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2. Einleitung

Die NETose ist ein€-unktionder PMNs, die dielmmunabwehr zuAufgabehat Aufgrund
zahlreicher Vorund Nachteile der NETose beschéftigen sich viele wissengchaffrbeiten

damit, wie diese Funktion medikamentos und therapeutisch im klinischen Setting beeinflusst
werden konntéli 4). Zahlreiche Substanzen, die dem humanen Osgauns zugefiihrt werden,

sind in der Lage uUber verschiedenste Mechanismen Einfluss auf die funktionellen
Eigenschaften dePMNs zu nehmen(5). Darunter zum Beispiel die Beeinflussung des
intrazellularen Kalziumspiegels odder G-Proteingekoppelten Rezepten (GPCR)(6). Die

im klinischen Alltag hédufig angewendeten Lokalanasthdiéeinflussemlie Funktionalitét von

PMNSs (7).

2.1 PMNsals Bestandteil der Immunabweh
PMNsbildenmit 60 Prozenden grof3ten Anteil der im Blut zirkulierendeaukozyten(8i 10).
Se sind ein wichtigeg Teil des angeborenen Immunsystems und sordér

Immurkompetenz(11).

2.1.1 Bildung, Lebensdauer unsbbau

Die PMNs werden durctlie Stimuationmit GranulocyteColony Stimulating Factor
(G-CSF)im Knochenmark gbildet. Stimuliert wird die Bildung der PMNs durch Infektionen,
Traumataoder Gewebeverletzungesus hamatopoetischen Zellelhre Halbwertszeiim Blut
betragt cab bis 8 StunderDanachgehen sie irdie Apoptose und werden iKnochenmark

der Leberundder Milz durchMakrophagerphagozytieri3,5,7 9).

2.1.2 Eigenschaftemind Funktionen

Die PMNs schitzenvor eindringenden Mikroorganismen durch deren Aufnahme und
Destruktion durch die Phagozyto$®, 13) Erst seitKurzemist bekannt dass diePMNs
untereinander einer Heterogenitat in ihrer Morpholo§ibanotypisierung und Funktionen
unterliegen(12). Ferner konnte gezeigt werdedass diePMNs wichtige chemotaktische
Funktioren zur Aufrechterhaltung der Kommunikation der Leukozyten untereinander

einnehmer(13).
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2.1.3 Inflammation und PMNs

Uber ein Gewebetraumkonnen Patlogenein den Korper gelangenDaraufhin setzen
Gewebemastzellen vasoaktive Mediatofe. Durch die lokale Reaktiomit Vasodilatton
und gesteigerter Permeabilitaéird die systemische Reaktion stimuliert, die Akute-Phase
Reaktion b&annt ist Ubersezerniertékute-PhaseProteinewie dasC-reaktive Protein (CRP)
oder den Komplementfaktor C3verden weitereZytokine gebildet Zytokine wie IL-1, IL-6
oderTumornekrosefaktor (TNRyirken chemotaktisciPMNsmigrieren aus dem Blutstrom
dasinflammataischeGebiet.Dieser Prozess erfolgber die Adhasion détMNsam Endothel
welcher auch als Margination bezeichnet widie Zellentberwinden durch diDiapedeselas
Endothel. AnschlieBend migrieren sie zwantziindlichen Gescheheme in Abbildung 1
dargestell(14).

/@ S \@\
& h 4
1 ﬂ,\ )
_@—@
\ /

Abbildungl: Reaktion auf ein Traua
Ein Trauma [1] fuhrt reflektorisch zur Vasodilatation [2] und anschlieRenden Chemotaxis [3] der PMNs [4]. Diese
lagern sich am Endothel ab [5] und migrieren [6] ins entziindlich veranderte GEwgheigeneDarstellung)
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Am Ort der eigentlichen Entzindungsreaktion werden die Pathogene bereits durch
Serumantikorper opsonierdder durch das zellulare Immunsystem erkariDturch die
NADPH- Oxidase, einem Enzymkompleim PMN findet die Produktion von reaktiven

SauerstoffspezieROS, auchrespiratory bursgenannt(Abbildung?2) statt(14 16).

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

Abbildung2: Respiratory burst

NADPH wird mit Sauerstoff [g) Uber die NADPHOxidase zu NADPsowie Protonen [H und Sauerstoffanionen [
oxidiert. Im Weiteren reagieren Protonen*{Hmit den entstandenen Sauerstoffanionen][@ber die Superoxiddismutase

[SOD] zu Wasserstoffperoxid P2 und Sauerstoff [@). In weiteren Reaktionen entstehen die Hydroxidionen][Qkt die
hypochlorige Séure [HCLQ[15).
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2.1.4 Biologische Bedeutung d&lETose

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) wurden erstm&8a. beschriebeand2004im Labor
charakterisiertBei NETshandeltessich umextrazellulare Strukturen, die aus Chromatin und
Proteinen besteherierzu gehorerdie neutrophie Elagase (NE), Myeloperoxidase (MPQO),
Calprotectin, Cathelicidin, Defensin undkt. NETs werden durch PMNs sezerniert. Die
Bezeichnung NETose erfolgte in Anlehnung an andereT&elesarten wie z.Rlie Apoptose
und Nekrose (17, 18) Die NETose ist durch unterschiedliche Stimatisloésbar. Zu eh
maoglichen Auslésern zahleripopolysacchade (LPS), n-FormykL-MethionylLeucyl-
Phenylalanin(fMLP), Antikérper, Immunkomplexelonophore Chemokine, Mikrokristalle
und zahlreiche wadtre Stimulanzien(8, 18, 13, 19)Intrazellularwird die NETosedurch die
ProteinKinaseC (PKC) ausgelost und aktiviert am Ende der Signalkaskade die
NADPH- Oxidase(8, 20) Bekannte Signaltransduktionswege, wie derM&K-ERK-, aber
auch der p38oder PI3K/AktSignalweg, die durch Proteinkinasen aktiviert werden, sind
ebenfallsan der NETose beteilidtl9, 21, 22, 18)

