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1 Einleitung  

Bei einer Infektion mit systemischer Entzündungsreaktion werden Zytokine wie Inter-

leukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) von stimulierten 

Makrophagen und Monozyten freigesetzt. Daraufhin regelt der Körper die Basaltem-

peratur hoch und die Leber synthetisiert verstärkt oder vermindert verschiedene Akute-

Phase-Proteine (APP). Diese Reaktion wird als Akute-Phase-Reaktion (APR) bezeich-

net. Ziel der Akute-Phase-Reaktion ist es, die Abwehrfunktionen des Körpers zu akti-

vieren. Außerdem kommt es im Rahmen einer Akute-Phase-Reaktion zu einem An-

stieg der Leukozyten (Leukozytose), wobei der größte Anteil im peripheren Blut von 

den neutrophilen Granulozyten gestellt wird (Neutrophilie) [1, 3]. Sowohl neutrophile 

Granulozyten als auch Akute-Phase-Proteine sind Teil des angeborenen Immunsys-

tems [2, 3]. Daher könnte man vermuten, dass es eine gegenseitige Beeinflussung 

von Neutrophilen und APPs gibt. In dieser Arbeit sollen mögliche Effekte von APPs            

(C-reaktives-Protein (CRP), Fibrinogen und Ferritin) auf ausgewählte Parameter ver-

schiedener Granulozytenfunktionen in vitro untersucht werden.  

1.1 Neutrophile Granulozyten 

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNs) stellen im Wesentlichen, mit 

60 % der Leukozyten, die zelluläre Abwehr der unspezifischen Immunabwehr dar       

[1, 4]. Sie werden in den venösen Sinussen des Knochenmarks gebildet [5]. Es gibt 

außerdem noch basophile (0 - 1 %) und eosinophile (1 - 3 %) Granulozyten, die jedoch 

nur einen sehr geringen Teil der Granulozyten ausmachen. Neutrophile phagozytieren 

beispielsweise Eindringlinge wie Bakterien oder beschädigte Zellen des Körpers [1].  

1.1.1 PMNs auf Wanderschaft  

Befinden sich pathogene Keime im Gewebe, wird dies von Mastzellen, Makrophagen 

und dendritischen Zellen wahrgenommen. Diese Immunzellen produzieren daraufhin 

Zytokine und andere proinflammatorische Substanzen, die wiederum zu einer Aktivie-

rung der Endothelzellen in den angrenzenden Blutgefäßen führen. Diese Aktivierung 

wird von den Granulozyten registriert [6]. Infolgedessen wandern die PMNs aus der 

Blutbahn aus. Dabei durchdringen sie aktiv die Gefäßwand und migrieren anschlie-

ßend, geleitet durch einen chemotaktischen Gradienten, in das Gewebe [1]. 
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1.1.1.1 Diapedese der Granulozyten durch eine Rekrutierungskaskade 

Die Diapedese erfolgt in den meisten Geweben über das Endothel mit einer Rekrutie-

rungskaskade. Diese Kaskade beinhaltet Anbinden, „Rolling“, Adhäsion und 

„Crawling“ [7].  

Das Anbinden und „Rolling“ (dt. rollen) an der Gefäßwand führt zu einem erleichterten 

Kontakt zwischen Granulozyten und Endothel und wird unter anderem durch be-

stimmte Zelladhäsionsmoleküle, sog. Selektine, vermittelt. Auf der Endotheloberfläche 

handelt es sich dabei unter anderem um P-Selektin und E-Selektin. Diese beiden Se-

lektine binden an ihren Liganden P-Selektin-Glykoprotein-Ligand 1 (PSGL1), welcher 

auf den PMNs sitzt. So treten frei fließende PMNs erstmals mit der Endotheloberfläche 

in Wechselwirkung. Auf den PMNs ist außerdem L-Selektin (CD62L) membranständig 

exprimiert. Beim „Rolling“ kommt es zu einer Ablösung von L-Selektinen. Diese Ablö-

sung gilt als Indikator für das „Priming“ (d.h. die partielle Aktivierung) der PMNs. [7–9]. 

Für die starke Adhäsion und das „Crawling“ (dt. Kriechen/Krabbeln) des einzelnen 

Neutrophilen am Endothel sind andere Oberflächenproteine vorhanden. Diese werden 

als Integrine bezeichnet. Dazu zählen das Lymphozytenfunktion-assoziierte Antigen-1 

(LFA-1; Komplex aus CD11a und CD18) und das Makrophagen-1-Antigen (MAC-1; 

Komplex aus CD11b mit CD18), welche auf der Granulozytenoberfläche sitzen. LFA-1 

und MAC-1 binden an das interzelluläre Adhäsionsmolekül-1 und -2 (ICAM1 und 

ICAM2) am Endothel. Nach der Bindung werden die Granulozyten flacher und 

„krabbeln“ am Endothel entlang. Dabei ermitteln sie eine passende Stelle für den 

Austritt. Durch die Interaktion der PMNs mit dem Endothel werden granulozyteninterne 

Signalwege aktiviert, die zu einer Stabilisierung der Adhäsion führen. Die Signalwege 

haben außerdem eine Initialisierung der Zellmotilität zur Folge [7, 10]. Anschließend 

wird die Gefäßwand, welche von innen nach außen aus Endothelzellen, Perizyten und 

einer Basalmembran besteht, überwunden. Dies kann über einen parazellulären oder 

transzellulären Weg passieren [6, 10]. Im Rahmen des parazellulären Wegs kommt es 

durch die Wechselwirkung der PMNs mit dem Endothel über ICAM-1 und CD18 zu 

einer Lockerung der interzellulären Verbindungen im Endothel [6, 10]. Nach der 

Lockerung bewegen sich die Granulozyten über Interaktionen mit verschiedenen 

Adhäsionsmolekülen zwischen den Endothelzellen hindurch [11, 12]. Überwinden die 

PMNs die Gefäßwand transzellulär bilden sie Ausstülpungen, die eine 

Kanalentstehung in der Endothelzelle erleichtern. Dies wird genutzt, um die 

Endothelzelle zu durchqueren. Dabei werden die Zell-Zell-Bindungen der 
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Endothelzellen nicht getrennt [13]. Ob der parazelluläre oder der transzelluläre Weg 

genutzt wird, hängt vom Gewebe ab [10].  

1.1.1.2 Chemotaxis der Granulozyten in das Gewebe 

Nach dem Verlassen der Blutbahnen migrieren die Granulozyten entlang eines 

chemotaktischen Gradienten zum Ort des Geschehens. Beispielsweise folgen sie 

Komplementfaktoren wie C5a oder, im Rahmen einer bakteriellen Infektion, N-Formyl-

Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP), welches aus der unmittelbaren Umgebung ei-

nes infizierenden Bakteriums stammt. C5a und fMLP sind sogenannte Endziel-

chemoattraktanten. Sie überbieten in der Hierarchie die Zwischenchemoattraktanten 

wie zum Beispiel IL-8. So wird sichergestellt, dass die Granulozyten auch am Infekti-

onsherd ankommen [14, 15].  

1.1.2 Verteidigungsmechanismen von PMNs 

Sind die PMNs schließlich bei den Pathogenen angekommen, ist der nächste Schritt 

die Eliminierung. So phagozytieren die PMNs die Mikroben, produzieren reaktive Sau-

erstoffspezies („reactive oxygen species“, ROS), degranulieren antimikrobielle Sub-

stanzen und gehen in die NETose [16]. Im Folgenden wird vor allem auf die Mecha-

nismen eingegangen, die in dieser Arbeit untersucht werden. 

1.1.2.1 Phagozytose von Pathogenen und die Produktion reaktiver Sauer-

stoffspezies 

Die Granulozyten erkennen die Mikrobe über „pathogenassoziierte molekulare Muster“ 

(„pathogen-associated molecular pattern“, PAMPs) mithilfe von Mustererkennungsre-

zeptoren („pattern recognition receptors“, PRRs) wie z.B. Toll-like-Rezeptoren (TLR) 

[17, 18]. Gefördert wird dies durch vorherige Opsonierung der Mikrobe durch Antikör-

per, die von den PMNs unter anderem über Fcγ-Rezeptoren erkannt werden. Nach 

Identifizierung des Eindringlings wird dieser von der Granulozytenmembran komplett 

umschlossen und es bildet sich ein Phagosom. Dieses verschmilzt mit primären und 

sekundären Granula des Granulozyten, welche antimikrobielle Bestandteile wie Pro-

teasen und die Myeloperoxidase (MPO) enthalten. Hinzu kommt, dass die Nicotin-

amid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase (Nox) aktiviert wird. Sie besteht 

aus einem membrangebunden Flavocytochrom-b-558 und den verschiedenen, im Zy-

toplasma enthaltenen, löslichen Komponenten p47phox, p67phox, p40phox und Rac. 

Die NADPH-Oxidase produziert Superoxidanionen (O2
-). Diese Superoxidanionen ini-
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tialisieren wiederum die Bildung anderer reaktiver Sauerstoffspezies wie Wasserstoff-

peroxid (H2O2), Hydroxylradikal (OH.) und hypochlorige Säure (HOCl), welche letzt-

endlich zur Eliminierung des phagozytierten Pathogens im Phagolysosom beitragen. 

Aufgrund des hohen Sauerstoffverbrauchs wird dieser Vorgang auch als „respiratory 

Burst“ bezeichnet [19, 20]. Neutrophile können auch nach extrazellulär ROS produzie-

ren. Dies hat jedoch nicht nur den positiven Effekt des Abtötens von Eindringlingen, 

sondern kann auch begünstigend für die Entstehung von Pathologien wie Ischämie-

Reperfusionsschäden, Transplantatabstoßungen und Atherosklerose sein [21].  

1.1.2.2 Die Bedeutung der Myeloperoxidase 

Die Myeloperoxidase ist Hauptbestandteil der primären, auch azurophil genannten, 

Granula [22, 23]. Sie ist eine Häm-Peroxidase und verbraucht einen Großteil des pro-

duzierten H2O2, um verschiedene aromatische Verbindungen zu Substratradikalen zu 

oxidieren. Einzigartig an MPO ist, dass sie Chloridionen zu HOCl oxidieren kann, ein 

wichtiges Oxidationsmittel der PMNs für Bakterien [24]. MPO kann nach extrazellulär 

produziert werden. Dies ist zum Beispiel bei mehrzelligen Organismen der Fall, also 

wenn das angedockte Ziel zu groß für eine Phagozytose ist. Es kann auch passieren, 

dass bei der Phagozytose eine Leckage entsteht und MPO nach extrazellulär austritt. 

Erhöhte MPO-Freisetzung wird jedoch auch mit oxidativem Stress und letztendlich mit 

verschiedenen Organschäden wie kardiovaskulären Erkrankungen und Lungenschä-

den in Verbindung gebracht [25, 26].  

1.1.2.3 Die Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

Ein weiterer Mechanismus zur Abwehr von Eindringlingen ist die Bildung von soge-

nannten „neutrophil extracellular traps“ (NETs). Dabei findet ein Zelltod der Granulozy-

ten statt, der NETose genannt wird [27]. Diese Form des Zelltods wurde als neue Form 

des Granulozytentodes erstmals 1996 beschrieben. Damals wurden die Granulozyten 

mit Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) stimuliert und starben durch Dekondensation 

des Chromatins mit anschließender Zersetzung der Kernhülle und Freisetzung des 

Chromatins [28]. Im Jahr 2004 wurden dann erstmals die NETs als extrazelluläre, 

15 – 17 nm große, netzartige, antibakterielle Strukturen dargestellt. Sie bestehen aus 

Chromatin (DNA und verschiedene Proteine) und diversen zytosolischen und granulä-

ren Proteinen wie neutrophile Elastase (NE), Cathepsin G und MPO [29]. Die NETs 

können Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten abfangen, neutralisieren und vernichten 

[30]. Die NET-Bildung wird i.d.R. über einen Nox-abhängigen oder einen Nox-unab-

hängigen Weg ausgelöst. Welcher Weg genutzt wird, hängt vom Stimulus ab [31]. Bei 



 

   10 
 

der Nox-abhängigen NETose wird das Nox-Enzym gebildet, welches ROS produziert 

(siehe 1.1.2.1). ROS führt zu einer Freisetzung der Enzyme MPO und NE, die darauf-

hin zum Zellkern wandern. Dort spalten die Enzyme die Histone und erleichtern so die 

Chromatindekondensation. Die Nox-unabhängige NETose erfordert einen starken Kal-

ziumeinstrom. Die Peptidylarginin-Deiminase 4 (PAD4) wandert im Komplex mit Ca2+ 

in den Zellkern und citrulliniert dort die Histone. Diese Citrullinierung führt zur Chroma-

tindekondensation. Der anfängliche Kalziumeinstrom führt außerdem zur Produktion 

von ROS durch die Mitochondrien. Es wird somit auch bei der Nox-unabhängigen    

NETose ROS produziert. Diese Produktion läuft jedoch nicht über 

 die NADPH-Oxidase [27]. Während das Chromatin dekondensiert, bildet die Kern-

membran deutliche Vesikel und zerfällt schließlich. Anschließend erfolgt eine Vermi-

schung des Chromatins mit den Zytosolbestandteilen, was final zur Ruptur der Zell-

membran und zur Freisetzung der NETs führt [32].  

1.2 Akute-Phase-Proteine und ihre Rolle im Immunsystem 

Akute-Phase-Proteine sind Teil der unspezifischen, humoralen Immunabwehr und 

werden überwiegend in der Leber synthetisiert [1]. Per definitionem sind es Proteine, 

deren Plasmaspiegel sich im Rahmen einer Entzündungsreaktion, einer Akute-Phase-

Reaktion, um mindestens 25 % verändert [3]. Es werden wenigstens 40 Plasmaprote-

ine als APPs beschrieben, zu denen Gerinnungsproteine, Komplementfaktoren, An-

tiproteasen und Transportproteine gehören [33]. Außerdem findet eine Unterschei-

dung zwischen positiven und negativen APPs statt. Bei den positiven APPs (z.B. CRP, 

Serum Amyloid A, Haptoglobin, C3, C4, Ferritin, Fibrinogen usw.) steigt der Plasma-

spiegel im Rahmen der Akute-Phase-Reaktion. Im Gegensatz dazu sinkt der Plasma-

spiegel der negativen APPs (z.B. Albumin, Transferrin, Alpha-Fetoprotein, Faktor XII 

usw.) während einer Akute-Phase-Reaktion [3]. Die APPs, die für diese Arbeit relevant 

sind, sind CRP, Ferritin und Fibrinogen. Ihre Struktur und Aufgaben werden in den 

folgenden Absätzen genauer beschrieben.  

1.2.1 C-reaktives Protein 

Das C-reaktive Protein wurde 1930 zum ersten Mal in Seren von Patienten mit einer 

akuten Pneumokokkeninfektion nachgewiesen [34]. Es kommt sowohl als natives CRP 

als Pentamer (nCRP, mit fünf Untereinheiten) als auch als Monomer (mCRP) im 

menschlichen Körper vor. Die genauen Unterschiede der beiden CRP-Isoformen, hin-
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sichtlich ihrer Funktion während einer Entzündung, sind jedoch noch nicht gut verstan-

den. CRP bindet Ca2+-abhängig an Liganden wie z.B. Phosphocholin (PC), Polysac-

charide und Chromatin [35]. PC ist beispielsweise ein Bestandteil von Phospholipiden 

in Zellmembranen sowie von komplexen Polysacchariden in Pflanzen, Pilzen und Bak-

terien [36]. Nach der Bindung von CRP an einen passenden Liganden kommt es zu 

einer Rotation der Untereinheiten des CRPs. Diese Rotation der Untereinheiten er-

leichtert die Interaktion diverser Immunzellen über die Immunglobulinrezeptoren FcγRI 

und FcγRII mit CRP [33, 35]. Es bindet somit auch an die Fc-Rezeptoren der neutro-

philen Granulozyten, wobei hier die Affinität zu FcγRII wohl höher ist als zu FcγRI [37]. 

CRP besitzt die Fähigkeit Agglutination, Komplementbindung, bakterielle Lyse und 

Phagozytose zu fördern [38]. Es wird durch das Zytokin IL-6 reguliert [39]. Unter phy-

siologischen Bedingungen beträgt der Plasmaspiegel von CRP weniger als 1 mg/L 

[35]. Bei bakteriellen oder viralen Infektionen kann die CRP-Konzentration im Blut in-

nerhalb von 48h bis auf das 100-fache ansteigen. Hierbei führen bakterielle Infektionen 

i.d.R. zu höheren CRP-Konzentrationen als virale Infektionen [40]. Zu einer Erhöhung 

der CRP-Konzentration kommt es aber nicht nur durch Infektionen, sondern auch 

durch Traumata, Gewebsnekrosen, Neoplasien, Alterung oder einfach den meisten 

Entzündungen [40]. Es gibt jedoch auch Erkrankungen, die trotz schwerer Entzündung 

zu keinem oder nur geringem Anstieg des CRPs führen. Dazu gehören Sklerodermie, 

Dermatomyositis, das Sjörgen-Syndrom oder Colitis ulcerosa. Somit ist das nicht vor-

handene CRP kein Beweis für das Fehlen einer Pathologie [39]. 

1.2.2 Ferritin 

Ferritin ist ein typischerweise aus 24 Untereinheiten (Polypeptidketten) aufgebautes 

Eisen-Speicherprotein mit einem Außendurchmesser von ca. 12 nm. Es gibt zwei ver-

schiedene Typen an Untereinheiten, sog. high- (schwere, H) und low- (leichte, L) Ket-

ten. Ferritin kann sich aus verschiedenen Anteilen der Untereinheitstypen zusammen-

setzen. Somit gibt es unterschiedliche Isoformen (H24L0, H22L2 usw.), die gewebe-

spezifisch verteilt sind. Die Untereinheiten bilden gemeinsam eine Proteinkäfigstruktur, 

also eine kugelförmige Proteinhülle [41, 42]. Die H-Kette von Ferritin besitzt eine Fer-

rooxidaseaktivität, die bei der Aufnahme von Fe2+, dieses zu Fe3+ oxidiert. Vor der 

Abgabe wird Fe3+ wieder zu Fe2+ reduziert [43]. Es können im inneren „Käfig“ des Fer-

ritins jeweils bis zu 4000 Fe-Atome aufgenommen werden. Damit ist Ferritin zugleich 

wichtig für die Versorgung des Körpers mit Eisen, aber auch für den Schutz des Kör-



 

   12 
 

pers vor toxischen Wirkungen des Eisens unerlässlich [42]. Die wahrscheinlich wich-

tigste Funktion von Eisen im Körper ist die Beteiligung an dem Protein Hämoglobin, 

welches für den Sauerstofftransport im Blut zuständig ist [1]. Ferritin wird in verschie-

denen Organen, wie der Leber und der Niere, aber auch durch Makrophagen produ-

ziert. Die Makrophagen recyceln dabei das Häm aus den Erythrozyten. Die Ferritin-

synthese wird durch oxidative Schäden, den Eisen-Status und verschiedene Zytokine 

beeinflusst [42, 44]. Somit produzieren Makrophagen, nach Stimulation durch IL-1 und 

Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNFα) im Rahmen einer Akuten-Phase-Reaktion, vermehrt 

Ferritin. Zusätzlich führen diese Zytokine direkt zu einer vermehrten Lyse von Erythro-

zyten, wodurch wieder mehr Häm freigesetzt wird. Das Häm wird daraufhin vermehrt 

durch Makrophagen phagozytiert und somit entsteht erneut Fe2+, welches in Ferritin 

eingebaut werden muss [44, 45]. Ferritin ist auch in der Lage eine Entzündung zu be-

grenzen, indem es vermehrt Fe-Atome speichert, also den Anteil an freien Fe-Atomen 

verringert. So werden diese Fe-Atome verschiedenen Pathogenen vorenthalten [46]. 

