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1. Einleitung

1.1 Humane Granulozyten

Humane Neutrophile Granulozyten sind eine Art der polymorphkernigen neutrophilen
Leukozyten (Englisch flr polymorphnuclear neutrophils/leucocytes, im Folgenden ,,PMNs*
oder ,,Neutrophile®) und zihlen zur Gruppe der Leukozyten. Sie sind Zellen des angeborenen,
unspezifischen Immunsystems (1). Sie gelangen typischerweise als erste Leukozyten an den
Ort einer Infektion und kdénnen durch verschiedene Mechanismen zur Pathogenabwehr

beitragen (2).

1.1.1 Granulozyten: Arten und Aufbau

Die Granulozyten werden in drei Gruppen unterteilt.

Die basophilen Granulozyten bilden mit 0 — 1% die kleinste Gruppe der Granulozyten.

Aktivierte Basophile Granulozyten sezernieren unter anderem Histamin und Leukotrien C4 (3).

Die Eosinophilen Granulozyten bilden die zweite Untergruppe. Mit 1 — 3 % sind sie starker im
Blut vertreten als die Basophilen Granulozyten. In ihren Granula enthalten sind unter anderem
das Major Basic Protein und die Eosinophile Peroxidase (4). Sie dienen als Indikatorzellen fur
allergische Reaktionen. Sie spielen eine Rolle bei der Abwehr von Pathogenen wie Wirmern,
Viren und Bakterien. (5)

Neutrophile Granulozyten stellen mit 50 — 70 % den gréRten Anteil an Leukozyten im Blut.

Enthalten im Zytoplasma der Neutrophilen Granulozyten sind verschiedene Granula und
Enzyme, welche die Grundlage ihrer Funktion als Zellen des unspezifischen Immunsystems
bildet. Die priméren, unspezifischen, azurophilen Granula entsprechen den Lysosomen und
beinhalten unter anderem antimikrobielle Enzyme, saure Hydrolasen, Defensine, Elastase und
die Myeloperoxidase (im Folgenden ,,MPO*) (6-8). Die sekundaren Granula werden auch

spezifische Granula genannt, da sie spezifisch fir neutrophile Granulozyten sind. Diese



sekundaren Granula enthalten Enzyme wie Lysozyme, Kollagenase, Laktoferrin, Gelatinase,
Histaminase und Plasminogenaktivatoren (8,9). Vorhanden sind des Weiteren die tertidren
Granula, welche vornehmlich Gelatinase enthalten (9,10), sowie die sekretorischen Granula
(6,8).

Damit stehen den neutrophilen Granulozyten mehrere Methoden der Immunabwehr zur
Verfugung: Auf nicht oxidative Mikrobizide Art und Weise, etwa durch Proteasen und Peptide
wie die Gelatinase, Elastase oder Cathepsin G; durch oxidative Reaktionen oder etwa der
Bildung neutrophiler extrazellularer Fallen (Englisch flr neutrophil extracellular traps, im

Folgenden ,,NET* oder wenn der Prozess der NET-Bildung gemeint ist, ,,NETose*).

1.2 Mechanismen der neutrophilen Granulozyten

1.2.1 Migration der Granulozyten an den Ort der Infektion

Im Falle einer Infektion missen die Neutrophilen Granulozyten aus der Blutbahn in das
betroffene Gewebe wandern. Dieser Vorgang lasst sich unterteilen in Bindung, Rollen,
langsames Rollen, Aktivierung, Adhésion, intraluminales Kriechen und als letzten Schritt
Transmigration, welche trans — oder parazellular ablaufen kann (2,11).

Im Bindegewebe angekommen nehmen Rezeptoren auf der Oberflache der Granulozyten
chemotaktische Signale wahr und polarisieren sich in Richtung der Infektion. Bei dieser
amoboiden Art der Fortbewegung bilden sich am sich herausbildenden vorderen Ende der Zelle
Pseudopodien aus. Die Vorwartsbewegung kommt durch De- und Polymerisierung der
Aktinfilamente am vorderen Ende, sowie die Kontraktion von Myosin-ll-abhangigen
Aktinfilamentbiindeln am hinteren Ende (sog. Uropodium) zustande. Bindungen der
Aktinfilamente an Integrine stabilisieren die Granulozyten zusétzlich und ermdglichen eine
Regulierung der Migrationsgeschwindigkeit. Diese Zell-Matrix-Kontakte werden am

Uropodium wieder aufgelost. (12-14)



1.2.2 Oxidativer Burst, reaktive Sauerstoffspezies und die NADPH-Oxidase

Der Begriff des oxidativen Bursts bezeichnet die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
(Englisch fiir reactive oxygen species, im Folgenden ,,ROS*). ROS spielen im menschlichen
Organismus eine wichtige Rolle, etwa bei der Signallbertragung oder der antimikrobiellen
Antwort auf Entziindungen (15). Vertreter der ROS sind etwa das Hyperoxid — Anion Oz*’,
Wasserstoffperoxid H202, Hypochlorige Sdure HOCL und das Hydroxylradikal «OH (16).

In biologischen Systemen ist die Nicotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat - Oxidase (im
Folgenden ,,NADPH-Oxidase®) eine entscheidende Quelle fiir reaktive Sauerstoff Spezies. Der
aktivierte Enzymkomplex reduziert Sauerstoff mithilfe des Elektronendonors NADPH und es
entsteht das Hyperoxid Anion Oz¢ (17), siehe dazu auch Formel 1. Freie Sauerstoff Spezies,
auch Sauerstoffradikale genannt, sind Sauerstoff enthaltende Molekiile mit einem oder mehr
ungepaarten Valenzelektronen, weshalb sie eine hohe chemische Reaktionsbereitschaft
aufweisen (16). Ein zu hohes Aufkommen von ROS kann sich jedoch durch den oxidativen
Stress krankheitsfordernd auf den Organismus auswirken (16,18), ebenso wie deren ausbleiben,
beispielsweise die chronische Granulomatose, welche mit einer Funktionsstorung der
NADPH-OXxidase einhergeht.

NADPH + 202 — NADP" + 20, + H*

Formel 1: NADPH Oxidase

1.2.3 Die Superoxiddismutase

Die Superoxiddismutase (im Folgenden ,,SOD®) ist ein Enzym, welches Superoxid-Anionen in
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff umwandelt (19). Wasserstoffperoxid fungiert als Substrat
flr die von der darauffolgenden von der Myeloperoxidase katalysierten Reaktion.

Die enzymatische Reaktion in Formel 2 veranschaulicht:



20, + 2H" - H,0, + Oy

Formel 2: Superoxiddismutase

1.2.4 Das Enzym Myeloperoxidase

Das Enzym Myeloperoxidase spielt eine bedeutende Rolle bei Entziindungsprozessen und ist
in den sekundaren, azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten lokalisiert (20). Die
MPO reagiert unter anderem mit Thiocyanat und Halogenid lonen wie Chlorid, Bromid und
lodid (20,21). Durch die hohe intrazelluldre CI- — Konzentration — bedingt durch zahlreiche
Kanéle, unter anderem durch den cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, welcher
bis zu 50 % des Halogentransports Gbernimmt — ist der Hauptreaktionspartner der MPO in
Neutrophilen Granulozyten jedoch CI™ (22,23).

Wie in Formel 3 zu sehen, wird das von der SOD produzierte Wasserstoffperoxid und Chlor
von der MPO in die hypochlorige Saure HOCI bzw. Hypochlorit OCI umgewandelt (22,24,25).

H,O; + CI'+ H" — H,0 + HOCI

Formel 3: Myeloperoxidase



1.2.5 Die Ausbildung neutrophiler extrazellularer Fallen

Die Bildung von neutrophilen extrazellularen Fallen stellt einen weiteren Mechanismus dar,
mit dem Granulozyten Krankheitserreger bekampfen (26). NETs sind netzartige DNA -
Strukturen, die Chromatinfaden und granuldre Proteine wie etwa Cathepsin G, Calprotectin,
neutrophile Elastase und Myeloperoxidase enthalten. Diese Strukturen fangen, immobilisieren
und téten letztendlich die Krankheitserreger (27,28). Die NETose kann auf drei verschiedenen

Wegen ablaufen: Die suizidale, die vitale und die mitochondriale NETose (29).

Bei der suizidalen NETose l6sen sich zunéchst die nukledre und granuldare Membran auf,
gefolgt von der Ruptur der Plasmamembran. Die daraufhin freiwerdenden Chromatinfaden sind
mit den granuldren Proteinen bestuckt (29,30). Diese Art der NETose kann beispielsweise
durch Phorbol-12-myristat-13-acetat (im Folgenden ,,PMA®) induziert werden (31).

Bakterielle Lipopolysaccharide (im Folgenden ,,LPS*) konnen die vitale NETose induzieren,
welche schneller ablduft als die suizidale NETose (32). Hierbei kommt es zu einem sogenannten
,blebbing* des Nukleus, bei welchem ein mit DNA beladenes Vesikel durch Exozytose durch
die Zellmembran geschleust und erst extrazellular freigesetzt wird. Die Plasmamembran bleibt
hierbei intakt. (32)

Bei der vitalen mitochondrialen NETose wird mitochondriale DNA anstelle von nukleérer
DNA freigesetzt (33). Diese Art der NETose kann etwa durch den Granulozyten /Makrophagen
Koloniestimulierenden Faktor und anschlieRender Aktivierung von dem Toll-like Rezeptor 4

oder der Komplementkomponente 5a hervorgerufen werden (29).

1.3 Wasserstoff in der Medizin und Wirkung auf den Organismus

Molekularer Wasserstoff (im Folgenden auch ,,H>*) ist ein kleines, leichtes Molekiil (2 Da),
das elektrisch neutral und unpolar ist. Diese Eigenschaften ermdglichen es Ho, schnell in Zellen
einzutreten und durch die Zellmembran zu diffundieren. Dadurch kann es auch subzellulére
Kompartimente wie Mitochondrien, das endoplasmatische Retikulum und den Zellkern
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erreichen. Da dort ein Grofteil der ROS — Produktion bzw. DNA — Schéden entstehen, kdnnte
dies ein therapeutisch wichtiger Ansatzpunkt sein. Zahlreiche Studien haben bereits dessen
antioxidativen Eigenschaften belegen konnen. Die Applikationsmdglichkeiten von H: sind
ebenfalls sehr vielseitig. So kann Hz oral, inhalativ, intraperitoneal oder z.B. durch
Augentropfen verabreicht werden. In klinischen Studien wird in der Regel mit 0,55 — 0,65 mM
H> — angereichertem Trinkwasser oder inhalativ mit 1-4 % Wasserstoff gearbeitet. Das seit
Jahrzenten bei Tiefseetauchern zur Vorbeugung der Dekompressionskrankheit verwendete
Hydreliox (eine Mischung aus 49 % Ha, 50 % Helium und 1 % O3) belegt die Unbedenklichkeit

hinsichtlich einer versehentlichen akuten Uberdosierung mit Hz. (34)

Die Studie von Ohsawa et al. initiierte das erneute wissenschaftliche Interesse an molekularem
Wasserstoff in der Medizin, als sie 2007 an einem Rattenmodell zeigten, dass H> den Ischamie -
Reperfusions - Hirnschaden besser behandelte als das damals zugelassene Medikament
Edaravone. Mit der Inhalation von H. war das betroffene Infarktareal kleiner. Zudem erholten
sich das Gewicht, die Korpertemperatur und die Bewegungsabldufe der untersuchten Ratten
mit Hz, wahrend die unbehandelten Ratten abbauten. Sie konnten zeigen, dass H> «OH abfangen
kann, was dahingehend von besonderem Interesse ist, da fiir *OH im Korper kein schnelles und
effizientes System zur Detoxifizierung bekannt ist. Auch konnte mitochondriale sowie nukleare
DNA geschiitzt werden, ein Indiz dafir, dass H> die meisten Membrane passieren und sogar in
die Organellen gelangen konnte. (35)

Ebenso kann Hz im Gegensatz zu vielen Therapeutika die Blut—Hirn—-Schranke passieren, was
eine neue Bandbreite der therapeutischen Moglichkeiten erdffnet. Die hdchste
Reaktionsbereitschaft hat H, mit *OH und Peroxinitrit (ONOO") aber kaum mit an der
Signaltransduktion beteiligtem Oz, H2O2 oder NO-. (34,36) Da es kaum mit NOe reagiert,
konnte man H, zusammen mit anderen therapeutischen Gasen oder inhalativen Anésthetika
oder NO- verabreichen (37). Shinbo et al. haben bereits gezeigt, dass nach Koronarer Ischdmie
im Rattenmodell eine gleichzeitige Gabe von NO und H> den Ischdmie — Reperfusionsschaden
mehr senkt als die alleinige Gabe von NO. Ebenso wurde die Produktion von Nitrotyrosin
(Verursacht durch die Gabe von NO) durch die zeitgleiche Gabe von H» gesenkt. (38)
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Die Vielfaltigen Wirkungen von Hz werden noch erforscht, es zeichnen sich aber vier
molekulare Mechanismen ab: Das abfangen freier Radikale von *OH und ONOO-, die
Anderung der Gen-Expression und die Rolle als Modulator in der Signalkaskade (39).

