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1. Abkürzungsverzeichnis 

Akt Protein Kinase B 

ANCA Anti- neutrophil cytoplasmatic antibody 

APC Farbstoff „Allophycocyanin“ 

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome 

ATPase Adenosintriphosphatase 

BAPTA AM  Kalziumchelator 

C3 Komplementfaktor 

C3a und C5a  Aktivierte Komplementfaktoren, auch Anaphylatoxine 

CD Cluster of Differentation, Unterscheidungsmerkmale 

Cl- Chloridanion 

CRP C- reaktives Protein 

CXCL Chemokinliganden 

CXCR Chemokinrezeptoren 

DA  Diacylglycerol 

DAPI Fluoreszenz für die NETose 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNAse Desoxyribonuklease 

DPBS Puffersubstanz 

ECMO Extrakorporale Membranoxygenierung 

ER Endoplasmatische Retikulum 

ERK Extracellular signal-regulated kinase  

ET50MPO Halbmaximaler Zeitpunkt der MPO Aktivität 

ET50NET Halbmaximaler Zeitpunkt der NETose 

Fluo-4 Fluoreszenz für das intrazelluläre Kalzium 

fMLP Formyl-Methionyl-Leucil-Phenylalanin 

G-CSF Granulocyte-Colony Stimulating Factor 

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor 

Gα  Subeinheit des GPCR 

Gβγ  Subeinheit des GPCR 

H Wasserstoff 

H3 Ein Histon 

H2CO3 Kohlensäure 



 

8 

 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HIV-1 Humanes Immundefizienz- Virus Typ 1 

HMBG1 High- Mobility Group Box 1 

HOCL Hypochlorige Säure 

Ib- alpha Glykoprotein 

IL Interleukin 

InsP3 Inositoltriphosphatrezeptor 

IP3 Inositoltriphosphat 

LPA Lysophosphatidsäure 

LPS Lipopolysaccharide 

IT50Fluo-4 Halbmaximaler Zeitpunkt der intrazellulären Kalziumaktivität 

m männlich 

MAPK mitogen- activated proteinkinase 

MEK Protein als Teil einer MAPK 

mM Millimolar 

mm Millimeter 

MPO Myeloperoxidase 

ms Millisekunden 

mtROS Mitochondriale ROS- Produktion 

N Stickstoff 

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

NaHCO3  Natriumhydrogencarbonat 

NE Neutrophile Elastase 

NETs Extrazelluläre Netze 

nM Nanomolar 

nm Nanometer 

NOX NADPH-Oxidase 

O2
- Sauerstoffanionen 

OH- Hydroxidionen 

p38 Ein Protein einer MAPK PKC – Proteinkinase 

PAD4 Protein Arginin Deiminase 4 

PI3K Phosphatidyl3- Kinase 

PIP3 Phosphatidylinositol- 3,4,5- triphosphat 

PLC Phospholipase C 
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PMNs Polymorphonukleare Zellen 

PSGL-1 P- Selectin Glykoprotein Ligand 

Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma,  

RAGE Receptor for advanced glycation and products 

RNS Reaktive nitrogene Spezies 

ROCE Receptor-operated calcium entry 

ROS Reactive oxygen species 

rpm Revolutions per minute 

RPMI Zellmedium 

RYR Ryanodinrezeptor 

SARS-CoV-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 

SERCA Sarkoplasmatische Retikulum Ca2+-ATPase 

SIRS Systemic inflammatory Response Syndrome 

SK3  Small conductance calcium-activated potassium channel 3 

SOCE Store-operated calcium entry 

SOD Superoxiddismutase 

STIM Stromal interacting molecule 

TAN Tumor-assoziierte Neutrophile 

TLR Toll Like Rezeptor 

TNF Tumornekrosefaktor 

TRP Transient receptor potential 

U-73122 GPCR- Inhibitor 

µg Mikrogramm 

µL Mikroliter 

µM Mikromolar 

µm Mikrometer 
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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 beschäftigen sich viele wissenschaftliche Arbeiten 

damit, wie diese Funktion medikamentös und therapeutisch im klinischen Setting beeinflusst 

werden könnte (1–4). Zahlreiche Substanzen, die dem humanen Organismus zugeführt werden, 

sind in der Lage, über verschiedenste Mechanismen Einfluss auf die funktionellen 

Eigenschaften der PMNs zu nehmen (5). Darunter zum Beispiel die Beeinflussung des 

intrazellulären Kalziumspiegels oder der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (6). Die 

im klinischen Alltag häufig angewendeten Lokalanästhetika beeinflussen die Funktionalität von 

PMNs (7). 

2.1 PMNs als Bestandteil der Immunabwehr 

PMNs bilden mit 60 Prozent den größten 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 hämatopoetischen Zellen. Ihre Halbwertszeit im Blut 

beträgt 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 schützen vor eindringenden Mikroorganismen durch deren Aufnahme und 

Destruktion durch die Phagozytose (8, 13). Erst seit Kurzem ist bekannt, dass die PMNs 

untereinander einer Heterogenität in ihrer Morphologie, Phänotypisierung 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 PMNs 

Über ein Gewebetrauma können Pathogene in den Körper gelangen. Daraufhin setzen 

Gewebemastzellen vasoaktive Mediatoren frei. Durch die lokale Reaktion mit Vasodilatation 

und gesteigerter Permeabilität wird die systemische Reaktion stimuliert, die als Akute-Phase-

Reaktion bekannt ist. Über 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 über die Adhäsion der PMNs am Endothel, 

welcher auch als Margination bezeichnet wird. Die Zellen überwinden durch die Diapedese das 

Endothel. Anschließend migrieren sie zum entzündlichen Geschehen wie in Abbildung 1 

dargestellt (14). 

 

 

Abbildung 1: Reaktion auf ein Trauma 

Ein Trauma [1] führt reflektorisch zur Vasodilatation [2] und anschließenden Chemotaxis [3] der PMNs [4]. Diese 

lagern sich am Endothel ab [5] und migrieren [6] ins entzündlich veränderte Gewebe (14). (eigene Darstellung) 

  



 

12 

 

Am Ort der eigentlichen Entzündungsreaktion werden die Pathogene bereits durch 

Serumantikörper opsoniert oder durch das zelluläre 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). 

 

 

Abbildung 2: Respiratory burst 

NADPH wird mit Sauerstoff [O2] über die NADPH-Oxidase zu NADP+ sowie Protonen [H+] und Sauerstoffanionen [O2
-] 

oxidiert. Im Weiteren reagieren Protonen [H+] mit den entstandenen Sauerstoffanionen [O2
-] über die Superoxiddismutase 

[SOD] zu Wasserstoffperoxid [H2O2] und Sauerstoff [O2]. In weiteren Reaktionen entstehen die Hydroxidionen [OH-] und die 

hypochlorige Säure [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 extrazelluläre Strukturen, die aus Chromatin und 

Proteinen bestehen. Hierzu gehören 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 auslösbar. Zu den 

möglichen Auslösern zählen Lipopolysaccharide (LPS), n-Formyl-L-Methionyl-Leucyl-

Phenylalanin (fMLP), Antikörper, Immunkomplexe, Ionophore, Chemokine, Mikrokristalle 

und zahlreiche weitere Stimulanzien (8, 18, 13, 19). Intrazellulär wird die NETose durch die 

Protein-Kinase-C (PKC) ausgelöst 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 unabhängige NETose gibt. Diese 

steht im Zusammenhang mit erhöhten intrazellulären Kalziumkonzentrationen und der dadurch 

entstehenden Beeinflussung von Kaliumkanälen (SK3). Diese Kanäle 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 über 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 über eine Aktivierung des GPCR ausgelöst und ist mit 

einer erhöhten Freisetzung intrazellulärer gespeicherter Kalziumdepots assoziiert. Dieses 

erfolgt über einen NOX-abhängigen und NOX-unabhängigen Weg durch Stimulation mit 

fMLP (25). Allgemein führt der Anstieg der ROS-Produktion zu einer Instabilität der 

granulären und nukleären Membranen (17, 26). Die sauren Bestandteile der Granula, wozu 

unter anderem die MPO und die NE zählen, 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 verändert so die zelluläre 

Morphologie (27). 
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In Betrachtung einer NOX-abhängigen oder NOX-unabhängigen NETose werden zwei 

Beobachtungen diskutiert. Beim NOX-unabhängigen 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- unabhängigen 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-unabhängig erfolgen kann (28, 29). Dennoch ist der Effekt durch NE und MPO nicht zu 

vernachlässigen.  Anschließend werden in der Plasmamembran durch das Protein Gasdermin D 

Poren gebildet, über die das mit anderen enzymatischen Proteinen besetzte Chromatingeflecht 

ausgestoßen wird (8, 30). Durch die unterschiedlichen Ladungszustände können Pathogene 

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

 

 

Abbildung 3: Die NETose 
Die Aktivierung des GPCR über fMLP (1.) führt zur Auslösung der intrazellulären Signalkaskade der Phospholipase C (2.) mit 

Freisetzung von DAG und IP3. IP3 steigert die intrazelluläre Kalziumkonzentration, die zu einer Initiierung der 

mitochondrialen ROS-Produktion (4.) führt. 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 können. (eigene Darstellung) 
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2.1.5 Effekte der NETs 

2.1.5.1 Abwehr von Pathogenen 

Im extrazellulären Gewebe dienen diese netzartigen Konstrukte dazu, Bakterien, Viren und 

mykotische Fremdkörper 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 NETs sind gegen Candida albicans antimykotisch wirksam (36) und können 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 über eine IL- 10- Interaktion mit den dendritischen 

Zellen den NETs zu entgehen (39). 