Beim gesunden Menschen liegt die Ferritinkonzentration im Blut zwischen 20 und 300 

ng/mL. Bei verschiedenen Erkrankungen kann sie auf über 1000 ng/mL ansteigen oder 

sogar über die 10000 ng/mL (bei diversen Autoimmunerkrankungen) hinausgehen 

[44]. Ein erniedrigter Ferritin-Wert spricht für einen Eisenmangel, wie er beispielsweise 

bei chronischen Blutverlusten vorkommt [1].  

1.2.3 Fibrinogen 

Fibrinogen ist ein Glykoprotein und besteht aus zwei Gruppen von Aα-, Bβ- und γ-

Ketten. Die Ketten sind durch Disulfidbrücken verbunden [47]. Es ist ein Protein der 

Gerinnungskaskade und somit Teil der Hämostase. Fibrinogen wird im Rahmen der 

Hämostase durch Thrombin proteolytisch zu Fibrin gespalten, welches letztendlich ein 

Fibringerüst und damit einen Teil der Grundlage für einen Thrombus bildet. Fibrinogen 

verfügt über viele Bindungsstellen, die teilweise schon im ungespalteten Fibrinogen für 

Interaktionen zur Verfügung stehen. Manche Bindungsstellen werden aber auch erst 

durch die Spaltung zu Fibrin freigelegt. Über diese Interaktionsstellen kann Fib-

rin(ogen) mit anderen hämostatischen Faktoren wie Thrombin oder Faktor XIII, mit pro- 

und antifibrinolytischen Proteinen, mit extrazellulären Matrixproteinen und zellulären 

Rezeptoren in Wechselwirkung treten [48]. Fibrinogen kann an die Leukozytenin-

tegrine MAC-1 und αxβ2 (CD11c/CD18) binden, welche auf Neutrophilen, Monozyten 

und Makrophagen exprimiert werden [49]. Die Bindung über MAC-1 treibt proinflamm-
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atorische Signalwege an, welche letztendlich eine Freisetzung von Entzündungszyto-

kinen wie TNFα und IL-1β bewirken [50, 51]. Außerdem können Peptide, die bei der 

Fibrinbildung freigesetzt werden (z.B. Fibrinopeptid B) als Chemoattraktanten für 

PMNs wirken [52].  

Der gesunde Mensch hat einen Plasmaspiegel zwischen 1,5 – 3,5 mg/mL Fibrinogen 

im Blut. Die Expression von Fibrinogen kann im Rahmen einer Akute-Phase-Reaktion 

oder durch Verletzungen ansteigen. Stimuliert wird diese Konzentrationserhöhung von 

Fibrinogen beispielsweise durch Glukokortikoide und dem Zytokin IL-6 [53]. Manche 

Fibrinabbauprodukte wie D-Dimere dienen in der klinischen Praxis häufig als Indikato-

ren für Entzündungen, erhöhte Gerinnungsaktivität und Risikoprädiktoren für thrombo-

tische Ereignisse [54].  

1.3 Fetales Kälberserum als häufig genutzter Bestandteil von Zell-

kulturmedien 

Werden menschliche Zellen für die Forschung extrahiert und sollen deshalb außerhalb 

des Körpers eine Zeit lang weiterleben, brauchen sie eine Umgebung, die dieses Über-

leben gewährleistet. Die Umstände und Bedingungen der Experimente sollten denen 

des menschlichen Körpers ähneln, um eine gewisse Übertragbarkeit der Forschungs-

ergebnisse zu erhalten. Diese körperähnlichen Bedingungen werden häufig mit ver-

schiedenen Nährmedien in der Zellkultur nachgestellt. Fetales Kälberserum (FKS) ist 

ein solcher, häufig genutzter Bestandteil von Zellkulturmedien [55]. Die genauen Be-

standteile sind nicht bekannt, aber es enthält verschiedene Komponenten wie Hor-

mone, Vitamine, Transportproteine, Spurenelemente, Ausbreitungs- und Wachstums-

faktoren, die das Überleben und die Vermehrung von Zellen gewährleisten [56].  

1.4 Verschiedene Aktivierungssubstanzen und Aktivierungsmarker 

für Granulozyten  

Viele verschiedene Substanzen/Trigger können zu einer Aktivierung von PMNs führen. 

Diese Trigger interagieren über Rezeptoren auf der Granulozytenoberfläche mit den 

PMNs und haben die Auslösung verschiedener Signalwege in den PMNs zur Folge. 

Im Folgenden wird kurz auf die Aktivierungssubstanzen eingegangen, deren Wirk-

weise für das Verständnis dieser Arbeit wichtig sind. 

fMLP. N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin ist ein bakterielles Produkt und führt 

zu einer starken chemotaktischen Migration der PMNs [57]. Es bindet an einen Formyl-
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Peptid-Rezeptor, welcher ein G-Protein-gekoppelten-Rezeptor ist [58]. FMLP erreicht 

die Anregung der PMNs, welche zur Migration führt, unter anderem durch Aktivierung 

der Phosphatidylinositol 3 Kinase (PI3K), was letztendlich die Aktivierung der NADPH-

Oxidase zur Folge hat [59].  

TNFα. Tumor-Nekrose-Faktor-α ist ein körpereigenes Zytokin und bindet an verschie-

dene Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie (z.B. TNFR1 und TNFR2). TNF-Re-

zeptoren erwirken eine intrazelluläre Signalübertragung, indem sie Adapterproteine an 

den Rezeptorkomplex rekrutieren. Im Allgemeinen lösen TNFR1 und TNFR2 proin-

flammatorische Signale aus, wobei TNFR1 dabei auch eine proapoptotische Reaktion 

hervorruft [58]. 

PMA. Phorbol 12-Myristat 13-Acetat ist ein Diacylglycerin-Mimetikum und führt zu ei-

nem Kalziumeinstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol. Das wie-

derum führt zu einer erhöhten Aktivität der Proteinkinase C (PKC), die die NADPH-

Oxidase phosphoryliert und somit aktiviert. PMA ist ein klassisches Beispiel für einen 

nicht-physiologischen Auslöser der Nox-abhängigen NETose [27].  

Ionomycin. Ionomycin ist ein Kalzium-Ionophor und führt somit zu einem starken Kal-

ziumeinstrom in die Granulozyten. Daraufhin wird die PAD4 aktiviert. Ionomycin ist 

somit das typische Beispiel für einen Trigger der Nox-unabhängigen NETose [27].  

CD11b/CD62L/CD66b. Dies sind Antigene auf der Granulozytenoberfläche und wer-

den allgemein als Marker für die PMN-Aktivierung benutzt. Hierbei gilt eine Steigerung 

der Expression von CD11b und CD66b, sowie eine Abnahme der Expression von 

CD62L, als Zeichen für die Aktivierung der PMNs [60].  

1.5 Hypothese und Studienplan 

„Die Akute-Phase-Proteine CRP, Ferritin und Fibrinogen beeinflussen die Funktionali-

täten von PMNs in vitro.“ Diese Hypothese soll mit dem Studienplan geprüft und 

schließlich verifiziert oder widerlegt werden. 

Studienplan.  

Für alle Versuche werden PMNs durch Dichtegradientenzentrifugation von gesunden 

Spendern isoliert und anschließend mit verschiedenen Substanzen inkubiert. Zu-

nächst werden Vorversuche zur Optimierung des Versuchsaufbaus und den Versuchs-

bedingungen durchgeführt. Um den Einfluss von FKS auf die PMNs zu untersuchen 

werden die Daten durch „Live-Cell-Imaging“-Versuche erhoben. Mit Ionomycin werden 

die Daten sowohl mittels „Live-Cell-Imaging“ als auch mit Hilfe der Durchflusszytome-
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trie gewonnen. Das Vorgehen dabei gleicht dem der Hauptversuche. Für die Haupt-

versuche (Studienplan in Abbildung 1) werden die PMNs mit den Akute-Phase-Prote-

inen CRP, Ferritin und Fibrinogen inkubiert und anschließend mittels Durchflusszyto-

metrie oder „Live-Cell-Imaging“ durch ein Fluoreszenzmikroskop untersucht. Es wird 

Ferritin (1) und Ferritin (2) unterschieden, da sie von unterschiedlichen Herstellern 

kommen (siehe 2.2). 
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Abbildung 1: Studienplan der Hauptversuche.  
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Bei den Experimenten der Durchflusszytometrie werden die PMNs nach Inkubation mit 

einem der drei APPs zusätzlich entweder mit den Aktivierungssubstanzen TNFα/fMLP, 

PMA und Ionomycin oder ohne Aktivierungssubstanz inkubiert. Anschließend werden 

im FACS verschiedene Parameter detektiert. Dabei handelt es sich um die ROS-Pro-

duktion und die Antigenexpression von CD11b, CD62L und CD66b. Zudem werden 

„Live-Cell-Imaging“-Versuche mit CRP und Ferritin durchgeführt. Hierbei wird das Ver-

halten der PMNs über einen Beobachtungszeitraum von 20 h aufgezeichnet, indem 

alle 45 s ein Foto gemacht wird. Anschließend werden die entstandenen Filme bezüg-

lich der Migration (Track Length [µm]), der ROS-Produktion (TmaxROS [min]) und ROS-

Intensität (mediane Intensität [afu]), der Freisetzung der Myeloperoxidase (ET50MPO) 

sowie der NETose-Fähigkeit (ET50NETose) analysiert und ausgewertet.  
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2 Material und Methoden 

Der Versuchsaufbau basiert auf unseren früheren Studien [61–64]. Alle Experimente 

wurden von der Ethikkommission der Universität Regensburg genehmigt (Votum no. 

20-1919-101). Eine vollständige Liste der Materialien wird im Anhang (6.2) aufgeführt. 

2.1 Granulozytenisolierung  

Den ersten Schritt der Versuchsdurchführung stellt die Isolierung der Granulozyten 

dar. Dazu wird Blut von Spendern entnommen und zentrifugiert, sodass die Bestand-

teile des Bluts nach ihrer Dichte aufgeteilt werden und sich so die Granulozyten von 

den anderen Zellen differenzieren lassen.   

2.1.1 Blutentnahme und Probenaufbereitung 

Das Blut wird von freiwilligen Probanden gewonnen, welche eine Datenschutz- und 

Einverständniserklärung unterschrieben haben. Für die Blutentnahme wird venöses 

Blut, nach sorgfältiger Desinfektion, aus der Ellenbeuge oder dem Handrücken ent-

nommen. Dazu wird eine Safety-Multifly-Kanüle 0,9 x 19 mm (Sarstedt AG & Co., 

Nümbrecht, Deutschland) und eine S-Monovette 7,5 mL Lithium-Heparin (Sarstedt AG 

& Co., Nümbrecht, Deutschland) verwendet.   

2.1.2 Dichtegradientenzentrifugation  

Es werden in zwei Zentrifugengefäße jeweils 3 mL LeukoSpin-Medium gegeben und 

darüber 3 mL PBMC(LymphoSpin)-Medium (beides pluriSelect Life Science, Leipzig, 

Deutschland) geschichtet. Beides wurde vorher auf Raumtemperatur gebracht. Zuletzt 

werden 3 mL Probandenblut auf das LymphoSpin-Medium pipettiert. Dabei ist es wich-

tig, dass sich das Blut nicht mit dem LymphoSpin-Medium vermischt. Die Zentrifugen-

gefäße kommen zur Zelltrennung für 20 min bei 2000 rpm (756g) und Raumtemperatur 

in die Zentrifuge (Megafuge 1.0 R; Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland). Um die 

Flüssigkeitsschichten beim Bremsen nicht wieder zu vermengen, erfolgt das Zentrifu-

gieren ohne Verwendung der Zentrifugenbremse. Aufgrund der physikalischen Eigen-

schaften bilden sich verschiedene Phasen. Der Ring, in dem sich die Granulozyten 

befinden, ist milchig-weiß und befindet sich direkt oberhalb der erythrozytenreichen 

Phase (Abbildung 2). Die Phasen oberhalb des Granulozytenrings werden entfernt. Es 

werden jeweils 500 µL aus dem Granulozytenring entnommen und in ein Reaktions-

gefäß pipettiert.  
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Abbildung 2: Die verschiedenen Phasen im Zentrifugengefäß nach der Dichtegradientenzentrifugation. 
Die Pfeile zeigen auf den Ring, den die Granulozyten bilden. 

2.2 Untersuchung der Granulozyten in der Durchflusszytometrie 

Für die Durchflusszytometrie wird mit einem FACS Calibur („fluorescence-activated 

cell sorting“) und der CellQuest Pro Software-Version 5.2 (beides BD Biosciences, 

Eremboegem, Belgien) gearbeitet. Alle Messungen werden mit der FlowJo Version 

10.0.7 (FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA) ausgewertet. PMNs werden auf Grund 

ihrer Größe und Granularität (Forward Scatter (FSC)/Side Scatter (SSC)) identifiziert. 

Fluoreszenzintensitäten werden mittels Fluoreszenzdedektoren gemessen. Aus den 

relativen Intensitäten der Zellen wird ein Median gebildet. Die Einheit der Fluores-

zenzintensitäten ist „artificial fluorescense units“ [afu]. Mittels Durchflusszytometrie 

werden die ROS-Produktion und die Expression der Oberflächenproteine CD11b, 

CD62L und CD66b detektiert. 

Die isolierten Granulozyten werden aufgeteilt. Anschließend werden sie mit den zu 

prüfenden Substanzen für 30 min bei 37 °C im Wasserbad präinkubiert. In den Vorver-

suchen handelt es sich bei der Substanz um Ionomycin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

St. Louis, USA) in den Konzentrationen 0,005 - 5 µM. Die Hauptversuche werden mit 

den APPs CRP (50 mg/L; Bio-Techne GmbH, Wiesbaden, Deutschland), Fibrinogen 

(0,5 – 5 mg/mL; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), Ferritin (1) 

(50 – 1000 ng/mL; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) oder Fer-

ritin (2) (500 – 10000 ng/mL; Merck Millipore S.A.S., Molsheim Cedex, Frankreich) 
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durchgeführt. Als Kontrolle werden jedes Mal auch PMNs ohne Testsubstanz, nur mit 

RPMI 1640 Medium (Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland) mit 10 % FKS (Sigma 

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) (Kontrolle) inkubiert. Für die Messung 

des Oxidativen Bursts und der Antigenexpression werden die PMNs unterschiedlich 

weiterverarbeitet. In jeder Probe sind 25 % RPMI mit 10 % FKS, zusätzlich zu den 

PMNs und den APPs, enthalten. Eine Übersicht über den Versuchsablauf der Haupt-

versuche findet sich in Abbildung 3.  

 

Abbildung 3: Übersicht der Hauptversuche der Durchflusszytometrie. 

2.2.1 Detektion des oxidativen Bursts 

Anschließend an die Präinkubation mit Ionomycin oder den APPs werden die Gra-

nulozyten einmalig gewaschen. Waschen bedeutet, dass zu der Probe 2 mL Dulbe-

cco´s Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) hin-

zugefügt und diese für 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert wird. Die Flüssigkeit (mit u.a. 

den ungebundenen APPs) wird anschließend dekantiert, die Zellen bleiben erhalten. 

Für die Detektion des oxidativen Bursts wird 1 mL PBS (ohne Calcium Chlorid und 

Magnesium Chlorid) zugegeben. Zusätzlich werden 10 µL Dihydrorhodamin 123 

(DHR, 10 µM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) und 10 µL Seminaphtharho-

dafluor (SNARF, 10 µM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hinzugefügt. DHR 

ist eine Substanz, die durch ROS zum Farbstoff Rhodamin123 oxidiert wird und von 

einem Fluoreszenzdetektor detektiert werden kann. In den Hauptversuchen werden 

verschieden Aktivierungssubstanzen zu den PMNs hinzugefügt und für 20 min bei 
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37 °C im Wasserbad inkubiert. Die Vorversuche mit Ionomycin werden ohne zusätzli-

che Aktivierung durchgeführt. Bei den Aktivierungssubstanzen handelt es sich um 

10 µL fMLP (10 µM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, USA) oder 10 µL PMA 

(10 µM, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) oder 35 µL Ionomycin 

(10 µg/mL). Die Proben, welche mit fMLP aktiviert werden sollen, werden vor der In-

kubation noch mit TNFα (PeproTech Germany, Hamburg, Deutschland) für 10 min ge-

primt (Konzentration TNFα: 10 ng/mL). Kurz vor der Messung werden 10 µL Propidium 

Iodid (PI, 1,5 mM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hinzugegeben. Dies ist 

ein Farbstoff, welcher perforierte Zellmembranen durchdringen kann und somit zu-

grunde gegangene PMNs markiert.  

2.2.2 Antigenexpression von CD11b, CD62L und CD66b 

Für die Darstellung der Oberflächenantigene werden Fluoreszenzfarbstoffe verwen-

det. Diese Fluoreszenzfarbstoffe sind dabei an Antikörper gekoppelt, die an bestimmte 

Antigene auf der Granulozytenoberfläche binden. Das FACS detektiert diese Fluores-

zenzfarbstoffe. Somit werden spezifische Antigene auf den Granulozyten nachgewie-

sen. Folgende Fluoreszenzfarbstoffe werden benutzt: Phycoerythrin (PE, Nachweis 

von CD11b), Fluorescein Isothiocyanate (FITC, Nachweis von CD62L) und Allo-

phycocyanin (APC, Nachweis von CD66b) (alle drei BioLegend, San Diego, USA). Vor 

der Zugabe dieser Farbstoffe werden die PMNs, wie bereits unter 2.2.1 beschrieben, 

mit Ionomycin oder den verschiedenen APPs präinkubiert und anschließend mit fMLP, 

PMA oder Ionomycin aktiviert. 