H> reagiert mit *OH und Peroxinitrit (ONOQO") aber kaum mit an der Signaltransduktion
beteiligtem Oz, H202 oder NO- (34-36).

Es wirkt entzindungshemmend und zytoprotektiv (34,40). Beispielsweise wurden bereits
positive Auswirkungen bei myokardialen Verletzungen (41) und Reperfusionsschaden (42)
festgestellt, ebenso wie sein potentieller Nutzen bei der Behandlung der Risikofaktoren des
metabolischen Syndroms (43,44) oder der Rheumatoiden Arthritis (45). (46)

Studien zeigen, dass H, die Genexpression zahlreicher antiinflammatorischer Gene hoch — und
die Gene vieler proinflammatorischer runterreguliert. Beispielsweise aktiviert Hz Nrf2
(Englisch fur Nuclear factor erythroid 2-related factor 2), steigert die Produktion von
H&moxygenase-1 (34,47), SOD und Katalase senkt aber ebenso die Expression von TNF — a
(und damit die von TNF-o induzierte Aktivierung von NFkB), IL-6 und IL-8 (u.a.) (39,48,49).
Die Aktivitat von NF-xB (Englisch fiir nuclear factor kappa B), welches die Expression vieler
proinflammatorischer Zytokine reguliert, wird durch Ha reduziert (50,51).

Eine Vielzahl menschlicher Erkrankungen wird durch eine Uberschiefende ROS — Produktion
verursacht bzw. exazerbiert. Die antioxidativen Eigenschaften von molekularem Wasserstoff

scheinen eine groRRe Bandbreite von Erkrankungen positiv zu beeinflussen:

Xie et al. fihrten Studien durch, in welchen untersucht wurde Effekt die Inhalation von
2% - igem Wasserstoff auf Sepsis beziehungsweise eine durch Zymosan oder LPS erzeugte
systemische Inflammation auf Ratten hat. Durch Wasserstoff stieg die 14 Tage Uberlebensrate
der Ratten bei den Versuchen mit Zymosan von 10 % ohne Wasserstoff auf 70 % mit Hy. (52)
Xie et al. kamen zu dem Schluss, dass molekularer Wasserstoff eine vielversprechende
Unterstutzung bei der Behandlung von Sepsis darstellen kdonnte (53). Yu et al. fanden heraus,
dass molekularer Wasserstoff ebenfalls einen Effekt auf die Permeabilitat der Endothelzellen
hat. Im Falle einer Sepsis beispielsweise nimmt die Permeabilitat der Endothelzellen zu. Die
Exposition mit Hz bewirkte jedoch, dass sowohl die Exprimierung von VCAM -1, ICAM -1
und E- Selektin sank, wahrend die Exprimierung von VE — Cadherin anstieg. Dies kdnnte dabei
helfen, die erhohte Permeabilitat abzumildern. (46,54)
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Hayashida et al. konnten am Rattenmodell zeigen, dass durch Zugabe von H; die Ischamie —
Reperfusionsschaden nach einem Herzinfarkt mitigiert werden konnten (55). Es wurde
ebenfalls ein positiver Effekt von H> auf die Risikofaktoren des Krankheitsspektrums des
metabolischen Syndroms gefunden, etwa sank der LDL — Wert oder das Korpergewicht
reduzierte sich. (43,44,56) In einer Studie von Nakao et al. verringerte sich durch Trinken von
stark mit Ho-angereichtertem Wasser nach 4 Wochen der Gesamt - Cholesterinwert / HDL —
Cholesterinwert um 13% und das HDL stieg um 8%. Nach 8 Wochen war das
Vorhandensein/Aktivitat des antioxidativen Enzyms Superoxiddismutase ebenfalls um 39 %
gesteigert (43). Kang et al. konnten in einer Studie zeigen, dass das Trinken von mit H>
angereichertem Wasser ber 6 Wochen wéhrend einer Chemotherapie die oxidativen Marker
senken, sowie die Quality of Life signifikant steigern konnte, ohne dass H> die Chemotherapie
an sich beeintrachtigte (57). Huang et al. zeigten, dass H. positive Effekte auf Ventilator

induzierte Lungenschaden hat (58).

Zahlreiche Studien zeigen deutlich die antioxidativen Eigenschaften und den enormen
potenziellen Nutzen von molekularem Wasserstoff in der Medizin. Er kdnnte einen wichtigen
Bestandteil der Adjuvanten Therapie darstellen, da er auf viele Erkrankungen, besonders
solche, die durch oxidativen Stress entstanden sind, einen positiven Effekt zu haben scheint und

zugleich bisher keine unerwinschten Wirkungen bekannt sind (46).

1.4 Sevofluran in der Medizin und Wirkung auf den Organismus

Das weit verbreitete Andsthetikum Sevofluran hat in mehreren Studien Auswirkungen auf die

Immunantwort und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies gezeigt.

Wagner et al. zeigten, dass Sevofluran bei mechanischer Ventilation die ROS-Produktion
reduzierte (59). In einer weiteren Studie von Hu et al. wurde festgestellt, dass Sevofluran die
Superoxid-Produktion in von plattchenaktivierendem Faktor stimulierten Neutrophilen

Granulozyten um 33 % verringerte (60).
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Eine Studie von Liu et al. zeigte, dass die Inhalation von 1 % Sevofluran Uber einen Zeitraum
von 6 Stunden nach einer Zakalverschluss- und Punktion, einem etablierten Verfahren zur
Induktion von Sepsis in Tierversuchen, die 7-Tages-Uberlebensrate der Ratten von 16,6 % auf
83,3 % erhohte (61).

Sevofluran beeinflusst auch das Immunsystem und humane Granulozyten. Eine Studie von
Frohlich et al. zeige, dass unter dem Einfluss von Sevofluran und N-Formylmethionyl-Leucyl-
Phenylalanin (im Folgenden ,,fMLP*) die Aktivierungsgrenze fiir neutrophile Granulozyten

angehoben wird und zudem die Konzentration von H2O2 gesenkt wird (62).

1.5 Fragestellung

Die Hypothese dieser Arbeit ist, ob molekularer Wasserstoff im Vergleich zu Sevofluran eine
starker inhibierende Wirkung auf humane neutrophile Granulozyten hat. Es ist bekannt, dass
Sevofluran eine anti-oxidative Wirkung auf den menschlichen Organismus hat, ebenso wie
molekularer Wasserstoff. Ein groRer Teil der Studien mit H> wurde bis jetzt jedoch an
Tiermodellen durchgeftihrt. Diese Studie soll untersuchen, ob und wie groR der Effekt von H>
auf humane neutrophile Granulozyten ist und inwiefern er sich von dem Effekt unter

Sevofluran — Begasung oder normoxischer Kontrollversuche unterscheidet.

Das Augenmerk dieser Arbeit ist die Untersuchung des Migrationsverhaltens und der
Reaktionen der (neutrophilen) Granulozyten: Der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, der
Myeloperoxidase und der Exprimierung extrazellularer Fallen. Der molekulare Wasserstoff
konnte helfen, eine Uberschieende oder ungewollte ROS-Produktion abzumildern,

hinauszuzdgern oder gar zu unterbinden.
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1.6 Studiendesign zur Untersuchung der Interaktion von PMNs mit H, und Sevofluran

Untersuchungsaspekt der Versuche war die potenzielle Beeinflussung von molekularem
Wasserstoff und Sevofluran auf die Funktionalitat und das Migrationsverhalten humaner
neutrophiler Granulozyten. Abbildung 1 gibt einen Uberblick tber die durchgefiihrten

Versuchsarten.

@rstelluug der Pmbebu

-Aufberertung und
Isolierung der Granulozyten
- Vorbereitung vom:

» Farbstoffen
* Chemoattraktantien

h 4 \ /I h 4
/ Live Cell Imaging: \ /Durchflusszﬁometrie:\

Versuchsdurchfithrung: Versuchsdurchfithrung:
10 nM oder 10 uM fMLP und 100 nM fMLP und Begasung
Begasung mit: mit:
+ normoxischer + normoxischer
Kontrollversuch Kontrollversuch
* 1 9% Sevofluran * 2 9% Wasserstoff

\- 2 % Wasserstoff /

Phasenkontrast -
aufnahmen

Fluoreszenz -

aufhahmen Exprimierung Produktion

[ Antikérper - J [Intensitﬁt der ROS -}

»  Auswertung |« ‘

Abbildung 1: Projektskizze
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Einen Uberblick tiber die jeweils erhobenen Parameter bietet Abbildung 2.

Live Cell Imaging

h 4

Fluoreszenz-
aufnahmen:
- TpaxROS
- ET;MPO
- ET;yNETose

¥

7

Phasenkontrast-
aufnahmen:

- Track Length
- Track Displacement
(Length, X, Y)

- Track Speed Mean

~

Abbildung 2: Erhobene und untersuchte Parameter

2. Material und Methoden

Eine Ubersicht der verwendeten Materialien ist der

entnehmen.

2.1 Methoden

Durchfluss-
Zvtometrie

e

Antikdrper -
Exprimierung:

- CD11b

- CD62L
- CD66b

~

b

ol )

Intensitit der ROS -
Produktion:

- BURST

Tabelle unter 5.1 Materialliste zu

Das Prozedere zur Granulozytenisolierung und Gelherstellung ist mit dem anderer Studien

unseres Labors vergleichbar (63-68). Abbildung 3 zeigt schematisch den Ablauf fir die

Mikroskopie-Versuche nach der Granulozyten-Isolierung.
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Dihyvdrorhodamin- '_1251\ IF'P.CEEE%?:H. 4", 6-Diamidin-2- Migrationsparameter
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> Excel <
., A
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'l T
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k. i

Abbildung 3: Schematischer Ablauf der Versuche an dem Mikroskop

Die Versuche am Mikroskop lieBen nur Aussagen zu dem zeitlichen Aspekt der ablaufenden
Reaktionen zu. Deshalb wurden humane neutrophile Granulozyten zudem mit Hilfe des
FACSCalibur Durchflusszytometers und der Software CellQuest Pro (Version 5.2) untersucht.
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Hierbei lieRen sich Aussagen zur Intensitat der Reaktionen machen. In Abbildung 4 ist

schematisch der Ablauf der Versuche an dem Durchflusszytometer gezeigt.

Durchfluss-
zytometrie

h 4 Y

Antikdrper: Intensitit der ROS-
Produktion:
CD11b, CD62L,
CDo66b BURST
FlowJo

v

Excel
hd

SPSS

Abbildung 4: Ablauf der Versuche an dem Durchflusszytometer
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2.1.1 Granulozyten-Isolierung und Befillung der Ibidi-Slides

Den Probanden wurde, nach vorheriger Aufklarung (ber die Studie sowie nach Ihrer
Einwilligung, 7 mL Blut abgenommen Das Vollblut wurde anschlielend aufbereitet, um die
Granulozyten zu isolieren. Hierfur wurden je 3 mL, auf Raumtemperatur erwéarmtes, Leuko
Spin  Medium, PBMC Lympho Spin Medium und 3 mL Vollblut in einem 15 mL
Zentrifugenréhrchen vorsichtig bereinandergeschichtet, um eine Phasenvermischung zu
vermeiden. Leuko — sowie Lympho-Spin sind Dichtegradientenmedien, welche es
ermoglichten, Blut anhand ihrer Dichte aufzutrennen. Dadurch war es mdglich, die

Granulozyten zu isolieren.