2.1.5.2 Gewebeschäden durch NETs 

Eine Studie zeigte, dass NETs das Bakterium Staphylococcus aureus effektiv destruieren. 

Parallel entstehen beim septischen Patienten Gewebeschäden des gesunden Endothels und 

Epithels. Als Ursache gilt eine Ischämie, die durch die Bindung von aktivierten Thrombozyten 

an den PMNs ausgelöst wird und die Freisetzung von Proteasen ins extrazelluläre Gewebe 

fördert (41, 33).  

2.1.5.3 NETs als Teil autoimmuner Erkrankungen 

Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg von Autoantikörperspiegeln und der 

Bildung von NETs. Zu diesen autoimmunen Erkrankungen zählen zum Beispiel die 

rheumatoide Arthritis oder die Kollagenosen wie der systemische Lupus erythematodes (SLE). 

Auch Anti-Neutrophile Cytoplasmatische Antikörper (ANCA)-assoziierte Vaskulitiden 

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

Auch die Hämostase unterliegt dem Einfluss der NETose (44, 45). Die thrombogene 

Eigenschaft der NETs liegt darin begründet, dass die netzartigen Strukturen für das Fibrin wie 

ein Gerüst wirken, an dem sich ein Thrombus formieren kann (45). In weiteren in vitro Studien 

wurde die gerinnungsfördernde Eigenschaft von NETs bestätigt. Diese wurde durch die 

Inhibition der neutrophilen Adhäsion am Gefäßendothel verhindert (46). Brühl et al. 

beschrieben, dass die PMNs über das Glykoprotein Ib-alpha mit Thrombozyten und dem 

Endothel interagieren (47). Auch die Exprimierung von P-Selectin ermöglicht 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 (HMGB1) der Thrombozyten verstärkt die NETose (49). 

Laut Studien liegen SARS-CoV-2 Infektionen mit einer erhöhten thrombogenen Aktivität 

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 

ausgelöst wird, wodurch es zur Aktivierung der Gerinnung kommt (50). Weitere Studien 

konnten diesen thrombogenen Effekt der NETose bei Mäusen und beim Menschen 

beobachten  (51, 52). 

2.1.5.5 NETs und das Komplementsystem 

Neben der Wechselwirkung zwischen den Blutplättchen und den PMNs, besteht auch eine 

Interaktion zwischen der NETose und den Komplementfaktoren des Komplementsystems. Die 

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

Das Komplementsystem ist ein Teil des Immunsystems, welches über Kaskadenmuster 

multiple Proteine aktiviert und in drei Aktivierungswege aufgeteilt wird. Am Ende der 

Komplementkaskade steht der Membranangriffskomplex, der sich aus mehreren 

Komplementproteinen zusammensetzt und über eine Destruktion der bakteriellen Membran zur 

Lyse des Pathogens führt (53). Komplementfaktoren werden auch durch die PMNs gespeichert 

und sind an der Stabilisierung der für die Komplementreaktion wichtigen C3-Konvertase 

beteiligt. Die Stabilisierung erfolgt über 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 verstärken die Aktivierung des 

Immunsystems, wodurch es zu einer überschießenden Immunantwort kommen kann (45). 



 

17 

 

2.1.5.6 Gerinnung, Komplementfaktoren und die NETs 

Die Gerinnung und das Komplementsystem sind Pozesse, die sich gegenseitig beeinflussen. 

Ursächlich hierfür sind Proteinbestandteile, die auf beide Systeme regulierend wirken (55). Die 

NETs dienen als Gerüst für 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 führen (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 venöse Thromboembolien auftreten (7, 56). 

Aktuell ist bekannt, dass es PMNs gibt, die die Tumorentstehung begünstigen, indem sie eine 

für Tumoren günstige Mikroumgebung regulieren. Zu vernachlässigen sind nicht die speziellen 

PMNs, die im Vergleich dazu einen Anti-Tumoreffekt in Form einer Tumorzelllyse oder 

antikörperabhängigen Zytotoxizität aufweisen (57, 58). Die Tumor-assoziierten Neutrophilen 

(TAN) weisen somit pro- (TAN2) oder anti-tumoröse (TAN1) Eigenschaften auf (59–62). 

Zhou et al.zeigten, dass eine Inilftration des Gewebes mit PMNs mit einer schlechteren 

Prognose beim hepatozellulären Karzinom einhergeht (63, 64) und einen Nachweis für die 

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

2.2 Intrazellulärer Kalziumhaushalt des PMNs 

Das Ion Ca2+ ist ein essentieller second Messenger, der eine Vielzahl an intrazellulären 

Antworten transduziert, die über GPCR und Tyrosin-Kinase-Rezeptoren stimuliert werden. 

Dies gilt auch für 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 intrazellulären Kalziums ist von dessen Dauer, Amplitude, Frequenz und auch der 

räumlichen Lokalisation abhängig (65). 
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2.2.1 Kalziumspeicher von PMNs 

Der intrazelluläre Kalziumspeicher des PMNs befindet sich hauptsächlich im 

endoplasmatischen Retikulum (ER). Zusätzlich befindet sich noch ein kleiner Speichervorrat 

in den Mitochondrien. Das Speicherlevel des ER wird über 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. Frühere 

Arbeiten konnten ihre Existenz nur im Skelettmuskel (RYR Typ 1), im Herzmuskel 

(RYR Typ 2) und im Gehirn (RYR Typ3) nachweisen (71).  

Die intrazelluläre Kalziumkonzentration des PMNs beträgt 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 

 

Abbildung 4: Transportmechanismen des Kalziums im PMN 

Der intrazelluläre Kalziumhaushalt des PMNs wird über den intrazellulären Kalziumspeicher oder die Zufuhr aus dem 
extrazellulären Milieu aufrecht erhalten (65). Die Regulierung erfolgt über Transporter und Signalwege wie die store-operated 

calcium entry (SOCE), die receptor-operated calcium entry (ROCE) und die SERCA (67). Die SERCA pumpt intrazelluläres 

Kalzium in das ER, als wichtigsten Kalziumspeicher (74). Die SOCE ist ein über einen G-Protein-gekoppelten- (GPCR) und 
eine Tyrosin-Kinase-gekoppelten Rezeptor (TKCR) aktivierter Signalweg (65). Liganden aktivieren über 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 über 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 tenärer Komplex, indem die STIMs die Aufgabe eines 

Kalziumsensors haben (67, 75, 76). Die ROCEs sind Rezeptoren, die dem Influx von extrazellulärem Kalzium unabhängig vom 

intrazellulären Kalziumdepot dienen (65, 77). (eigene Darstellung) 
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2.3 Lokalanästhetika 

Die zur lokalen oder regionalen Anästhesie angewendeten Lokalanästhetika wurden 

ursprünglich aus dem sog. Ester-Typ, wie er auch im Kokain enthalten ist, entwickelt. So war 

die Molekülstruktur des Kokains die Vorlage für das 1905 als erstes synthetisch entwickelte 

Lokalanästhetikum Procain (78).  

2.3.1 Klassifizierung 

Lokalanästhetika bestehen aus drei funktionellen Gruppen: einer lipophilen aromatischen 

Gruppe, einer mittleren Verbindungskette und einer hydrophilen Aminogruppe. Die 

aromatische Gruppe ermöglicht die Diffusion ins Gewebe, während die Aminogruppe, je nach 

Ladungszustand einen tertiären, fettlöslichen Amin- oder einen quartären, wasserlöslichen 

Ammoniumzustand annimmt. Abhängig 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 Lokalanästhetikum 

klassifiziert (79). Siehe hierzu Abbildung 5. 