2.3 „Live-Cell-Imaging“ der Granulozyten durch Fluoreszenzmikro-

skopie 

Zum „Live-Cell-Imaging“ wird ein Leica DMi8 Mikroskop, kombiniert mit einem moto-

risch verstellbarem Mikroskoptisch, einer Leica DFC9000 Kamera und einer pE-4000 

Lichtquelle (alles Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland) verwen-

det. Auf dem Mikroskoptisch befindet sich eine Klimakammer, die für konstante Ver-

suchsbedingungen (37 °C und 5 % CO2) sorgt. Sie enthält während des Versuchs das 

µ-Slide (Ibidi, Martinsried, Deutschland), welches mit den PMNs befüllt ist. Beim Live-

Cell-Imaging liegt der Fokus auf der Dynamik verschiedener Parameter, welche die 

Granulozytenfunktionalitäten repräsentieren. Die Parameter sind sowohl das Migrati-

onsverhalten (Track Length), die ROS-Produktion (TmaxROS) und die Intensität dieser 
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(ROS-Intensität) als auch die Freisetzung der MPO (ET50MPO) und die NET-Forma-

tion (ET50NETose). Zur Detektion von ROS wird DHR123 (siehe 2.2.1) benutzt. Die 

Myeloperoxidase wird durch den Fluoreszenzfarbstoff APC, der an einen Antikörper 

gekoppelt ist (Anti-MPO-APC, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutsch-

land), sichtbar gemacht. Freie DNA wird mittels 4´,6´-Diamidino-2-phenylindol Dihyd-

rochlorid (DAPI, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) nachgewie-

sen. Nach Mikroskop-Start nimmt die Leica Apllication Suite X Software (Version 

3.4.2.18368) alle 45 s je ein Foto im Phasenkontrast und den Fluoreszenzkanälen auf. 

Die Gesamtlaufzeit eines Experiments beträgt 20 h. 

2.3.1 Vorbereitung des Versuchs 

Vor dem Experiment wird ein Vormedium vorbereitet, welches aus 20 µL Minimum 

Essential Medium (MEM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), 10 

µL Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3, VWR International GmbH, Radnor, Penn-

sylvania, USA), 50 µL RPMI 1640 Medium und 20 µL destilliertem Wasser besteht. 

Dieses Vormedium wird zusammen mit dem µ-Slide bei 37 °C und 5 % CO2 über Nacht 

inkubiert. Je nach Versuch kann die Menge an destilliertem Wasser und RPMI 1640 

Medium variieren. Das Volumen wird im Verlauf durch das gleiche Volumen eines 

Akute-Phase-Proteins ersetzt.  

2.3.2 Berechnung der Verdünnung der Zellmischung 

Die mittels Dichtegradientenzentrifugation isolierten Granulozyten müssen auf eine 

Zielzellzahl von 18 Millionen Zellen pro Milliliter verdünnt werden. Diese Konzentration 

wird von der Firma IBIDI als optimale Konzentration für die Kanäle der µ-Slides ange-

geben. Das gewünschte Endvolumen wird mittels Neubauerzählkammer ermittelt. Die 

isolierten Zellen werden gewaschen, der Überstand wird abpipettiert, und mit RPMI 

1640 Medium inklusive 10 % FKS auf das berechnete Endvolumen gebracht. In der 

Vorversuchsreihe, welche die Auswirkung von verschiedenen FKS-Konzentrationen 

auf die PMNs untersucht, wird RPMI 1640 und die entsprechende FKS-Konzentration 

hinzugefügt. 
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2.3.3 Aufbau und Befüllung der µ-Slides 

Das µ-Slide besteht aus drei Kammern. Jede Kammer besteht aus einem zentralen 

Kanal mit zwei, an den Kanal angeschlossenen, Reservoirs (Abbildung 4, [65]). So-

wohl die Reservoirs als auch die Kanäle besitzen jeweils oben und unten ein Zugang. 

Über diesen Zugang werden sie mit Hilfe von speziellen, abgerundeten Pipettenspit-

zen (Ibidi, Martinsried, Deutschland) befüllt.  

 

Abbildung 4: Aufbau eines IBIDI µ-Slide [65]. 

Der Kanal wird mit 6,5 µL Medium befüllt. Dieses wird einer Mischung entnommen, die 

aus 17 µL Zellen (mit 18 x 106 Zellen/mL), 18 – 33 µL Vormedium (inklusive DHR123, 

Anti-MPO-APC und DAPI), 50 µL PureCol Type I Bovine Collagene Solution (Kollagen, 

Advanced BioMatrix, Carlsbad, USA) und 5 – 15 µL der zu prüfenden Substanz be-

steht. Bei den Substanzen handelt es sich entweder um CRP (finale Konzentrationen 

im Kanal: 1 – 10 mg/L), Ionomycin (0,1 - 0,5 µM) oder Ferritin (150 – 1000 ng/mL). Bei 

einigen Versuchen mit Ferritin wird außerdem noch TNFα (Endkonzentration im Kanal: 

10 ng/mL) als zusätzliche Aktivierungssubstanz beigefügt. Bei der FKS-Versuchsreihe 

wird keine zusätzliche Substanz hinzugefügt. Das µ-Slide wird mit den befüllten Kanä-

len 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, damit das Gel fest wird. Durch die 

eben beschriebene Herstellung des finalen Mediums für den Kanal, ändert sich die 

finale Konzentration von FKS auf 1,7 %. Auch bei den anderen FKS-Konzentrationen 

gibt es durch die Herstellung des finalen Mediums eine Konzentrationsänderung (Ta-

belle 1). Anschließend an die Inkubation der Kanäle werden die Reservoirs mit 65 µL 
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RPMI 1640 inklusive 10 % FKS und der gleichen Konzentration an endogener Sub-

stanz wie im Kanal versehen. In der FKS-Versuchsreihe variiert das anteilige FKS wie-

der. Des Weiteren wird bei einigen Versuchen mit Ferritin TNFα mit in die Reservoirs 

gefüllt. Bei einem Großteil der Versuche wird im linken Reservoir außerdem fMLP mit 

einer Konzentration von 10 nM als Chemoattraktant hinzugefügt. Das µ-Slide wird am 

Mikroskop in die Klimakammer platziert.  

Die verschiedenen FKS-Konzentrationen im Kanal und den Reservoirs werden zur 

besseren Übersicht in Tabelle 1 zusammengefasst. Wird in dieser Arbeit von einer 

FKS-Konzentration geschrieben, ist immer die Konzentration gemeint, in welcher die 

PMNs nach der Zählung aufgenommen wurden. 

 

Tabelle 1: Die verschiedenen FKS-Konzentrationen in den Versuchen mit zugehöriger finaler Konzent-
ration im Kanal und den Reservoirs.  Die linke Spalte gibt die FKS-Konzentration an, welche anteilig am 
RPMI-Medium ist, in welchem die PMNs nach Isolation aufgenommen werden. Die mittlere Spalte gibt 
die FKS-Konzentration an, welche sich final im Kanal befindet. Die rechte Spalte gibt die FKS-Konzent-
ration an, welche sich gleichzeitig in den angrenzenden Reservoirs befindet.  

2.3.4  Aufnahme und Analyse der Bilddaten 

Nach dem 20-stündigen Beobachtungszeitraum wird zur Auswertung der Bilder die 

IMARIS Software (Bitplane, Zürich, Schweiz) verwendet. Jeder Kanal des µ-Slides 

zählt insgesamt 1600 Bilder. Die Migration wird im Phasenkontrast analysiert. Dabei 

erkennt das Programm die Zellen halbautomatisch und verfolgt diese über den gesam-

ten Zeitraum („tracken“). Die erhobenen Daten werden daraufhin in Excel (2016) ex-

portiert. Dabei handelt es sich um die Track Length (TL), welche die gesamte Migra-

tionslänge eines Granulozyts in [µm] angibt. Dazu kommt die Track Displacement 

Length X (TDX) und Track Displacement Length Y (TDY), welche nur den Anteil der 

Migration der Zelle in X- oder Y-Richtung in [µm] beschreibt (Abbildung 5). Zusätzlich 

wird die Track Duration (TD) aufgenommen. Sie zeigt die Zeit in Sekunden [s] an, die 

ein Granulozyt am Stück migriert. Um Artefakte auszuschließen, werden nur Zellen in 
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das Ergebnis eingeschlossen, welche innerhalb einer halben Stunde weiter als 25 µm 

(Track Length) migrierten und länger als 15 min (Track Duration) kontinuierlich beo-

bachtet werden konnten.  

 

Abbildung 5: Veranschaulichung der Migrationsparameter: TL = Track Length, TDX = Track Displace-
ment Length X, TDY = Track Displacement Length Y. 

Anhand der Daten der Fluoreszenzaufnahmen berechnet IMARIS über die gesamten 

20 h (Aufnahme eines Bildes alle 225 s) die Fläche der „leuchtenden Flecken“. Diese 

Flächen spiegeln die ROS-Produktion, MPO-Freisetzung und NET-Formationen der 

PMNs wider. Auch diese Daten werden in Excel exportiert. Anhand der Summe der 

Rhodamin-positiven Flächen je Zeitpunkt wird in Excel der Wert TmaxROS berechnet. 

Dieser stellt den Zeitpunkt der maximalen Anzahl ROS-produzierender Zellen dar. 

Dazu wurde ein Polynom dritten Grades der Parabel-ähnlichen Kurve angepasst (Ab-

bildung 6). 
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Abbildung 6: Beispielgraph ROS-Produktion und Ermittlung von TmaxROS. 

Die Daten der NET-Formationen und MPO-Freisetzung zeigen sich in einer sigmoida-

len Kurve (Abbildung 7). An diese Messpunkte wird mit dem Programm Phoenix 64 

Version 8.0.0 (Certara, New York, USA) eine Kurvenfunktion angepasst, um einen 

ET50-Wert zu berechnen. Dieser zeigt an, zu welchem Zeitpunkt, die Hälfte der Zellen 

in NETose gegangen sind bzw. bei der Hälfte der Zellen MPO detektiert wurde. ET50-

Werte, welche Zeitpunkte angeben, die jenseits der Versuchsdauer liegen, werden 

ausgeschlossen. 



 

   27 
 

 

Abbildung 7: Beispielgraph ET50-Wert NETose oder MPO-Freisetzung.   

Für die Interpretation der ROS Intensität wird die Helligkeit der „leuchtenden Flecken“ 

gemessen. Hierbei wird die mittlere Intensität pro Zelle pro Zeitpunkt gemessen und 

der Median der mittleren Intensitäten aller Zellen pro Zeitpunkt gebildet. Letztendlich 

werden alle Mediane in einem größeren Zeitraum (1 – 2 h) zusammengefasst. Die In-

tensität der ROS-Produktion wird in der Einheit [afu] angegeben. 

2.4 Statistische Analyse 

Zur statistischen Auswertung wird SPSS Statistics (Version 25 und Version 26) ver-

wendet. In dieser Arbeit wird zur besseren Vergleichbarkeit der verschiedenen Ergeb-

nisse und aufgrund teilweise geringer Anzahl der Werte nur mit nicht-parametrischen 

Tests (Mann-Whitney U oder Kruskal-Wallis) gearbeitet. In Abbildungen werden die 

Daten als Boxplots graphisch zusammengefasst (Aufbau Boxplot: Abbildung 8). Um 

die Ergebnisse und insbesondere den zeitlichen Verlauf der Intensität der ROS-Pro-

duktion anschaulicher darzustellen, wird ein Liniendiagramm mit Fehlerbalken, welche 

ein 95 % Konfidenzintervall (CI) angeben, verwendet. Als statistisch signifikant werden 

p-Werte < 0,05 angesehen.  
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Abbildung 8: Aufbau eines Boxplots.  
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3 Ergebnisse 

Die Parameter, die verschiedene Granulozytenfunktionalitäten beschreiben, stehen 

bei der Präsentation der Ergebnisse im Fokus. Die Durchflusszytometrie gibt Verän-

derungen der Antigenexpression von CD11b, CD62L, CD66b und des oxidativen 

Bursts an. Das „Live-Cell-Imaging“ detektiert die Track Length, die NETose-Formation 

und Freisetzung der Myeloperoxidase, die Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies 

und die Intensität der ROS-Produktion. Zur Qualitätskontrolle wird bei jedem Versuch 

TDX, TDY und die Track Duration mit ausgewertet.  

3.1 Qualitätskontrolle der “Live-Cell-Imaging”-Versuche  

Die folgenden Parameter sind Zeichen für konstante Versuchsbedingungen und die 

Reproduzierbarkeit der Experimente. Sie werden bei jedem Versuch mit ausgewertet. 

Im Folgenden gehe ich beispielhaft auf die Parameter ein. Wenn es bei den einzelnen 

Auswertungen der Experimente nicht extra erwähnt wird, verhalten sich diese Para-

meter bei jedem Versuch mit der gleichen Tendenz.  

3.1.1 Positive Track Displacement Length X und ungerichtete Track Displace-

ment Length Y  

Der Median der TDX aller Zellen gibt an, ob sich die Gesamtheit der PMNs in eine X-

Richtung bewegt. Somit kann überprüft werden, ob der chemotaktische Gradient, der 

mit fMLP aufgebaut wurde, funktioniert. Es wird also erwartet, dass sich die Granulozy-

ten auf das fMLP zu bewegen. In Abbildung 9 ist beispielhaft die TDX einer Kontrolle 

dargestellt. Es wird deutlich, dass sich die Gesamtheit der Granulozyten in der ersten 

halben Stunde ca. 50 µm in positiver X-Richtung bewegt. In der zweiten halben Stunde 

sind es weitere 62 µm. Schließlich sinkt der Wert ab der dritten halben Stunde, bis die 

PMNs von Minute 151 bis Minute 180 gesamt noch 6 µm in positiver X-Richtung mig-

rieren. Da sich das fMLP auch in positiver X-Richtung befindet, ist die Qualitätskon-

trolle mit TDX erfolgreich.  
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Abbildung 9: Beispiel für die Auswertung von TDX. 

Mit Hilfe von TDY wird die Verschiebung der Gesamtheit der PMNs in Y-Richtung un-

tersucht. Da sich in Y-Richtung kein chemotaktischer Gradient befindet gilt der Ver-

such bezüglich TDY als erfolgreich, wenn sich zu allen Zeitpunkten der Median von 

TDY aller Zellen um den Wert 0 µm herum befindet, wie es in Abbildung 10 der Fall 

ist.  

 
Abbildung 10: Beispiel für die Auswertung von TDY. 
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3.1.2 Hohe Track Duration vieler Granulozyten  

Im folgenden Histogramm sieht man die Verteilung und Häufigkeit der einzelnen Track 

Durations der Granulozyten (Abbildung 11). Die Versuchsbedingungen sind diejenigen 

einer Kontrollgruppe. Die x-Achse beginnt bei 900 s, da eine Track Duration < 900 s 

ausgeschlossen wurde und endet bei 1800 s, da dies einer halben Stunde entspricht 

und die Auswertung der Migrationsdaten in Beobachtungsintervallen von einer halben 

Stunde erfolgt ist. Die Abbildung zeigt, dass viele PMNs eine lange Track Duration 

haben.  

 

Abbildung 11: Verteilung der Track Duration aller Granulozyten eines Versuchs.  

3.2 Probandencharakteristika 

Die Auswertung der Fragebögen, die jeder Proband vor der Blutentnahme ausfüllen 

musste, ergibt folgende Tabelle 2. Es wurden insgesamt 52 Versuche durchgeführt.  
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Tabelle 2: Eigenschaften der Granulozytenspender. Für jeden Versuch wird ein Proband benötigt. Ins-
gesamt waren es 35 unterschiedliche Probanden. Einige haben zweifach (n = 9), dreifach (n = 1) oder 
siebenfach (n = 1) gespendet, wobei immer mehrere Tage zwischen zwei Blutentnahmen lagen. 

3.3 Ergebnisse der Vorversuche zur Methodenoptimierung 

Es wurden „Live-Cell-Imaging“-Versuche mit verschiedenen Konzentrationen FKS (0; 

1; 5; 10; 60 %) durchgeführt. Die Vorversuche mit Ionomycin wurden mittels „Live-Cell-

Imaging“ (0,1; 0,5 µM) und der Durchflusszytometrie (0,005; 0,05; 0,5; 5 µM) ange-

setzt. In der folgenden Auswertung werden statistisch signifikante Veränderungen der 

jeweiligen Werte häufig mit einer eckigen Klammer in der Abbildung angegeben. Hier-

bei zeigen die Enden der Klammer auf die Bedingungen, zwischen welchen die signi-

fikante Veränderung besteht. Außerdem ist die Klammer mit dem dazugehörigen p-

Wert beschriftet.  

3.3.1 Ergebnisse zur Wirkung von Fetalem Kälberserum auf PMNs 

Es wurden insgesamt 15 Versuche mit unterschiedlichen FKS-Konzentrationen ge-

plant und umgesetzt. Diese Experimente wurden alle als „Live-Cell-Imaging“ durchge-

führt. Bei zwei der 15 Versuche zeigte sich bei der Auswertung ein massiver Bakte-

rienbefall. Weitere einzelne Kanäle waren aufgrund der Zerstörung des Gels im Kanal 

beim Befüllen der Reservoirs nicht auswertbar. Diese Ergebnisse gehen daher nicht 

in die Gesamtauswertung mit ein.  

3.3.1.1 „Live-Cell-Imaging“ der PMNs  

Alle 15 Versuche beinhalteten fMLP als Chemoattraktant. Es wurden keine Daten an-

hand der Durchflusszytometrie ermittelt.  
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3.3.1.1.1 Track Length 

In Abbildung 12 wird die Track Length für verschiedene Konzentrationen an FKS dar-

gestellt. Für jede Konzentration findet eine weitere Unterteilung in Halb-Stunden-Ab-

schnitte statt. Somit steht im folgenden Diagramm blau für die erste halbe Stunde des 

Beobachtungszeitraums, rot für die zweite halbe Stunde usw.  

 

Abbildung 12: Track Length der Granulozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen von FKS, aufge-
teilt in Halb-Stunden-Zeitintervalle.   

