = Extremwerte.

Es zeigte sich zum Zeitpunkt 0 Minuten ein signifikanter Unterschied zwischen der Track
Length der Kontrolle (p<0,01) und BAPTA AM (5 uM), jedoch nicht gegeniiber der
Konzentration von 25 uM. Bei den Track Lengths der Kontrollen nach 30 und 60 Minuten

konnte ein signifikanter Unterschied gegeniiber den Track Lenghts bei BAPTA AM
5uM (p <0,01) und 25 uM (p < 0,01) gezeigt werden.
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6.6.3 BAPTA AM und Ropivacain

Die Abbildung 33 zeigt den Effekt von BAPTA AM und Ropivacain auf die
Track Length [um].
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Abbildung 33: Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die Track Length [um]

Die x-Achse stelltden zeitlichen Verlauf der Mikroskopie in 30 Minutenabstanden dar. Die y-Achse zeigt die Track Length [um]
der PMNSs. Die Clusterung unterteilt die BAPTA AM Konzentration in blau (0 uM) und rot (5 uM). o = AusreiRer.

¥ = Extremwerte.

Zum Zeitpunkt 0 Minuten und 30 Minuten zeigte sich beim paarweisen Vergleich ein
signifikanter Unterschied von p < 0,001 zwischen der Track Lengths der Kontrolle und bei
BAPTA AM (5 uM) unabhéngig von Ropivacain (0 mM oder 3 mM).
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6.6.4 GPCR-Inhibitoren und Ropivacain
In der Abbildung 34 wird der Effekt von den GPCR-Inhibitoren und Ropivacain dargestellt.
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Abbildung 34: Einfluss GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die Track Length [um]

Die x-Achse erfasst den zeitlichen Verlauf der Mikroskopie in Minuten. Die y-Achse zeigt die Track Length [um] der
verschiedenen Gruppen der Substanzen. Die Clusterung unterteilt die GPCR-Inhibitoren in blau (Kontrolle), griin (10 pM
Gallein), rot (5 uM U-73122) und orange (10 pM Gallein + 5 uM U-73122). o = AusreiRer. ¥ = Extremwerte.

Bei der kombinierten Anwendung von GPCR-Inhibitoren mit 3 mM Ropivacain zeigte sich im
zeitlichen  Verlauf ein friheres Sistieren der zellularen Fortbewegung (keine
Track Lengths > 25 um). Dieser friihere Abbruch ist im unteren Diagramm bei den Versuchen
mit Gallein und Ropivacain bereits ab dem Zeitpunktintervall 30 Minuten Versuchsablauf zu
erkennen. Im Zeitabschnitt 60 Minuten prasentiert sich dies auch bei U-73122 und Ropivacain.
Im Zeitraum 60 Minuten ist zuletzt nur noch eine geringe Zellanzahl (n=124 Tracks) in der
Kontrolle zu verzeichnen. Im Vergleich liegt zum Zeitpunkt 30 Minuten bei der Anwendung
mit Ropivacain (3 mM) eine hohere Zellzahl (n=366 Tracks) vor. Aus diesem Grund wurden
nur die Ergebnisse der Migration von den Kontrollversuchen mit und ohne 3 mM Ropivacain,

was Abbildung 35 verdeutlicht, angeschaut.
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Abbildung 35: Effekt zusammengefasste Ropivacain auf die Track Length [um]
Die x-Achse zeigt den Zeitpunkt der Mikroskopie in Minuten. Die y-Achse misst die Track Length [um]. Die Clusterung
unterteilt Ropivacain in blau (Kontrolle) und rot (3 mM). o = AusreiRer. W = Extremwerte.

Da sich mit Zunahme der Mikroskopiezeit jeweils bei der Kontrolle und den Versuchen mit
3 mM Ropivacain keine eindeutige Veranderung in der Track Length [um] zeigte, wurden diese
zusammengefasst und im Anschluss die Ergebnisse der Kontrollen mit denen bei Anwendung

von 3 mM Ropivacain unabhéngig vom Mikroskopiezeitpunkt verglichen. Siehe hierzu
die Abbildung 36.
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Abbildung 36: Vergleich des Einflusses von Ropivacain auf die Migration
Die x-Achse stellt die verwendete Ropivacainkonzentration in Millimolar dar. Die y-Achse definiert die zuriickgelegte Strecke
der PMNs im Abstand von 200 Mikrometern. o = Ausreif3er.

In dieser Darstellung konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchen mit und

ohne 3 mM Ropivacain von p < 0,001 verzeichnet werden.
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7. Diskussion

In dieser Studie wurde untersucht, ob durch die Reduktion der intrazellularen
Kalziumkonzentration oder die Inhibition der GPCR-Signaltransduktion die NETose und
Migration der PMNs inhibiert werden kann. Des Weiteren wurde der Effekt von

Lokalanésthetika, insbesondere Ropivacain, auf diese Parameter untersucht.