AndereAutorenbeschieben dasseseine NADPH-Oxidase unabhangige NETogét. Diese
stehtim Zusammenhang mit erhéhten intrazellul8keriziumkonzentrationen underdadurch
entstehendeBeeinflussungvon Kaliumkanalen SK3). DieseKanéle steigerfedochlediglich
die mitochondrialeROSProduktion und nicht die der NADPHDxidase (23, 19) Es gibt
Hinweise, das fMLP die NADPHOXxidasein den Granulaiber die direkte und indirekte
Aktivierung des spezifischen Enzymabschnittes N@K&vieren kann unddie mitochandriale
ROSProduktionTeil des Mechanismust (24, 9, 8)

Die gesteigerte RGBroduktion wird tGber eine Aktivierung des GPCR ausgelost und ist mit
einer erhohten Freisetzung intrazellularer pgasherter Kalziumdepots assoziiert. Dieses
erfolgt Uber einerNOX-abhangigen und NOXinabhangigen Wegurch Stimulation mit
fMLP (25). Allgemein fuhrt der Anstieg der RO$roduktion zu einer Instabilitat der
granularen und nuéfren Membraen (17, 26) Die sauren Bestandteile der Granula, wozu
unter anéran die MPO und die NE zahlen, gelangen ins Zyt@8pl Die NE erreich durch

die permable Membran deZellkern baut teilweise Histone ab uddkondensiergemeinsam

mit MPO das Chromatinn einemsynergistiscen Prozes$26). Die Serinprotease NEann
parallel dazuim Zytosol befindlicheFilamentedestruierenund verédndert so die zellulare
Morphologie(27).
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In Betrachtungeiner NOXabhangigen oder NOXnabhangigen NEToseverden zwei
Beobachtungediskutiert BeimNOX-unabhangigen Signalwegrd angenommen, dassag
Expansionder Protein Arginin Deiminase 4 (PAD4) korhrbiese PAD4 ist in der Lage die
Histone besondes das Histon H3, zu citrullinieren, wodurch vermutlich bei der
NOX- unabhangigen Signalkaskade Biekondensatiorvon Chromatinnitiiert wird (19, 23)
Wichtig ist anzumerken, dass d@#trullination zum einenals ein Mechanismus deXETose
erkannt wirde es zum anderen jedochauch Erkenntnse gibt, dass die NETose
PAD4-unabhangigrfolgenkann(28, 29) Dennochist der Effekt durch NE und MP@ichtzu
vernachlassigenAnschlieRendverden in der Plasmamembran dudals ProteiasdermirD
Poren gebildet, Ubetie das mitandererenzymatische®roteinen besetzte Chromatingeflecht
ausgestolRemwird (8, 30) Durch dieunterschiedlichen LadungszustankiinnenPathogene

gebunden und fixiemverden(31). Siehe hierzu die folgend&bbildung3.

Abbildung3: Die NETose

Die Aktivierung des GPCR uber fMLP)fiihrt zur Auslésung der intrazellularen Signalkaskade der Phospholipasgr@i{2
Freisetzung von DAG und IP3. IP3 steigert die intrazellulare Kalziumkonzentration, dieinea Initierung der

mitochondrialen RO®roduktion (4) fiuhrt. DAG triggert die Proteinkinase C.)3die die NADPHOxidase anregt. Im
Folgenden werden MPO und NE)&reigesetzt, die durch Erreichen des Zelkerns, ebenso wie die mtRQOSe(WETose

(7.) verursachehkonnen (eigene Darstéing)
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2.1.5 EffektederNETs

2.1.5.1 Abwehr von Pathogenen

Im extrazellularen Gewebe dienen diese netzartigen Konstrukte Bakterien, Viren und
mykotische Fremdkdrper zuiglinieren(18, 32) Dieserpositive Effekt der NET&onnte inin
vitro und invivo Studiengezeigt werdenDarunterfallen zum Beispieldie Untersuchung der
bakteriziden Wirkung und Beeinflussung voKlebsiella pneumoniag(26), Escherichiacoli
(33), Staphylococcusureus(34), Salmonellatyphimuriumund Shigellaflexneri (35) durch
NETs. Die NETs sind gegenCandida albicanantimykotisch wirksan{36) und kdnnendas
Wachstum vorAspergillus fumigatusnhibieren (37). In Studien konnte geigt werden, dass
Influenza A Viren, aber auch as HIV-1 durch die NETsbeeinflusst werden(38i 40).
Andererseits war dadlV-1 in der Lage Uber einl - 10- Interaktionmit den dendritischen
Zellen den NET<zu entgehei(39).