 

 

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

Wirkungsgeschwindigkeit und -eintritt von Lokalanästhetika sind von ihren biochemischen 

Eigenschaften wie zum Beispiel der Lipidlöslichkeit, der Proteinbindungsfähigkeit, aber auch 

dem Ionisationsgrad des Lokalanästhetikums abhängig. Die Lipidlöslichkeit eines 

Lokalanästhetikums ermöglicht 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 ermöglicht die optimale 

Gewebegängigkeit. Siehe hierzu Abbildung 6. (81) 

Die Proteinbindungsfähigkeit eines Lokalanästhetikums entscheidet darüber, wie lange dieses 

Pharmakon im Zielgewebe verbleiben kann. Das Lokalanästhetikum wird von 

Gewebeproteinen gebunden und diffundiert verzögert ins Blut. Beispiele für Substanzen mit 

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

 

 

Abbildung 6: Dissoziation von Lokalanästhetika im Gewebe (81) 
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2.3.3 Wirkung an spannungsabhängigen Natriumkanälen 

Die Hemmung der spannungsabhängigen Natriumkanäle und damit verbundene Unterbindung 

der Weiterleitung des Aktionspotenzials über die Nervenmembran verhindert die 

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

Bei diesen Natriumkanälen handelt es sich um Poren, die durch I bis IV zueinander homolog 

stehenden Domänen gebildet werden, die jeweils sechs α-helikale Transmembransegmente 

aufweisen. Das Segment vier jeder Domäne besitzt einen positiv geladenen Aminosäurerest, 

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). 

 

 

Abbildung 7: Strukturchemie der spannungsabhängigen Natriumkanäle (78) 

 

Das Lokalanästhetikum kann mit seiner positiven Ladung mit den Aminosäuren Phenylalanin 

und Tyrosin im sechsten Segment jeder vierten Domäne in eine Wechselwirkung eintreten und 

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

Die dünnen Fasern mit geringerer Myelinisierung unterliegen einem schnelleren 

Wirkungseintritt durch ein Lokalanästhetikum. Hierunter fallen die sensorischen Fasern, die in 

Bezug auf die Analgesie das primäre Ziel sind (84). 

  



 

22 

 

2.3.4 Nebenwirkungen durch Lokalanästhetika 

Zu den Nebenwirkungen sind die allergischen Reaktionen und der toxische Effekt durch die 

Lokalanästhetika zu nennen. Die allergische Reaktion steht im Zusammenhang mit den 

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

Ausgelöst werden diese systemischen Reaktionen durch den Metaboliten 

Paraaminobenzoesäure (81). Schwerwiegend sind unter anderen die toxischen Effekte aller 

Lokalanästhetika auf das zentrale Nervensystem. Zu den unerwünschten zentralnervösen 

Nebenwirkungen zählen Schwindel, Sedierung, Unruhe, Nystagmus bis hin zu tonisch-

klonischen Krampfanfällen. In schweren Fällen kann ein komatöser Zustand mit 

respiratorischem und kardiovaskulärem Versagen folgen (85). 

Die Nebenwirkungen auf das kardiovaskuläre System wie die Tachykardie beruht bei anfangs 

niedrigen Konzentrationen des Lokalanästhetikums auf einer Blockade inhibitorischer 

Neuronenverbände (86). Bei steigender Konzentration zeigt sich dagegen eine kardiale 

Depression, die durch Vasodilation, Elekrolytstörungen, Hypoxie und Azidose verstärkt wird. 

Herzrhythmusstörungen wie Torsade-de-Pointes bis hin zum Kammerflimmern beruhen auf 

Blockaden von spannungsabhängigen Kanälen (87). 

2.3.5 Wirkung von Lokalanästhetika auf PMNs 

Die Lokalanästhetika beeinflussen allgemein spannungsabhängige Natriumkanäle, aber auch 

Oberflächenstrukturen 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 PMNs (14, 88). So können PMNs eine inflammatorische Überreaktion wie zum Beispiel 

beim Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), einer systemischen Entzündung oder beim 

Multiorganversagen zeigen (14, 89–91). 

An PMNs konnten keine spannungsabhängigen Natriumkanäle nachgewiesen werden (14). 

Somit müssen die durch Lokalanästhetika ausgelösten Effekte wie die NETose durch andere 

Mechanismen gesteuert werden (92, 83). 

Das Forschungsteam um Futosi et al. beschrieb zahlreiche Oberflächenstrukturen des PMNs. 

Hierzu gehören die GPCRs (93). Hollmann et al. beschrieben bereits vor Jahren in in-vitro und 

in-vivo Untersuchungen, dass die Lokalanästhetika unter bestimmten Expositionszeiten und 

unterschiedlichen Konzentrationen dazu in der Lage sind, GPCRs zu hemmen. Ein günstiger 

Effekt zeigte sich in vivo bereits bei niedrigen Konzentrationen. In-vitro konnte ein ähnlicher 
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Effekt erst mit einer 100-fach höheren Konzentration des Lokalanästhetikums erreicht 

werden (94). Ebenso zeigten sie, dass die Hemmung der Lysophosphatidsäure (LPA) durch 

Ropivacain möglich ist (95). Es handelt sich bei LPA um einen in der Zellmembran verankerten 

GPCR, der verschiedene intrazelluläre 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 Lokalanästhetika beeinflusst werden können (7, 97). 

Mechanismen der NETose wurden untersucht (14). Diskutiert wird die Veränderung der 

intrazellulären Kalziumkonzentration des PMNs und die damit zusammenhängenden Prozesse 

(65) sowie die molekulare Inhibition oder Stimulierung weiterer Angriffspunkte am PMN  (93, 

98). 

Die Kinasen PI3-K und PLC, die über die Subeinheit Gβγ der GPCRs getriggert werden, sind 

als Teil der Signaltransduktion zur NETose bekannt (93, 99, 100). Die Interaktion zwischen 

intrazellulären 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 können über einen GPCR durch das Tripeptid fMLP immunologisch aktiviert 

werden (101, 102). 

Das Ziel dieser Arbeit war es zu klären, ob Lokalanästhetika Effekte auf das intrazelluläre 

Kalzium oder andere intrazelluläre Signalkaskaden und Rezeptoren des PMNs haben und somit 

deren Migration und NETose beeinflussen. 
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4. Projektplanung 
 

 

Abbildung 8: Übersicht der gesamten Projektplanung 

(Fluoreszenzen = Zugabe von Farbstoff zur Bindung ans intrazelluläre Kalzium, DNA-Farbstoff oder antikörpergekoppelten 

Fluoreszenzfarbstoff) 
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Die PMNs wurden mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation aus dem Vollblut der 

Probanden extrahiert. Es folgte die Befüllung des 3D-µ-Slides der Firma IBIDI®. Die PMNs 

wurden mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI, MPO und Fluo-4 in die Kanäle gegeben. Die 

Befüllung der Reservoire erfolgte in der ersten Versuchsreihe mit den zu testenden 

Lokalanästhetika in verschiedenen Konzentrationen und dem fMLP zur Induktion der 

Chemotaxis (Abbildung 9). 

 

 

Abbildung 9: Projektablauf der 1. Versuchsreihe                       

 

Die Initialversuche erfolgten, um die Beeinflussung der Lokalanästhetika Bupivacain und 

Ropivacain auf die PMNs darzustellen. 

Die darauffolgenden Versuche sollten zeigen, ob die Migration und NETose von 

intrazellulärem Kalzium abhängig sind. Hierzu wurde die Substanz BAPTA AM eingesetzt, die 

in der Lage ist, dass intrazelluläre Kalzium zu eleminieren. 

BAPTA AM wurde zusätzlich zu den PMNs und den Fluoreszenzen in die Kanäle gefüllt. Als 

Lokalanästhetikum wurde Ropivacain verwendet und in den Reservoirs vorgelegt (Abbildung 

10). 
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Abbildung 10: Projektablauf der 2. Versuchsreihe 

 

In der 3. Versuchsreihe lag der Schwerpunkt auf dem GPCR. Dies sollte klären, ob die 

GPCR- Liganden Bindung eine Auswirkung auf die PMNs hat. Aus diesem Grund wurde die 

Gβγ- Subeinheit des GPCR am Aktivierungsübergang zum IP3-K durch Gallein sowie dem 

PLC Signalweg durch U-73122 inhibiert. Diese Versuche wurden im Anschluss ergänzend mit 

Ropivacain durchgeführt, um den Einfluss des Lokalanästhetikums auf diese 

Signaltransduktionen zu erfassen (Abbildung 11). 