7.1 Vergleich der experimentellen Methoden und Substanzen

Kolle et al. nutzten zur Isolierung der PMNs das hypotone Lyseverfahren. Dieses Verfahren
ermdglicht eine erfolgreiche Isolation der PMNSs. Dieses Verfahren wurde auch bereits in
friheren Studien der Arbeitsgruppe verwendet (7). Ein weiteres Isolationsverfahren fir PMNs
stellt die Dichtegradientenzentrifugation dar (109-112).

Yehfang et al. beschrieben im Zusammenhang mit der Dichtegradientenzentrifugation eine
geringere Kontamination der Zellsuspension mit Erythrozyten sowie einen geringeren Verlust
von Neutrophilen gegeniiber dem hypotonen Lyseverfahren (110).

Najmeh et al. flhrten aus, dass die Isolierung der PMNs mit Hilfe der
Dichtegradientenzentrifugation ein gutes Zeitmanagement und eine gute Experimentplanung
vorraussetzt, da nach 12 bis 24 Stunden die NETose einsetzt (111).

Gleichzeitig erhalt man durch die richtige Durchfiihrung der Methode einen hohen Anteil von
PMNs bei hoher Viabilitat (113). Ebenso erhielten Hirz et al. mit dieser Isoliertechnik eine hohe
Reinheit > 90 % und beschrieben dieses Verfahren als effektiv, einfach, schnell und
glnstig (112). In der vorliegenden Arbeit wurde - wie auch in der Studie von Pai et al - die
Dichtegradientenzentrifugation entsprechend dem Protokoll von Pluriselect Life Science
verwendet (114).

7.2 Chemoattraktoren und Fluoreszenzen

In zahlreichen Studien werden verschiedene endogene und exogene Chemoattraktoren zur
Rekrutierung der PMNs eingesetzt. Hierzu zd&hlen I1L-8, PMA, Lipopolysaccharide aus
Bakterien oder fMLP (114-116). Aufgrund der Beschreibung von fMLP als einen starken
Chemoattraktor und aufgrund seiner zahlreichen Auswirkungen auf die PMNs wie zum
Beispiel die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies wurde es in dieser Arbeitsgruppe
verwendet (117). In der vorliegenden Studie wurde fMLP in einer Konzentration von 10 nM
als Lockstoff verwendet, wie zuvor in den Arbeitsgruppen von Pai et al. und Kolle et al. (114,
7). Angelehnt an die Vorarbeiten von Pai et al. (114), Kolle et al. (7) und Bredthauer et al. (118)
wurde die NETose und Migration, sowie das intrazellulare Kalzium mit dem

Fluoreszenzmikroskop und live cell imaging beobachtet.
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In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf dem Nachweis des intrazellularen Kalziums mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4. Fluo-4 besitzt ein &hnliches Emissionsspektrum wie
Dihydrorhodamin (104). Deshalb wurde anstelle von DHR in dieser Arbeit MPO zur
Bestatigung der NETose verwendet, da es an die extrazellulare DNA bindet.

7.3 Effekte von Bupivacain

Verschiedene Lokalandsthetika sind in der Lage konzentrationsabhangig die Phagozytose, die
Bildung von Superoxiden und Wasserstoffperoxid sowie der NETose der PMNs zu hemmen.
Dazu z&hlen die Lokalan&sthetika Lidocain, Mepivacain, Procain und Tetracain, aber auch
Bupivacain (119, 120). Die ROS-Bildung wurde als Ausldser der NET-Bildung durch Hann et
al. beschrieben (65). Das ein friheres Einsetzen der NETose durch die Lokalanasthetika
Bupivacain (1,58 mM bis 3,16 mM) und Lidocain (0,007 mM bis 1,42 mM) in klinisch
typischen Konzentrationen madglich ist, zeigten auch Kolle et al. (7).

In dieser Studie war es ebenfalls méglich, die NETose mit Bupivacain (0,1 mM bis 1,6 mM),
in klinisch angewendeten Konzentrationen, frither auszulésen. Im Gegensatz dazu erlduterten
Mikawa et al., dass nur eine 100-fach héhere Konzentration von Lidocain und Mepivacain als
klinisch verwendet, die ROS-Produktion reduzierten. Bupivacain zeigte keinen Effekt auf die
Synthese von reaktiven Sauerstoffspezies (121). Lidocain zeigte dagegen bei klinischen

Plasmaspiegeln eine Beeintrdchtigung der PMN Produktion von Oz, H202 und OH- (122).