2.1.5.2 Gewebschaderdurch NETs

Eine Studie eigte, dassNETs das Bakterium Staphylococcus wreus effektiv destruieen
Parallel entstehebeim septischen Patient€bewebaschadendes gesunden Endothels und
Epithels Als Ursache gileine Ischamie, die durahie Bindung von aktivierte Thrombozyten

an denPMNs ausgeldst wirdind die Freisetzung von Proteasen ins extrazellulare Gewebe
fordert(41, 33)

2.1.5.3 NETsals Teil astoimmunerErkrankungen

Es besteht eiusammenhang zwischatem Anstieg von Autoantikorperspiegelnduder
Bildung von NETs. Zu diesen autoimmunen Erkrankungen zéhlen zum Beigtiel
rheumatoide Arthritis odetie Kollagenose wie dersystemishe Lupus erythematosléSLE).
Auch Anti-Neutrophile Cytoplasmatische AntikorperfANCA)-assoziierte Vaskulitiden

konnten bereits mit NETs assoziiert werdé8, 43)
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2.1.5.4 Thrombogendffekte

Auch die Hamostase unterliegt dem Einfluss dé£Tose (44, 45) Die thrombogene
Eigenschaft der NETSs liegt darin begriindet, dass die netzartigen StruKiudas Fibrinwie

ein Gerust wirken, an dem sich dihrombus formierefkann(45). In weiteren i vitro Studien
wurde die gerinnungfordernde Eigenschaft von NETs bestéatigiese wurde durch die
Inhibition der neutrophilen Adh&sion an GefalRendothelerhindert (46). Bruhl et al.

beschrieben, dass dRMNs Uber das Glykoprotein Ib-alpha mit Thrombozyten und dem
Endothel interagieren(47). Auch die Exprmierung von PSelectin ermdglicht esden

Thrombazytenan den PSelectin Glykoprotein Liganden (PS&L) der PMNs zu binden, und
deren gemeinsame Interaktion und Kommunikationzu verbessern(48). Auch das
High Mobility GroupBox 1 Protein(HMGB1) der Thrombozytenerstérkt die NETos@49).

Laut Studien liegerSARSCoV-2 Infektioren mit eine erhdhte thrombogene Aktivitat

durch die NETose vor So besteht nach Skendros et al. die Annahme, dassh das
Komplement eine Aktivierung von Thrombozyten NETs Tissue Factorund Thrombin
ausgelodst wird, wodurch es zur Aktivierugr Gerinnungkommnt (50). Weitere Studien
konnten diesen thrombogenen Effekt der NETose bei Mausen und beim Menschen
beobachten51, 52)

2.1.5.5 NETs und dassKomplementsystem

Nebender Wechselwirkungwischenden Blutplattchen undden PMNs, besteh auch eine
Interaktionzwischen der NETose unéd Komplementfaktoren des Komplementsystelbis

NETose verstarkdie antibakteriellerEffekte der Opsonierungind derLyseaktivierung45).

Das Komplementsystem ist ein Teil des Immunsystewslches Uber Kaskadenmuster
multiple Proteine aktiviert undn drei Aktivierungswege aufgeteilt wird. Am Ende der
Komplementkaskade steht der Membranangriffskomplex, der sich aus mehreren
Komplementproteianzusammensetzind tber eine Destruktion der bakteriellen Membran zu
Lysedes Pathogerféihrt (53). Komplementfaktoremverden auch durch die PMNs gespeichert
und sind an der Stabilisierung der fur die Komplementreaktion wichtigeKob8ertase
beteiligt. DieStabilisierungerfolgt tibe Properdin, den Faktor B und @45, 54)

Aufgrund derAktivierung der PMNsdurch das Komplemenwird angenommen, dass die
PMNsAnaphylatoxin C3a und C5a sezernierBiese Proteine verstarken di&tivierung des

Immunsysterg wodurch es zeiner Uberschiel3enden Immunantwaimmen kanr{45).
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2.1.5.6 Gerinnung, Komplemefdaktorenund de NETs

Die Gerinnungund das Komplementsystesmnd Pozesse, die sich gegenseitig beeinflussen.
Ursachlich hierfur sinéProteinbestandteilelieauf beideSysteme regulierend wirkéB5). Die
NETs dienen als Gerist fur die Thrombogené&ieichzeitigaktivierendie Opsonierung und
Lyseaktivierung des Komplementsystedis bakteriziden Effekte der NETSine Dysbalance
dieser Prozesse kann zu  Komplikationen wie tiefen  Venenthrombosen,

AutoimmunerkrankungeaderTumorenfiihren(45).

2.1.5.7 NETs und Tumoren

In Studien wird die Interaktion der NETose miitmorenbeschriebenEs wurde beobachtet,
dass @& NETose tumorprogrediente Eigenschatvesitzt.Es stellte £h heraus, dadseieiner
gesteigertenSynthesevon NETs vernehrt Tumomwachstum, Metasté&sung und tumor

assoziiertgpostoperativiKomplikationen wie vendse Thromboemboluftreten(7, 56)

Aktuell ist bekanntdasses PMNSs gibtdie die Tumorentstehurtgeglinstigen, indem sie eine
fur Tumoren gunstige Mroumgebungegulieren Zu vernachlassigesind nicht die speziellen
PMNs, die im Vergleich dazeinen Anti-Tumoreffekt in Form einer Tumorzelllyse oder
antikorperabhangigezytotoxizitat aufweisen(57, 58) Die TumorassoziierterNeutrghilen
(TAN) weisensomitpro- (TAN2) oderantitumordse TAN1) Eigenschaftemuf (591 62).

Zhou et akeigten dasseine Inilftration des Gewebes mit PMNs mit einechlechtere
Prognose beimdpatozellularen Karzinoneinhergeht(63, 64)und einen Nachweis fur die

Begunstigung der Metastasieruwgrde durchGordonrWeeks et alerbracht(63).