Das Zentrifugenrohrchen wurde ohne Bremse mit 7569 fiir 20 Minuten bei 21 °C zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation wurden 150 pL des Granulozytenrings, in Abbildung 5 als gréulicher
Schleier direkt tber der roten Bande zu sehen, vorsichtig mit einer Pipette abgehoben und mit

300 pL RPMI ohne fetalem Kélberserum in einem neuen Zentrifugenréhrchen vermengt.
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. <+

<4 Lymphospin
J € Leukospin
|| <= Serum

' <= Erythrozyten

Lithrum-Heparin Blut

B

€= Ring aus Thrombozyten und Monozyten

<= Ring aus Granulozyten

Abbildung 5: Bild A: Blutprobe vor der Zentrifugation mit Dichtegradientenmedien. Bild B: Nach Dichte

aufgetrennte Blutprobe nach Isolierung
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Um stets die angestrebte Zell-Konzentration von 3 Mio. Zellen/mL in den Kanélen zu
gewadhrleisten, wurden 10 pL der Suspension auf einer Neubauer Z&hlkammer an einem
Mikroskop gezahlt und berechnet in wie viel RPMI + FKS (fetales Kélberserum, im Folgenden
»FKS®) das Granulozytenpellet aufgenommen werden musste. Die Zellsuspension wurde
abermals zentrifugiert, diesmal fur finf Minuten mit Bremse mit 756g und 21 °C. Nach
Abpipettieren des Uberstandes wurde das Zellpellet mit der entsprechenden Menge

RPMI + FKS, welches als Nahrmedium fiir die Granulozyten fungiert, vermengt.

Die Ersten Substanzen des Gels wurden wie folgt unter Sterilen Bedingungen hergestellt und
schlieBend im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert:

e 50 uL RPMI + FKS (10 % FKS)

e 20 pL H20 (autoklaviert und destilliert) Inkubiert bei 37 °C und 5 % CO

e 20 pL Minimum Essential Medium (10 x)
e 10 pL Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Diesen Substanzen wurden die Fluoreszenzfarbstoffe, Kollagen und die Granulozyten-
Suspension in folgender Dosierung beigemengt.:

e 50 pL Granulozyten/RPMI/FKS-Gemisch

e 10 pL Anti-MPO-APC (Allophycocyanin, im Folgenden ,,APC*)

e 5uL (0,5 pg/mL) 4',6-Diamidin-2-phenylindol (im Folgenden ,,DAPI®)
e 3L (1 uM) Dihydrorhodamin-123 (im Folgenden ,,DHR®)

e 150 pL Kollagen-Typ-I (1,5 mg/mL PureCol)

Kollagen wurde erst unmittelbar vor dem Beflllen der Kanéle hinzugegeben, um ein vorzeitiges

Erharten zu vermeiden.

Um die Granulozyten beobachten zu kénnen, wurden sie in spezielle p-Slides gegeben. Jede
dieser Ibidi-Platten enthielt jeweils 3 identische Kammern. Die mittig gelegenen und fir die

Beobachtung relevanten Kandle wurden mit all den zuvor genannten Substanzen
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Herstellerkonform befullt. Dieser ist, wie auf Abbildung 6 zu sehen, beidseits von einem

Reservoir begrenzt. Das linke Reservoir enthielt stets den Lockstoff fMLP.

6 pL Granulozyten -
Gelgemisch

\

65 uL
fMLP
+FKS+
RPAMI

/

s |

65 uL
RPMI
+FKS

\

Abbildung 6: Ibidi - Slide

65 pl.
ALP
+FES+
EPMI

65 nL
RPMI
+FKS

65 pl
fALP
+FES+
EPMI

65 nl
RPMI
+FKS

FMLP ist ein chemotaktisches Peptid, welches aufgrund seiner Oberflachenstruktur das

Vorhandensein von Bakterien simuliert und somit die Granulozyten anregt

Der befillte Ibidi-Slide wurde in einer feuchten Kammer fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Dabei sollte das Gel soweit ausharten, dass beim Befullen der Reservoire die Granulozyten

nicht aus dem Kanal geschwemmt werden.

Nach der Inkubationsphase wurde jeweils das rechte Reservoir jedes Kanals mit 65 pL

RPMI + FKS und das linke Reservoir mit 65 pL fMLP + RPMI + FKS vorsichtig befiillt. Die
fMLP-Konzentration betrug dabei entweder 10 nM oder 10 uM.
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2.1.2 Aufbau und Durchfiihrung des Versuchs am Mikroskop

Gearbeitet wurde mit dem Inversionsmikroskop Leica DMi8 (Leica Mikroskopie & Systeme
GmbH, Wetzlar, Deutschland), der Fluoreszenzkamera Leica DFC9000 GT (Leica
Mikroskopie & Systeme GmbH), dem Objektiv HC, PL FL L10x/0,40 CORR PH1 (Leica
Mikroskopie & Systeme GmbH) und der Lichtquelle CoolLED pE-4000 (CoolLED Ltd,
Andover, GroR3britannien). Da bei jedem Versuch stets nur die gesamte Ibidi-Platte begast
werden konnte, war es nicht méglich simultan einen Kontroll-, Sevofluran- und Wasserstoff -
Versuch durchzufuhren. Die Einstellungen des Mikroskops waren sowohl bei den Versuchen
mit Sevofluran, den normoxischen Kontrollversuchen als auch mit molekularem Wasserstoff
die gleichen. Mit Hilfe einer integrierten Klimakammer wurde sichergestellt, dass die Versuche

stets bei einer Temperatur von 37 °C und einer CO2-Konzentration von 5 % stattfanden.

Die Ibidi-Platte befand sich auf einem motorgesteuerten Mikroskoptisch, welcher es
ermoglichte im Abstand von ca. 30-40 s vier Aufnahmen pro Kanal, drei mit einem
Fluoreszenzfarbfilter fir DHR, MPO und DAPI, sowie eine im Phasenkontrast fir die
Migration zu machen. Die Beobachtungsdauer betrug zwischen 6 und 10 Stunden mit
mindestens 300 Phasenkontrast-Aufzeichnungen. Versuche wurden automatisch aufgezeichnet
und anschlieRend mithilfe des Programms Imaris x64 9.0.2 am Computer ausgewertet.

Zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe wurde der LED QUAD Filterwirfel und zur Detektion
der emittierten Wellenladngen der Filterwirfel DAPI/FI (Leica Mikroskopie & Systeme GmbH)
verwendet. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die Eigenschaften dieser Filterwirfel.

Filtereigenschaft Extinktion DC Filter Emission

DUAL-Filter 380-410; 472-498 418; 502 424-460; 505-545

QUAD-Filter 350-380; 460-480; 405;485; 555; 645 410-450; 492-518;
522-548; 615-635 560-590; LP 650

Tabelle 1: Eigenschaften der Filterwirfel
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Zur Darstellung der ROS-Produktion, der ablaufenden Myeloperoxidase - Reaktion und der
NETose wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Diese emittierten eine
Fluoreszenz in einer spezifischen Wellenldnge, sobald eine Reaktion stattfand. Es folgt eine
kurze Erlauterung der verwendeten Farbstoffe:

Zur Beurteilung der ROS-Produktion wurde Dihydrorhodamin-123 verwendet. DHR ist ein
ungeladener Indikator fur reaktive Sauerstoffspezies, welcher durch H>O> oxidiert wird zu
kationischem, fluoreszierendem Rhodamin-123. Angeregt wurde das DHR durch Bestrahlung
mit Licht der Wellenldnge 490 nm und dessen Emissionsmaximum liegt bei 534 nm. Dies ist

das erste Indiz dafur, dass die ROS-Produktion der Granulozyten begonnen hat.

Um die Aktivitat des Enzyms Myeloperoxidase zu messen, wurde Anti-MPO-APC verwendet.
Dies ist ein mit Allophycocyanin konjugiertes anti-human Myeloperoxidase - Antigen, welches
an das aktivierte Enzym Myeloperoxidase bindet. Das Absorptionsmaximum fur Anti-MPO-
APC liegt bei 650 nm, in diesen Versuchen wurde es jedoch mit Licht der Wellenldnge 635 nm
angeregt. Das Emissionsmaximum liegt bei 660 nm.

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol bindet an bei der NETose freiwerdenden Chromatinfaden der
Zellen. Das Absorptionsmaximum von DAPI liegt bei Licht der Wellenlange 359 nm, in diesen
Versuchen wurde es jedoch mit Licht der Wellenlange 385nm angeregt. Das
Emissionsmaximum liegt bei 461 nm. Somit fungiert dieses Farbemittel als Indikator fiir die
stattfindende NETose.

2.1.2.1 Versuchsdurchfiihung am Mikroskop mit molekularem Wasserstoff

Die Isolierung, Aufarbeitung und Inkubation der Granulozyten wurden wie in 2.2.1 beschrieben
durchgefuhrt. 30 Minuten vor dem Mikroskopieren des Ibidi-Slides wurde anstelle von
Druckluft 2 %-iger molekularer Wasserstoff mit 1 bar Druck Uber einen Wasserfilter in die
Klimakammer des Mikroskops geleitet. So wurde gewahrleistet, dass sich beim Start des
Mikroskopierens bereits die erwinschte Konzentration von 2 % Wasserstoff in der

Klimakammer befand und sich das Wasser nicht erst mit Wasserstoff sattigen musste.
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2.1.2.2 Versuchsdurchfiihrung am Mikroskop mit Sevofluran

Die Granulozyten-lsolierung erfolgte gemaR 2.2.1. Die 20-minitige Inkubation bei 37 °C
unterschied sich von den Versuchen mit Druckluft dadurch, dass die Zellen im Kanal dauerhaft
1 %-igem Sevofluran ausgesetzt waren. Die Druckluft wurde tber einen Wasserfilter im
Wasserbad in einen Trajan (Drager Trajan 808) geleitet. Uber diesen wurde das 1 %-ige
Sevofluran beigemengt und in einen speziellen Inkubator geleitet. Die angestrebte
Konzentration von 1 % Sevofluran und 5 % CO2 wurde uber ein Datex-Messgerat ermittelt.
Kurz vor dem Start des Mikroskopierens wurden ein Trajan mit Sevofluranvapor, das Datex-
Messgerat sowie das mit Sevofluran angereicherte Wasser an das Mikroskop angeschlossen.
Unter den gleichen Bedingungen wie bei der Inkubation, 1 % Sevofluran und 5 % CO., wurden

Aufnahmen des befullten Ibidi-Slides mit dem Mikroskop gemacht.

2.1.3 Auswertung der Aufnahmen des Mikroskops mit Imaris

Um die an dem Mikroskop aufgezeichneten Bilder zu verwertbaren Daten umzuwandeln,
wurden sie mit dem Programm Imaris x64 9.0.2 ausgewertet. Der dadurch gewonnene
Datensatz ermdglichte es im weiteren Verlauf, die einzelnen Zellreaktionen zu quantifizieren

und miteinander zu vergleichen.

2.1.3.1 Aufzeichnung der Migration und untersuchte Migrationsparameter

Das Softwareprogramm identifizierte und verfolgte, sogenanntes ,tracking®, jeden
Granulozyten einzeln. Uber die einzelnen Bildabfolgen war es so moglich, dessen Bewegungen
zeitlich zu verfolgen. Um das zeitlich abnehmende Migrationsverhalten besser verfolgen zu
kdnnen, wurden die Daten bei der Auswertung in Serien von je 60 Aufnahmen unterteilt, was
einer zeitlichen Auftrennung in 30-mindtige Abschnitte ermoglichte. Analysiert wurden
lediglich die ersten 300 Aufnahmen, da nach einer Dauer von 2,5 Stunden die Aussagekraft
bezlglich der Migration stark abnahm. In Abbildung 7 sind die einzelnen untersuchten
Migrationsparameter dargestellt. Die Track Length umfasst die gesamte zurtickgelegte Distanz

eines Granulozyten, wéhrend die Track Displacement Length die kiirzeste Strecke vom Anfang
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zum Endpunkt beschreibt. Die Track Displacement in X - bzw. Y - Richtung bezeichnet die

Distanz, die ein Granulozyt in Bezug auf die jeweilige Koordinate zuriicklegte.

a a: Track Length
b: Track Displacement
Length
c: Track Displacement X
d: Track Displacement Y

Abbildung 7: Untersuchte Migrationsparameter

Des Weiteren wurde ebenfalls die Track Speed Mean [um/s] untersucht, welche die
Geschwindigkeit der Granulozyten angab, sowie die Track Straightness, welche als MaR fiir

die Zielgerichtete Migration diente.

2.1.3.2 Aufzeichnung der Granulozytenfunktionen am Mikroskop

Bei der Auswertung der Reaktionen wurde, anders als bei der Migration, lediglich jede fiinfte
Aufnahme (alle 150 s) verwendet, da Veranderungen sich langsamer zeigten. Dauer und
Ausmald der Reaktionen lieBen sich Uber die Surface — Funktion nachverfolgen, bei der die
Summe der fluoreszierenden Flachen pro Aufnahme ermittelt werden konnte. Abbildung 8
zeigt beispielhaft die mittels Imaris ermittelte DAPI — Fluoreszenz eines Versuchs.
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Abbildung 8: DAPI-Fluoreszenz mittels Imaris Software

2.1.4 Datenkonvertierung und Auswertung der Granulozytenfunktionalitat

Um verwendbare Datensatze zu erstellen, wurden die Aufzeichnungen des Mikroskops mittels
der Imaris Software in Excel — Dateien konvertiert. Nach der Datenkonvertierung wurden alle
unplausiblen Ergebnisse ausgeschlossen. AnschlieBend wurden die Daten aus Excel in das

Softwareprogramm SPSS (berfihrt.