7.4 Effekte von Ropivacain

Blumenthal et al. konnten bei Anwendung von Ropivacain eine starke entziindungshemmende
Wirkung auf die PMNs beobachten. Dies zeigte sich durch eine Reduktion der ICAM-1
Expression sowie eine Reduzierung der Adhérenz der PMNs. Diese Beobachtungen waren
jedoch auf durch Lipopolysaccharid stimulierte PMNs begrenzt (123).

Auch Piegler et al. konnten einen inhibitorischen Effekt von Ropivacain auf die
TNFa- getriggerte Entziindungen nachweisen und die Adhédsion und endotheliale
Hyperpermeabilitat fir die PMNSs verringern (124).

Dahingegen zeigte sich bei Yamada et al. eine Hemmung der Bildung von freien
Sauerstoffradikalen bei niedrigen und hohen Ropivacainkonzentrationen (20 puM). Mit
steigender Lipophilie des Lokalanédsthetikums wurde die Produktion von Sauerstoffradikalen
starker gehemmt (125).

Die hemmende Wirkung von Ropivacain auf die Bildung von freien Sauerstoffradikalen und

die ebenso beobachtete Verénderung der Kalziumantwort der PMNs konnte auch durch
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Mikawa et al bestatigt werden. Jedoch waren in diesen Beobachtungen die Phagozytose und
die Migration unbeeintréchtigt (122).

Bezuglich der NETose konnten Kulinska et al. in ihrer Studie mit PMNs von Neugeborenen
und Erwachsenen beobachten, dass die NO-Synthese der PMNSs eine entscheidende Funktion
fur die Bildung der NETose sei (126). Dieses bezieht sich ebenso auf die Migration, Adh&sion
und bakterielle Abwehr (127-129).

In dieser Studie wurde Ropivacain in verschiedenen Konzentrationen beziglich seines Effektes
auf die NETose Uberprift. Die Versuche zeigten, dass hohe Konzentrationen von Ropivacain
(10 mM und 15 mM) keinen nennenswerten Effekt auf die NETose haben. Ein signifikanter
Unterschied bestand lediglich zwischen den Konzentrationen (3 mM, 5 mM und 9 mM)
gegentber der Ropivacainkonzentration von 10 mM. Bei einer noch héheren Konzentration
von 15 mM konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. Dies ist eventuell einer geringen
Fallzahl der Konzentrationen (10 mM und 15 mM) geschuldet. Somit war der Effekt von
Ropivacain auf die NETose nicht wie der von Bupivacain in unseren vorherigen Versuchen,

aber auch nicht wie von Lidocain in Messungen der anderen Arbeitsgruppen zu erkennen (7).

7.5 Stereoisomerie der Lokalanasthetika

Im klinischen Alltag werden 25 Prozent der verwendeten Medikamente als racemische Form
verwendet. Diese weisen Unterschiede in ihrer Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und
Toxizitéat auf (130). Die Lokalanasthetika Levobupivacain und Ropivacain werden in der Praxis
als S-Enantiomere eingesetzt, da das R-Enantiomer ein hoheres Nebenwirkungsprofil aufweist
(131, 132).

Fir das R-Enantiomer von Bupivacain wurde eine hohe Toxizitdt beschrieben (133).
Beispielsweise zeigten Vanhouette et al. an Herzen von Meerschweinchen, dass das R-
Enantiomer von Bupivacain die Aktionpotentialdauer starker verkirzt als das S-
Enantiomer (134).

Die unterschiedliche kardiotoxische Wirkung verschiedener Lokalanasthetika wurde auch
durch Tsuchiya et al.untersucht. Sie beschrieben, dass die Membrankanéle der Kardiomyozyten
und die physiologisch-chemischen Eigenschaften der Membrandoppelschicht durch die
verschiedenen Enantiomere unterschiedlich beeinflusst werden (135).

Ebenso wurde beschrieben, dass die Enantiomere des Lokalanésthetikums Bupivacain
unterschiedliche Auswirkungen auf die Oberflachenrezeptorexpressionen der PMNSs, deren

Phagozytose und ROS-Produktion haben (136, 120). Somit ist es in vorliegender Studie
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maoglich die gemessenen Effekte der Lokalandsthetika Bupivacain und Ropivacain beztglich

der NETose als Folge der unterschiedlichen Stereoisosmerie zu bewerten.

7.6 Intrazellulares Kalzium als Trigger der NETose

Zahlreiche Studien beschrieben das intrazellulare Kalzium des PMNs als eine Voraussetzung
fiir das Einsetzen der NETose (65, 137, 108, 138).