2.2 Intrazellulare KalziumhaushaltlesPMNs

Das lonC&* ist ein essentieller second Messenger, der eine Vielzahl an intrazellularen
Antworten transduziert, die Uber GPCR und TyrdsinaseRezeptoren stimuliert werden.
Dies gilt auch fur PMNs (65). Zum Beispiel ist es an der oxidan Antwort undder
Zytokinsekretion(66, 67)beteiligt sowie Betandteil der Signalkaskade deETose(65). Der

Effekt desintrazellularenKalziums istvon dessenDauer, Amplitude, Frequenz und auch de

raumlichen Lokalisationabhangig65).
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2.2.1 Kalziumspeichervon PMNs

Der intrazellulare Kalziumspeicher des PMNs befindet sich hauptséchlich im
endoplasmatischen Retikulu(ER). Zusatzlich befindet sich noch ein kleiner Speichervorrat
in den Mitochondren. Das Speicherlevel des ER wird (beie dC&*-ATPase des
sakoplasmatischen  Retikulums (SERCA), Inositoll,4,5triphosphat  Rezeptoren,
Ryanodinrezeptoren (RYRS) ukdlziumbindende Proteine wie Calreticulin und Calsequestrin
reguliert (68 70). RYRs sind erst seit Kurzemals Bestandtesl der PMNs bekannt Friihere
Arbeiten konnten ihre Existenz num Skelettmuskel(RYR Typ 1), im Herzmuskel
(RYR Typ 2) undim Gehirn(RYR Typ3)nachweiser{71).

Die intrazellulareKalziumkonzentration deBMNsbetragtdurchschnittich 200nM. Dagegen
liegt die Konzentration des gespeicherten Kalziums im endoplasmatischen Retikulum im
dreistellig mikromolaren Bereich.(72). Im Vergleich dazu befindet sich die

Kalziumkonzentration des Blutplasmas bgi hM (73).

2.2.2 Transportmechanismates Kalziums

‘IIEIIIII’ 7 Orai
Protein

Ligand

Abbildung4: Transportmechanismen des Kalziums im PMN

Der intrazelluldre Kalziumhaushalt des PMNs wird Uber den intrazellularelziiaspeicher oder die Zufuhr aus dem
extrazellularen Milieu aufrecht erhaltg¢65). Die Regulierung erfolgt tiber Transporter und Signalwege wie die-efmreated
calcium entry (SOCE), die receptoperated calcium entry (ROQENd die SERCA67). Die SERCA pumpt intrazellulares
Kalzium in das ER, als wichtigsten Kalziumspeidf7é). Die SOCE ist ein Uber einen&otein-gekoppelten(GPCR) und

eine TyrosirKinasegekoppelten Rezeptor (TKCR) aktivierter Signal{@&s). Liganden aktivieren Uber diese Rezeptoren
einen Phospholipaseitositol-1,4,5 triphosphat (IP3) Signalwe(70). IP3 bindet am spezifischen RezegtwP3am ER,
wodurch dieses seinen Kalziumspeicher freisetzt. Dieser Vorgang stimuliert den Kalziuminflux tiber die in der Plasmamembran
befindliche SOCKSB5). Die SOCE wird durch distromalinteracting molecule§STIM), das Orai Protein, einem Kalziumkanal

und die tansient receptor potentia(¥RP) gebildet. Dies ist ein tenaré&omplex, indem die STIMs die Aufgabe eines
Kalziumsensors habd67, 75, 76)Die ROCEs sind Rezeptoren, die dem Influx von extrazellularem Kalzium unabhangig vom
intrazellularen Kalziumdepot dieng@5, 77) (eigene Darstellung)
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2.3 Lokalanasthetika

Die zur lokalen oder regionalen Anasthesie angewendeten Lokalan&sthetika wurden
ursprunglich aus dem sog. Esfigm, wie er auch im Kokain enthalten isihtwickelt. So war

die Molekulstrukturdes Kokains die Vorlage fur das 1905 als erstes synthetisch entwickelte

Lokalan&sthetikum Proca(i78).

2.3.1 Klassifizierung

Lokalanasthetikabestehen aus drdéunktionellen Gruppeneiner lipophilen aromatische
Gruppe, eine mittleren Verbindungskette und einehydrophilen Aminogruppe.Die
aromatische Gruppermdglichtdie Diffusion ins Gewehevahrend die Aminogruppe, je nach
Ladungszustand einen tertidren, fettloslichlemin- oder einen quartaren, wasserldslichen
Ammoniunzustand annimmtAbh&angig von diesem Ladungszustastdder Wirkstoff in der
Lage die Membran zu paierenDie mittlere Verbindungskette besteht aus efnaktionellen
Gruppe einegEstes oder eines Amids. Durch diese Gruppe wird das Lokalanasthetikum
klassifiziert(79). SiehehierzuAbbildung5.