Es ist zu erkennen, dass die Track Length im Median in der ersten halben Stunde je 

nach Bedingung zwischen 100 und 250 µm liegt. In der zweiten halben Stunde ist die 

Track Length im Vergleich zur ersten halben Stunde ein wenig länger, um ab der drit-

ten halben Stunde bis zur sechsten halben Stunde kontinuierlich abzunehmen. 

Zur besseren Übersicht und um die Auswirkungen der verschiedenen Konzentrationen 

besser vergleichen zu können, werden in Abbildung 13 die ersten beiden halben Stun-

den zusammengefasst. Somit wird die komplette erste Stunde des Beobachtungszeit-

raums dargestellt.  
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Abbildung 13: Track Length der Granulozyten mit verschiedenen Konzentrationen FKS. Es wird die 
erste Stunde des Beobachtungszeitraums dargestellt. Die Anzahl der beobachteten Zellen liegt pro 
Boxplot zwischen 2184 und 3657. 

Die PMNs migrieren ohne FKS (0 %) im Median in der ersten Stunde am wenigsten 

weit (142 µm). Die Track Length steigert sich, bis mit 5 % FKS das Maximum erreicht 

wird (244 µm). Mit 10 % (199 µm) und 60 % (180 µm) FKS verkürzt sich die Track 

Length der PMNs wieder. Sämtliche paarweisen Vergleiche, außer der Vergleich der 

Gruppen mit 10 % und 60 % FKS, zeigen statistisch signifikante Unterschiede 

(p < 0,001).  

3.3.1.1.2 NETose und Freisetzung der Myeloperoxidase  

Nun wird auf die ET50-Werte der NETose Formation und der Freisetzung von MPO 

eingegangen. Abbildung 14 zeigt die ET50-Werte der NETose der PMNs. 
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Abbildung 14: Darstellung der ET50-Werte der NETose bei unterschiedlichen Konzentrationen FKS. 
N liegt pro Boxplot zwischen 6 und 8. 

Es wird deutlich, dass mit steigender FKS-Konzentration die Mediane der ET50-Werte 

ansteigen, also die NETose später einsetzt. Das Maximum liegt mit 541 min in der 

10 %-Gruppe, der Unterschied zur 0%-Gruppe (407 min) ist signifikant.  

Als nächstes werden die ET50-Werte der Freisetzung von MPO verglichen (Abbildung 

15). Für die Bedingung 1 % FKS konnte wegen technischer Probleme nur ein Versuch 

ausgewertet werden, weshalb diese nicht in der Abbildung dargestellt ist.  
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Abbildung 15: Darstellung der ET50-Werte der MPO-Freisetzung bei unterschiedlichen Konzentrationen 
FKS. N liegt pro Boxplot zwischen 2 und 5. 

Mit steigender FKS-Konzentration steigen auch die ET50MPO-Werte von 435 min ohne 

FKS auf 668 min bei 60 % FKS an, allerdings nicht-signifikant.  

3.3.1.1.3 ROS-Produktion und Intensität 

TmaxROS ist der Zeitpunkt der maximalen ROS-Produktion durch die PMNs. Er wird in 

nachfolgender Abbildung 16 für die verschiedenen Konzentrationen FKS dargestellt. 
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Abbildung 16: TmaxROS-Werte der PMNs bei unterschiedlichen FKS-Konzentrationen. N liegt pro 
Boxplot zwischen 5 und 9.  

Die TmaxROS-Werten zeigen, dass eine höhere FKS-Konzentration den Zeitpunkt der 

maximalen ROS-Produktion tendenziell verzögert. Der höchste TmaxROS-Wert liegt in 

der 10 % FKS-Gruppe mit 399 min. Hierbei ist die Veränderung der TmaxROS-Werte 

statistisch signifikant zwischen den Gruppen 0 % FKS (275 min) und 10 % FKS sowie 

zwischen den Gruppen 1 % FKS (270 min) und 10 % FKS.  

Als letzter Parameter wird die Intensität der ROS-Produktion bewertet (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Mediane Intensität der ROS-Produktion durch PMNs bei unterschiedlichen Konzentratio-
nen von FKS über 20 h hinweg. Fehlerbalken: 95 % Konfidenzintervall (CI). N liegt pro Gruppe im Zeit-
intervall 1 + 2 h zwischen 192 und 305 und im Zeitintervall 19 + 20 h zwischen 64 und 145. 

Die mediane Intensität der ROS-Produktion durch die PMNs nach Einfluss einer der 

fünf Konzentrationen FKS liegt zu Beginn zwischen 9,0 und 10,0 afu. Dabei ist die 

geringste mediane Intensität mit 9,0 afu diejenige der 60 % FKS-Gruppe. Zum Zeit-

punkt 1 + 2 h zeigen die vier anderen FKS-Gruppen jeweils einen signifikanten Unter-

schied zur 60 % FKS-Gruppe (p < 0,001). Betrachtet man den Gesamtverlauf jeder 

Kurve für sich, nehmen die 0 %-Kurve und die 1 %-Kurve über den 20 h-Zeitraum ab. 

Die 5 %-Kurve verändert sich wenig. Die 10 %-Kurve und die 60 %-Kurve nehmen zu. 

Zum Zeitpunkt 19 + 20 h liegen die Mediane der medianen ROS-Intensität zwischen 

8,9 (0 % FKS) und 10,7 (10 % FKS) afu.  

3.3.2 Ergebnisse zur Wirkung von Ionomycin auf PMNs 

Zuerst wurden die verschiedenen Funktionen der PMNs nach Inkubation mit Ionomy-

cin mittels Durchflusszytometrie untersucht. Im weiteren Verlauf wurde die Auswirkung 

von Ionomycin auf die PMNs durch „Live-Cell-Imaging“-Versuche geprüft.  

3.3.2.1 Daten der Durchflusszytometrie  

Es wurden zwei Versuche mit 0 (Kontrolle); 0,005; 0,05; 0,5 und 5 µM Ionomycin mit-

tels Durchflusszytometrie durchgeführt. Dafür wurden die PMNs isoliert und anschlie-

ßend 20 min mit der jeweiligen Konzentration Ionomycin inkubiert. Als Parameter für 
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die Granulozytenfunktionalität lag der Schwerpunkt auf der Ermittlung der Verände-

rung des Oxidativen Bursts und der Veränderung der Expression der Oberflächenpro-

teine CD11b, CD62L und CD66b.  

3.3.2.1.1 Oxidativer Burst 

Für die Messung des Oxidativen Bursts wurden pro Versuch zwei Ansätze vorbereitet. 

Die Auswertung der Daten ergibt folgende Abbildung 18.  

 

Abbildung 18: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Aktivierung mit verschiedenen 
Konzentrationen Ionomycin. N liegt pro Boxplot bei 4.  

Die mediane Fluoreszenzintensität der Zelloberflächen liegt bei den verschiedenen 

Konzentrationen Ionomycin zwischen 2,9 und 6,1 afu. Es zeigen sich keine statistisch 

signifikanten Veränderungen der medianen Intensität zwischen der Kontrolle und den 

einzelnen Ionomycin-Gruppen.  

3.3.2.1.2 Antigenexpression 

Für die Messung der Antigenexpression wurden ebenfalls zwei Versuche mit jeweils 

zwei Ansätzen durchgeführt. Es wird nacheinander auf die Oberflächenproteine 

CD11b, CD62L und CD66b eingegangen. 

Die folgende Abbildung 19 ist eine Darstellung der medianen Intensität von CD11b 

nach Aktivierung der PMNs mit verschiedenen Konzentrationen Ionomycin.  
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Abbildung 19: Mediane Intensität von CD11b nach Aktivierung der PMNs mit verschiedenen Konzent-
rationen Ionomycin. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 4.  

Die Abbildung zeigt, dass die mediane Intensität von 0 µM Ionomycin (4 afu) bis 5 µM 

Ionomycin (167 afu) durchgehend ansteigt.   

Die Ergebnisse bezüglich des Oberflächenproteins CD62L werden in Abbildung 20 

präsentiert. Hierbei wird darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse als nicht realistisch 

eingeschätzt werden, da sich die Werte von denen aus späteren Versuchen, vor allem 

bezüglich der Kontrolle (0 µM Ionomycin) und der 0,5 µM-Ionomycin Gruppe, stark 

unterscheiden (siehe Abbildung 29, Abbildung 42, Abbildung 53). Gründe dafür wer-

den unter 4.2 diskutiert. 
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Abbildung 20: Mediane Intensität von CD62L nach Aktivierung der PMNs mit verschiedenen Konzent-
rationen Ionomycin. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 4. 

Als letzten Parameter der Durchflusszytometrie wird die Expression des Oberflächen-

proteins CD66b ausgewertet (Abbildung 21). 

 

Abbildung 21: Mediane Intensität von CD66b nach Aktivierung der PMNs mit verschiedenen Konzent-
rationen Ionomycin. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 4. 
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Es lässt sich ein konzentrationsabhängiger Anstieg der medianen Intensität feststellen, 

wobei das Maximum in der 5 µM-Gruppe (142 afu) liegt.  

3.3.2.2 „Live-Cell-Imaging“ der PMNs  

Es wurden vier Versuche mit „Live-Cell-Imaging“ durchgeführt. Die Ionomycin-Kon-

zentrationen lagen bei 0 µM (Kontrolle), 0,1 µM und 0,5 µM. Es wurde stets fMLP als 

Chemoattraktant in einem Reservoir verwendet.  

3.3.2.2.1 Track Length  

Folgende Abbildung 22 zeigt die erste Stunde der Migrationsdaten nach Inkubation 

der PMNs mit Ionomycin.  

 

Abbildung 22: Track Length der PMNs unter Einfluss verschiedener Konzentrationen Ionomycin. Es wird 
die erste Stunde des Beobachtungszeitraums dargestellt. Die Anzahl der beobachteten Zellen liegt pro 
Boxplot zwischen 1146 und 2223.  

Die PMNs migrieren im Median in der Kontrollgruppe 274 µm weit. Mit steigender Kon-

zentration Ionomycin nimmt die Track Length ab (0,1 µM-Gruppe: 213 µm; 0,5 µM-

Gruppe: 181 µm). Diese Veränderung ist im paarweisen Vergleich der Gruppen statis-

tisch signifikant. 

3.3.2.2.2 NETose und Freisetzung der Myeloperoxidase 

Als Maß für die NETose wird der ET50-Wert herangezogen. Abbildung 23 zeigt die 

ET50-Werte der in NETose gegangenen PMNs unter Einfluss verschiedener Konzent-

rationen Ionomycin.  
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Abbildung 23: Darstellung der ET50-Werte der NETose unter Einfluss von verschiedenen Konzentratio-
nen Ionomycin. N liegt pro Boxplot bei 4.  

Die Mediane der ET50-NETose-Werte der verschiedenen Gruppen liegen bei 592 min 

(Kontrolle), 590 min (0,1 µM-Gruppe) und 520 min (0,5 µM-Gruppe). Es gibt keine sig-

nifikanten Veränderungen der ET50-NETose-Werte im paarweisen Vergleich dieser 

Gruppen.  

Werden die ET50-Werte der Freisetzung von MPO betrachtet, so ergibt sich daraus 

folgende Abbildung 24. 
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Abbildung 24: Darstellung der ET50-Werte der MPO-Freisetzung unter Einfluss von verschiedenen Kon-
zentrationen Ionomycin. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 4.  

Die Mediane der drei Gruppen liegen bei 687 min (Kontrolle), 721 min (0,1 µM-

Gruppe) und 673 min (0,5 µM-Gruppe). Es gibt keine signifikanten Veränderungen der 

ET50-MPO-Werte im paarweisen Vergleich dieser Gruppen. 

3.3.2.2.3 ROS-Produktion und Intensität 

Die Zeitpunkte der maximalen ROS-Produktion der PMNs unter Einfluss verschiede-

ner Konzentrationen Ionomycin werden in Abbildung 25 dargestellt.  
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Abbildung 25: Darstellung der TmaxROS-Werte unter Einfluss von verschiedenen Konzentrationen Iono-
mycin. N liegt pro Boxplot bei 4.  

Die Mediane der TmaxROS-Werte der verschiedenen Gruppen liegen bei 518 min (Kon-

trolle), 397 min (0,1 µM-Gruppe) und 496 min (0,5 µM-Gruppe). Diese Veränderungen 

sind statistisch nicht signifikant.   

Als letzter Parameter wird die Intensität der ROS-Produktion durch die PMNs nach 

Einfluss verschiedener Konzentrationen Ionomycin betrachtet (Abbildung 26).  



 

   46 
 

 

Abbildung 26: Mediane Intensität der ROS-Produktion durch PMNs unter Einfluss verschiedener Kon-
zentrationen Ionomycin über 20 h. Fehlerbalken: 95 % CI. N liegt pro Gruppe zum Zeitintervall 1 + 2 h 
zwischen 62 und 257 und im Zeitintervall 19 + 20 h zwischen 63 und 254.  

Der Median der medianen Intensität der ROS-Produktion der Kontrolle liegt bei 8,5 afu, 

der der 0,1 µM-Gruppe bei 8,2 afu und derjenige der 0,5 µM-Gruppe bei 8,3 afu. Hier-

bei ist der Unterschied der Kontrolle zur 0,1 µM-Gruppe sowie der Unterschied der 

Kontrolle zur 0,5 µM-Gruppe statistisch signifikant (jeweils p < 0,001). Zum Zeitpunkt 

19 + 20 h liegen die Mediane der medianen ROS-Intensität zwischen 7,6 (0,5 µM-

Gruppe) und 8,1 (Kontrolle) afu. 

3.4 Ergebnisse der Durchflusszytometrie der Hauptversuche  

Im Folgenden wird auf die Ergebnisse eingegangen, die mittels Durchflusszytometrie 

gewonnen worden sind. Dabei stehen die Antigenexpression und die Erzeugung des 

oxidativen Bursts durch die Granulozyten im Vordergrund. Es wurden Versuche mit 

den endogenen Substanzen CRP, Ferritin und Fibrinogen in verschiedenen Konzent-

rationen durchgeführt. Dabei wurden die PMNs mit den APPs für 30 min präinkubiert 

und anschließend mit TNFα/fMLP (TNFα: 10 ng/mL; fMLP: 100 nM), PMA (100 nM) 

oder Ionomycin (0,5 µM) für 20 – 30 min (genaue Zeitangaben und Ablauf unter 2.2.1) 

aktiviert. Die Messung des oxidativen Bursts wurde im Zeitraum von 2 h 45 min bis 3 h 

55 min nach der Blutentnahme durchgeführt, die der Antigenexpression im Zeitraum 

von 3 h 10 min bis 4 h 20 min.  
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3.4.1 Überblick der Ergebnisse des Einflusses von CRP, Ferritin und Fibrinogen 

auf die Antigenexpression und den oxidativen Burst der PMNs 

Die PMNs wurden für den Überblick mit einer Konzentration pro APP präinkubiert. 

Hierbei weist Ferritin eine Konzentration von 500 ng/mL, Fibrinogen eine Konzentra-

tion von 2,8 mg/mL und CRP eine Konzentration von 50 mg/L auf. Tabelle 3 zeigt die 

Ergebnisse dieser Versuche unter diesen Bedingungen. Die Spalte „beobachteter Pa-

rameter“ führt die gemessenen Granulozytenfunktionalitäten auf. In der Spalte rechts 

daneben werden die verwendeten APPs eingetragen („Endogener Modulator“). Die 

vier Spalten unter „Vergleich“ zeigen, mit welcher Substanz die PMNs nach der Präin-

kubation aktiviert worden sind. In der Statistik werden die Unterschiede zur Kontrolle 

geprüft. Die Kontrolle sind PMNs, welche mit der gleichen Substanz aktiviert worden 

sind, ohne vorher mit einer endogenen Substanz präinkubiert worden zu sein. Die 

Pfeile markieren die Felder mit einer signifikanten Veränderung im Vergleich zur Kon-

trolle. Die genauen Werte (mediane Fluoreszenzintensität, relative Änderung gegen-

über der Kontrolle, Anzahl) sind im Anhang in Tabelle 6 aufgeführt. 

 

Tabelle 3: Überblick der Durchflusszytometer Ergebnisse; Eingesetzte Konzentrationen der Modulato-
ren: Ferritin (500 ng/mL), Fibrinogen (2,8 mg/mL), CRP (50 mg/L). Konzentrationen der Aktivierungs-
substanzen: TNFα (10 ng/mL), fMLP (100 nM), PMA (100 nM), Ionomycin (0,5 µM); die Pfeile markieren 
eine signifikante Veränderung im Vergleich zur Kontrolle, n.s. steht für nicht signifikant. N liegt pro Käst-
chen zwischen 2 und 10.  

Es lässt sich feststellen, dass Ferritin nach Aktivierung mit PMA oder Ionomycin den 

oxidativen Burst der PMNs signifikant steigert. Ohne Aktivierungssubstanz hat Fibri-

nogen einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl aller drei exprimierten Oberflächen-

proteine. Dabei wird vermehrt CD11b und CD66b sowie vermindert CD62L exprimiert. 
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Eine signifikante Steigerung der Expression von CD66b zeigt sich ebenfalls nach 

Präinkubation mit Fibrinogen und anschließender Aktivierung durch TNFα/fMLP.    

3.4.2 Ergebnisse zum Einfluss von CRP auf die Antigenexpression und den oxi-

dativen Burst der PMNs  

Es wurden drei Messungen mittels Durchflusszytometrie nach Präinkubation der 

PMNs mit CRP (50 mg/L) durchgeführt. 

3.4.2.1 Oxidativer Burst 

Wird das Ausmaß des oxidativen Bursts nach Präinkubation der PMNs mit 50 mg/L 

CRP bestimmt, ergibt sich folgende Abbildung 27. 

 

Abbildung 27: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit 50 
mg/L CRP und anschließender Aktivierung mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA. N liegt pro 
Boxplot zwischen 2 und 5.  

Aus der Abbildung geht hervor, dass es jeweils keine Veränderung des oxidativen 

Bursts durch Präinkubation der PMNs mit CRP gibt. 

3.4.2.2 Antigenexpression  

Die Antigenexpression von CD11b nach Präinkubation der PMNs mit 50 mg/L CRP 

wird in Abbildung 28 dargestellt.  
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Abbildung 28: Mediane Intensität von CD11b der PMNs nach Präinkubation mit 50 mg/L CRP und an-
schließender Aktivierung mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA. N liegt pro Boxplot zwischen 2 und 10. 