2.1.4.1 Datenkonvertierung und Auswertung der ROS-Produktion und der Myeloperoxidase-

Reaktion

Aus der jeweiligen Momentaufnahme wurde die Flache der fluoreszierenden Zellen
aufsummiert. In Excel ergab sich fiur die Berechnung ROS-Produktion eine Funktion, deren

Nullstelle in der 1. Ableitung deren Maximalwert entsprach. Beispielhaft in Abbildung 9 zu
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sehen, entspricht der X-Wert der Nullstelle die TmaxROS, also den Zeitpunkt, bei dem sich die

maximale Anzahl/Flachensumme an Zellen in der ROS — Produktion befanden.

y =-0,0093x3 - 4,4336x> + 877,86x + 68442
120000

100000 -

80000 -

60000

40000

20000

0 T T T |
0 50 100 150 200

Abbildung 9: Beispielhafte Berechnung der TmaxROS, In diesem Fall liegt der X-Wert der
Nullstelle der ersten Ableitung bei 79,2.

Der fur die Myeloperoxidase — Reaktion verwendete Wert war die Halbwertszeit der MPO, die
ETsoMPO. Dieser Wert entspricht dem Zeitpunkt, an welchem sich die Halfte der von Imaris

erkannten Flachen in einer Reaktion mit dem Enzym Myeloperoxidase befanden.

2.1.4.2 Datenkonvertierung und Auswertung der NETose

Die Daten der NETose wurden, anders als die der ROS- und MPO- Reaktionen, nicht direkt zu
Excel, sondern zuerst von Imaris in das Softwareprogramm Phoenix exportiert. Das Programm
zeichnete hier die Fl&chensummen der Reaktion/Fluoreszenz gegen die Zeit (alle 150 s) auf.
Die dazu benutzte Formel ist Formel 4 zu entnehmen, wobei ETso der Zeitpunkt ist, bei dem
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die Hilfte der reagierenden Flichensumme erreicht wird und y die Steigung der Kurve

reprasentiert. Daraus lieR sich die ETsoNETose ermitteln.

Epax X TY

E=E0+ —=X———
(ET) +T7)

Formel 4: Rechnungsformel Phoenix

Zum besseren Verstandnis ist eine von Phoenix ausgewertete DAPI-Reaktion in Abbildung 10

dargestellt.
— 23E+03
N_ =1
-
=
= 2E + 05
< JiL
E 135E+05
z ETs
= IE+05 _|
8-
= SE+04 |
| | | | | |
I I I I I I
100 200 300

Zeitpunkt [Minuten]

Abbildung 10: Auswertung der ETsoNETose mit dem Programm Phoenix. Erreich die Flachensumme der
fluoreszierenden Zellen die Halfte ihrer gesamten Ausdehnung, korreliert der Nullpunkt der X-Achse mit der
ETsoNETose.
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Im Anschluss daran erfolgte die weitere Auswertung, inklusive des untersuchten Zeitfensters,
gemaR 2.1.4.1 wie die der MPO-Reaktionen.

2.1.5 Die Durchflusszytometrie und die untersuchten Aspekte

Bei der Durchflusszytometrie (Englisch fiir flow cytometry, im Folgenden ,,FC* genannt)
wurde die Grolle und Granularitit der Zellen untersucht. Hierbei wurden die Zellen einzeln
durch eine Kapillare gesaugt und mit einem Laser bestrahlt. Die ZellgroRe wurde anhand des
vorwirts gestreuten Lichts (im englischen forward scatter, im Folgenden ,,FSC*), die
Granularitat mit dem seitlich gestreuten Licht (im englischen side scatter, im Folgenden ,,SSC*)

gemessen.

Mit dem Durchflusszytometer wurde sowohl die Intensitit der ROS-Produktion als auch die
Expression von drei Antikorpern, CD11b (Englisch fur cluster of differentiation, im Folgenden
,CD%), CD62L (L-Selektin) und CD66b (CEACAMS) untersucht. Alle drei Glykoproteine

unterstiitzen die Zelladhé&sion bei der Diapedese.

2.1.5.1 Versuchsaufbau der Burst Versuche unter dem Durchflusszytometer

Bei den ,,BURST* - Versuchen wurde die Intensitat der ROS-Produktion untersucht.

Gemessen wurden die Werte sowohl ohne Stimulans (Leerwert), unter dem Einfluss von LPS,
TNF-a, fMLP, TNF-a + fMLP, als auch PMA, jeweils mit und ohne Begasung mit Wasserstoff.

Die DHR-Intensitat der Kontrollgruppen ohne Stimulus wurde als Leer- bzw. Referenzwert
verwendet. Die mit PMA stimulierten PMNs sollten einen massiven oxidativen Burst
herbeirufen und somit als Positiv-Kontrolle dienen. Die mit fMLP und TNF-o versehenen
Réhrchen sollten hingegen zu einer -im Vergleich- moderateren ROS-Produktion angeregt
werden. Es wurde jede Probe in einem Doppelansatz, einmal mit H> — Begasung und einmal als

normoxischer Kontrollversuch, gemessen.
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Um einen aussagekraftigen Effekt mit Wasserstoff herbeizufiihren, wurde Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (im Folgenden ,,DPBS*) in einer in einem Wasserbad befindlichen
Glasflasche durchgehend mit 2 %-igem Wasserstoff durchsetzt. Dieses DPBS wurde erst
unmittelbar vor der Applikation aus dem Wasserbad genommen. Bei der anschlieRenden
Inkubation bei 37 °C wurden die Wasserstoff-Proben in eine Warmekammer gestellt, welche

durchgéngig mit Hz begast wurde.

2.1.5.2 BURST - Versuchsdurchfiihrung am Durchflusszytometer

Die Blutabnahme so wie die Granulozytenisolierung entsprachen dem gleichen Prozedere wie

fir die Mikroskopieversuche.
Alle Rohrchen beinhalteten:

e 10pL [1uM] DHR

e 10 pL [100 nM] Seminaphtharhodafluor (im Folgenden ,,SNARF*)
e 20 pL Granulozyten — Zellsuspension (rund 100000 Zellen)

e 10 pL [15 uM] Propidiumiodid (im Folgenden ,,PI*) am Ende

Unterschiede in der Befullung:

e 10 pL (1pg/mL) TNF-a in den Rohrchen, in welche spéter fMLP zugegeben wurde

e 1 mL DPBS in Rohrchen der Kontrollgruppe

e 1 mL mit molekularem Wasserstoff angereichertem DPBS in Rohrchen der Ho-Gruppe
e 10 pL fMLP [100 nM] in die Réhrchen der TNF-a + fMLP-Gruppe

e 10 pL PMA [100 nM] in die R6hrchen der PMA-Gruppe

Unterschiede in der Inkubation:

e Wasserbad in Raumluft fiir die Rohrchen der Kontrollgruppe

e Hp geflutete Warmekammer fiir die Réhrchen der Ho-Gruppe
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Einen gesammelten Uberblick in zeitlicher Abfolge gibt Tabelle 2 .

Doppel- | Zellsus | 10 yLDHR | TNF-a | 37°C | fMLP | 37 °C Mind. | 10 uL Propidiumjodid
ansatz in | pension | 10 puL 10 oder | 20 min | 5 min | auf Eis bis zur Messung
1mL 20 L SNARF min PMA 4°C
PBS
LW X X X X X X
TNF-a+ | X X X X 10 uL | x X X
fMLP fMLP
PMA X X X 10 uL | x X X
PMA

Tabelle 2: BURST — Versuchsaufbau

2.1.5.3 Antikérper — Versuchsdurchfiihrung am Durchflusszytometer

Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurde ebenfalls der Einfluss von molekularem Wasserstoff

auf drei Antikorper untersucht:

CDI11b (150 pg/mL, konjugiert mit Phycoerythrin, ,,PE*), CD62L (200 pg/mL, konjugiert mit
Fluorescein Isothiocyanat ,,FITC*) und CD66b (200 pg/mL, konjugiert mit Allophycocyanin,
»APC*). Da die BURST- und Antikdrperversuche zeitgleich durchgefiihrt wurden, stammten
die Granulozyten aus denselben Proben/ von denselben Probanden. Auch hier entsprachen die
Blutabnahmen sowie die Granulozytenisolierung den gleichen Praparationsschritten wie flr die
Mikroskop Versuche. Gemessen wurde ebenfalls im Doppelansatz. Die 20 pL Granulozyten
wurden mit 1 mL kaltem PBS (mit Ca/Mg) vermengt. Das PBS der Wasserstoffreihe wurde
zuvor wieder mit Wasserstoff angereichert, diesmal jedoch nicht im Wasserbad, sondern kalt.
Die Rohrchen wurden dann bei 4 °C fir 3 Minuten bei 425¢g zentrifugiert und anschlieRend
abgekippt. Daraufhin wurden den Réhrchen je 5 pL der drei Oberflachenproteine beigemengt
und anschlieBend bei 4 °C im Kihlschrank fiir 15 Minuten inkubiert. Dann wurden die Zellen
mit 2 mL PBS gewaschen, wieder 3 Minuten zentrifugiert (bei 4 °C und 4259), abgekippt und
mit 200 uL PBS aufgefiillt. Einen Uberblick fiir den Versuchsablauf bietet Tabelle 3.
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Doppel | Granulo- Kaltes PBS (mit | abkippen, 15 min + 2mL PBS | +PBS
ansatz | zyten- Ca/Mg) AK finster  bei | zentrifugieren bei | ...messen
konzentrat zentrifugieren zugeben 4°C 4 °C, 3 min 425g,
4 °C, 3min | CD 11b inkubieren, abkippen
425¢ +62L+66b
LW 20 pL 1mL X X 200 pL
PBS
AK 20 pL 1mL Je 5 L X X 200 pL
PBS

Tabelle 3: Antikdrper - Versuchsaufbau

2.1.5.4 Auswertung der Durchflusszytometrie - Versuche

Bei den Versuchen wurden pro Réhrchen stets 10.000 Zellen erfasst und deren Fluoreszenzen

aufgezeichnet. Aufgrund ihrer spezifischen Grolie und Granularitat (FSC und SSC) konnten

mit Hilfe des sogenannten ,,gatens* die Granulozyten identifiziert werden. Im Anschluss wurde

die Fluoreszenz der vitalen Zellen ermittelt. Die Software FlowJo (Version 10.0.7) wurde

verwendet, um die von CellQuest Pro erfassten Messdaten auszuwerten. Als Beispiel fur das

gaten der Rhodamin-fluoreszierenden Granulozyten siehe Abbildung 11.
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Abbildung 11: Beispielhaftes gaten des BURST - Versuches mit PMA am FlowJo. Bild A: Isolierung/Auftrennung
der Granulozyten anhand ihrer Granularitdt und Grofe von anderen Zellen (etwa Monozyten). Bild B:
Auftrennung der lebenden von den toten Granulozyten mittels PI. Bild C: Ermittlung der Rhodamin — Fluoreszenz

der vitalen Granulozyten.
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Abbildung 12 zeigt beispielhaft das gaten in Bezug auf CD11b/Phycoerythrin - markierte

Granulozyten.
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6.4

S5C-H
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Abbildung 12: Gaten von CD11b-markierten Granulozyten. In Bild A wurden die Granulozyten anhand ihrer
Granularitat und GroRe von anderen Zellen (etwa Monozyten) isoliert. In Bild B wurde die Fluoreszenz-Intensitat

der CD11b-markierten Granulozyten ermittelt

Die medianen Fluoreszenzintensititen (im Folgenden ,,MFI*) wurden in eine Excel-Tabelle

exportiert.
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2.1.6 Filterkriterien, statistische Tests und Erlauterungen zur Auswertung

2.1.6.1 Verwendete Filterkriterien bei der Auswertung der Mikroskop Aufnahmen

Bevor die Versuche ausgewertet wurden, war es zudem notwendig einige Filter anzuwenden,

um unplausible Ergebnisse herauszufiltern.