 

 

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 [µm] und die 

Track Duration [ms] erfasst. Die ET50NET [min] und ET50MPO [min] dienten der Erkennung 

der NETose und die IT50Fluo-4 [min] ermöglichte die Erfassung des intrazellulären Kalziums 

(Abbildung 12). 

 

 

Abbildung 12: Projektablauf der Mikroskopie 
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5. Material & Methoden 

In den experimentellen Untersuchungen wurden die Migration und NETose in Abhängigikeit 

von der intrazellulären Kalziumkonzentration der PMNs beobachtet und analysiert. Hierfür 

wurden die Blutproben verschiedener Probanden verwendet. Durch die Ethikkommission des 

Klinikums der Universität Regensburg wurden diese in-vitro Versuche genehmigt. Die 

Projektnummer ist: 12- 101- 0192. 

5.1  PMN-Isolation 

5.1.1 Probengewinnung und Blutaufbereitung 

Nach mündlicher und schriftlicher Aufklärung der Probanden erfolgte die venöse Punktion. 

Diese erfolgte in der Ellenbeuge oder dem Handrücken zur Gewinnung von 10 mL Blut mit 

Hilfe einer Safety-Multifly®-Kanüle mit den Größen 0,8 x 19 mm oder 0,9 x 38 mm 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland). Die Blutprobe wurde in einer Lithium-

Heparin-Monovette (Sarstedt AG & Co.,Nümbrecht, 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 Zentrifugenröhrchen geschichtet. Im Anschluss erfolgte die 

vorsichtige Aufschichtung von je 3 mL des Probandenblutes. Die eigentliche Zelltrennung 

erfolgte dann in der 20-minütigen 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 weißliche, leicht 

milchig wirkende Ring oberhalb der rötlichen Unterphase, der erwarteten PMN-Fraktion. 
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Abbildung 13: Dichtegradientenzentrifugation (eigenes Foto) 

 

Die sich über dem PMN-Ring befindlichen Phasen wurden abgesaugt und verworfen. Im 

Anschluss wurden jeweils 300 µL des PMN-Ringes entnommen und in ein 15 mL  

Zentrifugenröhrchen  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 µL dieser Verdünnung 

wurden entnommen, um mit der Neubauer Zählkammer die Anzahl der PMNs zu ermitteln. Im 

folgenden Schritt wurde das gewünschte Endvolumen berechnet, um eine Zielzellzahl von 

18 Millionen Zellen pro Milliliter zu erlangen. Die Zellsuspension wurde anschließend für 

5 Minuten bei Raumtemperatur mit 272 G zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 

mit dem berechneten Volumen des Zellkulturmedium RPMI 1640 (PAN-Biontech GmbH, 

Aidenbach, Deutschland) mit 10 %igem fetalem Kälberserum (FKS, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim, Deutschland) resuspendiert. 
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5.2  Fluoreszenzfarbstoff zur Darstellung von NETs und Kalzium 

Für die Darstellung der NETose wurde 4 ,́ 6-Diamidino-2- Phenylindol- dihydrochlorid (DAPI) 

(D9542-5MG, Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und zur Bestätigung 

des Ablaufs der NETose die Myeloperoxidase (MPO) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland) verwendet. Die Migration der isolierten PMNs wurde ohne Fluoreszenzfärbung 

mit Hilfe einer Phasenkontrasteinstellung des Mikroskops beobachtet. Das DAPI wurde in einer 

Konzentration von 5 µg/mL verwendet und jeweils 50 µL 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. Für ein ideales Wirkungsspektrum wurde in dieser 

Studie das Molekül mit der Wellenlänge 385 nm stimuliert. 

Bei dem MPO Antikörper handelt es sich um eine gebrauchsfertige Anti-MPO Lösung. Hiervon 

wurden 10 µL ebenfalls zu dem Gesamtvolumen von 50 µL PMN-Suspension hinzugegeben. 

Anti-MPO bindet an DNA Fragmente und gelangt nicht nach intrazellulär. Dies ermöglichte es 

die durch die NETose ausgestoßenen chromatinhaltigen Netze extrazellulär zu bestätigen. Für 

die optimale Fluoreszenz der MPO wurde in den Versuchen mit der Wellenlänge des Lichts 

von 525 nm gearbeitet. 

Um das intrazelluläre Kalzium und damit auch die Kalziumaktivität 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- Molekülstruktur (Fluo-4 Am) nach intrazellulär. Intrazellulär wird es in 

seine aktive fluoreszierende Struktur gespalten (104). In dieser Studie wurde der Farbstoff mit 

3 µL und einer Konzentration von 30 µM zu den 50 µL Zellsuspension hinzugefügt. 
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5.3  Chemotaxis im Modell 

Für 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-µ-Slide-Chemotaxis-Kammersystems eingesetzt. 

5.4  Kalziumelimination mit Kalziumchelator 

Der membrangängige Kalziumchelator BAPTA AM (Cayman Chemical Company, Michigan, 

USA) wurde zur Eliminierung des intrazellulären Kalziums verwendet. Die Abbildung 14 zeigt 

wie der Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 dieses Reaktionsschema sichtbar macht. 

 

 

Abbildung 14: Reaktionsablauf mit BAPTA AM 

Das intrazelluläre Kalzium wird durch den Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 gebunden. [1] Dadurch, ist die intrazelluläre 
Kalziumaktivität im Mikroskop sichtbar [2]. Bei Zugabe von BAPTA AM wird Kalzium eliminiert und die Fluoreszenzintensität 

nimmt unter dem Mikroskop ab [3]. (eigene Darstellung) 

 

Die Substanz wurde wie unten beschrieben in den Endkonzentrationen 5 µM, 20 µM, 25 µM 

und 30 µM hinzugefügt. Laut dem Produktinformationsblatt wurde der kristalline Feststoff 

BAPTA AM dem Lösungsmittel DMSO zugegeben. Die DMSO Endkonzentration betrug      

0,1 %. 
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5.5  Intrazelluläre Beeinflussung durch GPCR-Inhibition 

Zur Darstellung des Einflusses der Lokalanästhetika 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 IP3 und DAG 

Stimulierung. Dies zeigt Abbildung 15. 

 

 

Abbildung 15: Effekt durch GPCR-Inhibitoren 

Die Aktivierung eines GPCR wird an der Subeinheit Gβγ durch den GPCR- Inhibitor unterbrochen. [1] Daraufhin findet die 

weitere Signalkaskade über PLC und PI3K nicht statt. [2] PLCß2/3 stimuliert die IP3 und DAG. [3] PI3K aktiviert hingegen 

den Kinasesignalweg der Akt/ERK. [4] (eigene Darstellung) 

  

Gallein wurde in einer Konzentration von 10 µM und U-73122 von 5 µM verwendet (105–

107). Dazu wurde eine 10003 µM Gallein-Stammlösung sowie eine                                          U-

73122-Stammlösung mit einer Konzentration von 5244 µM hergestellt. Beide wurden nach 

Herstellerangaben in DMSO gelöst. Gewünschte Endkonzentration von DMSO war 0,1 % in 

allen drei Kanälen, um in allen drei Kanälen ähnliche Bedingungen zu schaffen. 
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5.6  Verwendete Lokalanästhetika 

Für die Versuchsreihen wurde das Ropivacain-Hydrochlorid Monohydrat der Firma Falgron in 

Pulverform benutzt. Um die gewünschten Ropivacainkonzentrationen zu erzielen, wurde eine 

Stammlösung 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-µ-Slide-Chemotaxis-Kammer 

Zur experimentellen Beobachtung und Funktionsanalyse der PMNs wurde mit 3D-µ-Slide-

Chemotaxis-Kammern von IBIDI® (IBIDI
®

 GmbH, Planegg/Martinsried, Deutschland) 

gearbeitet. Diese Kammersysteme ermöglichten es, eine Echtzeitmessung mit Hilfe eines 

stabilen chemotaktischen Gradienten durchzuführen und gleichzeitig drei verschiedene 

Zustände zu beobachten. Der Aufbau eines jeden 3D-µ-Slide besteht aus drei Kammern. Diese 

bestehen aus einem Kanal und jeweils zwei Reservoiren. Der Aufbau solch eines 

Kammersystems zeigt die Abbildung 16. 