Werden die Veränderungen innerhalb einer Gruppe der gleichen Aktivierungssubstanz 

betrachtet, sind diese nicht signifikant. Es lässt sich keine vermehrte Expression von 

CD11b feststellen.  

Als nächstes wird die Expression von CD62L veranschaulicht (Abbildung 29). 

 

Abbildung 29: Mediane Intensität von CD62L der PMNs nach Präinkubation mit 50 mg/L CRP und an-
schließender Aktivierung mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA. N liegt pro Boxplot zwischen 2 und 10.  
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Auch hier gibt es innerhalb einer Gruppe der gleichen Aktivierungssubstanz keine sig-

nifikante Veränderung der Expression von CD62L nach Präinkubation der PMNs mit 

CRP.  

In Abbildung 30 wird die Veränderung der Expression von CD66b dargestellt.  

 

Abbildung 30: Mediane Intensität von CD66b der PMNs nach Präinkubation mit 50 mg/L CRP und an-
schließender Aktivierung mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA. N liegt pro Boxplot zwischen 2 und 10.  

Werden die Werte innerhalb einer Gruppe der gleichen Aktivierungssubstanz vergli-

chen, lassen sich keine signifikanten Veränderungen der Expression von CD66b nach 

Präinkubation der PMNs mit CRP messen.  

3.4.3 Ergebnisse zum Einfluss von Ferritin auf die Antigenexpression und den 

oxidativen Burst der PMNs  

Es wurde eine Konzentrationsreihe mit Ferritin durchgeführt. Dabei wurde mit Sub-

stanzen von zwei verschiedenen Anbietern gearbeitet. Ferritin (1) ist von „Sigma-Ald-

rich“ (dieses Ferritin wurde auch in den Versuchen der Überblickstabelle (siehe Tabelle 

3) benutzt) und Ferritin (2) von „Merck“. Aktiviert wurde mit TNFα/fMLP, Ionomycin und 

PMA, oder es wurde keine Aktivierungssubstanz benutzt.    

3.4.3.1 Oxidativer Burst 

Abhängig vom Ferritin gab es unterschiedliche Ergebnisse bezüglich des Ausmaßes 

des oxidativen Bursts durch die PMNs. Deswegen wird im Folgenden separat auf die 

Ergebnisse der beiden Substanzen eingegangen. Zuerst wurde mit Ferritin (1) gear-
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beitet. Mit diesem wurde in den Konzentrationen 50, 150, 500 und 1000 ng/mL expe-

rimentiert. Abbildung 31 zeigt die mediane Intensität des oxidativen Bursts nach Präin-

kubation der PMNs mit Ferritin und anschließender Aktivierung mit Ionomycin bzw. 

ohne anschließende Aktivierung. 

 

Abbildung 31: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen von Ferritin (1) und anschließender Aktivierung mit Ionomycin bzw. ohne anschlie-
ßende Aktivierung. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 6.  

Die mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs ohne Aktivierung liegt zwi-

schen 2,65 afu (0 ng/mL Ferritin) und 3,16 afu (1000 ng/mL Ferritin). Innerhalb dieser 

Gruppe gibt es keine signifikanten Unterschiede. In der Ionomycin-Gruppe beträgt die 

mediane Intensität zwischen 2,32 afu (0 ng/mL Ferritin) und 3,16 afu (1000 ng/mL Fer-

ritin). Die Veränderungen zwischen der 0 ng/mL-Gruppe und der 500 ng/mL Gruppe 

(2,97 afu) bzw. der 1000 ng/mL-Gruppe sind statistisch signifikant.  

Abbildung 32 zeigt die mediane Intensität des oxidativen Bursts nach Aktivierung der 

PMNs mit TNFα/fMLP.  
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Abbildung 32: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen von Ferritin (1) und anschließender Aktivierung mit TNFα/fMLP. N liegt pro Boxplot 
zwischen 3 und 5.  

Es wird ein konzentrationsabhängiger Anstieg des oxidativen Bursts gemessen. Die 

mediane Intensität der Kontrolle (17 afu) zeigt einen signifikanten Unterschied zu der 

der höchsten Ferritin-Konzentration (132 afu).  

In Abbildung 33 wird die mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Ak-

tivierung mit PMA dargestellt.  
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Abbildung 33: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen von Ferritin (1) und anschließender Aktivierung mit PMA. N liegt pro Boxplot zwi-
schen 3 und 6.  

Man erkennt einen konzentrationsabhängigen Anstieg des oxidativen Bursts. Die Ver-

änderung der medianen Intensität des Kontrollwerts (710 afu) zu den Gruppen mit 

500 ng/mL (3165 afu) und 1000 ng/mL Ferritin (4179 afu) ist statistisch signifikant. An-

bei werden in Abbildung 34 beispielhaft die zugehörigen Streudiagramme eines Ver-

suchs abgebildet.  
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Abbildung 34: Konzentrationsabhängige Veränderungen des oxidativen Bursts der Granulozyten bei 
Präinkubation mit Ferritin (1) und anschließender Aktivierung mit PMA. Die genauen Mediane der Flu-
oreszenzintensität von niedriger nach hoher Konzentration von Ferritin sind 594, 813, 1860, 2308 afu. 

Mit Ferritin (2) wurden drei Versuche mit den Konzentrationen 500, 1000, 5000 und 

10000 ng/mL durchgeführt. In folgenden Abbildungen (Abbildung 35, Abbildung 36) ist 

die mediane Intensität des oxidativen Bursts nach Präinkubation der PMNs mit ver-

schiedenen Konzentrationen Ferritin ohne anschließende Aktivierung sowie mit an-

schließender Aktivierung durch TNFα/fMLP dargestellt. 
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Abbildung 35: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen von Ferritin (2) ohne anschließende Aktivierung. N liegt pro Boxplot bei 3. 

 

 

Abbildung 36: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen von Ferritin (2) und anschließender Aktivierung mit TNFα/fMLP. N liegt pro Boxplot 
bei 3. 

Die mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs ohne Aktivierungssubstanz 

liegt zwischen 1,86 afu (0 ng/mL Ferritin) und 2,23 afu (10000 ng/mL Ferritin). Mit 

TNFα/fMLP liegen die Mediane der einzelnen Gruppen zwischen 10 und 15 afu. Es 
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gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den medianen Intensitäten der einzel-

nen Gruppen.  

In folgender Abbildung 37 ist die mediane Intensität des oxidativen Bursts nach PMA-

Aktivierung graphisch dargestellt.  

 

Abbildung 37: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen von Ferritin (2) und anschließender Aktivierung mit PMA. N liegt pro Boxplot bei 3.  

Von der 0 ng/mL-Gruppe (505 afu) zur 10000 ng/mL-Gruppe (679 afu) gibt es einen 

konzentrationsabhängigen Anstieg der medianen Intensität des oxidativen Bursts. Die-

ser ist statistisch nicht signifikant. Trägt man die Werte einzeln nach Versuchen auf-

geteilt auf ergibt sich Abbildung 38. 
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Abbildung 38: Einzelwerte der medianen Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation 
mit verschiedenen Konzentrationen von Ferritin (2) und anschließender Aktivierung mit PMA. Die Werte 
sind nach Versuchen aufgeteilt. 

In Abbildung 38 sieht man einen konzentrationsabhängigen Anstieg der medianen In-

tensität des oxidativen Bursts in jedem Versuch. Um die absolute Änderung berechnen 

und vergleichen zu können, wird pro Graph die Fluoreszenz der Kontrolle abgezogen. 

Werden nun die absoluten Änderungen in einer Grafik veranschaulicht, ergibt sich Ab-

bildung 39.   



 

   58 
 

 

Abbildung 39: Absolute Änderung der medianen Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präin-
kubation mit verschiedenen Konzentrationen Ferritin (2) und anschließender Aktivierung mit PMA. N 
liegt pro Boxplot bei 3.  

Im Vergleich der Kontrolle zur 10000 ng/mL-Gruppe besteht eine absolute Änderung 

der medianen Intensität von 210 afu. Diese Veränderung ist statistisch signifikant.   

3.4.3.2 Antigenexpression  

Im Überblick (Tabelle 3) wurde lediglich ein marginaler Effekt durch Ferritin (1) auf die 

Expression der Oberflächenantigene festgestellt. Im Folgenden wird nochmal genauer 

auf die einzelnen Antigene eingegangen. Die PMNs wurden mit verschiedenen Kon-

zentrationen Ferritin (1) (unter 3.4.3.1 beschrieben) präinkubiert und anschließend 

wieder mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA oder ohne Aktivierungssubstanz inku-

biert.  

Folgende Abbildung 40 und Abbildung 41 zeigen die mediane Intensität der Expres-

sion des Oberflächenproteins CD11b nach Präinkubation mit Ferritin ohne anschlie-

ßende Aktivierung bzw. mit anschließender Aktivierung durch Ionomycin, TNFα/fMLP 

oder PMA. 
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Abbildung 40: Mediane Intensität von CD11b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Ferritin (1) ohne anschließende Aktivierung. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 10. 

 

 

Abbildung 41: Mediane Intensität von CD11b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Ferritin (1) und anschließender Aktivierung mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA. N liegt 
pro Boxplot zwischen 3 und 6. 
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Mit den diversen Aktivierungssubstanzen ergeben sich erheblich höhere Werte der 

medianen Intensität als ohne Anwendung einer Aktivierungssubstanz. Unabhängig 

von den verschiedenen Konzentrationen Ferritin (1), mit denen die PMNs präinkubiert 

worden sind, wurden keine signifikanten Veränderungen in Bezug auf die mediane In-

tensität von CD11b festgestellt. Verglichen wurde innerhalb jeder Gruppe der Aktivie-

rungssubstanzen.  

Als nächstes wird auf die Expression von CD62L eingegangen (Abbildung 42, Abbil-

dung 43). 

 

Abbildung 42: Mediane Intensität von CD62L nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Ferritin (1) ohne anschließende Aktivierung bzw. mit anschließender Aktivierung mit Iono-
mycin. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 10.  
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Abbildung 43: Mediane Intensität von CD62L nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Ferritin (1) und anschließender Aktivierung mit TNFα/fMLP oder PMA. N liegt pro Boxplot 
zwischen 3 und 6. 

Werden die Werte innerhalb einer Gruppe der gleichen Aktivierungssubstanz vergli-

chen, lassen sich keine signifikanten Veränderungen der Expression von CD62L nach 

Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Konzentrationen Ferritin (1) messen.  

Als letztes Antigen steht CD66b im Fokus. Die Veränderungen der medianen Intensität 

werden in Abbildung 44 und Abbildung 45 gezeigt.  
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Abbildung 44: Mediane Intensität von CD66b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Ferritin (1) ohne anschließende Aktivierung. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 10. 

 

 

Abbildung 45: Mediane Intensität von CD66b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Ferritin (1) und anschließender Aktivierung mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA. N liegt 
pro Boxplot zwischen 3 und 6. 
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Es zeigt sich, dass die mediane Intensität von CD66b innerhalb der Gruppe einer Ak-

tivierungssubstanz unverändert bleibt, unabhängig von der Konzentration an Ferri-

tin (1), mit der die PMNs präinkubiert worden sind.  

3.4.4 Ergebnisse zum Einfluss von Fibrinogen auf die Antigenexpression und 

den oxidativen Burst der PMNs  

Mit Fibrinogen wurden Durchflusszytometer-Versuche in unterschiedlichen Konzent-

rationen durchgeführt und der oxidative Burst sowie die Expression von CD11b, 

CD62L und CD66b erfasst. Die Konzentrationen sind 0 (Kontrolle); 0,5; 1,4; 2,8 und 

5 mg/mL Fibrinogen. Die PMNs wurden ebenfalls mit den verschiedenen Konzentrati-

onen Fibrinogen präinkubiert und anschließend mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA 

entweder aktiviert oder nicht aktiviert.   

3.4.4.1 Oxidativer Burst 

Die Ergebnisse zum Ausmaß des oxidativen Bursts nach Präinkubation der PMNs mit 

Fibrinogen werden im nachfolgenden Abschnitt vorgestellt. Abbildung 46 und Abbil-

dung 47 stellen das Ausmaß des oxidativen Bursts ohne Aktivierung der PMNs und 

mit Aktivierung der PMNs durch Ionomycin und PMA dar.  

 

Abbildung 46: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen Fibrinogen und anschließender Aktivierung mit Ionomycin bzw. ohne anschlie-
ßende Aktivierung. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 6. 
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Abbildung 47: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen Fibrinogen und anschließender Aktivierung mit PMA. N liegt pro Boxplot zwischen 
3 und 6. 

Es wird deutlich, dass es mit den Aktivierungssubstanzen Ionomycin und PMA sowie 

ohne Aktivierungssubstanz unabhängig von der Konzentration von Fibrinogen keine 

Veränderungen der medianen Intensität des oxidativen Bursts gibt. Wird nach Präin-

kubation der PMNs mit Fibrinogen anschließend mit TNFα/fMLP aktiviert und der oxi-

dative Burst detektiert, lassen sich die Ergebnisse in folgende Abbildung 48 darstellen.   
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Abbildung 48: Mediane Intensität des oxidativen Bursts der PMNs nach Präinkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen Fibrinogen und anschließender Aktivierung mit TNFα/fMLP. N liegt pro Boxplot 
zwischen 3 und 6. 

Hierbei ist die mediane Intensität des oxidativen Bursts mit jeder Konzentration Fibri-

nogen höher als der Wert der Kontrolle (17 afu). Die Veränderung der Kontrolle zur 

5 mg/mL-Gruppe (64 afu) ist statistisch signifikant.   

3.4.4.2 Antigenexpression 

Als nächstes wird auf die Veränderungen der Antigenexpression nach Präinkubation 

der PMNs mit Fibrinogen eingegangen. Begonnen wird mit dem Protein CD11b. Be-

trachtet man die mediane Intensität von CD11b der PMNs ohne Aktivierung, ergibt sich 

folgende Abbildung 49. 
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Abbildung 49: Mediane Intensität von CD11b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Fibrinogen ohne anschließende Aktivierung. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 10.  

Im Vergleich zum Kontrollwert (97 afu) erhöhen sich die medianen Intensitäten von 

CD11b nach Präinkubation mit Fibrinogen. Die Veränderung zur 0,5 mg/mL Fibrino-

gen-Gruppe (1900 afu) ist dabei statistisch signifikant.  

In Abbildung 50 wird die mediane Intensität von CD11b nach Aktivierung mit Ionomy-

cin, TNFα/fMLP und PMA graphisch dargestellt.  
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Abbildung 50: Mediane Intensität von CD11b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Fibrinogen und anschließender Aktivierung mit Ionomycin, TNFα/fMLP oder PMA. N liegt 
pro Boxplot zwischen 3 und 6.  

Im paarweisen Vergleich der Werte der Fibrinogen-Gruppen und der Kontrolle gibt es, 

nach Aktivierung mit TNFα/fMLP, PMA oder Ionomycin, keine statistisch signifikanten 

Unterschiede.  

Als nächstes wird die Expression von CD62L nach Präinkubation der PMNs mit Fibri-

nogen ohne anschließende Aktivierung betrachtet. Die Ergebnisse hierzu finden sich 

in Abbildung 51. 
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Abbildung 51: Mediane Intensität von CD62L nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Fibrinogen ohne anschließende Aktivierung. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 10.  

Wird die mediane Intensität von CD62L jeweils von der Kontrolle (120 afu) zu den 

Werten der einzelnen Fibrinogen-Gruppen verglichen, zeigt sich zu diversen Fibrino-

gen-Gruppen ein statistisch signifikanter Unterschied. Der Median der 1,4 mg/mL- und 

2,8 mg/mL Fibrinogen-Gruppe beträgt 22 afu, derjenige der 5 mg/mL Fibrinogen-

Gruppe 23 afu.  

Wird die Expression von CD62L auf der Oberfläche der PMNs betrachtet gibt es nach 

Aktivierung mit TNFα/fMLP oder PMA jeweils keine signifikanten Veränderungen der 

medianen Intensität zwischen der Kontrolle und den Fibrinogen-Gruppen (Abbildung 

52).  
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Abbildung 52: Mediane Intensität von CD62L nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Fibrinogen und anschließender Aktivierung mit TNFα/fMLP oder PMA. N liegt pro Boxplot 
zwischen 3 und 6. 

Werden die PMNs nach Fibrinogen-Präinkubation mit Ionomycin aktiviert, resultiert fol-

gende Abbildung 53.  

 

Abbildung 53: Mediane Intensität von CD62L nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Fibrinogen und anschließender Aktivierung mit Ionomycin. N liegt pro Boxplot zwischen 3 
und 6.  
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Mit jeder Konzentration Fibrinogen ist die mediane Intensität von CD62L niedriger als 

die der Kontrolle (83 afu). Die Veränderung der medianen Intensität im Vergleich der 

Kontrolle und der 2,8 mg/mL-Gruppe (33 afu) ist statistisch signifikant.  

Zuletzt wird die Expression von CD66b nach Präinkubation der PMNs mit Fibrinogen 

präsentiert. Die Auswertung bringt folgende zwei Abbildungen (Abbildung 54, Abbil-

dung 55) hervor. 

 

Abbildung 54: Mediane Intensität von CD66b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Fibrinogen ohne anschließende Aktivierung oder mit anschließender Aktivierung durch 
TNFα/fMLP. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 10.  
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Abbildung 55: Mediane Intensität von CD66b nach Präinkubation der PMNs mit verschiedenen Kon-
zentrationen Fibrinogen mit anschließender Aktivierung durch Ionomycin oder PMA. N liegt pro Boxplot 
zwischen 3 und 6.  

Es zeigt sich, dass die Expression von CD66b ohne Aktivierung der PMNs und mit 

Aktivierung der PMNs durch TNFα/fMLP oder Ionomycin eine signifikante Verände-

rung der Kontrolle zu jeweils einer Konzentration Fibrinogen aufweist. Ohne Aktvie-

rungssubstanz ist die mediane Intensität der Kontrolle 125 afu und die der 2,8 mg/mL 

Fibrinogen-Gruppe 661 afu. Nach Aktvierung der PMNs mit TNFα/fMLP liegt der Me-

dian der Kontrolle bei 2035 afu und derjenige der 2,8 mg/mL Fibrinogen-Gruppe bei 

3250 afu. Nach Aktivierung mit Ionomycin ist der Median der Kontrolle 632 und derje-

nige der 1,4 mg/mL Fibrinogen-Gruppe 4783 afu.  