Bei der jeweils halbstiindig unterteilten Migrationsauswertung wurden nur diejenigen
Datensatze in die statistische Auswertung mit aufgenommen, welche eine Track Length von
> 25 pm und eine Track Duration von > 900 s und < 1800 s aufwiesen. Der Filter der Track
Length entspricht damit in etwa dem doppelten Umfang eines humanen neutrophilen
Granulozyten. Dadurch wurden diejenigen Zellen aus der Betrachtung ausgeschlossen, welche
sich gar nicht beziehungsweife nur so geringfugig bewegten, dass sie die Ergebnisse verzerren

wirden.

Bei der Auswertung der Reaktionen wurden nur die Reaktionen ausgewertet, welche in einem
bestimmten Zeitfenster abliefen. Dadurch fanden sowohl diejenigen Zellen, welche sich bereits
zum Beginn der Aufzeichnung in einer aktiven Reaktion befanden als auch diejenigen, welche
unplausibel spat mit der Reaktionskaskade begannen, keine Beachtung. Die Zeitzéhlung
begann ab dem Moment, an dem die Granulozyten zur Gel-Matrix hinzugegeben wurden und
anschlieBend inkubiert wurden. Das Zeitfenster bei den ROS-Aufzeichnungen lag zwischen
60 — 500 Minuten nach Kontakt der Granulozyten mit dem Gel. Das beobachtete Zeitfenster
der MPO-Reaktionen und auch der NETose lag zwischen 60 — 550 Minuten.

Dadurch entstand eine zusatzliche Diskrepanz der Fallzahl zwischen den durchgefiihrten
Versuchen und den ausgewerteten Versuchen. In Bezug auf die Reaktionsversuche ist diese

Tabelle 4 zu entnehmen.
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Kontrollversuch Sevofluran Wasserstoff :ﬂ;:;sfs:git;ﬁ“und 2
i R ne o "
ROS5 n=20 n=16 n=41 n=%§
MPO n=15 n=7 n=25 n=%§
NET s n=4 n=12 n=23 n=4

Tabelle 4: Fallzahlen der Versuche hinsichtlich der Reaktionen

2.1.6.2 Verwendete Tests zur statistischen Auswertung

Die einzelnen Datensédtze wurden zuerst jeweils mittels des Shapiro — Wilk — Tests und des
Kolmogorov — Smirnov — Tests auf Normalverteilung Uberprift. P-Werte < 0,05 wurden hier
als nichtnormalverteilt angesehen.

Der Vergleich zweier normalverteilter Gruppen wurde mithilfe des t-Tests fiir unabhangige
Variablen durchgefuhrt. Bei dem Vergleich mehrerer Gruppen wurde im Falle einer
»einstimmigen* Normalverteilung und Homogenitit der Varianzen (nach Levene) mit der
einfaktoriellen Varianzanalyse (Englisch fiir analysis of variance, im Folgenden ,,ANOVA*)
und dem post -hoc Test nach Bonferroni gearbeitet. Falls keine VVarianzhomogenitat vorlag,
wurde mit der ANOVA nach Welch gearbeitet.

Nichtnormalverteilte Gruppen wurden mittels nichtparametrischer Tests untersucht. Mit dem
Man-Whitney-U-Test wurde bei dem Vergleich von zwei Gruppen, mit dem Kruskal-Wallis-
Test — modifiziert nach Bonferroni - bei dem zeitgleichen Vergleich von mindestens drei

Gruppen gearbeitet. Bei allen Tests wurden P-Werte < 0,05 als statistisch signifikant erachtet.
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2.1.6.3 Erléuterung zu den ausgewerteten Ergebnissen

Sind bei der Auswertung der Versuche alle Versuche normalverteilt, so wurde daraufhin mittels
SPSS ein Fehlerbalkendiagramm zur Veranschaulichung erstellt. Dabei befinden sich 95 % der
Daten zwischen dem oberen und dem unteren Ende der Balken. Waren die zu vergleichende
Versuche nicht normalverteilt, so wurde mit einem Boxplot-Diagramm gearbeitet. Abbildung
13 dient als Beispiel, wie diese Art Diagramm zu interpretieren ist. Der Strich inmitten der Box
entspricht dem Median, welcher die Daten in zwei Teile trennt, von welchen jeweils 50 %
dartiber oder darunter liegen. Die Box als Gesamtes spiegelt 50 % der Daten wider und deren

Lange entspricht einem Interquartilabstand.

a
"Ausreifier": Werte zwischen « %
1.5-3xIQR 5]

Oberes Quartil: 25% der Werte sind

grifier als das obere Ende der Box
Unteres Quartil : 25 % der Werte sind
kleiner als das untere Ende der Box
Werte bis maximal 1,5 x IQR

a
a
@

17— Extremwerte: Werte = 3x IQR

Abbildung 13: Beispielhafte Darstellung eines Boxplots.
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3. Ergebnisse der Versuche am Mikroskop mittels Live Cell Imaging

Die Daten der einzelnen Versuche wurden in Excel gesammelt und anschlielend in SPSS

Statistics ausgewertet.

3.1 Migrationsverhalten humaner neutrophiler Granulozyten mittels Live Cell Imaging

Die untersuchten Migrationsparameter und die Anzahl der ausgewerteten Versuche sind in
Abbildung 14 zu sehen.

Track Length [um]
=25 pm

Track Displacement
Length, XY Migration
[nm]

Track Speed Mean
[um/s]

Track Straightness

Versuchsanzahl; Jeder Kanal als eigener Versuch gezihlt

10 pM IMLP Wasserstoff: n =41 Druckluft (Normoxisch): n =23 Sevofluran: n =10
10 nM fMLP Wasserstofi: n =9

Abbildung 14: Untersuchte Migrationsparameter
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Tabelle 5 zeigt die Anzahl der Tracks und die jeweiligen Mediane der Track Lengths, welche

in den ersten 30 Minuten ausgewertet wurden.

Gasart Tracks Mediane Track Length [um]
(25. Perzentile; 75. Perzentile)

2 % Wasserstoff

(mit 10 nM FMLP) 1523 181 (108; 259)
2 % Wasserstoff

(mit 10 uM fMLP) 4251 125 (84; 169)
normoxischer

Kontrollversuch 3259 117 (72; 166)

(mit 10 uM fMLP)

1 % Sevofluran

(mit 10 uM fMLP) 273 144 (75; 195)

Tabelle 5: Mediane Track Length in den ersten 30 Minuten

3.1.1 Gesamte zurlickgelegte Strecke der PMNs

Verglichen wurden die medianen Track Lengths der ersten halben Stunde mit einer fMLP -
Konzentration von 10 uM. Hierbei gab es zwischen den mit Hz begasten Zellen und den
Versuchen unter normoxischen Bedingungen einen statistisch signifikanten Unterschied
(p <0,001). Ebenso unterschieden sich die medianen Track Lengths unter dem Einfluss von
Sevofluran statistisch signifikant von den Track Lengths unter normoxischen Bedingungen
(p <0,001). Lediglich die medianen Track Lengths der mit Hz begasten Zellen unterschieden
sich nicht statistisch signifikant von den medianen Track Lengths der mit Sevofluran begasten

Zellen.
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3.1.2 Bewegung der PMNs in X - Richtung

Die Mediane Track Displacement in X - Richtung lag in der ersten halben Stunde bei den mit
H> begasten Zellen bei — 3,9 um, bei den normoxischen Versuchen bei — 0,7 pum und bei den
mit Sevofluran begasten Zellen bei -2 um, siehe dazu auch Abbildung 15. Die Mediane Track
Displacement in X - Richtung der mit H2 begasten Zellen unterschied sich statistisch signifikant
sowohl von den Versuchen unter normoxischen Bedingungen (p < 0,001) als auch von der
Medianen Track Displacement in X - Richtung der mit Sevofluran begasten Zellen (p < 0,014).
Hinsichtlich der Track Displacement in X - Richtung hab es in der ersten halben Stunde
zwischen den normoxischen Kontrollversuchen und den mit Sevofluran begasten Zellen keinen

statistisch signifikanten Unterschied.
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Track Displacement X [um]

-100

-1000
Wasserstoff Druckluft Sevofluran

Abbildung 15: Track Displacement in X - Richtung der Versuche mit 10 uM fMLP
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3.1.3 Bewegung der PMNs in Y - Richtung

Die Mediane Track Displacement in Y - Richtung der ersten halben Stunde lag bei den
Versuchen der mit Wasserstoff begasten Zellen bei — 0,03 um, bei den normoxischen

Versuchen bei — 0,7 um und bei den mit Sevofluran begasten Zellen bei — 0,4 um.

Die mediane Track Displacement in Y - Richtung der ersten halben Stunde der mit molekularem
Wasserstoff begasten Zellen unterschied sich weder von der medianen Track Displacement in
Y - Richtung der normoxischen Kontrollversuche noch von der medianen Track Displacement
in'Y - Richtung der mit Sevofluran begasten Zellen statistisch signifikant. Ebenfalls unterschied
sich die mediane Track Displacement in Y - Richtung der normoxischen Kontrollversuche in
der ersten halben Stunde nicht statistisch signifikant von der medianen Track Displacement in

Y - Richtung der mit Sevofluran begasten Zellen.

3.1.4 Migrationsgeschwindigkeit der PMNs

Die mediane Track Speed der ersten 30 Minuten lag bei den mit molekularem Wasserstoff
begasten Zellen bei 0,088 um/s (158 um/30 Minuten), die der Kontrollversuche unter
normoxischen Bedingungen bei 0,080 pum/s (144 um/30 Minuten) und die mediane Track
Speed der mit Sevofluran begasten Zellen bei 0,093 pum/s (167 um/30 Minuten).

In der ersten halben Stunde unterschied sich die mediane Track Speed Mean der mit Hz begasten
Zellen statistisch signifikant von der medianen Track Speed Mean der normoxischen
Kontrollversuche (p < 0,001). Es gab jedoch keinen statistisch signifikanten Unterschied im
Vergleich der medianen Track Speed Mean zwischen den mit H, begasten Zellen und den mit

Sevofluran begasten Zellen.

Die Track Speed Mean der normoxischen Kontrollversuche unterschieden sich in der ersten
halben Stunde statistisch signifikant von der Track Speed Mean der mit Sevofluran begasten
Zellen (p<0,006).
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3.1.5 Geradlinigkeit der Migration der PMNs

Die mediane Track Straightness der ersten 30 Minuten lag bei den mit molekularem
Wasserstoff begasten Zellen bei 0,22, die der Kontrollversuche unter normoxischen

Bedingungen bei 0,215 und bei den mit Sevofluran begasten Zellen bei 0,18.

In der ersten halben Stunde unterschied sich die mediane Track Straightness der mit H2
begasten Zellen statistisch signifikant von der medianen Track Straightness der mit Sevofluran
begasten Zellen (p < 0,013). Es gab jedoch keinen statistisch signifikanten Unterschied im
Vergleich der medianen Track Straightness zwischen den mit Hz begasten Zellen und den
normoxischen Kontrollversuchen. Die mediane Track Straightness der normoxischen
Kontrollversuche unterschied sich in der ersten halben Stunde statistisch signifikant von der
medianen Track Straightness der mit Sevofluran begasten Zellen (p < 0,004). Einen Uberblick
bietet Abbildung 16.
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Abbildung 16: Track Straightness der Versuche mit 10 pM fMLP
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Bei der Auswertung der Migrationsparameter unterschieden sich die jeweiligen Startbildserien

bis auf wenige Ausnahmen statistisch signifikant voneinander. Nur in wenigen Fallen, etwa bei

den normoxischen Kontrollversuchen im Vergleich der Startbildserien 1 und 61 in Bezug auf

die Track Speed oder bei der Track Displacement Length der Startbildserien 1 und 61 der mit

Sevofluran begasten Zellen gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied.

3.1.6 Migration der Wasserstoffversuche mit 10 nM fMLP im Vergleich zu 10 uM fMLP

Die Mediane der untersuchten Migrationsparameter der mit H, begasten Zellen mit 10 nM

fMLP wurden mit den Medianen der mit H, begasten Zellen mit 10 uM fMLP verglichen. Einen

Uberblick bietet Tabelle 6.

Startbild Serie 1

Median (25. Perzentile; 75. Perzentile)

10 [nM] fMLP

10 [uUM] fMLP

Track Displacement X [um]

Track Displacement Length [um]

Track Length [pm]

Track Speed Mean [um/s]

Track Straightness

28,5 (0,5; 75,2)

58,7 (28,6; 103)

181 (108; 259)

0,15 (0,09; 0,21)

0,36 (0,22; 0,51)

- 3,85 (-20,2; 7)

24,6 (12,2; 42)

125 (84; 169)

0,08 (0,06; 0,12)

0,22 (0,13; 0,34)

Tabelle 6: Mediane der Wasserstoffversuche im Vergleich
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Eine grafische Gegentberstellung der Track Straightness ist Abbildung 17 zu entnehmen.