®/02H5
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/\/ N
NH, (@) CoHsg

Estertyp- Lokalanésthetika (Prilocain)

(|)|

Cc

H
N
\C/
Hy

C,Hs
Ny

\Csz

Amidtyp- Lokalanésthetika (Lidocain)

Abbildung5: Chemische Struktur von Estend Amidty(80)
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2.3.2 Metabolisierungler Lokalanasthetika

Wirkungsgeschwindigkeit uneeintritt von Lokalan&sthetikaind von ihrenbiochemischen
Eigenschaften wie zum Beispigér Lipidldslichkeit, der Proteinbindungsfahigkeit, aber auch
dem lonisationsgrad des Lokalanasthetikunabhéngig. Die Lipidléslichkeit eines
Lokalanasthetikums ermdglicht erst die Penetration des neuronalen Geebkepophilie

wird dadurch verbessert, skadas Pharmakon als freie, nicht ionisierte Base injiziert wird. Im
Gewebe erfolgt dann eine Pufferung durch vorhandene BaseneBmglicht die optimale
Gewebegangigkeit. Siehe hierabbildung6. (81)

Die Proteinbindungsfahigkeit eines Lokalattéetikums entscheidet dariipetre lang dieses
Pharmakn im Zielgewebe verbleiben kann Das Lokalanasthetikumwird von
Gewebeproteinen gebunden utitfundiert verzégert ins BlutBeispiele fir Substanzen mit

einer hohen Proteinbindungsnd Lipidléslickkeit sind Bupivacain und Ropivacai82).

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

Abbildung6: Dissoziation von Lokalanasthetikaim Gew¢&dE)
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2.3.3 Wirkung an spannungsabh&ngigen Natriunden
Die Hemmung der spannungsabhangigen Natriumkanéle und damit vembluirderbindung
der Weiterleitung des Aktionspotenzials Uber die Nervenmembvarhindert die

Depolarisation des Neeg und damitlie Fortleitung des nervalen Impulsg3, 6)

Bei diesen Natriumkanalen handelt es sich um Poren, die dinishM zueinandethomolog
stehende Doménen gebildetwerden die jeweils sech&thelikale Transmembransegmente
aufweisen. Das Segmenwier jeder Dondne besitzt einen positiv geladenen Aminosaurerest,
der als Spannungssensor dient. Der Kanal selbst wird durch das jevesligtesSegment und

der vorhandenen Sclilee A p o or |, was gudh diglebitdunigtdarstellen sol(78).

4 | " " | N

extrazellular |

AN \ /\/\I / AWA
208 A\ AK\* ’ilfoo

ee0000® 00 0o e 00 | | es 00 5 oo o0
intrazellul&r >\/ \/ .}# K V \/ l\ / \j l\_/_\_/\/ \/ \J

NH. L \
\\ \.\ fJ \\ / COOH

\ / e \J /

Abbildung?: Strukturchemie der spannungsabhangigen Natriumka7ap

Das Lokalanasthetikum kann mit seiner positiven Ladung mit den Aminers& henylalanin
und Tyrosin im sechsten Segment jeder vierten Doméane in eine Wechselwirkung eintreten und

blockiert somit den Natriumeinstrom und die damit verbundene Depolariga@pn

Die dinnen Fasern mit geringerer Mygdierung unterliegeneinem schnelleren
Wirkungseintrittdurch einLokalandsthetikum. Hierunter fallen die sensorischen Fasern, die in

Bezug auf die Analgesie das primare Ziel Siad4).
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2.3.4 Nebenwirkungemurch Lokalanasthetika
Zu denNebenwirkungersind die allergisch@ Reaktioren und de toxische Effekt durch die
Lokalanasthetikazu nennen Die allergische Reaktion steht im Zusammenhamity den

Lokalanasthetika vom Estdiyp wie zum Beispiel Procain od&etracain

Ausgelést verden diese systemischen Reaktionen duratten  Metaboliten
Paraaminobenzoesau(®l). Schwerwiegend sind unter anderen die toxischen Effekte aller
Lokalanasthetika auf das zentrale Nervensyst&m.den unerwiinschten zentralnervésen
Nebenwirkungen zahlencBwindel, SedierungUnruhe, Nystagmudis hin zu tonisch
klonischen Krampfanfalen In schweren Féllen kann ein komatdser Zustand mit

respiratorischem und kardiovaskularem Versagen falgén

Die Nebenwikungenauf daskardiovaskulare Syste wie die Tachykardieberuht bei anfangs
niedrigen Konzentrationerdes Lokalanasthetikum&uf einer Blockade inhibitorischer
Neuronenverband€86). Bei steigender Konzentration zeigt sictagegeneine kardiale
Depression, die durch Vasodilation, Elektstprungen, Hypoxie und Azidose verstarktdy
Herzrhythmusstorungen wie TorsadePointes bis hin zum Kammerflimmern beruhen auf

Blockaden von spannungsabhangigen Kang&h

2.3.5 Wirkung von Lokalan&sthetika atMNs

Die Lokalanasthetika be#lussenallgemeinspannungsabhangidéatriumkanale aberauch
Oberflachenstrukturedes PMNswie de GPCRs (6). Diese Strukturenwerden gezieltzur
Therapievon Autoimmunerkrankungemlem ARDS, da Sepsisodervon Tumomwachsturmund

T metastasierungdressiertDie Gemeinsamkeit dieser Pathologierdas Auftreten von NETs
durchPMNs (14, 88) SokonnenPMNseineinflammatorische Uberreaktiomie zum Beispiel
beimAcute Respiratory Distress Syndro(ddRDS), einer systmischen Entztindunoderbeim
Multiorganversagerzeigen(14, 89 91).