3.5 Ergebnisse der „Live-Cell-Imaging“-Versuche 

Um die Migration, die ROS-Produktion, die MPO-Freisetzung und das NETose-Ver-

halten genauer analysieren zu können, wurden „Live-Cell-Imaging“-Versuche durch-

geführt. Der Einfluss der APPs CRP und Ferritin auf die Granulozytenfunktionalitäten 

wurde untersucht. In den Versuchen, die den Einfluss von CRP auf die PMNs unter-

suchen, wurden Ansätze mit und ohne fMLP in den Reservoirs umgesetzt. In den Fer-

ritin-Versuchen wurde mit Ferritin (1) gearbeitet. Teilweise wurde TNFα in den Kanal 

zu den PMNs oder in die Reservoirs als zusätzliche Aktivierungssubstanz hinzugefügt.  
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3.5.1 Ergebnisse zum Einfluss von CRP auf die Migration, ROS-Produktion und 

-Intensität, die MPO-Freisetzung und das NETose-Verhalten der PMNs 

Es wurden acht Versuche mit dem APP CRP durchgeführt. Dabei wurde der Einfluss 

von CRP in den Konzentrationen 1 mg/L und 10 mg/L auf die PMNs untersucht. Drei 

dieser Versuche hatten kein fMLP in einem der Reservoirs. Fünf Versuche wurden mit 

fMLP in einem der Reservoirs zum Aufbau des chemotaktischen Gradienten durchge-

führt.  

3.5.1.1 Track Length  

Nachstehend wird die Track Length der neutrophilen Granulozyten und der Einfluss 

verschiedener Konzentrationen CRP ohne Zugabe von fMLP präsentiert (Abbildung 

56). Da es ohne fMLP als Chemoattraktant nicht zu dem typischen Bild mit Abnahme 

der Track Length über die Zeit kommt, wird zuerst die Auswertung der Track Length in 

halb-Stunden-Abschnitten gezeigt. 

 

Abbildung 56: Darstellung der Track Length der PMNs unter Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen 
CRP über 180 min ohne den Lockstoff fMLP.  

Die Mediane der Track Length liegen unabhängig von der Versuchsbedingung und 

des Zeitraums in etwa bei 40 µm. Wird die TDX ausgewertet, sieht man keine gerich-

tete Migration in X-Richtung. Die Mediane der TDX befinden sich um den 0-Punkt. 

Wird die Track Length der Versuche mit fMLP in den Reservoirs betrachtet (Abbildung 

57), zeigt sich das typische Migrationsbild, wie es unter 3.3.1.1.1 beschrieben wird.  
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Abbildung 57: Darstellung der Track Length der PMNs unter Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen 
CRP über 180 min mit Zugabe des Lockstoffs fMLP in eines der Reservoirs. 

In der folgenden Abbildung 58 wird die erste Stunde des Beobachtungszeitraums zu-

sammengefasst. Es wird die Track Length der PMNs mit verschiedenen Konzentratio-

nen CRP mit oder ohne fMLP betrachtet.  

 

Abbildung 58: Track Length der PMNS unter Einfluss verschiedener Konzentrationen CRP mit und ohne 
fMLP in den Reservoirs im Beobachtungszeitraum 1 – 60 min. Die Anzahl der beobachteten Zellen liegt 
pro Boxplot zwischen 313 und 3054.  
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In der Gruppe „kein Lockstoff“ gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen der 

Track Length der Kontrolle und der Track Length nach Zugabe von CRP, unabhängig 

der Konzentration von CRP. Mit fMLP in einem der Reservoirs liegt die Track Length 

der Kontrolle im Median bei 253 µm, unter Einfluss von 1 mg/mL CRP bei 198 µm und 

unter Einfluss von 10 mg/mL CRP bei 222 µm. Im paarweisen Vergleich gibt es signi-

fikante Unterschiede der Track Length zwischen allen drei Bedingungen.   

3.5.1.2 NETose und Freisetzung der Myeloperoxidase 

In Abbildung 59 werden die Zeitpunkte, an denen die Hälfte der Granulozyten unter 

Einfluss verschiedener Konzentrationen CRP in die NETose gegangen sind, darge-

stellt.  

 

Abbildung 59: Darstellung der ET50NETose-Werte der PMNS unter Einfluss verschiedener Konzentra-
tionen CRP mit und ohne fMLP in den Reservoirs. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 5.  

Werden die ET50NETose-Werte innerhalb der Gruppen „kein Lockstoff“ und „fMLP“ 

verglichen, gibt es keine signifikanten Veränderungen dieser, unabhängig von der 

Konzentration CRP, mit der die PMNs inkubiert worden sind.  

Als nächstes werden die ET50-Werte der MPO-Freisetzung nach Zugabe von 0, 1 oder 

10 mg/L CRP zu den PMNs veranschaulicht (Abbildung 60). 



 

   75 
 

 

Abbildung 60: Darstellung der ET50MPO-Werte der PMNS unter Einfluss verschiedener Konzentratio-
nen CRP mit und ohne fMLP in den Reservoirs. N liegt pro Boxplot zwischen 3 und 5.  

Dabei wird deutlich, dass keine signifikanten Unterschiede der ET50MPO-Werte vorlie-

gen, wenn kein Lockstoff in eines der Reservoirs hinzugefügt wurde. Wurde fMLP hin-

zugefügt, zeigt sich eine frühere MPO Freisetzung durch die PMNs unter Einfluss von 

10 mg/L CRP (444 min) im Vergleich zur Kontrolle (657 min). Diese Veränderung ist 

statistisch jedoch nicht signifikant.   

3.5.1.3 ROS-Produktion und Intensität 

Nach Inkubation der PMNs mit 0, 1 und 10 mg/L CRP gibt es hinsichtlich der TmaxROS-

Werte nur Ergebnisse der Versuche ohne fMLP (Abbildung 61). Die Versuche mit fMLP 

konnten nicht ausgewertet werden, da die ROS-Kurven zwei Maxima besaßen und 

somit nicht eindeutig waren. 
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Abbildung 61: TmaxROS-Werte der PMNs unter Einfluss verschiedener Konzentrationen CRP ohne fMLP 
in den Reservoirs. N liegt pro Boxplot bei 3.  

Betrachtet man die drei Versuche ohne fMLP präsentieren sich die Mediane der 

TmaxROS-Werte aller drei Bedingungen bei ca. 400 min. Es gibt keine statistisch signi-

fikanten Unterschiede im paarweisen Vergleich.  

Abbildung 62 stellt die mediane Intensität der ROS-Produktion durch die PMNs ohne 

fMLP in den Reservoirs nach Inkubation der PMNs mit unterschiedlichen Konzentrati-

onen CRP dar.    
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Abbildung 62: Darstellung der medianen Intensität der ROS-Produktion durch PMNs über 20 h unter 
Einfluss von 0; 1; 10 mg/L CRP ohne fMLP als Chemoattraktant. Fehlerbalken: 95% CI. N liegt pro 
Gruppe im Zeitintervall 1 + 2 h zwischen 90 und 99 und im Zeitintervall 19 + 20 h zwischen 93 und 96.  

Die drei Kurven beschreiben einen ähnlichen Verlauf, mit dem Unterschied, dass die 

Kurve der Kontrolle (blau) einen niedrigeren Ausgangswert und während der gesamten 

Zeit eine niedrigere Intensität als die 1 mg/L- und 10 mg/L-Gruppe hat. Zum Zeitpunkt 

1 + 2 h ist der Median der Kontrolle 7,95 afu, derjenige der 1 mg/L-Gruppe 8,35 afu 

und derjenige der 10 mg/L-Gruppe 8,64 afu. Die mediane Intensität der ROS-Produk-

tion der Kontrolle zeigt jeweils einen signifikanten Unterschied zu der der CRP-Grup-

pen mit p < 0,001. Die ROS-Intensität der Gruppen mit CRP liegt während des gesam-

ten Zeitraums über derjenigen der Kontrolle.  

Wird der Einfluss von CRP auf die Intensität der ROS-Produktion unter Zugabe von 

fMLP in eines der Reservoirs betrachtet, ergibt sich folgende Abbildung 63. 
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Abbildung 63: Darstellung der medianen Intensität der ROS-Produktion durch PMNs über 20 h unter 
Einfluss von 0; 1; 10 mg/L CRP mit fMLP als Chemoattraktant. Fehlerbalken: 95% CI. N liegt pro Gruppe 
im Zeitintervall 1 + 2 h zwischen 160 und 165 und im Zeitintervall 19 + 20 h zwischen 155 und 160.   

Im Zeitintervall 1 + 2 h liegen die Mediane der verschiedenen Versuchsbedingungen 

nah beieinander. Trotzdem ist der Unterschied zwischen der 10 mg/L-Gruppe (8,94) 

und der Kontrolle (8,68 afu) (p < 0,001) und der 10 mg/L und der 1 mg/L-Gruppe 

(8,85 afu) (p = 0,002) signifikant.  

3.5.2 Ergebnisse zum Einfluss von Ferritin auf die Migration, ROS-Produktion 

und -Intensität, die MPO-Freisetzung und das NETose-Verhalten der PMNs 

Es wurden insgesamt 14 „Live-Cell-Imaging“-Versuche mit Inkubation der PMNs mit 

Ferritin durchgeführt. Die Bedingungen der einzelnen Versuche unterschieden sich 

teilweise hinsichtlich der Zugabe von TNFα. Es wurde immer fMLP als Chemoattrak-

tant in eines der Reservoirs hinzugefügt. Zuerst wurden drei Versuche mit den Kon-

zentrationen 0 ng/mL, 150 ng/mL und 1000 ng/mL Ferritin angesetzt. Daraufhin wur-

den weitere vier Versuche durchgeführt, die folgende Bedingungen (Tabelle 4) abde-

cken sollen: 

 

Tabelle 4: Übersicht Versuchsbedingungen „Live-Cell-Imaging“-Versuche mit Ferritin (0, 1000 ng/mL) 
und TNFα ausschließlich in den Reservoirs des ibidi-Slides. 
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Darüber hinaus wurden sieben weitere Versuche durchgeführt. Die Versuchsbedin-

gungen zu den sieben Versuchen veranschaulicht Tabelle 5.  

 

Tabelle 5: Übersicht Versuchsbedingungen „Live-Cell-Imaging“-Versuche mit Ferritin (0; 1000 ng/mL) 
und TNFα im Kanal und den Reservoirs des ibidi-Slides.  

3.5.2.1 Track Length 

Die Daten der Track Length der ersten drei Versuche, welche ohne Einfluss von TNFα 

erhoben wurden, konnten nicht ausgewertet werden, da zu dem Zeitpunkt der Kon-

densor des Mikroskops nicht funktionierte und dadurch das Programm IMARIS die 

Zellen nicht unterscheiden und tracken konnte. 

Die Auswertung der Track Length der Versuche, welche TNFα in den Reservoirs hat-

ten, ergibt folgende Abbildung 64. In dieser ist die Track Length der ersten Stunde des 

Beobachtungszeitraums zur besseren Übersicht zusammengefasst.  

 

Abbildung 64: Track Length der PMNs unter Einfluss von Ferritin (0, 1000 ng/mL), sowie TNFα (0, 10 
ng/mL) in den Reservoirs in der ersten Stunde des Beobachtungszeitraums. Die Anzahl der beobach-
teten Zellen liegt pro Boxplot zwischen 560 und 1302.   

Ist kein TNFα in den Reservoirs, verkürzt sich die Track Length der PMNs mit 1000 

ng/mL Ferritin (57 µm) im Vergleich zur Track Length mit 0 ng/mL Ferritin (70 µm). 

Diese Veränderung ist statistisch signifikant. Mit TNFα in den Reservoirs verlängert 
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sich hingegen die Track Length (0 ng/mL Ferritin: 60 µm; 1000 ng/mL Ferritin: 72 µm). 

Auch diese Veränderung ist statistisch signifikant.  

In folgender Abbildung 65 wird die Track Length der sieben Versuche, welche teilweise 

TNFα in den Kanälen und in den Reservoirs haben, in der ersten Stunde des Beobach-

tungszeitraums betrachtet.  

 

Abbildung 65: Track Length der PMNs unter Einfluss von Ferritin (0, 1000 ng/mL), sowie TNFα (0, 10 
ng/mL) in dem Kanal und den Reservoirs in der ersten Stunde des Beobachtungszeitraums. Die Anzahl 
der beobachteten Zellen liegt pro Boxplot zwischen 1977 und 2277. 

Der Median der Kontrolle liegt bei 73 µm, derjenige der Gruppe 1 (TNFα im Kanal und 

den Reservoirs) bei 80 µm und derjenige der Gruppe 2 (1000 ng/mL Ferritin + TNFα 

im Kanal und den Reservoirs) bei 67 µm. Es ergibt sich ein statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen der Kontrolle und Gruppe 2 und zwischen Gruppe 1 und 

Gruppe 2. 

3.5.2.2 NETose und Freisetzung der Myeloperoxidase 

Abbildung 66 zeigt die ET50NETose-Werte verschiedener Versuchsbedingungen. Da-

bei wurden die PMNs wieder mit verschiedenen Konzentrationen Ferritin inkubiert und 

TNFα teilweise mit in die Reservoirs oder den Kanal hinzugegeben.  
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Abbildung 66: ET50-Werte der NETose unter Einfluss von Ferritin (150; 1000 ng/mL) und TNFα (10 
ng/mL). N liegt pro Boxplot zwischen 2 und 14. 

Zuerst werden die Werte betrachtet, die keinem Einfluss von TNFα unterlagen. Dabei 

sieht man eine konzentrationsabhängige Zunahme der ET50NETose-Zeitpunkte. Ver-

gleicht man den Median der Kontrolle (442 min) und den Wert der 1000 ng/mL-Probe 

(685 min), gibt es einen statistisch signifikanten Unterschied. Wurde TNFα verwendet, 

unabhängig davon, ob es in den Reservoirs oder zusätzlich im Kanal eingesetzt wurde, 

liegen keine signifikanten Unterschiede der ET50NETose-Werte in Hinsicht auf die Fer-

ritin-Konzentration vor.  

Abbildung 67 präsentiert die ET50-Werte der MPO-Freisetzung durch die PMNs unter 

Einfluss von Ferritin und TNFα. 
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Abbildung 67: ET50-Werte der MPO-Freisetzung unter Einfluss von Ferritin (150; 1000 ng/mL) und TNFα 
(10 ng/mL). N liegt pro Boxplot zwischen 2 und 14. 

Werden die PMNs mit Ferritin, jedoch ohne TNFα inkubiert, ergibt sich ein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen den ET50MPO-Werten der 0 ng/mL Ferritin-Gruppe 

(510 min) und denjenigen der 150 ng/mL-Ferritin-Gruppe (793 min). Ansonsten gibt es 

keine statistisch signifikanten Unterschiede, unabhängig davon, ob TNFα in den Re-

servoirs oder zusätzlich mit im Kanal eingesetzt wurde. 

3.5.2.3 ROS-Produktion und Intensität 

Die TmaxROS-Werte der ROS-Produktion durch die PMNs können nur unter den Be-

dingungen der Versuche mit TNFα in den Reservoirs und dem Kanal ausgewertet wer-

den. In den anderen Experimenten hatten die Kurven der ROS-Werte fast ausschließ-

lich zwei Maxima und waren so nicht eindeutig. 

Die folgende Abbildung 68 zeigt die TmaxROS-Werte nach Inkubation der PMNs mit 

Ferritin (1000 ng/mL) und Zugabe von TNFα (10 ng/mL) in den Reservoirs und dem 

Kanal.  
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Abbildung 68: TmaxROS-Werte unter Einfluss der PMNs von Ferritin (1000 ng/mL) und TNFα (10 ng/mL) 
im Kanal und den Reservoirs. N liegt pro Boxplot bei 7. 

Es wird ein deutlicher Unterschied zwischen dem TmaxROS-Wert der Kontrolle zu den 

Werten der anderen beiden Bedingungen sichtbar. In den Gruppen TNFα und TNFα + 

Ferritin zeigen sich die Zeitpunkte der maximalen ROS-Produktion früher. Statistisch 

signifikant ist der Unterschied zwischen den TmaxROS-Werten der Kontrolle (212 min) 

und der Gruppe Ferritin + TNFα (61 min).  

Zuletzt wird die mediane Intensität der ROS-Produktion betrachtet. Im Folgenden wer-

den die Versuche mit TNFα im Kanal und den Reservoirs dargestellt (Abbildung 69). 
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Abbildung 69: Mediane Intensität der ROS-Produktion durch PMNs unter Einfluss von TNFα (10 ng/mL) 
und Ferritin (1000 ng/mL) über 20 h. Fehlerbalken: 95% CI. N liegt pro Gruppe im Zeitintervall 1 + 2 h 
zwischen 224 und 225 und im Zeitintervall 19 + 20 h zwischen 223 und 224. 

Es lässt sich beobachten, dass in den ersten zwei Stunden die Intensität der ROS-

Produktion durch die PMNs in den Proben mit Ferritin am höchsten ist (15,52 afu). Hier 

gibt es einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Werten der Ferritin + 

TNFα-Gruppe und den jeweiligen Werten der Kontrolle (14,4 afu) und der TNFα-

Gruppe (14,8 afu) mit p < 0,001. Im weiteren Verlauf nimmt die mediane Intensität in 

allen drei Graphen ab. 
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4 Diskussion 

Im Folgenden wird zunächst auf die Ergebnisse eingegangen. Anschließend werden 

diese interpretiert und mit aktueller Literatur verglichen. Dazu werden die einzelnen 

Substanzen separat aufgeführt. Am Ende der Diskussion wird darüber hinaus auf die 

Limitierungen der angewandten Methodik eingegangen.  

Die Granulozyten wurden bei allen Versuchen durch Dichtegradientenzentrifugation, 

wie in 2.1 beschrieben, isoliert und anschließend mit verschiedenen Substanzen inku-

biert. Die verschiedenen Funktionalitäten der PMNs wurden mit Hilfe der Durchflusszy-

tometrie oder des „Live-Cell-Imaging“ gemessen und analysiert. Bei den Funktionali-

täten handelte es sich um die Expression der Oberflächenproteine CD11b, CD62L und 

CD66b, die ROS-Produktion einschließlich der Intensität dieser, die MPO- sowie NET-

Freisetzung durch die PMNs und die Track Length.  