Track Straightness
™

10 nM fMLP

10 pM fMLP

Startbild
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M 181
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Abbildung 1: Vergleich der Migrationsparameter der mit H, begasten PMNs und unterschiedlicher fMLP-

Konzentration
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3.2 Defensivreaktionen humaner neutrophiler Granulozyten

Bei der Auswertung der ablaufenden Defensivreaktionen wurde jeder untersuchte Kanal als

eigener Versuch gezéhlt.

3.2.1 Reaktionen mit der Bildung freier Radikale: ROS - Produktion

Die Fallzahlen der ausgewerteten Versuche der ROS — Produktion sind zu Abbildung 18

entnehmen.
{ ROS - Produktion J
Y r b
Normoxischer
2 Kontrollversuch v finran
Wasserstoff 10 [uM] fMLP: 10 [uM] fMLP:
n=16
n=20
Y
10 [nM] fMLP: 10 [nM] fMLP:
n=238 n=41

Abbildung 18: Fallzahlen der ausgewerteten Versuche beziiglich der ROS-Produktion
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Der Median der TmaxROS war bei den mit Wasserstoff begasten Zellen nach 180 Minuten und
bei den normoxischen Kontrollversuchen nach 166 Minuten erreicht. Der Median der TmaxROS

lag bei den mit Sevofluran begasten Zellen bei 116 Minuten.

Die medianen TmaxROS — Werte der mit molekularem Wasserstoff begasten Zellen
unterschieden sich statistisch nicht signifikant von den normoxischen Kontrollversuchen. Im
Vergleich dazu unterschieden sich die Mediane der TmaxROS — Werte der mit Sevofluran
begasten Zellen statistisch signifikant sowohl von den TmaxROS — Werten der mit molekularem
Wasserstoff begasten Zellen (p <0,003), als auch von den TmaxROS — Werten der normoxischen
Kontrollversuche (p < 0,008). Einen Uberblick der Versuche mit 10 pM fMLP in Bezug auf
die TmaxROS - Werte bietet Abbildung 19.
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TmaxROS [min]
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Wasserstoff Druckluft Sevofluran

Abbildung 19:ROS- Produktion: Gase im Vergleich mit 10 pM fMLP
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3.2.2 Reaktionen des Enzyms Myeloperoxidase

Die Fallzahlen der ausgewerteten Versuche in Bezug auf das Enzym Myeloperoxidase sind
Abbildung 20 zu entnehmen.

Myeloperoxidase - W
Reaktionen J

¥ Y ¥

Normoxischer
Kontrollversuch Sevlinran
Wasserstoff 10 [uM] fMLP: 10 [pM] fMLP:
E n=7
n=15
10 [nM] fMLP: 10 [nM] fMLP:
n==,§ n=25

Abbildung 20: Fallzahlen der ausgewerteten Versuche beziglich der Myeloperoxidase-Aktivitat

Die ETso0MPO der mit H2 begasten Zellen unterschied sich statistisch signifikant sowohl von
der ETsoMPO der normoxischen Kontrollversuchen (p <0,031), als auch von der ETsoMPO der
mit Sevofluran begasten Zellen (p < 0,006). Die ETs0MPO der mit Sevofluran begasten Zellen
unterschied sich nicht statistisch signifikant von der ETsoMPO der normoxischen
Kontrollversuche. Der Median der ETsoMPO lag bei den mit Hz begasten Zellen bei 392

Minuten, bei den normoxischen Kontrollversuchen bei 352 Minuten und bei den mit Sevofluran
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begasten Zellen bei 242 Minuten. Einen Uberblick der Versuche mit 10 uM fMLP in Bezug
auf die ETsoMPO zeigt Abbildung 21.
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Abbildung 21:

Wasserstoff Druckluft

ETsoMPO im Gasvergleich mit 10 uM fMLP

Sevofluran
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3.2.3 Reaktionen mit der Ausbildung von NETs

Die Fallzahlen der ausgewerteten NETose — Versuche ist Abbildung 22 zu entnehmen.

( T

LI\’ETose - Reaktionenj

h h ¥

Normoxischer
Kontrollversuch Sevofluran
Wasserstoff 10 [uM] MLP: 10 [uM] fMLP:
n=4 n=12

n=4 n=25

[10 [nM] fMLP: } [10 [uM] f_\[LP:}

Abbildung 22: Fallzahlen der ausgewerteten Versuche beziiglich der NETose.

Die ETsoNETosis wurde im Median bei den mit molekularem Wasserstoff begasten Zellen nach
405 Minuten, bei den mit Sevofluran begasten Zellen nach 273 Minuten und bei den
normoxischen Kontrollversuchen nach 232 Minuten erreicht. Die ETsoNETosis der mit
molekularem Wasserstoff begasten Zellen unterschied sich statistisch signifikant von der
ETsoNETosis der mit Sevofluran begasten Zellen (p < 0,004). Die ETsoNETosis der
Kontrollversuche unterschied sich jedoch nicht statistisch signifikant von sowohl der
ETsoNETosis der mit H2 begasten Zellen als auch der ETsoNETosis der mit Sevofluran begasten

Zellen. Einen Uberblick bietet Abbildung 23.
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Abbildung 23: ETsoNETose im Vergleich mit 10 uM fMLP

3.2.4 Reaktionsversuche mit molekularem Wasserstoff und dem Vergleich von 10 nM fMLP

und 10 pM fMLP

Es folgt nun ein Uberblick der mit H, begasten Zellen mit verschiedenen fMLP -

Konzentrationen.

Einen statistisch signifikanten Unterschied gab es sowohl hinsichtlich der TmaxROS — Zeit
(p <0,001) als auch bei der Zeit bis zum Erreichen der ETsoMPO (p < 0,046, Man — U:
p <0,007). Lediglich im Vergleich der Zeiten bis zum Erreichen der ETsoNETose gab es keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den mit H> begasten Zellen mit unterschiedlicher

fMLP — Konzentration. Der Vergleich der Mediane ist Abbildung 24 zu entnehmen.
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Abbildung 2: Mediane der TmaxROS, ETsoMPI und ETsoNETosis mit H, begasten Zellen. Der X-Achse ist die
jeweilige fMLP - Konzentration zu entnehmen.
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3.3 Versuche mit dem Durchflusszytometer

Die Fallzahlen der ausgewerteten Versuche sind Abbildung 25 zu entnehmen. Jeweils die
Halfte der Versuche wurden unter normoxischen Bedingungen als Kontrollversuche
durchgefuhrt, die andere Halfte unter dem Einfluss von molekularem Wasserstoff. Bei diesen

Versuchen wurde stets eine fMLP — Konzentration von 100 nM verwendet.

,—[ Durchflusszytometrie
¥

Leerwert LPS INF-¢  TNF-a+ fMLP MLP PMA
0%H, n=106 n=3 n=5 n=16 n=5  ,-16
2%H; =16 n=5 n=5 n=16 n=5 n=16

BURST

A 4
Antikérper:
CD11b, CD62L

h 4

Ohne Stimulus LPS TINF-o. TNF-a+{MLP f{MLP PMA

0% H; n-5 n=5 n=5 n=5 n=-5 n-§
2% Hy n=95 n=95 n=95 n=95 n=5 n-5§
Antikérper CD66b

Ohne Stimulus  LPS TINF-a TNF-a+{fMLP fMLP PMA
0%H, n=-4 n=-4 n= n-4 n=4 n-
2% H, n=5 n=95 n=5 n=5 n=5 =5

Abbildung 25: Fallzahlen Durchflusszytometrie
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3.3.1 BURST — Versuche: Mediane Fluoreszenzintensitat

Die MFI der mit fMLP + TNF-a versetzten Proben unter normoxischen Bedingungen
unterschieden sich nicht statistisch signifikant von den MFI der mit fMLP + TNF-a versetzten
Proben unter H> Begasung. Dagegen gab es einen statistisch signifikanten Unterschied der MFI
im Vergleich der mit H, begasten Zellen und den normoxischen Versuchen sowohl bei, den mit
LPS versetzten Proben (p < 0,024), den mit TNF-a versetzten Proben (p <0,014), den mit fMLP
versetzten Proben (p < 0,017), den mit PMA versetzten Proben (p <0,001) als auch den Proben
ohne zusitzlichen Stimulus (p < 0,001). Einen Uberblick bietet Abbildung 26.

10.000 I 0% H2 in Druckluft
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fMLP

Fehlerbalken: 95% Cl

Abbildung 26:Mediane Fluoreszenzintensitaten der BURST Versuche
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3.3.2 Antikorperexprimierung an dem Durchflusszytometer

Es folgen die ausgewerteten Versuche in Bezug auf die Exprimierung der Antikdrper CD11b,
CD62L und CD66b. Diese wurden entweder unter normoxischen Bedingungen oder unter

Begasung mit Hz durchgefuhrt.

3.3.2.1 Einfluss von molekularem Wasserstoff auf CD11b

Die MFI der jeweiligen Gruppen (Ohne Stimulus, LPS, TNF-a, fMLP, TNF-a + fMLP und
PMA) unter normoxischen Bedingungen unterschieden sich nicht statistisch signifikant von den

jeweiligen MFI unter dem Einfluss von Wasserstoff, siehe auch Abbildung 27.
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Abbildung 27: Beeinflussung verschiedener Stimulantien und molekularen Wasserstoffs auf die Exprimierung

von CD11b
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3.3.2.2 Einfluss von molekularem Wasserstoff CD62L

Die MFI der jeweiligen Gruppen (Ohne Stimulus, LPS, TNF-a, fMLP, TNF-a + fMLP und
PMA) unter normoxischen Bedingungen unterschieden sich nicht statistisch signifikant von den

jeweiligen MFI unter dem Einfluss von Wasserstoff, siehe auch Abbildung 28.
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Abbildung 28: Beeinflussung verschiedener Stimulantien und molekularen Wasserstoffs auf die Exprimierung von

CD62L
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3.3.2.3 Einfluss von molekularem Wasserstoff CD66b

Die MFI der jeweiligen Gruppen (Ohne Stimulus, LPS, TNF-a, fMLP, TNF-a + fMLP und
PMA) unter normoxischen Bedingungen unterschieden sich nicht statistisch signifikant von den
jeweiligen MFI unter dem Einfluss von Wasserstoff. Einen Uberblick bietet Abbildung 29.
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Abbildung 29: Beeinflussung verschiedener Stimulantien und molekularen Wasserstoffs auf die Exprimierung von

CD66b
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, welchen Effekt eine Begasung neutrophiler Granulozyten
mit molekularem Wasserstoff und Sevofluran auf deren Reaktions- und Migrationsverhalten
hat. Das Reaktionsverhalten humaner neutrophiler Granulozyten wird wesentlich von
molekularem Wasserstoff beeinflusst. So trat die Maximalauspragung der DHR-, MPO- und
DAPI- Fluoreszenz bei Begasung der Zellen mit Ho spéter auf als bei den Kontrollversuchen

oder mit der Begasung der Zellen durch Sevofluran.

4.1 Diskussion der Methodik

Der gewahlte Versuchsaufbau dhnelt dem anderer Studien (63,65,66,68,69).

Das Gel im Kanal gleicht in seiner Konsistenz der extrazellularen Matrix, wodurch versucht
wurde, das Reaktions - und Migrationsverhalten der Granulozyten anndhernd in vivo zu
simulieren. Es ist jedoch zu beachten, dass in vitro-Bedingungen im Labor nie vollstandig mit
physiologischen Bedingungen Ubereinstimmen. Das osmotisch wirksame chemotaktische
Peptid fMLP diffundiert in das Gel hinein, wodurch die PMNs stimuliert werden. Da die
einzelnen Ibidi-Slides nicht separat begast werden konnten, wurden die drei Kanale in jedem
Versuch entweder als Kontrollversuch, als Versuch mit Sevofluran-Begasung oder mit
Wasserstoff-Begasung durchgefuhrt. Das Verhalten humaner Granulozyten variiert sowohl
zwischen verschiedenen Personen als auch bei der gleichen Person an verschiedenen Tagen.
Dies muss bei der Interpretation der Ergebnisse berticksichtigt werden.