Vorobjeva et al. triggerten die NETose durch fMLP. Die darauffolgende Signaltransduktion
flihrt zur Freisetzung von im ER gespeicherten Kalzium (8). In einer weiteren Studie mit dem
Kalzium-lonophor A23187 beschrieben sie, dass die NETose durch einen bakteriell
getriggerten Anstieg des intrazellularen Kalziums vermittelt wird. Sie diskutierten, dass eine
spezielle Form des ROS die Induktion der NETose bestimmt. Diese entspricht der mtROS. Also
eine in den Mitochondrien stattfindende durch A23187 getriggerte ROS-Produktion. Somit
wird an dieser Stelle ein alternativer Weg aufgezeigt, der durch Kalziumstimulation zur
NETose fuhrt (139). Der Mechanismus der die vermehrte mtROS Produktion auslost,
entspricht einer Offnung der mitochondrialen Permeabilitatsiibergangsporen (mPTP).

Diese NADPH-Oxidase unabhangige NETose wurde auch durch Douda et al. beschrieben. Sie
konnten erkennen, dass das intrazellulare Kalzium eine Schliisselrolle zur Offnung des
Kaliumkanals des Mitochondriums (SKz) und damit des mPTP darstellt. Dessen Aktivierung
sei ausreichend fur diese NOX-unabh&ngige NETose. Ebenso beobachteten sie, dass die
Signalwege der Kinasen ,, Akt und ,,ERK* im Vergleich dazu bei der NOX-abhangigen
NETose aktiviert worden sind. Dies ist bei der Anwendung von A23187 mit geringen
Aktivierungsgrad der Kinasen nicht der Fall (19).

Auch das in dieser Studie angewendete TMLP stimuliert diese Kinasen und aktiviert die
PMNs (140, 141). Entsprechend wurde in dieser Studie der NADPH-Oxidase abhangige

Signalweg aktiviert.

7.7Chelatisierung des intrazelluldren Kalziums

Eine Chelatisierung des intrazelluldren Kalziums ist mit BAPTA moglich. Dieses konnten
Parker et al. (108) und Sato et al. (142) mit BAPTA AM unter fMLP Stimulierung bestétigen.
In vorliegender Studie wurde ebenfalls mit BAPTA AM die Chelatisierung des intrazellularen
Kalziums angestrebt, um deren Effekt auf die NETose zu beobachten. Die Konzentrationen von
BAPTA AM wurden vergleichbar denen der Arbeit von Parker et al. gewéhlt (108).

Neben den Konzentrationen 10 uM und 25 pM wurde zusatzlich mit den Konzentrationen
5uM, 20 uM und 30 pM gearbeitet. Aufgrund der zunehmenden Instabilitat des Gels der

3D- p- Slide Chemotaxiskammern waren die Versuche mit der hochsten Konzentration von
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30 UM nicht auswertbar. Es wurden somit nur die Konzentrationen 5 uM bis 25 uM verwendet.
Die Ergebnisse konnten jedoch keine Ubereinstimmung mit den Studien von Parker et al. (108)
oder auch Gupta et al. (137) zeigen. Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen dem
Zeitpunkt der NETose unter Verwendung von BAPTA AM gegentber den Kontrollen vor.
Kenny et al. sahen bei Anwendung von BAPTA AM das gewinschte Ergebnis der
Kalziumchelatisierung (143). Jedoch beschrieben sie, dass intrazellulér erreichbare
Konzentrationen von BAPTA zu hohe Kalziumkonzentration nicht mehr vollstandig
chelatisieren kdnnen, wie es bereits durch Gennaro et al. beobachtet worden war (144). In
vorliegender Studie konnte bei gleichzeitiger Anwendung von BAPTA AM und Ropivacain (3
mM), aber nicht bei der alleinigen Anwendung von Ropivacain (3 uM) gegeniiber den
Kontrollgruppen ein signifikanter Unterschied der 1TsoFluo-4 [min] festgestellt werden.

In den vorherigen Versuchen dieser Studie zeigte BAPTA AM keinen Effekt auf die NETose,
was auch durch die Beobachtungen von Mikawa et al. bestarkt wird. Sie beschrieben, dass mit
hohen Konzentrationen von Ropivacain eine Unterdriickung der Kalziumkonzentration zu

messen war und dadurch die PMN-Funktionen beeinflusst werden konnten (122).

7.8 Oberflachenstrukturen der PMNSs

Die Exprimierung von Rezeptoren, darunter den GPCRs, wurde in Arbeiten von Ldmmermann
et al., Chen et al. und weiteren Autoren beschrieben (145, 146, 93, 94).