4.1 Beeinflussung der neutrophilen Granulozyten durch FKS 

Die Granulozyten wurden mit verschiedenen Konzentrationen an FKS (0 %, 1 %, 5 %, 

10 %, 60 %) inkubiert und in die Kanäle der Slides gefüllt. Daraufhin wurden durch 

„Live-Cell-Imaging“ die verschiedenen Verteidigungsmechanismen der PMNs aufge-

zeichnet. Dies dient der Methodenklärung und Optimierung. Betrachtet man die Er-

gebnisse aus 3.3.1, zeigt sich, dass die PMNs nach Inkubation mit 0 % FKS meistens 

am frühesten in die NETose gehen. Die PMNs durchlaufen nach Inkubation mit höhe-

ren FKS-Konzentrationen zu einem späteren Zeitpunkt die NETose-Formation. Dies 

gilt ebenfalls für die MPO-Freisetzung und ROS-Produktion. Ebenso sinkt die Intensität 

der ROS-Produktion über die Zeit hinweg, wenn die PMNs mit niedrigen FKS-Konzent-

rationen (0 und 1 %) inkubiert wurden und steigt, wenn sie höheren FKS-Konzentrati-

onen (10 und 60 %) ausgesetzt sind. Dieses Muster lässt sich auch bei der Auswertung 

der Track Length beobachten, bei der die Granulozyten ohne FKS am wenigsten weit 

migrieren. Betrachtet man dies gesamthaft, so lässt sich eine Korrelation zwischen den 

einzelnen Parameter annehmen. Eine spätere ROS-Produktion geht tendenziell so-

wohl mit einer späteren MPO-Freisetzung und NET-Formation als auch mit einer ver-

längerten Track Length einher. Das Ziel dieser Vorversuche war es, die optimale Kon-

zentration an FKS herauszufinden, die die Granulozyten und ihre Funktionalität am 

wenigsten beeinflusst und gewährleistet, dass die PMNs möglichst lange aktiv sind 
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und somit möglichst lange beobachtet werden können. Anhand der eben beschriebe-

nen Ergebnisse wurde der Schluss gezogen, in allen weiteren Vor- und Hauptversuche 

mit einem Anteil von 10 % FKS in den Proben zu arbeiten, da die PMNs damit tenden-

ziell für den längsten Zeitraum aktiv waren. Der sonstige Standard bei anderen Versu-

chen im Anästhesie Labor des Universitätsklinikums Regensburg waren ebenfalls 

10 % FKS anteilig am Gesamtvolumen. Die beobachteten Ergebnisse stimmen mit de-

nen aus der Literatur überein, in welcher PMNs unter Serum-freien Bedingungen eben-

falls früher in die NETose gehen als PMNs, welche mit humanem Serum kultiviert wur-

den [66]. Natürlich unter Berücksichtigung des Umstands, dass humanes Serum und 

FKS unterschiedliche Wirkungen auf Zellen haben können, wie von Heger et al. bei 

verschiedenen Gebärmutterhalskrebs-Zelllinien beschrieben [67]. Jedoch konnten Ali-

pour et al. aufzeigen, dass es nach 12 h keinen signifikanten Unterschied zwischen 

der Apoptoserate von PMNs gibt, die in einem Medium mit 10 % FKS kultiviert worden 

sind und PMNs, die in einem Medium mit 10 % autologem humanem Plasma in Kultur 

genommen wurden. Ein Unterschied ergibt sich erst beim zweiten Beobachtungszeit-

punkt von 36 h [68]. Der Beobachtungszeitraum der PMNs in dieser Arbeit beträgt 20 

h. Der Versuchsaufbau und die Ergebnisse der Literatur lassen sich somit nicht auf die 

Versuche dieser Arbeit übertragen. Die Tendenz der Ergebnisse lässt sich aber den-

noch vergleichen.   

4.2 Beeinflussung der neutrophilen Granulozyten durch Ionomycin 

Mit dem Ionophor Ionomycin wurden verschiedene Vorversuche durchgeführt. Das Ziel 

dieser Vorversuche war es, mit einer Substanz zu arbeiten, die einen anderen Aktivie-

rungsweg geht als PMA oder TNFα/fMLP. Außerdem sollte diese Substanz in einer 

Konzentration mit den PMNs inkubiert werden, welche weder in einer maximalen noch 

minimalen Aktivierung der PMNs resultiert. Dies lässt sich graphisch anhand einer sig-

moidalen Kurve erläutern. Stellt man sich die Aktivierung der Granulozyten als eine 

solche vor, können eventuelle Einflüsse der endogenen Substanzen besser detektiert 

werden, wenn die PMNs bereits aktiviert sind. Jedoch sollten sie weder minimal noch 

maximal aktiviert sein, sondern ein mittleres Maß an Aktivierung vorweisen. Abbildung 

70 zeigt: sind die Granulozyten nur minimal aktiviert (1), beispielsweise durch Ionomy-

cin, braucht es eine größere Wirkung der endogenen Substanz (von 1 auf 2) auf die 

Granulozyten, um den Aktivierungsgrad ein wenig zu ändern. Dies gilt auch, wenn die 
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PMNs schon maximal aktiviert wären. Weisen die PMNs jedoch einen mittleren Akti-

vierungsgrad auf (3), braucht es nicht viel Wirkung durch endogene Substanzen (von 

3 auf 4) um eine größere Veränderung der Aktivierung der PMNs zu erzielen, welche 

auch leichter erkennbar wäre. Vor diesem Hintergrund wurden zuerst Versuche mittels 

Durchflusszytometrie durchgeführt, in denen die PMNs mit vier verschiedenen Kon-

zentrationen an Ionomycin (0,005; 0,05; 0,5; 5 µM) inkubiert worden sind. Die Ionomy-

cin Konzentrationen orientieren sich an der Literatur von Hoppenbrouwers et al. [69]. 

Anschließend an die Durchflusszytometrie wurden mit den zwei vielversprechendsten 

Konzentrationen „Live-Cell-Imaging“-Experimente durchgeführt. 

 

Abbildung 70: Theorie des mittleren Aktivierungsgrades der PMNs.   

Die Daten aus der Durchflusszytometrie ergaben, dass Ionomycin keinen Einfluss auf 

den oxidativen Burst der PMNs hat. Es zeigt sich ebenfalls kein Einfluss auf CD62L. 

Da sich die mediane Intensität von CD62L jedoch in den Absolutwerten von denen 

späterer Versuche unterscheidet und deutlich niedriger ist, werden die Ergebnisse als 

unrealistisch eingestuft. Gründe hierfür können nicht funktionsfähige Antikörper oder 

eine versäumte Zugabe dieser sein, oder es wurde in der Auswertung der falsche Flu-

oreszenzkanal verwendet, welcher nicht die Veränderung von CD62L anzeigt. Jedoch 

hat Ionomycin einen Einfluss auf die Antigenexpression von CD11b und CD66b und 

führt zu einer konzentrationsabhängigen Steigerung dieser. Bereits 1992 wurde be-

schrieben, dass es eine Abnahme von CD11b/CD18 auf der PMN-Oberfläche gibt, 
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wenn das Ca2+ mit EDTA, einem Chelator, „gefangen“ wird. Daraus wurde geschluss-

folgert, dass Ca2+ obligat für die Expression von CD11b/CD18 ist [70]. Da Ionomycin 

zu einer Ca2+-Steigerung in der Zelle führt, lässt sich ein ähnlicher Effekt erwarten. 

Fiorucci et al. haben PMNs für 30 min mit 100 nM Ionomycin inkubiert und daraufhin 

in der Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurde die Expression von MAC-1 durch 

Ionomycin stark hochreguliert. Dies war jedoch nur der Fall, wenn das Medium Ca2+ 

enthielt [71]. Werden die Diagramme aus 3.3.2.1.2 genauer betrachtet und beispiels-

weise in Abbildung 21 eine sigmoidale Kurve gelegt ergibt sich folgende Abbildung 71. 

Geht man davon aus, dass der Aktivierungsgrad der PMNs mit der Antigenexpression 

von CD66b korreliert, ist 0,5 µM Ionomycin laut dieser Abbildung 71 eine gute Kon-

zentration, um PMNs auf einen mittleren Aktivierungsgrad zu heben. Voraussetzung 

ist natürlich, dass die Theorie des mittleren Aktivierungsgrades korrekt ist. 

 

Abbildung 71: Übertragung der Aktivierungskurve der PMNs auf Abbildung 21. 

Aufgrund dieser Überlegungen und Ergebnisse wurden „Live-Cell-Imaging“ Versuche 

mit 0; 0,1; und 0,5 µM Ionomycin durchgeführt, um auch Veränderungen in der NET-

Freisetzung und Migration der PMNs detektieren zu können. Dabei war die Track 

Length der Granulozyten unter Einfluss von Ionomycin kürzer. Die ROS-Intensität lag 

bei den PMNs nach Inkubation mit Ionomycin unterhalb der Kontrolle. Ein Effekt von 

Ionomycin auf die ROS-Produktion und die MPO-Freisetzung konnte nicht nachgewie-

sen werden. Es wurde auch kein Einfluss von Ionomycin auf die Zeitpunkte der NET-

Freisetzung beobachtet. Jedoch lässt sich anhand der Mediane eine leichte Tendenz 
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zur verfrühten NETose der PMNs unter Ionomycin erkennen. Dies deckt sich mit Er-

gebnissen aus der Literatur, denn Hoppenbrouwers et al. haben isolierte Neutrophile 

mit Ionomycin (3; 5 µg/mL) in Kontakt gebracht und über einen Zeitraum von 3 h beo-

bachtet. Sie beschrieben eine verfrühte Extrusion der DNA, nachdem PMNs durch 

Ionomycin stimuliert wurden, im Vergleich zu unstimulierten PMNs. Letztendlich wurde 

Ionomycin als potenter NETose-Trigger bezeichnet [69]. Auch Parker et al. behandel-

ten Granulozyten mit Ionomycin und stellten daraufhin einen Anstieg der DNA-Fluo-

reszenz im Vergleich zur unbehandelten PMNs fest. Dieser Fluoreszenzanstieg war 

bereits in den ersten 45 min nach der Behandlung nachweisbar. Sind die PMNs über 

90 min mit Ionomycin inkubiert worden, wurde ein konzentrationsabhängiger Anstieg 

der detektierten DNA nachgewiesen. Das bedeutet: 5 µg/mL Ionomycin führten bei 

den Granulozyten zu einer höheren NETose-Rate als 0,6; 1,3 und 2,5 µg/mL Ionomy-

cin [72].  

4.3 Beeinflussung der neutrophilen Granulozyten durch CRP 

Um den Effekt des APPs CRP auf die PMNs zu untersuchen, wurden zuerst „Live-Cell-

Imaging“-Versuche angesetzt. Die PMNs wurden mit 1 und 10 mg/L CRP inkubiert und 

anschließend in die Kanäle der Slides gefüllt. Hierbei wurden Versuche sowohl mit als 

auch ohne dem Chemoattraktant fMLP in den Reservoirs durchgeführt. Diese Kon-

zentrationen und die Besonderheit, Versuche auch ohne fMLP zu machen, entstanden 

aufgrund verschiedener Aussagen in der Literatur. So haben Ling et al. hauptsächlich 

eine Verringerung der intra- und extrazellulären ROS-Produktion von PMNs unter Ein-

fluss von humanem Plasma-CRP festgestellt. Dies war jedoch abhängig davon, ob die 

PMNs stimuliert wurden und wenn ja, welcher Rezeptor (z.B. FcγR oder TLR2/4) sti-

muliert wurde [73]. Vulesevic et al. haben isolierte Neutrophile mit 1; 5; und 10 mg/L 

homopentamerem, rekombinantem, humanem (rh)CRP für 60 min inkubiert und an-

schließend NETs, gekennzeichnet durch Sytox Green, mit konfokaler Mikroskopie auf-

genommen. Dabei beschrieben die Autoren eine signifikante Erhöhung (um das 3,5-

fache) der NETose nach der Behandlung der PMNs mit 10 mg/L CRP im Vergleich zu 

den PMNs, welche mit 1 mg/L CRP in Kontakt gebracht wurden. Letztendlich wurde 

rhCRP (10 mg/L) als genauso wirksamer Auslöser für die NETose wie IL-8 (25 nM) 

charakterisiert [74], welches schon seit 2004, ein bekannter und effizienter Trigger der 

NET-Bildung ist [29]. Die Versuche mit rhCRP wurden ohne weitere Aktivierungssub-

stanz oder Chemoattraktant durchgeführt [74]. Diese Aussagen konnten durch die 
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„Live-Cell-Imaging“-Versuche dieser Arbeit, unabhängig davon, ob fMLP als Lock-

stoff/Aktivator beteiligt war, nicht bestätigt, jedoch auch nicht widerlegt, werden. Die 

NET-Freisetzung fand unter Einfluss von CRP nicht verfrüht statt. Auch die Auswer-

tung der weiteren Parameter zeigte keinerlei Effekt von CRP auf die PMNs. Jedoch 

lag die mediane Intensität der ROS-Produktion bei den Proben mit CRP (sowohl 1 als 

auch 10 mg/L) signifikant oberhalb der medianen Intensität der Kontrolle. Da der       

NETose eine unmittelbare ROS-Produktion vorausgeht, kann die erhöhte ROS-Inten-

sität trotzdem ein Hinweis für die Beeinflussbarkeit der NETose durch CRP sein. Der 

Aussage von Ling et al. widerspricht die erhöhte ROS Intensität jedoch eher, wobei die 

Autoren auch selbst von unterschiedlichen Reaktionen der Zellen der einzelnen Spen-

der auf das CRP sprechen [73]. Da die bis jetzt höchste Konzentrationen von 10 mg/L 

CRP nur einer leicht erhöhten pathologischen Konzentration entspricht, wurden noch 

weitere Daten mittels Durchflusszytometrie erhoben, die nach Inkubation der Gra-

nulozyten mit 50 mg/L CRP entstanden sind. Dies diente der Überprüfung des Einflus-

ses einer höheren pathologischen CRP-Konzentration auf die PMNs. Nach Inkubation 

mit 50 mg/L CRP, wurden die PMNs teilweise noch mit TNFα/fMLP, PMA oder Iono-

mycin getriggert. Diese Versuche mittels Durchflusszytometrie ergaben keinerlei Effekt 

von CRP auf die Antigenexpression oder den oxidativen Burst der Granulozyten. Dies 

passt zur Literatur, die besagt, dass nur monomeres (mCRP), aber nicht pentameres 

(nCRP) CRP die Expression von CD11b hoch regelt [75]. Dort wird jedoch auch von 

einer Abnahme der CD62L-Expression unter Einfluss von mCRP und nCRP gespro-

chen, wobei die Wirkung von mCRP stärker war [75]. In den CRP-Versuchen wurde 

mit nCRP gearbeitet, was den fehlenden Effekt erklären könnte.  

4.4 Beeinflussung der neutrophilen Granulozyten durch Ferritin 

Ferritin wurde als APP für diese Arbeit ausgewählt, da es in der Literatur keinen Nach-

weis für einen direkten Effekt von Ferritin auf die PMNs gibt, es klinisch jedoch eine 

Korrelation zwischen erhöhten Granulozytenzahlen, vermehrter MAC-1 Expression, 

verstärktem oxidativen Stress und erhöhten Ferritin-Werten gibt [76]. Ferritin (1) hat in 

den Versuchen der Durchflusszytometrie (50; 150; 500; 1000 ng/mL) zu einer starken, 

konzentrationsabhängigen Steigerung des oxidativen Bursts geführt. Somit ist ein di-

rekter Zusammenhang zwischen dem Level des oxidativen Stresses im Körper und 

dem Ferritinspiegel durchaus möglich. Auf die Antigenexpression der PMNs hatte Fer-

ritin keinen Einfluss. Da Ferritin (1) nur bis zu einer Konzentration von 1000 ng/mL 
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konzentriert werden konnte, wurden noch weiter Versuche mittels Durchflusszytomet-

rie und Ferritin eines anderen Herstellers (Ferritin (2)) durchgeführt, welches auf 

10000 ng/mL konzentriert werden konnte. Auch hier zeigt sich die Tendenz, dass eine 

höhere Ferritinkonzentration zu vermehrter ROS-Produktion führt, die Unterschiede 

sind jedoch nicht signifikant. Trägt man diese Werte der Ferritin (2)-Versuche einzeln 

auf (Abbildung 38) zeigte sich jedoch eine konzentrationsabhängige Steigerung des 

oxidativen Bursts. Werden die Absolutwerte der Änderung verglichen ist der Unter-

schied der medianen Intensität der Kontrolle gegenüber derer der höchsten Ferritin 

(2)-Konzentration signifikant (Abbildung 39). In der Literatur wird angeführt, dass die 

Isolierung von Ferritin aus natürlichen Quellen in vielen Fällen zur Heterogenität führt 

[41]. Diese Heterogenität könnte zu den unterschiedlich stark ausgeprägten Effekten 

der beiden Ferritine auf die PMNs führen. Da es bei Ferritin (1) keine Auswirkungen 

auf die Antigenexpression der PMNs durch das Ferritin gab, wurden mit Ferritin (2) 

keine Daten bezüglich der Antigenexpression erhoben. Aufgrund der signifikanten Er-

gebnisse in der Durchflusszytometrie, wurden mit Ferritin (1) auch „Live-Cell-Imaging“-

Versuche durchgeführt. Zuerst wurden die PMNs mit 0, 150 oder 1000 ng/mL Ferritin 

inkubiert. Es wurde standardmäßig fMLP in einem der Reservoirs hinzugefügt, TNFα 

war anfangs noch kein Bestandteil der Versuchsreihe. Diese Bedingungen führten zu 

einer verspäteten NETose der PMNs durch 1000 ng/mL Ferritin. Aufgrund der starken 

ROS-Produktion der PMNs nach Inkubation mit Ferritin in der Durchflusszytometrie, 

hätte man eher eine verfrühte NETose erwartet. Daher wurden weitere Versuche ge-

macht, welche zusätzlich mit TNFα in den Reservoirs und anschließend auch noch mit 

TNFα in den Reservoirs und dem Kanal durchgeführt wurden, da dies eher den Ver-

suchsbedingungen der Durchflusszytometrie entsprach. Die Werte der Track Length 

führen bei beiden Versuchsbedingungen zu statistisch signifikanten Unterschieden. 

Bezüglich der ROS-Produktion, der MPO-Freisetzung und der NETose-Fähigkeit gab 

es keine Veränderungen, die alleinig dem Ferritin zuzuschreiben waren, sondern wahr-

scheinlich durch den Effekt von TNFα auf die PMNs entstanden sind. Wird die Inten-

sität der ROS-Produktion mit TNFα in den Reservoirs und dem Kanal betrachtet, ist 

diese anfangs nach Inkubation der PMNs mit Ferritin am stärksten. Dies würde sich 

mit den Durchflusszytometer-Ergebnissen decken, da sich hier die zeitliche Kompo-

nente der zwei verschiedenen Methoden am ehesten vergleichen lässt. Eventuell ent-

stehen die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Methoden dadurch, dass die 

Durchflusszytometrie eine Momentaufnahme ist, die recht bald nach der Inkubation 
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festgehalten wird. Das „Live-Cell-Imaging“ geht dynamisch über einen langen Zeit-

raum, der von der Durchflusszytometrie nicht erfasst wird.  