Beim Beflllen der Ibidi — Slides konnte trotz groBter Sorgfalt nicht immer eine
zufriedenstellende Beflillung gewahrleistet werden. So konnten sich leicht Blasen in dem zu
untersuchenden Kanal bilden, welche die Auswertung erschweren oder gar unmdoglich machen
konnte. Ein zu hoher Druck beim Pipettieren konnte dazu fihren, dass Zellen aus dem Gel in
das Reservoir geschwemmt wurden. Dadurch war es nicht méglich, in jedem Kanal eine
annédhernd gleiche Zelldichte zu gewéhrleisten. Zudem konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass beim Abheben des Granulozyterings versehentlich auch andere Zellen wie etwa
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Monozyten oder Erythrozyten abgehoben wurden. Zudem konnte es passieren, dass ein
Fluoreszenzfarbstoff zu schwach reagierte, um ausgewertet werden zu kdénnen. Aus den
genannten Grlnden konnte nicht jeder Versuch stets zur Auswertung aller Reaktionen genutzt
werden, weshalb sich gelegentlich die Fallzahl der einzelnen Reaktionen unterschied.

Das Live Cell Imaging ermdglichte die gleichzeitige Untersuchung des Migrationsverhaltens,
der ROS—Produktion, der Aktivitat des Enzyms Myeloperoxidase sowie der NET-Bildung.
Durch die motorisierte Platte an dem Mikroskop konnten zudem drei Kanéle und damit auch

drei Versuche gleichzeitig aufgezeichnet werden.

In zahlreichen Studien wurde fMLP als Chemoattraktant verwendet, um Neutrophile
Granulozyten etwa zur Migration oder zum oxidativen Burst anzuregen (70-73). Diese

Aktivierung der Granulozyten konnte auch in den Versuchen dieser Studie beobachtet werden.

Bisher gibt es nur wenige Studien, die den Effekt von 10 uM fMLP auf die Funktion von
Neutrophilen untersuchten (73), und unseres Wissens nach keine, welche den Effekt von 10 uM
fMLP auf die ROS Produktion, die Aktivitat der MPO sowie die NETose gleichzeitig
untersucht. Lediglich bei den letzten vier Versuchsreinen am Mikroskop mit molekularem
Wasserstoff wurde eine fMLP - Konzentration von 10 nM und bei den Versuchen mit dem

Durchflusszytometer eine fMLP - Konzentration von 100 nM verwendet.

Zahlreiche Studien benutzten in ihren Versuchen fMLP in einer Konzentration von 10 M oder
hoher (70,73-78). Zhu et al. verwendeten eine Konzentration von 10 uM fMLP und fanden
heraus, dass mit TNF-o und fMLP stimulierte Zellen einen respiratorischen Burst verursachten
und die Permeabilitat der Gefalle zu erhéhen (76). In einer anderen Studie nutzten Ren et al.
verschiedene fMLP — Konzentrationen bis zu 10 pM, wobei die Aktivierungsrate von
Neutrophilen Granulozyten mit steigender fMLP — Konzentration ebenfalls anstieg (73). Dies
stimmt mit einer anderen Studie von Hidalgo et al. Gberein, in welcher die fMLP — induzierte
ROS - Produktion ebenfalls Dosisabhangig stieg (78). Herrmann et al. nutzten in ihrer Studie
unter anderem fMLP — Konzentrationen von 100 nM und 10 pM. Bei der alleinigen Anregung
durch fMLP wurden oxidative Reaktionen der PMNs erst durch die héhere Dosis von 10 pM
inititert (74). In dieser Studie wie auch in unserer Arbeitsgruppe wurden fMLP -
Konzentrationen von 10 nM und 10 uM benutzt (66,68,69,79).
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Zusammenfassend zeigte sich, dass eine fMLP - Konzentration von 10 uM Neutrophile

Granulozyten zur Migration, oxidativem Burst sowie zur NETose stimulierte.

4.2 Diskussion des Versuchsaufbaus

Die Durchfuhrung der Versuche mit Sevofluran — Begasung gestaltete sich aufwendiger als die

mit molekularem Wasserstoff.

Um die PMNs dauerhaft — inklusive der Inkubation - mit 1 % Sevofluran zu begasen, bedurfte
es einen speziellen Inkubator. An diesem befand sich ein Datex — Messgerat, um
sicherzustellen, dass stets die erwinschte Konzentration von 1 % Sevofluran und 5 % COz im
Inkubator vorhanden war. Aufgrund der ortlichen Gegebenheiten war eine kurze
Unterbrechung der Begasung mit Sevofluran kurz vor den Mikroskop Aufzeichnungen

unvermeidbar.

Bei den Versuchen mit molekularem Wasserstoff wurden die Zellen wie bei den
Kontrollversuchen im Inkubationsschrank inkubiert. Wahrenddessen wurde bereits 2 % -iger
molekularer Wasserstoff durch den Wasserfilter am Mikroskop geleitet, um ihn mit H>
anzureichern, damit beim Start der Aufnahmen am Mikroskop bereits eine 2 %-ige H>
Konzentration in der Klimakammer gewéhrleistet werden konnte. Der Kontakt der Zellen mit
molekularem Wasserstoff erfolgte also erst beim Start des Mikroskopierens. Bei vielen
Versuchen mit inhalativer Applikation von Hz wurde eine Konzentration von 2 % H2 genutzt,

weshalb in dieser Studie ebenfalls mit dieser gearbeitet wurde (47,55,58,80).

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Es gab statistisch signifikante Unterschiede bei den untersuchten Migrationsparametern
zwischen den verschieden Begasten PMNSs. Dennoch sollten diese Ergebnisse nicht als relevant
angesehen werden, da die hohe Konzentration von 10 uM fMLP die Aussagekraft der
Chemotaxis erheblich reduzierte. Wie bereits in anderen Studien beschrieben, verschlechterte

sich die Orientierung der Neutrophilen Granulozyten, sobald eine bestimmte Konzentration an
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fMLP Uberschritten wird (81,82). Wenn ein PMN einen Chemoattraktanten wahrnimmt,
verlagern sich Chemorezeptoren in Richtung des Lockstoffs, was zu einer Polarisation der Zelle
fihrt. Dabei bildet sich ein vorderes Ende mit Pseudopodien und ein hinteres Ende, das
sogenannte Uropodium aus. Ist die anfangliche Konzentration eines Lockstoffs zu hoch, wird
eine gerichtete Polarisierung der Zelle verhindert, da zu viele Chemorezeptoren Uber die

gesamte Zelloberflache besetzt sind. (82)

Dies zeigte sich auch in den Ergebnissen unserer Studie. Beispielsweise war die Track
Straightness der mit Hx begasten Zellen und einer fMLP - Konzentration von 10 pM im Median
mit 0,22 wesentlich niedriger als bei den mit H, begasten Zellen und einer fMLP -
Konzentration von 10 nM mit 0,36. Dieses Ergebnis korreliert mit den zuvor genannten
Studien, in welchen eine zu hohe Konzentration an einem Lockstoff die Orientierung und
gerichtete Migration der PMNs reduziert. Des Weiteren sollte die Track Displacement in X —
Richtung positiv sein, sofern die PMNs in Richtung des Lockstoffs wandern. Wéhrend die
Mediane aller Versuche mit 10 uM fMLP negativ waren, stieg die mediane Track Displacement
in X - Richtung bei einer fMLP - Konzentration von 10 nM sprunghaft auf 28,4 um an, ebenso
hat sich die Track Displacement Length im Vergleich der mit molekularem Wasserstoff
begasten Zellen mit 10 uM fMLP und 10 nM fMLP mehr als verdoppelt. Die Aussagekraft der
mit Sevofluran begasten PMNs ist zusdtzlich dadurch reduziert, dass die Anzahl der
untersuchten Tracks erheblich niedriger war als bei den normoxischen Kontrollversuchen oder

den mit molekularem Wasserstoff begasten PMNS.

Die Migration ware vermutlich aussagekraftiger geworden, wenn man die PMNs zundchst mit
10 nM fMLP stimuliert und die Konzentration spater auf 10 puM erhoht hatte. Zigmond et al.
zeigten, dass eine Lageanderung eines Chemoattraktanten bei bereits polarisierten PMN keine
Umpolarisierung bewirkt, sondern sich das vordere Ende der Zelle langsam in Richtung des
neuen Gradienten dreht (83). Waren also nicht bereits bei Beginn des Versuchs so viele
Chemorezeptoren besetzt gewesen, so hatten sich die PMNs polarisieren und daraufhin auch
bei einer spateren fMLP - Konzentration von 10 uM fMLP eventuell gerichteter migrieren

kdnnen.

Die Begasung mit molekularem Wasserstoff hatte einen klaren Einfluss auf das

Reaktionsverhalten humaner neutrophiler Granulozyten. Alle drei untersuchten Reaktionen

61



fanden unter dem Einfluss von Hz im Median spater statt als bei den Kontrollversuchen oder
unter dem Einfluss von Sevofluran. Diese Ergebnisse scheinen unsere Hypothese und die
Erkenntnisse zahlreicher anderer Studien hinsichtlich der Antioxidativen Eigenschaften von
molekularem Wasserstoff zu unterstitzen (34,35,37,41,46).

Zhang et al. (84) berichteten, dass H> die NADPH — Oxidase teilweise inhibiert, was mit
unseren Ergebnissen korreliert: Der Zeitpunkt, an dem sich die maximale Anzahl an PMNSs in
der ROS-Produktion befanden, wurde unter dem Einfluss von molekularem Wasserstoff

verzogert.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass H» die Aktivitdt der MPO reduzieren kann
(80,85,86). Xie et al. fanden heraus, dass durch H. die Aktivitdt der MPO bei einer
Lungeninfektion gesenkt werden konnte (80). Guo et al. konnten zeigen, dass die MPO-
Aktivitat bei Brandwunden in Ratten durch Hz gesenkt wurde (86). Das Ergebnis ihrer Studien
scheint auch das Ergebnis dieser Arbeit zu unterstiitzen, da molekularer Wasserstoff den
Zeitpunkt bis zum Erreichen des ETsoMPO im Vergleich zu den Kontrollversuchen

hinauszdgerte.

Shirakawa et al. konnten zeigen, dass H> die NETose — Bildung und die Freisetzung der
NET- Bestandteile inhibieren/hinauszégern konnte (87). Dies scheint unser Ergebnis zu
unterstitzen, in dem der ETsoNETose — Zeitpunkt durch molekularen Wasserstoff im Vergleich

zu den Kontrollversuchen, wenn auch nicht statistisch signifikant, hinausgezégert wurde.

Dieses von uns erhoffte Ergebnis ist jedoch dahingehend interessant, dass molekularer
Wasserstoff im Wesentlichen nur mit *OH und ONOO" reagieren sollte. Ein relevanter Einfluss
auf H.O> oder O2” wurde jedoch nicht nachgewiesen (35,36). Aufgrund unseres Versuchaufbaus
war es uns nicht moglich, OH™ und ONOO- in die Versuche mit einzubeziehen. Des Weiteren
ware es nicht zielfihrend gewesen, da wir uns bei der Auswertung auf die Analyse der
Reaktionskaskade der Granulozyten beschrankten. Dies liefert ein wichtiges Indiz dafiir, dass
molekularer Wasserstoff ohne Vorhandensein von *OH und ONOO"™ sehr wohl mit H202 und
Oz reagiert, im menschlichen Organismus jedoch bevorzug *OH und ONOO™ als

Reaktionspartner verwendet.
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Minguet et al. belegten, dass Sevofluran die Exprimierung von MPO verringert. (88,89) Diese
Ergebnisse korrelieren mit unseren eigenen, da die ETso0MPO bei den mit Sevofluran begasten

Zellen friher erreicht wurde als bei den Kontrollversuchen unter normoxischen Bedingungen.

Das Ergebnis, dass die mediane Fluoreszenzintensitat des oxidierten Rhodamins-123 bei H»-
Begasung unter dem Einfluss von PMA sinkt aber unter dem Einfluss von TNF- o + fMLP
steigt, lasst sich womdglich dadurch erklaren, dass die neutrophilen Granulozyten an
unterschiedlichen Stellen durch PMA beziehungsweise fMLP aktiviert und beeinflusst werden.
Die membrangéngige PMA aktiviert direkt die Protein Kinase C (im Folgenden ,,PKC*), bzw.
PKC-a, PKC-R sowie PKC-6 (17,27,90). FMLP hingegen wirkt ber Rezeptor vermittelte
Signalwege mit nachgeschalteter Protein Kinase - Aktivierung, kann den oxidativen
Metabolismus jedoch auch unabhéngig von der PKC aktivieren (27,68,91). Die fMLP-haltigen
Proben wurden zuséatzlich mit TNF-a stimuliert, was die ROS-Produktion von PMNs weiter
anregt. Diese Unterschiede kdonnten den Anstieg der Fluoreszenzintensitat unter H»-Begasung

erklaren.