Die Aktivierung der GPCRs der PMNs fiihrt zur Aktivierung von Migration, ROS-Produktion
und Exozytose von intrazellularen Granula (93). Das in dieser Studie angewendete fMLP
interagiert mit einem GPCR und initiiert so die Chemotaxis von PMNs (101). Lehmann et al.
und Neptun et al. erlauterten, dass die GPCR-Signaltransduktion im PMN nicht durch
Ga-Untereinheiten, sondern die Gfy-Untereinheiten stattfindet (100, 147).

In den Studien von Karuppergoundar et al. (106) und Sanz et al. (107) wurde zur Inhibition der
GPCR-Signaltransduktion Gallein eingesetzt, welches die PI13-K und somit die Migration der
PMNs und anteilig deren Superoxidsynthese hemmt. Andreeva et al. verwendeten dagegen
U-73122 zur Inhibition des GPCR-getriggerten PLC Signalweges, um die Superoxidsynthese
zu inhibieren (105).

In dieser Studie konnte bei Anwendung der GPCR-Inhibitoren Gallein und U-73122 ein
signifikant friiheres Einsetzen der NETose und der zeitlichen Aktivitat des Fluo-4 und somit
der maximalen intrazelluldren Kalziumaktivitat beobachtet werden. Bei der parallelen

Anwendung von Gallein und U-73122 waren diese Effekte nicht zu beobachten.
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Hilger et al. schrieben bereits Uber die GPCRs, dass die Signallibertragung tber den GPCR
durch die verschiedenen Agonisten moduliert und dadurch unterschiedliche Effekte durch die
Bindung von Liganden erreicht wirden. Ebenso folgerten sie, dass sich eine
Konformationsanderung des GPCR zugunsten eines Liganden ergeben wirde. Dies hatte
Auswirkung auf eine unterschiedliche Effizienz und Kinetik in den G-Protein
Kopplungen (148). Die Komplexitat der GPCRs wurde auch durch Masuho et al. erldutert. So
soll der GPCR aus einer unterschiedlichen Zusammenstellung der Ga.- und Gfy-Untereinheiten
bestehen. Allein die Ga-Untereinheit weise 16 Moglichkeiten auf. Im Vergleich dazu weist der
GBy-Komplex 5 Moglichkeiten der G- und 12 der Gy-Untereinheiten auf. Dies ermdglicht
zahlreiche Kombinationen des Auftretens der GPCRs und beeinflusst dessen
Wirksamkeit (149).

Durch den differenten Aufbau der GPCRs und deren unterschiedliche Konformationen auf
verschiedene Liganden wére der in dieser Arbeit nicht signifikant gemessene Effekt der

kombinierten GPCR-Anwendung erklérbar.

7.9 GPCR-Inhibitoren und Lokalané&stethika

Ein moglicher Angriffspunkt der Lokalan&sthetika sind ligandenaktivierte lonenkanéle. Rao et
al. erlauterten, dass die GPCRs als Membranproteine in der Lipiddoppelschicht eine Rolle bei
der  Wirkung der Lokalan&sthetika einnehmen  (150). Die Effizienz  der
GPCR-Signaltransduktion kann durch ihre eigene Dynamik moduliert und deren
Wechselwirkung in der Membran reguliert werden (151, 152). Die laterale Diffusion der
Membranproteine, und damit der GPCRs, spielt eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion (151). Ein wichtiger Faktor, der die laterale Diffusion in der biologischen
Membran einschrankt, ist das Aktin-Zytoskelett unterhalb der Plasmamembran (153). Des
Weiteren schlussfolgerten Rao et al. aus ihrer Studie, dass die Rezeptordynamik der GPCRs
und deren Zusammenspiel mit dem Aktin-Zytoskelett als relevante Faktoren fir den
Wirkungsmechanismus von Lokalanésthetika auftreten konnen (150). Trotz allem zeigte sich
bei Anwendung des Lokalanédsthetikums Ropivacain in der vorliegenden Studie kein
zusatzlicher signifikanter Effekt auf das frihere Eintreten der NETose und das intrazellulére

Kalzium.

7.10 Effekte der Lokalan&sthetika auf die Migration
Das Lokalanasthetika einen hemmenden Effekt auf die Migration austben, konnte durch
verschiedene Studien gezeigt werden (7, 154, 155, 120).
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Diese Studie konnte wie die genannten Arbeiten beim Einsatz von Bupivacain (1,6 mM) und

Ropivacain (3 mM) einen friheren Abbruch der Migration beobachten.