 

 

Abbildung 16: 3D-µ-Slide der IBIDI ® GmbH 
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5.7.1 Befüllung der Kanäle 

Die Kanäle 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, befüllt. Ziel war es im Gel eine 1,5 mg/mL bovine Kollagen-I Konzentration zu 

erreichen. Die Tabelle 1 zählt tabellarisch die Volumina für das Medium auf. 

 

Substanz Volumen [µL] 

MEM 10- fach (Minimum Essential Medium, M0275, Sigma Aldrich 

Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

20 

Destilliertes Wasser 20 

NaHCO3
- (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 

Lokalanästhetika als Zusatz in den Reservoiren gearbeitet worden ist, aus den folgenden 

Komponenten, wie in Tabelle 2 aufgezählt, zusammen. 

 

Substanz Volumen [µL] 

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 

späteren Zeitpunkt in weiteren Versuchen um Vergleiche ziehen zu können geändert (65). Wie 

in der Literatur beschrieben, wurden zunächst die Konzentrationen von 20 µM, 25 µM und 

30 µM BAPTA AM verwendet (108). Zuletzt wurde entschieden, dass die Konzentrationen von 

5 µM im mittleren Kanal und 20 µM 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 µL des destillierten Wassers aus dem Medium durch die entsprechende 

dem Kanal vorgesehene BAPTA AM Vorverdünnung ersetzt. Ebenso wurden die in Tabelle 3 

aufgezählten Substanzen für eine Endkonzentration des Kollagens von 1,5 mg/mL hinzugefügt. 

 

Substanz Volumen [µL] 

BAPTA AM Vorverdünnung 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 über die Gβγ-Subeinheit zu inhibieren, musste 

der Versuchsaufbau angepasst werden. Die Substanzen Gallein und U-73122 wurden in ihrer 

Vorverdünnung dem Medium aus Tabelle 4 je Beobachtungszweck hinzugegeben. 

 

Substanz [µL] Linker Kanal Mittiger Kanal Rechter Kanal 

Medium 90 90 80 

Gallein 10 - 10 

U-73122 - 10 10 

Tabelle 4: Mediengemische mit GPCR-Inhibitoren 
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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 für die Kanäle erreicht werden. 

 

Substanzen [µL] Linker Kanal Mittiger Kanal Rechter Kanal 

GPCR-Inhibitor Vorverdünnung 33 33 33 

Zellsuspension + Fluoreszenzen 16 17 17 

PureCol® (Advanced BioMatrix, 

Inc.San Diego) 

50 50 50 

Tabelle 5: Kanalgemisch mit GPCR-Inhibitoren 

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

Tabelle 6 gezeigt wird, erreicht. 

 

Endkonzentration [µM] Linker Kanal Mittiger Kanal Rechter Kanal 

Gallein 10 - 10 

U-73122 - 5 5 

Tabelle 6: Endkonzentrationen der GPCR-Konzentrationen 

 

5.7.2 Befüllung der Reservoire 

Die beiden jeweiligen Reservoire der Kanäle wurden in jedem Versuch mit dem Grundmedium 

RPMI 1640 + 10 %iges fetales Kälberserum gefüllt, um die Vitalität der PMNs aufrecht 

erhalten zu können. Zusätzlich 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 Lokalanästhetikums 

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 Lokalanästhetikum Bupivacain 

0,1 mM, 0,5 mM und 1,6 mM verwendet. Das jeweilige Lokalanästhetikum wurde in beide 

Reservoire in den entsprechenden Verdünnungen zugegeben. 
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5.8  Life Cell Imaging 

Die Beobachtung der PMNs erfolgte über einen Zeitraum von 14 Stunden mittels eines Leica-

Mikroskop DMi8 (Leica Mikroskopie & System GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit 100-facher 

Vergrößerung. 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) führten 

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 

Kanäle zu erhalten. Entsprechend der Versuche und deren Fluoreszenzen wurde die 

Belichtungsenergie gewählt. Die gewählten Wellenlängen und weitere Eigenschaften der 

Fluoreszenzen zeigt die folgende Tabelle 7. 

 

 DAPI Anti-MPO-APC Fluo-4 

Wellenlänge der maximalen Extinktion [nm] 395 650 510 

Verwendete Wellenlänge [nm] 385 635 490 

Verwendete Einlassfilter [nm] 380 – 410 615 - 635 472 - 498 

Wellenlänge der maximalen Fluoreszenz [nm] 461 660 532 

Verwendete Auslassfilter [nm] 420 - 460 650 505 - 545 

Tabelle 7: Eigenschaften der Fluoreszenzen 

 

Für 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 intrazelluläre Kalziumaktivität 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 Phönix® 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 Datensätze der Migration 

Für die Migration wurde über die Imaris® Software die zurückgelegte Strecke der Zellen 

erkannt und die von uns bestätigten 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 

dazugehörigen mikroskopisch erfassten Bilder hinzugefügt. 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 über die Migration wurden in einer 

Excel-Tabelle zusammengetragen. 

 

Tabelle 8: Migrationsparameter 

  

Parameter Definition 

Track Displacement X = TDX [µm] Wegstrecke auf der x-Achse 

Track Displacement Y = TDY [µm] Wegstrecke auf der y-Achse 

Track Displacement Length = TDL [µm] Distanz zwischen der ersten und letzten Position 

der Zelle 

Track Length = TL [µm] Gesamte Länge der veränderten Position 

Track Speed Max [µm/s] Maximale Geschwindigkeit zur Zurücklegung der 

Wegstrecke 

Track Speed Mean [µm/s] Durchschnittliche Geschwindigkeit zur 

Zurücklegung der Wegstrecke 

Track Speed Min [µm/s] Minimale Geschwindigkeit zur Zurücklegung der 

Wegstrecke 

Track Duration [s] Dauer zwischen dem ersten und letzten Zeitpunkt 

innerhalb eines Tracks 

Track Straightness [D/L] Aussage zur zielgerichteten Bewegung 
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5.9.2 Datensätze der Fluoreszenzfarbstoffe 

Im Imaris® Programm wurden die angewendeten Fluoreszenzfarbstoffe fiktiven Farben 

zugeordnet und entsprechende Kanäle gewählt. Die Abhebung der unterschiedlichen zellulären 

Ereignisse durch die Farbdarstellung vom eigentlichen Hintergrund in der Software zeigte sich 

durch die unterschiedlichen Fluoreszenzen und deren Wellenlängen. Für die NETose, die 

NETose Bestätigung mit MPO und die intrazelluläre Kalziumkonzentration wurden die 

„Surfaces“ mit Hilfe der Imaris® Software erhoben und daraus die Datensätze zur: Area, 

Birth [s], Death [s], Zeitpunkte [s] und die Flächensummen der Fluoreszenzen in Sekunden 

erfasst. So lagen nach Festlegung eines sich wiederholenden Befehls bei Excel (Makro) alle 

durch die Fluoreszenzfarbstoffe verursachten Farbflächen pro betrachteten Frame (Zeitpunkt) 

zu einer Gesamtflächensumme pro Frame vor. Diese Gesamtflächensummen pro Frame wurden 

dann zur weiteren Analyse in eine neue Excel Tabelle übertragen und in die Software Phoenix® 

übertragen. 

5.9.3 Erstellung der ET50NET, ET50MPO und IT50Fluo-4 mit Phoenix® 

In der Software Phoenix® war es möglich aus den bisherigen Datensätzen, die die 

Zeit-Flächen-Beziehung der Fluoreszenzfarbstoffe DAPI, MPO und Fluo-4 angaben, 

sigmoidale Kurven zu erfassen. Diese stellten das halbmaximale Wachstum der maximalen 

Flächensumme (ET50NET [min], ET50MPO [min] und IT50Fluo-4 [min]) dar. Das Programm 

nähert 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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Abbildung 17: Formel zur Beschreibung des Messpunkteverlaufs aus Phoenix® 

 

 

Abbildung 18: Messung der ET50-Werte (eigene Darstellung) 
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Neben ET50 ließ sich mithilfe von y die Steigung der sigmoidalen Kurve ablesen. Für die ET50, 

y, aber auch die initiale Effekthöhe (E0) und den maximalen Effekt (Emax) wurden in einer 

zusätzlichen Excel-Tabelle mit weiteren für die Versuche relevante Variablen erfasst. Die 

Darstellung der IT50Fluo-4 [min] in Abbildung 19 wies einen gegenläufigen sigmoidalen 

Verlauf als ET50NET [min] und ET50MPO [min] auf. Außerdem zeigte diese inhibitorische 

sigmoidale Kurve einen Zeitpunkt der maximalen Fluo-4 Aktivität und somit die maximale 

intrazelluläre Kalziumkonzentration zu einem bestimmten Zeitpunkt. 