4.4 Ausblick

Die Relevanz dieses Forschungsbereichs ist groer denn je. Molekularer Wasserstoff ist als
Antioxidans von besonderem Interesse, da er moderate Effekte zeigt, ohne in andere wichtige
physiologische Prozesse einzugreifen. Er ist nicht toxisch, leicht zu applizieren und wird per

Exhalation eliminiert.

Die globale Covid-19 Pandemie lastet immer wieder die Intensiv—Kapazitaten der
Krankenh&user aus. Dadurch ist auch die Zahl der Patienten mit Lungenschaden die eine
Extrakorporale-Membran Oxygenierung (im Folgenden ,,ECMO®) benétigen, gestiegen. Ein
potenzielles Anwendungsbeispiel flr eine adjuvante Therapie mit molekularem Wasserstoff
waére die ECMO, bei welcher das Blut - und damit die Granulozyten - unter anderem aufgrund
des direkten Kontaktes mit den Schlduchen und dem Scherstress oxidativem Stress ausgesetzt
sind (92). Studien zeigten, dass der Oxygenator wahrend der ECMO dazu beitragt, Leukozyten

zu stimulieren (93,94). Es wurde beispielsweise gezeigt, dass die Nutzung einer ECMO die
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Bildung von NETSs erhoht (95). Das Blut mit den aktivierten Granulozyten wird wieder in den
Patienten geleitet, wobei die produzierten freien Radikale und NETs ungerichtet mit
korpereigenem Gewebe reagieren konnen (92,95,96). Beigefiligter molekularer Wasserstoff
konnte womaoglich bei dem Versuch dieses Problem zu beheben eine unterstiitzende Malinahme
darstellen. Guan et al. zeigten, dass COVID-19-Patienten, welche ein Gemisch aus Sauerstoff
und Wasserstoff inhalierten, im Vergleich zur Kontrollgruppe einen milderen
Krankheitsverlauf und weniger Dyspnoe aufwiesen (97). Oxidativer Stress, der Lungenschéaden
beginstigen kann (98), sowie andere Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis, Ischamie-
Reperfusionsschaden, Infektionen, Sepsis und Risikofaktoren des metabolischen Syndroms
konnten durch die Zugabe von molekularem Wasserstoff abgemildert und somit das

Patientenoutcome verbessert werden (34,35,46,53).

Eine sinnvolle weiterfihrende Studie wére, den Effekt von beigefiigtem molekularem

Wasserstoff an einem ECMO-Modell zu untersuchen.

4.5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation untersucht die Wirkung von molekularem Wasserstoff und
Sevofluran auf die Funktionalitdt humaner neutrophiler Granulozyten. Ziel war es, die Einfliisse
beider Substanzen auf zentrale Mechanismen wie Migration, Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, Aktivierung des Enzyms Myeloperoxidase sowie die Ausbildung
neutrophiler extrazellulérer Fallen zu vergleichen. Diese Arbeit untersucht die Hypothese, ob

H: eine stirkere hemmende Wirkung auf PMNs zeigt als Sevofluran.

Die Effekte auf die Migration und Funktionalitat der PMNs wurden mittels Live-Cell-Imaging
analysiert. Die ROS-Produktion, MPO-Aktivitat und NETose wurden tber fluoreszenzbasierte
Marker gemessen und quantitativ ausgewertet. Darliber hinaus wurden mithilfe der
Durchflusszytometrie die mediane Fluoreszenzintensitdt sowie die Expression der
Oberflachenmolekiile CD11b, CD62L und CD66b untersucht, die essenziell fir die

Zelladhasion und die Immunantwort sind.
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Die Ergebnisse hinsichtlich der Migration sollten aufgrund der verwendeten
Lockstoffkonzentration als nicht relevant erachtet werden. Bei der ROS-Produktion wurde bei
mit H> begasten Zellen eine ldngere Zeit bis zum Erreichen der TmaxROS gemessen, wahrend
Zellen, die mit Sevofluran begast wurden, diese deutlich schneller erreichte. Die Zeit bis zum
Erreichen der ETsoMPO wurde durch Begasen der Zellen mit Ha signifikant verzogert, wahrend
Sevofluran keinen vergleichbaren Effekt zeigte. Die Zeit bis zum Erreichen der ETsoNETose
wurde bei Zellen, die mit H> begast wurden im Vergleich zu mit Sevofluran begasten Zellen
ebenfalls hinausgezdgert. Die Durchflusszytometrie zeigte eine statistisch signifikante
Verringerung der Medianen Fluoreszenzintensitat der mit H, begasten Zellen im Vergleich zu

normoxischen Kontrollversuchen mit Aktivierung durch PMA, fMLP, TNF-o sowie LPS.

Molekularer Wasserstoff zeigte eine deutliche modulierende Wirkung auf neutrophile
Granulozyten, insbesondere durch die Verzégerung der TmaxROS, der ETsoMPO und
ETsoNETose. Die Kombination aus Live-Cell-Imaging und Durchflusszytometrie ermdglichte
eine umfassende Analyse dieser Effekte. Diese Eigenschaften kénnten therapeutisch genutzt
werden, um eine UberschieBende Immunantwort zu regulieren. Sevofluran zeigte ebenfalls
Effekte, jedoch weniger ausgepragt und schneller einsetzend. Die Ergebnisse unterstreichen das

Potenzial von H: als adjuvantes Therapeutikum bei entziindlichen Erkrankungen.

4.6 Summary

This dissertation investigates the effects of molecular hydrogen and sevoflurane on the
functionality of human neutrophil granulocytes. The aim of this study was to compare the
influence of both substances on key mechanisms such as migration, the production of reactive
oxygen species, activation of the enzyme myeloperoxidase and the formation of neutrophil
extracellular traps. This work examines the hypothesis that H. exhibits stronger inhibitory

effects on PMNs than sevoflurane.

The effects on PMN migration and functionality were analyzed using live-cell imaging. ROS
production, MPO activity, and NETosis were measured using fluorescence-based markers and

were evaluated quantitatively. Additionally, the median fluorescence intensity of ROS
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production and the expression of surface molecules CD11b, CD62L and CD66b was examined

via flow cytometry.

The results concerning the migration of the PMNSs should not be considered relevant due to the
concentration of the used chemoattractant. Cells exposed to molecular exhibited a longer time
to reach TmaxROS, whereas cells exposed to sevoflurane reached this point faster. The amount
of time needed to reach ET50MPO was significantly delayed in cells exposed to Hz, whereas
sevoflurane showed no comparable effect. Regarding ETsoNETosis, the amount of time needed
to reach this marker was prolonged in cells exposed to H. compared to cells exposed to
sevoflurane. Flow cytometry showed a significant reduction in the median fluorescence
intensity of ROS production when cells were exposed to molecular hydrogen compared to
normoxic controls. This effect was noticeable when activated with either LPS, TNF-o, fMLP
or PMA.

Molecular hydrogen demonstrated a modulatory effect on neutrophil granulocytes, particularly
by delaying ROS production, MPO activity, and NETosis. The combination of live-cell imaging
and flow cytometry allowed for a comprehensive analysis. These properties could be
therapeutically utilized to regulate excessive immune responses. Sevoflurane also exhibited
effects, though less pronounced and with a quicker onset. These findings underscore H2’s

potential as an adjuvant therapeutic in inflammatory diseases.
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5. Anhang

5.1 Materialliste

Gerate und Materialien

CO2-Inkubator Heracell 150i

Thermo Scientific, Waltham, USA

Wasserbad ohne integriertes Thermometer

neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Wasserbad ThermoHaake SWB25

Thermo Haake GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Biofuge stratos

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Heraeus™ Megafuge 1.0 R Zentrifuge ThermoFisher Scientific, Langenselbold,
Deutschland
Herasafe KS 18 biologische Sicherheitswerkbank | ThermoFisher Scientific, Langenselbold,

der Klasse Il

Deutschland

DM IRB Mikroskop

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA

Inkubator Lab-Therm LT-W

Adolf Kiihner AG, Basel, Schweiz

PIPETMAN® Classic P200 Pipette

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

PIPETMAN® Classic P1000 Pipette

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Multipipette M4

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Combitips

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Cellstar® Tubes, 15 mL, PP

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Rotilabo®-Reaktionsgefalie PP, farblos, 1,5 mL

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Druckminderer

Linde

Safety-Multifly-Kantle 0,9 x 19 mm

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Monovette Lithium-Heparin 5,5 mL

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland
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Pur-Zellin Zellstofftupfer

Hartmann, Heidenheim, Deutschland

Venenstauschlauch

Kimetec GmbH, Ditzingen, Deutschland

Softasept N

Braun, Melsungen, Deutschland

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 Medium),
pluriSpin

pluriSelect Life Science — Worldwide, Leipzig,

Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline modified,

without calcium chloride and magnesium
chloride, liquid, sterile-filtered, suitable for cell

culture (D8537-500ML) (DPBS)

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim,
Deutschland, Product of United Kingdom

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline with
MgClz and CaClz, liquid, sterile-filtered, suitable
for cell culture (D8662-500ML)

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim,
Deutschland, Product of United Kingdom

Zahlkammer Neubauer-improved

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Konigshofen, Deutschland

Deckglaser (Menzel-Glaser)

Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,

Deutschland

Fetales Kalberserum (FKS)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Anti-MPO-APC, human 1 mL

Miltenyl Biotec, Deutschland

4',6-Diamidin-2-phenylindol (“DAPI*)

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim,

Deutschland, Product of Israel

Dihydrorhodamine 123 (“DHR”), 1 mM in DMF
(10 mg/26,2 mL DMF)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Propidiumiodid P1304MP

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Human TNF Perotech 1 pg/mL

PeproTech Germany, Hamburg, Deutschland

Aqua Dest

Laborintern destilliert

Minimum Essential Medium Eagle 10x with
Earle’s salts, without I-glutamine and sodium

bicarbonate

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim,
Deutschland, Product of United Kingdom

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

VWR
Pennsylvania, USA)

International GmbH (Radnor,

RPMI 1640, w/o: L-Glutamine, w/o: Phenol red,
w: 2.0 g/L NaHCOs

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

PureCol Type | Bovine Collagen Solution

(3 mg/mL) (Kollagen)

Advanced BioMatrix , Carlsbad, USA

K-Slide Chemotaxis ibiTreat

Ibidi, Martinsried, Deutschland

N-Formyl-Met-Leu-Phe 297 % 50 mg (HPLC)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Inversmikroskop DMi8

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Ibidi Gas Mixer

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Ibidi Temperature Controller

Ibidi, Martinsried, Deutschland

ibidi

Chamber

Heating System, Universal Fit, for 1

Ibidi, Martinsried, Deutschland

ibidi Gas Incubation System for CO:

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Leica DFC9000 GT Kamera

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Objektiv HC, PL FL L20x/0,40 CORR PH1

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Lichtquelle CoolLED pE-4000

CoolLED Ltd, Andover, GroRRbritannien
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LED QUAD Filterwarfel

Chroma Technology Corp., Vermont, USA

DUAL Filterwirfel

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Application Suite 3.4.2.18368

Softwareplattform Leica Apllication Suite X

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Wasserstoff-Flasche (2 % Wasserstoff, 21 %
Sauerstoff, 77 % Stickstoff)

Linde AG; Pullach, Deutschland

Dimethylformamid (DMF)

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

SNARF

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Rohre 5 mL PP (FACS-R6hrchen)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

FITC anti-human CD62L Clone: DREG-56

BioLegend, San Diego, USA

PE anti-human CD11b Clone: ICRF44 150 pg/mL

BioLegend, San Diego, USA

APC
200 pg/mL

anti-human CD66b Clone: G10F5

BioLegend, San Diego, USA

PE Anti-human CD16b

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Durchflusszytometer FACSCalibur

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien

CellQuest Pro

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien

FACSClean Solution

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

FACSRIinse Solution

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

FACSFlow™

BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland

Datex-Engstrom, Capnomac ultima

Division Instrumentarium Corp., Helsinki, Finland
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Software

Imaris x64 9.0.2

Bitplane, Zirich, Schweiz

FlowJo Version vX.0.7

FlowJo LLC, Ashland, Oregon, USA

Skanlt Re for Varioskan Flash 2.4.5.

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

MS EXCEL Version 2010 & 2016

Microsoft Corporation, Redmond, Washington,
USA

Phoenix 64 Version 8.0.0

Certara, New York, USA

SPSS Statistics 25

IBM, Armonk, New York, USA

MS WORD Version 2010 & 2016

Microsoft Corporation, Redmond, Washington,
USA

Citavi 6 Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil,
Schweiz
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