7.11 Effekte von BAPTA AM auf die Migration

In den Versuchen dieser Studie sollte getestet werden, ob das intrazelluldre Kalzium des PMNs
ein entscheidender Faktor fur das Auslésen der Migration ist. Parker et al. (108) und Gupta et
al. (137) war dies in ihrer Studie mdglich. Ebenso konnten wir mit unseren Tests bestatigen,
dass durch die Chelatisierung des intrazelluldaren Kalziums mit BAPTA AM ein friheres
Einsetzen der Migration im Vergleich zur Kontrolle nachzuweisen ist. Dies spricht dafir, dass
das intrazelluldre Kalzium ein wichtiger Bestandteil der Signalwege fur die Migration ist. Ein

signifikanter Effekt von Ropivacain in Kombination mit BAPTA AM war nicht zu messen.

7.12 Inhibition der Migration durch GPCR-Inhibitoren

Bereits Surve et al. zeigten, dass die GPy-Subeinheit des GPCRs entscheidend flr die
Chemotaxis von PMNs und deren Migration ist (99). Ebenso konnten Dixit et al. darstellen,
dass der GPCR Signalweg eine wesentliche Rolle bei der Verstarkung der Adasion der PMNs
und deren Migration auslost (156). Die vorliegende Studie konnte bei Anwendung der
GPCR-Inhibitoren Gallein und U-73122 ein fruheres Sistieren der Migration und des
maximalen intrazellularen Kalziumspiegels beobachten. Jedoch war das Ergebnis nicht
signifikant auswertbar, weil unterschiedliche Zellzahlen zu den unterschiedlich detektierten
Zeitpunkten vorlagen. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von

Surve et al. und Dixit et al.
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8. Zusammenfassung

Diese Studie untersuchte, ob durch die Beeinflussung des intrazellularen Kalziums der PMNs
oder die Inhibition ihrer GPCR-Signaltransduktion die NETose oder Migration beeinflusst
werden kann. Des Weiteren wurden Lokalanésthetika wie zum Beispiel Ropivacain
hinzugegeben, um deren Effekt auf diese Parameter zu testen.

Die getesteten Lokalandsthetika hatten unterschiedliche Effekte auf die NETose und das
intrazelluldre Kalzium der PMNs. Wahrend Bupivacain die NETose friher stattfinden lief3,
konnte dieser Effekt mit Ropivacain nicht beobachtet werden. Im Vergleich dazu waren beide
Lokalanésthetika in der Lage, die Migration friiher sistieren zu lassen.

In dieser Studie konnte die Chelatisierung des intrazelluldaren Kalziums der PMNs mit
BAPTA AM nur in isolierten Versuchsreihen erreicht werden. Somit konnte kein Effekt auf die
NETose beobachtet werden. Jedoch war bei Elimination der maximalen intrazelluldren
Kalziumkonzentration durch BAPTA AM ein Effekt auf die Migration zu messen. Somit wére
es moglich, dass das intrazelluldre Kalzium nicht fir die NETose, jedoch fir die Migration
einen entscheidenen Faktor darstellt.

Durch die Inhibition der Gfy-Subeinheit mit Gallein und U-73122 zeigte sich ein friheres
Einsetzen der NETose und der maximalen intrazellularen Kalziumkonzentration des PMNs.
Ein zusétzlicher Effekt des Lokalanasthetikums Ropivacain auf den GPCR-Signalweg konnte
nicht gemessen werden. Ebenso war kein signifikanter Effekt der GPCR-Inhibitoren Gallein
und U-73122 bei einer kombinierten Anwendung auf die GPCR-Signaltransduktion des PMNs
zu erkennen. Der Effekt beider Substanzen liegt auf dem gleichen Niveau wie der der
Einzelsubstanzen. Nur ist die Streuung gréi3er, weswegen der Unterschied zur Kontrollgruppe
nicht mehr signifikant ist. Ein additiver Effekt scheint somit nicht vorzuliegen.

Zukunftige Forschungen werden notwendig sein, um die Signaltransduktionswege im PMN
genauer zu erfassen. So ware es ein Ziel, die NETose gezielt durch pharmakologische
Beeinflussung zu verstarken oder zu hemmen. Dies ware ein weiterer Schritt im Verstandnis
der molekularen Ablaufe der PMNs und fir die Therapie von NETose getriggerten

Erkrankungen.