 

 

Abbildung 19: Messung der IT50-Werte (eigene Darstellung) 

 

Die erfassten ET50 und IT50 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) geprüft. Die Varianzhomogenität wurde nach Bonferroni und die 

Varianzheterogenität nach Dunnett T3 erfasst. Die Aussage über 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 

geprüft. Dieser folgte daraufhin ebenfalls die Varianzanalyse. Zur Betrachtung der zentralen 

Tendenz von zwei unabhängigen 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 Ausreißer stellten sich als Punkte oder Sternchen, außerhalb 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 männliche Teilnehmer vertreten. Der Median des Alters der Teilnehmer/ -innen betrug 

23 Jahre. Der Median der Körpergröße lag bei 172 cm und der des Körpergewichts bei 63 kg. 

6.2  Einfluss von Lokalanästhetika auf die NETose 

6.2.1 Bupivacain 

In der Abbildung 20 werden die ET50NET-Werte bei verschiedenen Konzentrationen von 

Bupivacain gezeigt.   

 

 
Abbildung 20: Einfluss von Bupivacain auf die ET50NET [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 ET50NET [min]. 
o = Ausreißer 

 

Beim Vergleich der ET50NET [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 präsentiert den Einfluss von Ropivacain auf die ET50NET [min]. 

 

 

Abbildung 21: Einfluss von allen Ropivacainkonzentrationen auf die ET50NET [min] 
Die x-Achse stellt die Konzentration von Ropivacain dar. Die y-Achse zeigt die ET50NET [min].o = Ausreißer. 

     = 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 (ET50NET) 

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

waren. 

Bei den hohen Konzentrationen (10 mM und 15 mM) fanden die NETosen gegenüber den 

NETosen bei mittleren Konzentrationen (3 mM, 5 mM und 9 mM) verspätet 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. 



 

45 

 

Im Vergleich der ET50NET-Werte der Gruppe mit 15 mM Ropivacain mit den Werten der 

Konzentrationen 3 mM, 5 mM und 9 mM zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Im 

Folgenden werden die ET50NET- Werte bei den Konzentrationen 0,1-1 mM und ≥ 3 mM jeweils 

zusammengefasst. Diese wurden mit ET50NET-Werten verglichen, die ohne Zugabe von 

Ropivacain berechnet wurden (Abbildung 22). 

 

 
Abbildung 22: Vergleich gruppierter Ropivacainkonzentrationen 
Vergleich des Einflusses der Ropivacainkonzentrationen (0 mM, 0,1 mM – 1mM und 3 mM – 15 mM) auf die ET50NET [min]. 

Die x- Achse stellt die Ropivacainkonzentration und die y- Achse die ET50NET [min] dar. o = milde Ausreißer. 

 

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 – 1 mM und 3 – 15 mM (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 ET50NET [min]. 

 

 

Abbildung 23: Einfluss BAPTA AM und Ropivacain auf die ET50NET [min] 
Die x-Achse stellt Konstellationen der Substanzen BAPTA AM und Ropivacain dar. Die y-Achse zeigt die Messung der 

ET50NET [min]. o = Ausreißer.      = Extremwerte. 

 

Ein signifikanter Unterschied der ET50NET [min] Werte konnte zwischen den Gruppen nicht 

identifiziert werden. 
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6.3.2 Veränderungen des intrazellulären Kalziums  

Die folgende Abbildung 24 zeigt den Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die 

Messungen der IT50Fluo-4 [min].  

 

 

Abbildung 24: Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die IT50Fluo-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 IT50Fluo-4 [min]. o = Ausreißer.       = Extremwert. 

 

Beim Vergleich der IT50Fluo-4 [min] der Kontrolle mit den IT50Fluo-4 [min] Werten der 

Gruppen in der kombiniert BAPTA AM (5 – 25 µM) 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 präsentiert den Einfluss der GPCR-Inhibitoren auf die ET50NET [min]. 

 

 

Abbildung 25: Einfluss der GPCR-Inhibitoren auf die ET50NET [min] 

Die x-Achse zeigt die verwendeten GPCR-Inhibitoren. Gallein wurde mit je 10 µM und U-73122 mit je 5 µM verwendet. Die 

y-Achse stellt die ET50NET [min] dar. 

 

Die statistische Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den ET50NET [min] 

Werten der Kontrolle und denen von 10 µM 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 ET50NET [min] durch die 

GPCR-Inhibitoren unter gleichzeitiger Verwendung von Ropivacain dargestellt. 

 

 

Abbildung 26: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die NETose 
Die x-Achse zeigt die verwendeten GPCR-Inhibitoren Gallein (10µM), U-73122 (5 µM). Die y-Achse stellt die ET50NET [min] 

dar. Die Clusterung unterteilt die Ropivacainkonzentrationen in blau (0 mM) und rot (3mM). 

 

Es lag kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der ET50NET [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 ET50NET [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 ET50NET [min] dar. 

 

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der ET50NET [min] der Gruppe mit 

Gallein (p < 0,01) und U-73122 (p < 0,01) im Vergleich zur ET50NET [min] der 

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

6.5.1 GPCR-Inhibitoren 

Die Abbildung 28 zeigt den Effekt der GPCR-Inhibitoren auf die IT50Fluo-4 [min] Werte der 

PMNs. 

 

 

Abbildung 28: Einfluss von GPCR-Inhibitoren auf die IT50Fluo-4 [min]  

Die x-Achse stellt die GPCR-Inhibitoren Gallein (10 µM), U-73122 (5 µM) und deren Kombination dar. Die y-Achse misst die 
IT50Fluo-4 [min] Werte. o = Ausreißer. 

 

Zwischen den IT50Fluo-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 IT50Fluo-4 [min] dargestellt. 

 

 

Abbildung 29: Einfluss von GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die IT50Fluo-4 [min] 
Die x-Achse stellt die angewendeten GPCR-Inhibitoren dar. Die y-Achse erfasst die IT50Fluo-4 [min] Werte. Die Clusterung 

zeigt die Ropivacainkonzentrationen in blau (0 mM) und in rot (3 mM).     = Ausreißer.      = Extremwerte. 

 

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der IT50Fluo-4 [min] Werte der 

Kontrollgruppen und der IT50Fluo-4 [min] Ergebnisse von Gallein, U-73122 und deren 

Kombination. Deshalb präsentiert 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 IT50Fluo-4 

[min]. o = Ausreißer.     = Extremwert. 

 

Es stellte sich so ein signifikanter Unterschied zwischen den IT50Fluo-4 [min] Werten der 

Kontrollgruppen und der IT50Fluo-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 präsentiert den Einfluss der Lokalanästhetika Bupivacain und 

Ropivacain auf die Track Length [µm] der PMNs. 

 

 

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 [µm]. Die Clusterung stellt in rot Kontrolle, in blau Bupivacain (1,6 mM) und in grün Ropivacain 

(3 mM) dar. o = Ausreißer.       =  Extremwerte. 

 

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

angewendeten Pharmaka gegenüber der Track Length [µm] 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 [µm] der PMNs gezeigt. 

 

 

Abbildung 32: Einfluss von BAPTA AM auf die Track Length [µm] 

Die x-Achse stellt den zeitlichen Beobachtungsverauf in 30-minütigen Abständen dar. Die y-Achse misst die Track Length 
[µm]. Die Clusterung erfasst die BAPTA AM Konzentration in blau (0 µM), rot (5 µM) und in grün (25 µM). o = Ausreißer. 

    = Extremwerte. 

 

Es zeigte sich zum Zeitpunkt 0 Minuten ein signifikanter Unterschied zwischen der Track 

Length der Kontrolle (p < 0,01) und BAPTA AM (5 µM), jedoch nicht gegenüber der 

Konzentration von 25 µM. Bei den Track Lengths der Kontrollen nach 30 und 60 Minuten 

konnte ein signifikanter Unterschied gegenüber den Track Lenghts bei BAPTA AM 

5 µM (p < 0,01) und 25 µM (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 [µm]. 

 

 

Abbildung 33: Einfluss von BAPTA AM und Ropivacain auf die Track Length [µm]  
Die x-Achse stellt den zeitlichen Verlauf der Mikroskopie in 30 Minutenabständen dar. Die y-Achse zeigt die Track Length [µm] 

der PMNs. Die Clusterung unterteilt die BAPTA AM Konzentration in blau (0 µM) und rot (5 µM). o = Ausreißer. 

    = 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 µM) unabhängig 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. 