4.5 Beeinflussung der neutrophilen Granulozyten durch Fibrinogen 

Der Effekt von Fibrinogen in verschiedenen Konzentrationen (0,5; 1,4; 2,8; 5 mg/mL) 

auf die PMNs wurde mittels der Durchflusszytometrie untersucht. Die Konzentration 

2,8 mg/mL stammt aus der Literatur, in welcher mit dieser Konzentration an Fibrinogen 

eine verzögerte NETose nach Aktivierung der PMNs mit Ionomycin nachgewiesen 

werden konnte [77]. Als Ergebnis der Versuche wurde eine steigernde Wirkung von 

Fibrinogen auf den oxidativen Burst nach Aktivierung mit TNFα/fMLP, jedoch nicht 

nach Aktivierung mit PMA oder Ionomycin detektiert. Han et al. haben kürzlich über 

einen Effekt der PMNs auf das Fibrinogen berichtet, aber nicht umgekehrt. Demnach 

sei die ROS-Produktion der PMNs für die Oxidation des Fibrinogens und somit des 

darauffolgenden Abbaus des Fibrinogens mitverantwortlich [78]. Betrachtet man die 

Daten über die Veränderungen der Antigenexpression, zeigt sich eine signifikante Stei-

gerung der CD11b Expression nach alleiniger Stimulation mit Fibrinogen. Auch CD66b 

wurde sowohl nach Präinkubation mit Fibrinogen ohne Aktivierungssubstanz als auch 

nach zusätzlicher Aktivierung mit TNFα/fMLP und Ionomycin vermehrt exprimiert. 

Diese Veränderung wurde bereits durch Rubel et al. gezeigt. Sie beschrieben, dass 

die Bindung von Fibrinogen an CD11b die Aktivierung der PMNs durch einen CD11b-

abhängigen Mechanismus auslöst, der einen Anstieg des intrazellulären Ca2+, eine 

Hochregulierung von CD11b und die Degranulation zur Folge hat [79]. Diese CD11b-

abhängige Bindung hatte außerdem eine vermehrte Expression von CD66b zur Folge, 

die bei 60 min nach Inkubation mit 2 mg/mL humanem Fibrinogen maximal ist [79]. Die 

Expression von CD62L wurde nach Präinkubation mit Fibrinogen gehemmt sowohl 

ohne Aktivierungssubstanz als auch mit anschließender Aktivierung durch Ionomycin. 

Dieser Effekt wurde in der Literatur zwar nicht beschrieben, aber nachdem die Expres-

sion von CD11b sowie CD66b verändert war, und diese Veränderung auch bekannt 

war, ist es naheliegend, dass die Expression von CD62L ebenfalls CD11b-abhängig 

durch Fibrinogen beeinflusst wurde. 

4.6 Limitierungen  

Die Methodik ist in ihrer Darstellung der Wirklichkeit begrenzt. Viele Dinge laufen in-

nerhalb des menschlichen Körpers ganz anders ab als das in vitro den Anschein ma-
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chen mag. Granulozyten gelten als sehr empfindliche Zellen, die auch im menschli-

chen Körper nicht lange überleben (8 h – 5,4 d) [7]. So gibt es Arbeitsgruppen, die die 

PMNs ohne Zentrifugation isolieren, da dies wohl bereits zur Aktivierung der PMNs 

führt [80, 81]. Hundhammer, Gruber et al. zeigten beispielsweise, dass eine erhöhte 

g-Kraft und Dauer der Zentrifugation zu einer geringeren Funktionalität (z.B. Reduktion 

des Migrationsverhaltens und des oxidativer Burst) der PMNs führt [82]. Andererseits 

ist die Zentrifugation der Granulozyten ein gängiges Verfahren zur Isolation, das viele 

Arbeitsgruppen für ihre Arbeit nutzen [66, 68, 69, 72].  

Außerdem wurde bei der Auswertung der TmaxROS-Werte vermehrt eine Kurve illus-

triert, welche zwei Maxima, also somit zwei TmaxROS-Werte vorwies. Trotz visueller 

Kontrolle des durch IMARIS erzeugten Films, konnte nicht eindeutig gesagt werden, 

welches der beiden Maxima nun den tatsächlichen TmaxROS Wert darstellt. Diese Da-

ten wurden daher nicht mit in die Ergebnisse aufgenommen.  

Eine weitere Limitierung findet sich in der statistischen Analyse der Migrationsdaten 

und der Auswertung der ROS Intensität. Diese Daten weisen nur geringe Unterschiede 

der absoluten Zahlen auf, liefern aber häufig signifikante Veränderungen zwischen 

zwei Gruppen. Diese signifikanten Veränderungen entstehen durch die hohe Fallzahl, 

haben aber vermutlich klinisch keinerlei Relevanz.   

Hinzu kommt, dass die Anzahl der Versuche und Werte, die für die Statistik genommen 

wurden, teilweise relativ gering ist. Damit muss die Relevanz der signifikanten Unter-

schiede bei geringer N-Zahl in Frage gestellt werden. Dieser Fehler wird versucht, 

durch Testen rein mit nicht-parametrischen Tests, verhältnismäßig gering zu halten.  

Des Weiteren haben Baker et al. gezeigt, dass es variable Zusammensetzungen von 

FKS von Charge zu Charge gibt, die teilweise zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen 

führen [83]. Bei jedem einzelnen Versuch, der in dieser Arbeit beschrieben ist, wurde 

FKS als Bestandteil des Nährmediums hinzugefügt. Dieses FKS kommt aus verschie-

denen Chargen, was zu einer gewissen Unsicherheit der Ergebnisse beiträgt.  
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5 Zusammenfassung 

PMNs wurden mit verschiedenen Konzentrationen von FKS, Ionomycin, CRP, Fibrino-

gen und Ferritin inkubiert und anschließend verschiedene Granulozytenfunktionalitä-

ten mittels Durchflusszytometrie oder „Live-Cell-Imaging“ detektiert. Hierbei handelt es 

sich in der Durchflusszytometrie um den oxidativen Burst und die Expression der Ober-

flächenantigen CD11b, CD62L und CD66b. Das „Live-Cell-Imaging“ zeichnete das 

Migrationsverhalten, die ROS-Produktion und Intensität, die Freisetzung von MPO und 

die NET-Formation auf. Es wird gezeigt, dass ein FKS-Anteil von 10 % in dem Medium, 

in welches die PMNs nach der Isolation aufgenommen werden, zu einer längeren Ak-

tivität der PMNs führt. Durch eine längere Aktivität der PMNs können diese besser 

untersucht werden. Ionomycin hat einen moderaten Einfluss auf die PMNs. Es führt zu 

einer vermehrten Expression von CD11b und CD66b und zu einer verminderten Ex-

pression von CD62L. Diese Arbeit zeigt außerdem, dass die Akute-Phase-Proteine 

CRP, Ferritin und Fibrinogen einen moderaten Einfluss auf die Granulozytenfunktio-

nalität ausüben. CRP verstärkt die Intensität der ROS-Produktion. Ferritin führt zu ei-

ner mäßigen Steigerung der ROS-Produktion, insbesondere nach Aktivierung mit 

TNFα/fMLP oder PMA. Dies wurde mittels Durchflusszytometrie detektiert. Fibrinogen 

hat hauptsächlich Auswirkungen auf die Expression der Antigene CD11b, CD62L und 

CD66b. Diese Effekte auf die PMNs sind alle moderat und zeigen gewisse Tendenzen. 

Extreme Beeinflussungen konnten nicht festgestellt werden. Um die genaue Bedeu-

tung der APPs in der Immunabwehr im Zusammenhang mit den PMNs zu verstehen, 

sollten zukünftig weitere Versuche zu diesem Thema durchgeführt werden. Das Ver-

halten der PMNs ist noch lange nicht verstanden und hält noch viele ungeklärte Fragen 

bereit. Beispielsweise könnte in den Versuchen FKS durch humanes Serum ersetzt, 

die Art der Granulozytenisolierung verändert oder die Auswirkung von weiteren APPs 

auf die PMNs untersucht werden.  
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6 Anhang 

6.1 Ergänzende Tabellen 

 

Tabelle 6: Ergänzende Werte der Überblickstabelle der Durchflusszytometrieversuche. Es wird die me-
diane Fluoreszenzintensität [afu], die relative Änderung gegenüber der Kontrolle [%] und die Anzahl (N) 
angegeben. Pro beobachteten Parameter wurde mit jeder endogenen Substanz präinkubiert: Ferritin 
(500 ng/mL), Fibrinogen (2,8 mg/mL), CRP (50 mg/L). Anschließend Aktivierung mit: ohne Substanz, 
fMLP (100 nM), PMA (100 nM), Ionomycin (0,5 µM)). Die statistisch signifikanten Unterschiede sind 
farbig hervorgehoben.  
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6.2 Materialliste nach Methoden 

Granulozyten-Isolierung 

Cutiplast steril 7,2 x 5 cm Smith & Nephew GmbH, Hamburg, 
Deutschland 

Leuko Spin Medium, pluriSpin pluriSelect Life Science – Worldwide, 
Leipzig, Deutschland 

PBMC Spin Medium (Lympho Spin Me-
dium), pluriSpin 

pluriSelect Life Science – Worldwide, 
Leipzig, Deutschland 

Pur-Zellin Zellstofftupfer Hartmann, Heidenheim, Deutschland 

Safety-Multifly-Kanüle 0,9 x 19 mm Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 

S-Monovette® 7,5 mL Lithium-Heparin Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Softasept N  Braun, Melsungen, Deutschland 

Venenstauschlauch Kimetec GmbH, Ditzingen, Deutschland 

 

FACS (Burst/Antikörper) 

Allophycocyanin anti-human CD66b 
Clone: G10F5 200 µg/mL 

BioLegend, San Diego, USA 

Dihydrorhodamin 123 1 mM in DMF 
(10 mg/26,2 mL DMF) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Dimethylformamid (DMF) Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 
modified, without calcium chloride and 
magnesium chloride, liquid, sterile-fil-
tered, suitable for cell culture (D8537-
500 mL) 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 
with MgCl2 and CaCl2, liquid, sterile-fil-
tered, suitable for cell culture (D8662-
500 mL) 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Durchflusszytometer FACSCalibur BD Biosciences, Erembodegem, Bel-
gien 

FACSClean Solution BD Pharmingen, Heidelberg, Deutsch-
land 

FACSRinse Solution BD Pharmingen, Heidelberg, Deutsch-
land 

Fluorescein Isothiocyanate anti-human 
CD62L Clone: DREG-56 200 µg/mL 

BioLegend, San Diego, USA 

Human TNF PeproTech Germany, Hamburg, 
Deutschland 
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N-Formyl-Met-Leu-Phe, 1 mM in DMF (1 
mg+2,3 mL DMF) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, 
USA 

Phorbol-12-myristat-13-acetat 1 mM in 
DMF (1 mg+1,5 mL DMF) 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Phycoerythrin anti-human CD11b Clone: 
ICRF44 150 µg/mL 

BioLegend, San Diego, USA 

Propidiumiodid P1304MP 1,5 mM in 
PBS (100 mg/100 mL PBS) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Röhre 5 mL PP (FACS-Röhrchen) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 

RPMI 1640 without l-glutamine, phe-
nolred, with sodium bicarbonate 

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Seminaphtharhodafluor 1mM in DMF 
(1 mg+1,7 mL DMF) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

„Live-Cell-Imaging“ (Migration/NETose-Formation/ROS-Produktion/MPO- 
Freisetzung) 

µ-Slide Chemotaxis ibiTreat Ibidi, Martinsried, Deutschland 

4´,6´-Diamidino-2-phenylindol Dihydro-
chlorid 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

abgerundeten Pipettenspitzen Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Anti-MPO-APC, human  Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach, Deutschland 

Deckgläser (Menzel-Gläser) Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, 
Deutschland 

Destilliertes Wasser Selbst destilliert im Labor der Anästhesi-
ologie, Universitätsklinikum Regensburg 

Dihydrorhodamine 123, 1 mM in DMF 
(10 mg/26,2 mL DMF) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Fetales Kälberserum  Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Human TNF PeproTech Germany, Hamburg, 
Deutschland 

ibidi Gas Incubation System for CO2 Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Ibidi Gas Mixer Ibidi, Martinsried, Deutschland 

ibidi Heating System, Universal Fit, for 1 
Chamber 

Ibidi, Martinsried, Deutschland 

Ibidi Temperature Controller Ibidi, Martinsried, Deutschland 
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LED QUAD Filterwürfel, DAPI/FI Filter-
würfel 

Chroma Technology Corp., Vermont, 
USA; Leica Mikroskopie & Systeme 
GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Leica Apllication Suite X Software (Ver-
sion 3.4.2.18368) 

LAS X 3,0,4,16529, Leica Mikroskopie & 
Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Leica DFC9000 GT Kamera Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Leica DMi8 Inversmikroskop Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Lichtquelle CoolLED pE-4000 Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Minimum Essential Medium Eagle 10x 
with Earle's salts, without L-glutamine 
and sodium bicarbonate 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland 

Natriumhydrogencarbonat VWR International GmbH, Radnor, 
Pennsylvania, USA 

N-Formyl-Met-Leu-Phe, 1 mM in DMF 
(1 mg+2,3 mL DMF) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, 
USA 

Objektiv HC, PL FL L20x/0,40 CORR 
PH1 

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

PureCol Type I Bovine Collagene Solu-
tion 

Advanced BioMatrix, Carlsbad, USA 

RPMI 1640 without L-glutamine, phe-
nolred, with sodium bicarbonate 

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Zählkammer Neubauer-improved Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, 
Lauda-Königshofen, Deutschland 

 

Zu untersuchende Substanzen 

recombiant human C-Reactive Protein Bio-Techne GmbH, Wiesbaden, 
Deutschland 

Ferritin, Human Liver (1) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland 

Ferritin (2) Merck Millipore S.A.S., Molsheim Ce-
dex, Frankreich 

Fibrinogen, from human plasma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland 

Fetales Kälberserum Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stein-
heim, Deutschland 

Ionomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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Allgemeine Geräte und Materialien 

8er Aufsatz für Multipette Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 

accu-jet® pro Pipettierhelfer BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 
Deutschland 

Biofuge stratos Heraeus Instruments, Hanau, Deutsch-
land 

Cellstar® Tubes, 15 mL, PP, graduated, 
conical bottom, blue screw cap, sterile 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland 

CO2-Inkubator Heracell 150i Thermo Scientific, Waltham, USA 

Combitips 100 µL - 5 mL Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

DM IRB Mikroskop Leitz, Wetzlar, Deutschland 

Heraeus™,Megafuge 1.0 R Zentrifuge ThermoFisher Scientific, Langenselbold, 
Deutschland 

Herasafe KS 18 biologische Sicherheits-
werkbank der Klasse II 

ThermoFisher Scientific, Langenselbold, 
Deutschland 

MS2 Minishaker IKA JK IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 
Deutschland 

Multipipette M4 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen 10 - 1000 µL Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 
Deutschland 

Rollenmischer SRT9D Stuart, Staffordshire, England 

Rotilabo®-Reaktionsgefäße PP, farblos, 
1,5 mL 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Vakuumpumpe VACUUBRAND GMBH + CO KG, Wert-
heim, Deutschland 

Wasserbad  neoLab Migge GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

 

Software 

CellQuest Pro Software-Version 5.2 BD Biosciences, Erembodegem, Bel-
gien 

Citavi 5 Swiss Academic Software GmbH, 
Wädenswil, Schweiz 

FlowJo Version 10.0.7 FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA 

Imaris x64 9.0.2 Bitplane, Zürich, Schweiz 

MS EXCEL Version 2016 Microsoft Corporation, Redmond, Wash-
ington, USA 
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MS WORD Version 2016 Microsoft Corporation, Redmond, Wash-
ington, USA 

Phoenix 64 Version 8.0.0 Certara, New York, USA 

SPSS Statistics (Version 26) IBM, Armonk, New York, USA 
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6.5 Abkürzungsverzeichnis 

 

Abkürzung Bedeutung 

APC Allophycocyanin 

AFU „artificial fluorescense units“ 

APP Akute-Phase-Protein 

APR Akute-Phase-Reaktion 

CI Konfidenzintervall 

CRP C-reaktives Protein 

DAPI 4´,6´-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid 

DHR Dihydrorhodamin 

FACS „fluorescence-activated cell sorting” 

FITC Fluorescein Isothiocyanate 

FKS fetales Kälberserum 

fMLP N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin 

FSC Forward Scatter  

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HOCl hypochlorige Säure 

ICAM1 interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 

ICAM2 interzelluläres Adhäsionsmolekül-2 

IL-1 Interleukin 1 

IL-6 Interleukin 6 

IL-8 Interleukin 8 

LFA-1 Lymphozytenfuktion-assoziiertes Antigen 1 

MAC-1 Makrophagen-1-Antigen 

mCRP monomeres C-reaktives Protein 

MEM Minimum Essential Medium 

MFI Median fluorescence intensity 

MPO Myeloperoxidase 

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 
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nCRP natives C-reaktives Protein 

NE neutrophile Elastase 

NET „neutrophil extracellular trap”, neutrophile extrazelluläre Falle 

Nox NADPH-Oxidase 

O2
- Superoxidanionen 

OH. Hydroxylradikal 

PAD4 Peptidylarginin-Deiminase 4 

PAMP pathogenassoziierte molekulare Muster 

PBS Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 

PC Phosphocholin 

PE Phycoerythrin 

PI Propidium Iodid 

PI3K Phosphatidylinositol 3 Kinase 

PKC Proteinkinase C  

PMA Phorbol 12-Myristat 13-Acetat 

PMN Polymorphkernige neutrophile Granulozyten 

PRR Mustererkennungsrezeptor 

ROS „reactive oxygen species“, reaktive Sauerstoffspezies 

SNARF Seminaphtharhodafluor 

SSC Side Scatter 

TD Track Duration 

TDX Track Displacement Length X 

TDY Track Displacement Length Y 

TLR Toll-like-Rezeptor 

TNF Tumor-Nekrose-Faktor 

TNFR1 Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor 1 

TNFR2 Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor 2 

TNFα  Tumor-Nekrose-Faktor α 
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