An PMNs konnten keine spannungsabhangidéatriumkanalenachgewiesen werde{i4).
Somit missen die durdhokalanasthetika ausgelost&ffekte wie die NETosedurchandere
Mechanismermgesteuert werdef®2, 83)

Das Forschungsteam um Futosi et al. beschrieb zahlreiche OberflachenstruktuP&fiNges
Hierzu gehdéendie GPCRg93). Hollmann et al. beschrielmbereits vor Jahremm in-vitro und
in-vivo Untersuchungendass die Lokalanasthetikmter bestimmten Expositionszeiten und
unterschiedliche Konzentrationemlazu in der Lage sindGPCRs zu hemmenEin gunstiger

Effekt zeigte sich in vivo bereits bei niedrigen Konzentrationeswvitro konnte ein &hnlicher
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Effekt erst mit einerlO0fach hoherem Konzentration des Lokalanasthetikums erreich
werden(94). Ebenso zeigte sie, dassdie Hemmung detkysophosphatidsaur@.PA) durch
Ropivacain moglich if95). Es handelt sich bei LR um einen in der Zellmembran verankerten
GPCR,derverschiedene intrazellulare Signalkaskaden wie zum Beispiel die Zellproliferation
stimuliert (96).

3. Fragestellungind Zielsetzung

In der Vergangenheitvurde gezeigt dass die NETose, aber auch die Migrationter
septischen Bedingungen durch Lokalanasthetika beeinflusst werdenerk (7, 97)
Mechanismen der NETose wurden untersu). Diskutiert wird die Veranderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration de$INsund die damit zusammenh&ngenden Prozesse
(65) sowie de molekulare Inhibition oder Stimulierung weiterer AngriffspurdePMN (93,

98).

Die KinasenPI3K und PLC, di e ¢ b e IGPGRsgetriggett Wwezdieside i t
als Teil der Signaltransduktiorzur NETosebekannt(93, 99, 100)Die Interaktionzwischen
intrazellularen Kalziunund diesen Kinasen kann BPMNSs nicht ausgeschlossen werdés
besteht eine Verbindung zwischen diesen KomponenieresAbbildung3 darstellt(18, 8)

Die PMNs koénnen Ubeeinen GPCR durch das Tripeptid fMLP immunologisch aktiviert
werden(101, 102)

Das Ziel dieserArbeit war es zu klaren, obokalanasthetika Effektauf das intrazellulare
Kalziumoder andere intrazellulare Signalkaskaden und RezeptoréMishaberund somit

derenMigration undNETosebeeinflussen
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4. Projektplanung

/E-l-i S

Zentrifuge

| (.

et

3D-p-Slide der IBIBI®GmbH
. U :

1 = Kanal 2 = Reservoire

Befiillung der Kandle Befiillung der Reservoire
1. Versuchsreihe - Versuchsreihe (Vergleich Lokalanasthetika)
7ell ion + Medi +Koll +Fl Bupivacain (mM) 0,1, 05,1,6
- Zellsuspension + Medium + Kollagen + Fluoreszenzen Ropivacain (mM) 01,05, 3,5, 7, 10 und 15
2. Versuchsreihe (Ca?*-Chelatisierung) . Versuchsreihe (Ca?*-Chelatisierung)
" . Bupi il M 1.6
-Zellsuspension + Medium + Kollagen + Fluoreszenzen + BAPTA AM upivacain (mM)
Ropivcain (mM) 3
. Versuchsreihe (GPCR-Inhibitoren)
n

3. Versuchsreihe (GPCR-Inhibitoren) ! A
- Zellsuspension + Medium + Kollagen + Fluoreszenzen + GPCR-Inhibitore supivacain (ma)
opivacain (mh) 3

-

/ Ausschnitt des Kanals unter dem Mikroskop ,Life cell imaging” mit Imaris® \
»® ° © o
@ nachweis der NETose Bestatigung der NETose @ Nachweis des (@ Migration der PMNs
- Zeitpunkte [s] - Zeitpunkte [s] intrazelluldren Kalziums - Track Duration [ms]

& - Flachensumme [um?] - Flachensumme [um?] : IZ:E‘t:::::zem[:e [um?] - Track Length =TL [um] /
- ETsgNET [min]

- ITsoFluo-4 [min]

SPSS® Version 26 n I I

Abbildung8: Ubersicht der gesamten Projektplanung
(Fluoreszenzen = Zugabe von Farbstoff zur Bindung ans intrazellulare Kalzium;Fanwatoff oder antikdrpergekoppelten
Fluoreszenzfarbstoff)
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Die PMNs wurden mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugatians dem Vollblutder
Probanderextrahiert Es folgte die Befiillung des 3[-Slides der Firma IBICA. Die PMNs

wurdenmit denFluoreszenfarbstoffenDAPI, MPO und Flue4 in die Kanéle gegebeie

Befullung der Reservoie erfolgte in der ersten Versuchsreihmit den zu testenden

Lokalanasthetikain verschiedenen Konzentrationamd dem fMLP zur Induktion der
ChemotaxigAbbildung9).

/

1. Versuchsreihe

[ Befiillung der Kaniile ] [ Befiillung der Reservoire ]

L b

* Lokalaniisthetika
( Bupivacain, Ropivacain)
- fMLP

PMNs
Fluoreszenzen

o

\

/

Abbildung9: Projektablauf der 1. Versuchsreihe

Die Initialversuche erfolgtenum die Beeinflussung der Lokalanasthetika Bupivacain und

Ropivacain auf die PMNs darzustellen.

Die darauffolgenden Versuche sollten zeigen,

ob die Migration und NETose von

intrazellularem Kalzium abhangig sind. Hierzu wurde die Substanz BAPTA AM eingesetzt, die

in der Lage ist, dass intrazellulare Kalzium zersihieren.