 

 

Abbildung 34: Einfluss GPCR-Inhibitoren und Ropivacain auf die Track Length [µm]  

Die x-Achse erfasst den zeitlichen Verlauf der Mikroskopie in Minuten. Die y-Achse zeigt die Track Length [µm] der 

verschiedenen Gruppen der Substanzen. Die Clusterung unterteilt die GPCR-Inhibitoren in blau (Kontrolle), grün (10 µM 
Gallein), rot (5 µM U-73122) und orange (10 µM Gallein + 5 µM U-73122). o = Ausreißer.      = Extremwerte. 
 

Bei der kombinierten Anwendung von GPCR-Inhibitoren mit 3 mM Ropivacain zeigte sich im 

zeitlichen Verlauf ein früheres Sistieren der zellulären Fortbewegung (keine 

Track  Lengths >  25 µm). Dieser frühere 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 präsentiert 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 höhere 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 [µm]  

Die x-Achse zeigt den Zeitpunkt der Mikroskopie in Minuten. Die y-Achse misst die Track Length [µm]. Die Clusterung 
unterteilt Ropivacain in blau (Kontrolle) und rot (3 mM). o = Ausreißer.      = Extremwerte. 

 

Da sich mit Zunahme der Mikroskopiezeit jeweils bei der Kontrolle und den Versuchen mit 

3 mM Ropivacain keine eindeutige Veränderung in der Track Length [µm] zeigte, wurden diese 

zusammengefasst und im Anschluss die Ergebnisse der Kontrollen mit denen bei Anwendung 

von 3 mM Ropivacain unabhängig 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 zurückgelegte Strecke 

der PMNs im Abstand von 200 Mikrometern. o = Ausreißer. 

 

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 intrazellulären 

Kalziumkonzentration oder die Inhibition der GPCR-Signaltransduktion die NETose und 

Migration der PMNs inhibiert werden kann. Des Weiteren wurde der Effekt von 

Lokalanästhetika, 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 

ermöglicht eine erfolgreiche Isolation der PMNs. Dieses Verfahren wurde auch bereits in 

früheren Studien der Arbeitsgruppe verwendet (7). Ein weiteres Isolationsverfahren für 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 gegenüber dem hypotonen Lyseverfahren (110). 

Najmeh et al. führten 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 erhält man durch die richtige Durchführung der Methode einen hohen Anteil von 

PMNs bei hoher Viabilität (113). Ebenso erhielten Hirz et al. mit dieser Isoliertechnik eine hohe 

Reinheit > 90 % und beschrieben dieses Verfahren als effektiv, einfach, schnell und 

günstig  (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 zählen IL-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 intrazelluläre Kalzium mit dem 

Fluoreszenzmikroskop und live cell imaging beobachtet. 
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In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf dem Nachweis des intrazellulären Kalziums mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4. Fluo-4 besitzt ein ähnliches Emissionsspektrum wie 

Dihydrorhodamin (104).  Deshalb wurde anstelle von DHR in dieser Arbeit MPO zur 

Bestätigung der NETose verwendet, da es an die extrazelluläre DNA bindet. 

7.3  Effekte von Bupivacain 

Verschiedene Lokalanästhetika sind in der Lage konzentrationsabhängig die Phagozytose, die 

Bildung von Superoxiden und Wasserstoffperoxid sowie der NETose der PMNs zu hemmen. 

Dazu zählen die Lokalanästhetika Lidocain, Mepivacain, Procain und Tetracain, aber auch 

Bupivacain (119, 120). Die ROS-Bildung wurde als Auslöser der NET-Bildung durch Hann et 

al. beschrieben (65). Das ein früheres Einsetzen der NETose durch die Lokalanästhetika 

Bupivacain (1,58 mM bis 3,16 mM) und Lidocain (0,007 mM bis 1,42 mM) in klinisch 

typischen Konzentrationen möglich ist, zeigten auch Kolle et al. (7). 

In dieser Studie war es ebenfalls möglich, die NETose mit Bupivacain (0,1 mM bis 1,6 mM), 

in klinisch angewendeten Konzentrationen, früher auszulösen. Im Gegensatz dazu erläuterten 

Mikawa et al., dass nur eine 100-fach höhere 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 Beeinträchtigung der PMN Produktion von O2
-, H2O2 und OH- (122). 

7.4  Effekte von Ropivacain 

Blumenthal et al. konnten bei Anwendung von Ropivacain eine starke entzündungshemmende 

Wirkung auf die PMNs beobachten. Dies zeigte sich durch eine Reduktion der ICAM-1 

Expression sowie eine Reduzierung der Adhärenz 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 

TNFα- getriggerte Entzündungen nachweisen und die Adhäsion und endotheliale 

Hyperpermeabilität für die PMNs verringern (124). 

Dahingegen zeigte sich bei Yamada et al. eine Hemmung der Bildung von freien 

Sauerstoffradikalen bei niedrigen und hohen Ropivacainkonzentrationen (20 µM).  Mit 

steigender Lipophilie des Lokalanästhetikums wurde die Produktion von Sauerstoffradikalen 

stärker gehemmt (125). 

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

die ebenso beobachtete Veränderung der Kalziumantwort der PMNs konnte auch durch 
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Mikawa et al bestätigt werden. Jedoch waren in diesen Beobachtungen die Phagozytose und 

die Migration unbeeinträchtigt (122). 

Bezüglich der NETose konnten Kulinska et al. in ihrer Studie mit PMNs von Neugeborenen 

und Erwachsenen beobachten, dass die NO-Synthese der PMNs eine entscheidende Funktion 

für die Bildung der NETose sei (126). Dieses bezieht sich ebenso auf die Migration, Adhäsion 

und bakterielle Abwehr (127–129). 

In dieser Studie wurde Ropivacain in verschiedenen Konzentrationen bezüglich seines Effektes 

auf die NETose überprüft. 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) 

gegenüber der Ropivacainkonzentration von 10 mM. Bei einer noch höheren 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 Lokalanästhetika 

Im klinischen Alltag werden 25 Prozent der verwendeten Medikamente als racemische Form 

verwendet. Diese weisen Unterschiede in ihrer Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und 

Toxizität auf (130). Die Lokalanästhetika Levobupivacain und Ropivacain werden in der Praxis 

als S-Enantiomere eingesetzt, da das R-Enantiomer ein höheres Nebenwirkungsprofil aufweist 

(131, 132).  

Für das R-Enantiomer von Bupivacain wurde eine hohe Toxizität beschrieben (133). 

Beispielsweise zeigten Vanhouette et al. an Herzen von Meerschweinchen, dass das R-

Enantiomer von Bupivacain die Aktionpotentialdauer stärker verkürzt als das S-

Enantiomer (134).  

Die unterschiedliche kardiotoxische Wirkung verschiedener Lokalanästhetika wurde auch 

durch Tsuchiya et al.untersucht. Sie beschrieben, dass die Membrankanäle der Kardiomyozyten 

und die physiologisch-chemischen Eigenschaften der Membrandoppelschicht durch die 

verschiedenen Enantiomere unterschiedlich beeinflusst werden (135). 

Ebenso wurde beschrieben, dass die Enantiomere des Lokalanästhetikums Bupivacain 

unterschiedliche Auswirkungen auf die Oberflächenrezeptorexpressionen der PMNs, deren 

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

der NETose als Folge der unterschiedlichen Stereoisosmerie zu bewerten. 

7.6  Intrazelluläres Kalzium als Trigger der NETose 

Zahlreiche Studien beschrieben das intrazelluläre Kalzium des PMNs als eine Voraussetzung 

für das Einsetzen der NETose (65, 137, 108, 138).  

Vorobjeva et al. triggerten die NETose durch fMLP. Die darauffolgende Signaltransduktion 

führt zur Freisetzung von im ER gespeicherten Kalzium (8).  In einer weiteren Studie mit dem 

Kalzium-Ionophor A23187 beschrieben sie, dass die NETose durch einen bakteriell 

getriggerten Anstieg des intrazellulären 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 führt (139).  Der Mechanismus der die vermehrte mtROS Produktion auslöst, 

entspricht einer Öffnung der mitochondrialen Permeabilitätsübergangsporen (mPTP). 