67



9. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Reaktion auf ein Trauma.........ceivieiieiiieeiie e 11
ADbDIldung 2: RESPIFAtOrY DUIST........cceiiiiiicce e 12
ADDIHAUNG 32 D8 NETOSE ...cciiieiie ittt e et e st e te e snne e sreeanes 14
Abbildung 4: Transportmechanismen des Kalziums im PMN..........ccccvviiiiiniinieninencnes 18
Abbildung 5: Chemische Struktur von Ester-und Amidtyp (80) ......cccccovvvivvevieiiiiiiee e 19
Abbildung 6: Dissoziation von Lokalan&sthetika im Gewebe (81) .........cccvovviiiiiiiiiiiinins 20
Abbildung 7: Strukturchemie der spannungsabhangigen Natriumkanale (78) ............cc.cc.e..... 21
Abbildung 8: Ubersicht der gesamten ProjeKtplanung ...........ccccceeveveeveeeereeeeeeeee e, 24
Abbildung 9: Projektablauf der 1. Versuchsreine ... 25
Abbildung 10: Projektablauf der 2. Versuchsreine ..........coccvvveieii s 26
Abbildung 11: Projektablauf der 3. Versuchsreing ...........cccceoveiiiiiiiiiic e 26
Abbildung 12: Projektablauf der MiKroSKOPIE.........c.ooiiiiiiiiiiieie e 27
Abbildung 13: Dichtegradientenzentrifugation (eigenes FOt0) .........cccovvvvvieiiieiiic e, 29
Abbildung 14: Reaktionsablauf mit BAPTA AM ..o 31
Abbildung 15: Effekt durch GPCR-INNIDItOreNn ..o 32
Abbildung 16: 3D-p-Slide der IBIDI ® GMbBH ..........cooiiiiiicecce e 33
Abbildung 17: Formel zur Beschreibung des Messpunkteverlaufs aus Phoenix®.................. 40
Abbildung 18: Messung der ETso-Werte (eigene Darstellung).........ccocovvviiiiiniinencnencnins 40
Abbildung 19: Messung der I1Tso-Werte (eigene Darstellung) .........ccccevveveiieiinneeneneneenn, 41
Abbildung 20: Einfluss von Bupivacain auf die ETsoNET [MiN] ......ccccooeeiiiiiininiiciciens 43
Abbildung 21: Einfluss von allen Ropivacainkonzentrationen auf die ETsoNET [min].......... 44
Abbildung 22: Vergleich gruppierter Ropivacainkonzentrationen ...........c.ccoccvvevevveresensnennn 45
Abbildung 23: Einfluss BAPTA AM und Ropivacain auf die ETsoNET [min]..........cccoc.v...... 46
Abbildung 24: Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die 1TsgFluo-4 [min].............. 47
Abbildung 25: Einfluss der GPCR-Inhibitoren auf die ETsoNET [Min].......ccccoovevveieiieinnnen. 48
Abbildung 26: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die NETose................... 49
Abbildung 27: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die ETsoNET [min]....... 50
Abbildung 28: Einfluss von GPCR-Inhibitoren auf die 1TsoFluo-4 [Min] .........ccocvvvviiiniennn, 51
Abbildung 29: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die ITsoFluo-4 [min]..... 52
Abbildung 30: Vergleich GPCR-Inhibitoren und Ropivacainkonzentrationen ....................... 53
Abbildung 31: Einfluss von Bupivacain und Ropivacain auf die Migration ................c.......... 54
Abbildung 32: Einfluss von BAPTA AM auf die Track Length [Um] .....cccoovvvviiiiiiniiiiee, 55

68



Abbildung 33: Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die Track Length [um] .......... 56

Abbildung 34: Einfluss GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die Track Length [um] ........ 57
Abbildung 35: Effekt zusammengefasste Ropivacain auf die Track Length [um]................. 58
Abbildung 36: Vergleich des Einflusses von Ropivacain auf die Migration ............c.ccccceevenee. 59

10.Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: GeMISCh deS MEUIUMS .....c.viiiiiiiiie i 34
Tabelle 2: Kanalgemisch ohne ZusatzsubStanz............ccooveiiiiiiiice e 34
Tabelle 3: Kanalgemisch Mmit BAPTA AM .....ooiiiiii ittt 35
Tabelle 4: Mediengemische mit GPCR-INNIDITOreN.........ccovviiiiiicieceesee e 35
Tabelle 5: Kanalgemisch mit GPCR-INNIDItOIEN ...........cocveviiiiiicecc e 36
Tabelle 6: Endkonzentrationen der GPCR-KoNnzentrationen...........cccovveveieneeinenesieeniennens 36
Tabelle 7: Eigenschaften der FIUOIESZENZEN ..........ocveiieie i 37
Tabelle 8: MigratioNSPArAMETET ........ccveiieriiiiriiiiei et 38

69



11.

Anhang

Probanden Aufklarungsbogen und Einwilligungserkldrung
zur Untersuchung JJ(R
Fragebogen zur Blutentnahme Gttt S S

Regensburg

AN_FO_20.02.2018_GrM

Probandenaufkldrung und Einwilligungserkldrung

Die Beeinflussung von PMNs durch Lokalanasthetika im septischen Geschehen
Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband

Moglicherweise mochten Sie an unserer Studie mit dem oben genannten Titel teilnehmen. Hiermit
mochten wir Sie tiber den Zweck der Studie und die méglicherweise fiir Sie entstehenden Risiken
aufkléren.