BAPTA AM wurde zusétzlich zu den PMNs und den Fluoreszenzen in die Kanale gefullt. Als

Lokalanasthetikum wurde Ropivacain verwendet und in den Reservoirs vorggiedd(ng

10).
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/ 2. Versuchsreihe \

[ Befiillung der Kaniile ] [ Befiillung der Reservoire ]

L b

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

o /

Abbildungl0: Projektablauf der 2. Versuchsreihe

In de 3. Versuchsreihdag der Schwerpunkt auf de GPCR. Dies sollte klaren, ob die
GPCR Liganden Bindung eine Auswirkung auf diVINs hat. Aus diesem Grund wurde die

G b-Bubeinheit des GPCR am Aktivierungsubergang zumKRRirch Gallein sowie dem
PLC Signalweg durch 3122 inhibiert. Diese Versuche wurden im Anschluss erganzend mit
Ropivacain durchgefuhrt, um den Einfluss ddsokalanasthetikums auf diese

Signaltransduktionen zu erfasggbbildung11).

/ 3. Versuchsreihe \

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

o %

Abbildung11: Projektablauf der 3versuchsreihe
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Im Anschluss sind die Slides jeder Versuchsreihemit Hilfe des LifeCelllmaging
mikroskopiert wordenDie Migration der PMNs wurde durch die Track Length [um] und die
Track Duration [ms] erfasst. Die BgNET [min] und EBoMPO [min] dierten der Erkennung
der NETose und die ktFluo-4 [min] ermdglichte die Erfassung des intrazellularen Kalziums
(Abbildung12).

/ Mikroskopie \

NET: Micrati Intrazellulires ]
0% teration Kalzium

4 . N

¢  ITs,Fluo-4 [min]
ET5NET [min] * Track Length [um] *  ET;NET [min]
ET5,MPO [min] *  Track Duration [ms] * ET;,MPO |min]

. /

Abbildungl2: Projektablauf der Mikroskopie
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5. Material & Methoden

In den experimentellen Untershungen wurdedie Migration und NETose in Abhangigikeit
von der intrazellularen Kalziumkonzentratider PMNs beobachtet und analysieHierfir
wurden die Blutprob@ verschiedeneProbanderverwendetDurch die Ethikkommission des
Klinikums der Universitat Regensburg wurden dieseviiro Versuche gnehmigt. Die
Projektnummer ist12- 101- 0192

5.1 PMN-Isolation

5.1.1 Probengewinnung urBlutaufbereitung

Nach mundlicher und schriftlicher Aufklarung der Probanden erfolgte die vendse Punktion.
Diese erfolgtein der Ellenbeuge oder dem Handriicken zur Gewinnung vanL1Blut mit

Hilfe einer SafetyMultifly ®-Kaniile mit den GroBen 0,8 x 1@m ader 0,9 x 38 mm
(SarstedAG & Co.,NumbrechtDeutschland)Die Blutprobe wurde in einer Lithium
HeparinMonovette  GarstedAG & Co.,NumbrechtDeutschlandpufgefangen. Deren
enthaltene Antikogulantien verhindern die Koagulation der Blutprobe.

5.1.2 Dichtegradientenzentrifugation

Die PMNswurdenmit derDichtegradientenzentrifugatiasoliert Dieses \érfahrenschontdie
Zellen Hierzu wurden jeveils 3 mL Leuko Spin Mediun{Pluri Select Life Sciencd_eipzig,
Deutscttand) mit 3 mL Lympho Spin Medium (Pluri Select Life Science, Leipzig,
Deutschland)in zwei 15 mL Zentrifugenréhrchen geschichtéh Anschluss erfolgte die
vorsichtige Aufschichtung von je 3 mL des Probandenbludes.eigentlicte Zelltrennung
erfolgte dann in der 2thinitigen Zentrifugatin bei Raumtemperatur nainer Drehzahl von
756 Gohnedie ZentrifugenbremseEs wurdedie Th e r mo ScBieonftu ge e ESt r at
Zentrifuge(Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschlamyvendet Durch die Zentrifugation des
Probenmaterials erfolgtdie Auftrennungdes Blutesn mehrere Phasemit dem Ziel eines
konsistenterP MN-Ringes. Siehedazu Abbildung 13. Dabei entspricht der weilliche, leicht
milchig wirkendeRing oberhalb der rotlichednterphase, der erwartet®tN-Fraktion.
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Granulozytenring

Abbildungl3: Dichtegradientenzentrifugatiofeigenes Foto)

Die sich uUber denmPMN-Ring befindlichen Phasen wurden abgesaugt wadvorfen. Im
Anschluss wurden jeweils 300 pL desPMN-Ringes enthommenund in ein 15 mL
ZentrifugenréhrchergegebenDie PMN-Suspensionwurde nach Herstellerangabat 3 mL
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline modified without calcium, magnesium and
chlorid, ThermoFisher Scientific, Massachusetts, USAJsetzt 10 pL dieser Verdlinnung
wurdenentnommen, um mit der Neubauer Zahlkammer die AnzahPWiNszu ermitteln Im
folgenden Schritt wurde das gewinschte Endvolumen berechnet, um eine Zielzellzahl von
18 Millionen Zellen pro Milliliter zu erlangen.Die Zellsuspensiorwurde anschliel3end fur

5 Minuten bei Raumtemperatur n#72G zentrifugiert.Der Uberstand wurde abgesaugt und
mit dem berechnete Volumendes ZellkulturmediumRPMI 1640 (PAN-Biontech GmbH,
Aidenbach, Deutschland) mit 28igem fetalem Kalberserum (FKS, SigiA#drich Chemie
GmbH, Stemheim, Deutschland)esuspendiert
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5.2 Fluoreszentarbstoffzur Darstellung voWNETsund Kalzium