Diese NADPH-Oxidase unabhängige NETose wurde auch durch Douda et al. beschrieben. Sie 

konnten erkennen, dass das intrazelluläre Kalzium eine Schlüsselrolle zur Öffnung des 

Kaliumkanals des Mitochondriums (SK3) und damit des mPTP darstellt. Dessen Aktivierung 

sei ausreichend für diese NOX-unabhängige NETose. Ebenso beobachteten sie, dass die 

Signalwege der Kinasen „Akt“ und „ERK“ im Vergleich dazu bei der NOX-abhängigen 

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 fMLP stimuliert diese Kinasen und aktiviert die 

PMNs  (140, 141).  Entsprechend wurde in dieser Studie der NADPH-Oxidase abhängige 

Signalweg aktiviert. 

7.7 Chelatisierung des intrazellulären Kalziums 

Eine Chelatisierung des intrazellulären Kalziums ist mit BAPTA möglich. Dieses konnten 

Parker et al. (108) und Sato et al. (142) mit BAPTA AM unter fMLP Stimulierung bestätigen. 

In vorliegender Studie wurde ebenfalls mit BAPTA AM die Chelatisierung des intrazellulären 

Kalziums angestrebt, um deren Effekt auf die NETose zu beobachten. Die Konzentrationen von 

BAPTA AM wurden vergleichbar denen der Arbeit von Parker et al. gewählt (108).  

Neben den Konzentrationen 10 µM und 25 µM wurde zusätzlich mit den Konzentrationen 

5 µM, 20 µM und 30 µM gearbeitet. Aufgrund der zunehmenden  Instabilität des Gels der 

3D- µ- Slide Chemotaxiskammern waren die Versuche mit der höchsten Konzentration von 
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30 µM nicht auswertbar. Es wurden somit nur die Konzentrationen 5 µM bis 25 µM verwendet. 

Die Ergebnisse konnten jedoch keine Übereinstimmung 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 gegenüber den Kontrollen vor. 

Kenny et al. sahen bei Anwendung von BAPTA AM das gewünschte Ergebnis der 

Kalziumchelatisierung (143). Jedoch beschrieben sie, dass intrazellulär erreichbare 

Konzentrationen von BAPTA zu hohe Kalziumkonzentration nicht mehr vollständig 

chelatisieren können, 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 µM) gegenüber den 

Kontrollgruppen ein signifikanter Unterschied der IT50Fluo-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. bestärkt wird. Sie beschrieben, dass mit 

hohen Konzentrationen von Ropivacain eine Unterdrückung der Kalziumkonzentration zu 

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

7.8  Oberflächenstrukturen der PMNs 

Die Exprimierung von Rezeptoren, darunter den GPCRs, wurde in Arbeiten von Lämmermann 

et al., Chen et al. und weiteren Autoren beschrieben (145, 146, 93, 94).  

Die Aktivierung der GPCRs der PMNs führt zur Aktivierung von Migration, ROS-Produktion 

und Exozytose von intrazellulären 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. erläuterten, dass die GPCR-Signaltransduktion im PMN nicht durch 

Gα-Untereinheiten, sondern die Gβγ-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 PI3-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 früheres Einsetzen der NETose und der zeitlichen Aktivität des Fluo-4 und somit 

der maximalen intrazellulären Kalziumaktivität 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 über die GPCRs, dass die Signalübertragung über den GPCR 

durch die verschiedenen Agonisten moduliert und dadurch unterschiedliche Effekte durch die 

Bindung von Liganden erreicht würden. Ebenso folgerten sie, dass sich eine 

Konformationsänderung des GPCR zugunsten eines Liganden ergeben würde. Dies hätte 

Auswirkung auf eine unterschiedliche Effizienz und Kinetik in den G-Protein 

Kopplungen (148). Die Komplexität der GPCRs wurde auch durch Masuho et al. erläutert. So 

soll der GPCR aus einer unterschiedlichen Zusammenstellung der Gα- und Gβγ-Untereinheiten 

bestehen. Allein die Gα-Untereinheit weise 16 Möglichkeiten auf. Im Vergleich dazu weist der 

Gβγ-Komplex 5 Möglichkeiten der Gβ- und 12 der Gγ-Untereinheiten auf. Dies ermöglicht 

zahlreiche Kombinationen des Auftretens der GPCRs und beeinflusst dessen 

Wirksamkeit (149).  

Durch den differenten Aufbau der GPCRs und deren unterschiedliche Konformationen auf 

verschiedene Liganden wäre der in dieser Arbeit nicht signifikant gemessene Effekt der 

kombinierten GPCR-Anwendung erklärbar. 

7.9  GPCR-Inhibitoren und Lokalanästethika 

Ein möglicher Angriffspunkt der Lokalanästhetika sind ligandenaktivierte Ionenkanäle. Rao et 

al. erläuterten, dass die GPCRs als Membranproteine in der Lipiddoppelschicht eine Rolle bei 

der Wirkung der Lokalanästhetika 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 einschränkt, 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 für den 

Wirkungsmechanismus von Lokalanästhetika auftreten können (150). Trotz allem zeigte sich 

bei Anwendung des Lokalanästhetikums Ropivacain in der vorliegenden Studie kein 

zusätzlicher signifikanter Effekt auf das frühere Eintreten der NETose und das intrazelluläre 

Kalzium. 

7.10 Effekte der Lokalanästhetika auf die Migration 

Das Lokalanästhetika einen hemmenden Effekt auf die Migration ausüben, 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 früheren Abbruch der Migration beobachten. 

7.11 Effekte von BAPTA AM auf die Migration 

In den Versuchen dieser Studie sollte getestet werden, ob das intrazelluläre Kalzium des PMNs 

ein entscheidender Faktor für das Auslösen der Migration ist. Parker et al. (108)  und Gupta et 

al. (137) war dies in ihrer Studie möglich. Ebenso konnten wir mit unseren Tests bestätigen, 

dass durch die Chelatisierung des intrazellulären Kalziums mit BAPTA AM ein früheres 

Einsetzen der Migration im Vergleich zur Kontrolle nachzuweisen ist. Dies spricht dafür, dass 

das intrazelluläre Kalzium ein wichtiger Bestandteil der Signalwege für 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 Gβγ-Subeinheit des GPCRs entscheidend für die 

Chemotaxis von PMNs und deren Migration ist (99). Ebenso konnten Dixit et al. darstellen, 

dass der GPCR Signalweg eine wesentliche Rolle bei der Verstärkung der Adäsion der PMNs 

und deren Migration auslöst (156). Die vorliegende Studie konnte bei Anwendung der 

GPCR-Inhibitoren Gallein und U-73122 ein früheres Sistieren der Migration und des 

maximalen intrazellulären Kalziumspiegels beobachten. Jedoch war das Ergebnis nicht 

signifikant auswertbar, weil unterschiedliche Zellzahlen zu den unterschiedlich detektierten 

Zeitpunkten vorlagen. Diese Ergebnisse sind in Übereinstimmung 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 intrazellulären Kalziums der PMNs 

oder die Inhibition ihrer GPCR-Signaltransduktion die NETose oder Migration beeinflusst 

werden kann. Des Weiteren wurden Lokalanästhetika wie zum Beispiel Ropivacain 

hinzugegeben, um deren Effekt auf diese Parameter zu testen. 

Die getesteten Lokalanästhetika hatten unterschiedliche Effekte auf die NETose und das 

intrazelluläre Kalzium der PMNs. Während Bupivacain die NETose früher stattfinden ließ, 

konnte dieser Effekt mit Ropivacain nicht beobachtet werden. Im Vergleich dazu waren beide 

Lokalanästhetika in der Lage, die Migration früher sistieren zu lassen. 

In dieser Studie konnte die Chelatisierung des intrazellulären 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 intrazellulären 

Kalziumkonzentration durch BAPTA AM ein Effekt auf die Migration zu messen. Somit wäre 

es möglich, dass das intrazelluläre Kalzium nicht für die NETose, jedoch für die Migration 

einen entscheidenen Faktor darstellt. 

Durch die Inhibition der Gβγ-Subeinheit mit Gallein und U-73122 zeigte sich ein früheres 

Einsetzen der NETose und der maximalen intrazellulären Kalziumkonzentration des PMNs. 

Ein zusätzlicher Effekt des Lokalanästhetikums 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 größer, weswegen der Unterschied zur Kontrollgruppe 

nicht mehr signifikant ist. Ein additiver Effekt scheint somit nicht vorzuliegen. 

Zukünftige Forschungen werden notwendig sein, um die Signaltransduktionswege im PMN 

genauer zu erfassen. So wäre es ein Ziel, die NETose gezielt durch pharmakologische 

Beeinflussung zu verstärken oder zu hemmen. Dies wäre ein weiterer Schritt im Verständnis 

der molekularen Abläufe der PMNs und für die Therapie von NETose getriggerten 

Erkrankungen. 
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