Im Rahmen der Studie untersuchen wir Granulozytenfunktionen

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

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

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

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

» Infektion an der Einstichstelle ist moglich, wird aber durch adéquate Desinfektion verhindert
o Die Moglichkeit einer Venenentziindung (Phlebitis) ist nicht auszuschliefen.

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

Alle meine Fragen wurden verstdndlich und umfénglich beantwortet.

Hiermit bestdtige ich, iiber den Inhalt der Studie und die mogliche Risiken fiir mich aufgeklért

worden zu sein.

Vor- und Nachname:

Regensburg, den

Unterschrift der/des Probandin/Probanden

Erklarung zum Datenschutz:

Ich erkldre mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie personenbezogene Daten und
Angaben auf elektronischen Datentrdgern aufgezeichnet, gespeichert und verarbeitet werden. Ich

\\Titan-dps005\dps00S\KLINIK\ANAES T\an|56000\Vorlagen_Anlei SOPs\Vorlagen ohne SOP\FormulareVorl: £kl Ei roband.docx Seite 1 von 3
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zur Untersuchung

Probanden Aufklarungsbogen und Einwilligungserkliarung n
Fragebogen zur Blutentnahme

Universitatsklinikum
Regensburg

AN_FO_20.02.2018_GrM

bin auch damit einverstanden, dass die Studienergebnisse in nicht entschliisselbarer (anonymer)
Form, die keinen Riickschluss auf meine Person zulassen, veréffentlicht werden.

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

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

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

e Im Falle unerwiinschter Wirkungen diirfen die verschlisselten Daten an den Datenschutz-
beauftragten der Klinik fiir Andsthesie und an die zustandige Bundesoberbehdrde weiter-
gegeben werden.

e Daten der Probanden werden auf dem gesichertes Netzlaufwerk der Forschung der Klinik
fur Anasthesie gespeichert.

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

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

Einversténdniserklarung:

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

Ich habe dartiber hinaus den Text der Probandenaufkldrung, die Einwilligungserkléarung und der
hier nachfolgenden abgedruckten Datenschutzerkldrung gelesen, verstanden und eine Kopie be-
kommen.

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

Vor- und Nachname:

Geburtsdatum:

Anschrift:

Regensburg, den

Unterschrift der/des Probandin/Probanden

Regensburg, den
Unterschrift der/des aufklidrenden Arztin/Arztes
\Titan-dps005\dpsO0S\KLINIKAAN AES T\anl 56000\ Vorlagen_Anlei SOPs\Vorlagen ohne SOP\Formular: gen'Aufkl i i doex Seite 2 von 3
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Probanden Aufklarungsbogen und Einwilligungserklarung
zur Untersuchung m
Fragebogen zur Blutentnahme P e

Regensburg
AN_FO_20.02.2018_GrM

Fragebogen zur Blutentnahme

Projektnummer: Probandennummer: Entnahmezeitpunkt: ~ :
Datunm e Name des Blutentnehmenden:

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

Ausschlussfragen

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

Bluten Sie nach einer Verletzung ungewohnlich stark oder lange? nein(]  jall
Ist bei lhnen jemals eine Erkrankung des Immunsystems oder eine nein(] jall

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

Fragen zur Person

Alter: Jahre  Geschlecht: m[J w  KorpergroRe: cm Gewicht: kg
Gesundheitsfragen:
Fiihlen Sie sich gesund? Wichtig: bitte teilen Sie uns nachtraglich mit, nein(] ja(l

falls Sie sich innerhalb der nachsten zwei Tage krank fiihlen!

Haben Sie sich vor kurzem intensiv korperlich betétigt? (z.B. Sport, mit nein(] jall
dem Fahrrad zur Klinik gefahren etc.)

Rauchen Sie? nein(] jall
Falls ja: wann haben Sie zuletzt geraucht (Datum + Uhrzeit)? _ . . um__:  Uhr

’ Nicht ausfillen: At= min
Haben Sie in letzter Zeit Medikamente eingenommen? neinl] jalJ
Falls ja, wann und welche?
Sind bei Ihnen Allergien bekannt? nein(] jall
Falls ja, auf welche Stoffe?
Wurde lhnen die Milz entnommen? nein(] jall
Nur fiir Frauen: Kénnten Sie theoretisch schwanger sein? nein(] jall

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

, den
Ort Datum Unterschrift Proband
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