Fur die Darstellung der NEToseurde4”, 6-Diamidino-2- Phenylindd- dihydrochlorid(DAPI)
(D95425MG, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschlanohd zur Bestatigung
des Ablaufs deNETose dieMyeloperoxidas§MPO) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschlandyerwendet Die Migration der isolierterPMNswurde ohne Fluoreszenzfarbung
mit Hilfe einer Phasenkontrasteinstellung des MikroskopsdaehtetDasDAPI wurde in einer
Konzentration von 5ug/mL verwendet und jeweils 06 uL der zuvor hergestellten
PMN- Suspension hinzugegebeDAPI ist in der Lage aldluoreszierender Komplex an die
minor gioove von AdenosiAThyminreichen Sequenzeder DNA zu binden(103). Bei
Bestrahlung mitultraviolettem Licht stellt sich dieser Fluoreszenzfarbstoff im sichtbaren
Bereich des Farbspektrums in blau dar. Firiggales Wirkungsspektrumusde in dieser
Studie das Molekul mit der Wellenlandg85nm stimuliert.

BeidemMPO Antikorperhandelt es sich um eigebrauchsfertigdnti-MPO L6sung Hiervon
wurden 10puL ebenfalls zu dem Gesamtvolumen vonp®OPMN-Suspension hinzugegeben.
Anti-MPO bindet an DNA Fragente und gelangt nicht nach intrazelluRies ermdglichte es
die durch die NETose ausgestol3enen chromatinhaltigen Netze extrazellular zu be&itigen.
die optimale Fluoreszerder MPO wurdein den Versuchen mit der Wellenlange des Lichts

von 525nm gearbeitet

Um das intrazellular&alzium und damit auch di€alziumaktivitat im Zusammenhang mit der
stattfindenden NEToseind Migration zu beobachtenwurde Fluo 4-Fluorescentlabeling
reagent (Abcam, Berlin, Deutschland verwendet Es gelangt in seiner
AcetoxymetylesterMolekuistruktur (Fluo-4 Am) nach intrazellularintrazellular wird es in
seine aktive fluoreszierende Struktur gespa(fé) In dieser Studievurdeder Farbstofimit

3 UL und einer Konzentrationon 30uM zu den50 pL Zellsuspensiominzugdtgt.
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5.3 Chemotaxism Modell

Fur die chemotaktische Aktivierung dePMNs und damit verbundene Migratiowurde

n-FormytkL-MethionytLeucytPhenylalanin (fMLP) (MolecularProbes® ThermoFisher
Scientific, MassachusettdSA) verwendé. fMLP wurdein einer Endkonzentration von 1/

in die linken Reservoie des 3Dp-Slide-ChemotaxisKammersystems egesetzt

5.4 Kalziumelimination mitKalziumchelator
Der membrangangige€alziumchelator BAPTA AM(Cayman Chemical Companylichigan,

USA) wurde zur Eliminieung des intrazellularen Kalziums verwendeie Abbildungl14 zeigt

wie der Fluoreszenzfarbstoff FidbdiesesReaktionsschemsichtbar macht.

4 N
S

GO+
- C— BAPTA AM

o _/

Abbildungl4: Reaktionsablauf mit BAPTA AM

Das intrazellulare Kalzium wirddurch den Fluoreszenzfarbstoff Fidogebunden. [1] Dadurch, ist die intrazellulare
Kalziumaktivitatim Mikroskop sichtbar [2]. Bei Zugabe von BAPTA AM wird Kalzium eliminiert und die Fluoreszenzintensitét
nimmt unter dem Mikroskop ab [3]. (eigene Darsted)

Die Substanzvurde wie unten beschrieben in dendkonzentrationes uM, 20 uM, 25 uM

und 30puM hinzugefugt.Laut dem Produktinformationsblatt wurde der kristalline Feststoff
BAPTA AM dem L6sungsmitteDMSO zugegebenDie DMSO Endkonzentratiorbetrug

0,1 %.
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5.5Intrazellulare Beeinflussung durch GPrhibition

Zur Darstellung de&influssesder Lokalanasthetika auf die Migration und NETosearden
Gallein auchPyrogallol Fhthaleingerannt, und U-73122hinzuge geberBeidehemmen durch
GPCR aktivierte Signaltransduktionsschritt&allein (Hycultec GmbH, Beutelsbach,
Deutschland) hemmt die Lipidkinase PI3-K. U-73122 (Hycultec GmbH Beutelsbach

Deutschlanyl blockiert die Aktivierung vonPLC und die damit assoziiert€3 und DAG
Stimulierung Dies zeigtAbbildung15.

Abbildungl5: Effekt durch GPCRnhibitoren

Die Aktivierung eines GPCR wird an der Subeinefi o d u r c h- Inhibitor ur@dPb@ehen. [1] Daraufhin findet die
weitere Signalkaskade uber PLC und PI3K nicht sAPLCR2/3 stimuliert die IRund DAG. [3] PI3K aktiviert hingegen
den Kinasesignalweg der Akt/ERH] (eigene Darstellung)

Gallein wurde in einer Konzentration von 10M und U-73122von 5uM verwendei(105
107). Dazuwurdeeine10003uM GalleinStammlésung sowie eine U-
73122-Stammlésung mit einer Konzentration von 534M hergestellt Beide wurden nach
Herstellerangalbrein DM SO gel6ést.Gewlinschte Endkonzentration vBBfMSO war 0,1% in

allen drei Kanédlepum in allen drei Kanalen &hnliche Bedingungen zu schaffen
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