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Abstrakt

Abstrakt

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) wurden als potenzielle Mitverursacher
thrombogener Prozesse wahrend der extrakorporalen Membranoxygenierung
(ECMO) identifiziert. Ziel dieser wissenschaftlichen Arbeit war die Untersuchung des
Einflusses von Polymethylpenten (PMP)-basierten Gasfaser- und
Warmeaustauschmembranen sowie verschiedener antithrombogener
Beschichtungen auf isolierte neutrophile Granulozyten gesunder Probanden unter
statischen und dynamischen Bedingungen. Unter statischen Bedingungen zeigten
alle getesteten Membranoberflachen eine vergleichbare Zelladharenz, jedoch war die
NET-Induktion bei unbeschichteten Gasfasern signifikant hoher (p < 0,001) als bei
beschichteten. Ein ex vivo Perfusionsmodell unter definierten
Stromungsbedingungen bestatigte eine scherkraftabhangige NET-Bildung mit einer
5- bis 6-fach erhdhten DNA-Freisetzung an unbeschichteten Gasfasern. Die
Ergebnisse belegen sowohl eine materialinduzierte als auch eine Scherkraft
induzierte  NET-Bildung und unterstreichen die hemmende  Wirkung
antithrombogener Beschichtungen. Beide Testsysteme eignen sich zur Bewertung
neuer Oberflachen fur zuklnftige ECMO-Systeme und implantierbare kinstliche

Lungen.



Abstract

Abstract

Neutrophil extracellular traps (NETs) have been identified as potential contributors to
thrombogenic processes during extracorporeal membrane oxygenation (ECMO). The
aim of this scientific study was to investigate the influence of polymethylpentene
(PMP)-based gas fibre and heat exchange membranes as well as various
antithrombogenic coatings on isolated neutrophil granulocytes from healthy subjects
under static and dynamic conditions. Under static conditions, all membrane surfaces
tested showed comparable cell adhesion, but NET induction was significantly higher
(p < 0.001) on uncoated gas fibres than on coated ones. An ex vivo perfusion model
under defined flow conditions confirmed shear-dependent NET formation with a 5- to
6-fold increase in DNA release on uncoated gas fibres. The results demonstrate both
material-induced and shear force-induced NET formation and underscore the
inhibitory effect of antithrombogenic coatings. Both test systems are suitable for

evaluating new surfaces for future ECMO systems and implantable artificial lungs.



Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Klinische Bedeutung einer ECMO

Die extrakorporale Membranoxygenierung (ECMO) ist eine lebensrettende
Behandlungsoption fur Patienten mit schwerem akutem, aber potenziell reversiblem
kardiopulmonalem Versagen. Aufgrund der positiven Ergebnisse in Bezug auf das
Uberleben der Patienten, insbesondere in ECMO-Zentren [1], ist die ECMO-
Anwendung eine zunehmend verbreitete intensivmedizinische Technik. Trotz
verbesserter technischer sowie klinischer Strategien ist die ECMO-Unterstutzung mit
einer hohen Komplikationsrate assoziiert, insbesondere mit Blutungsereignissen und
thromboembolischen Komplikationen, die mafgeblich zur Mortalitat der Patienten

beitragen [2].

Eine besondere Herausforderung beim Einsatz der ECMO ist die beim Blutkontakt
mit den kunstlichen ECMO-Oberflachen potenziell mogliche Fibrinogenadsorption,
die Gerinnungsaktivierung und die Thrombogenese. Thromben-Formationen im
ECMO-System kdonnen zum Versagen der Antriebspumpe (Pumpenkopfthrombose)
oder zur Dysfunktion des Membranoxygenators, der den extrakorporalen
Gasaustausch ermoglicht, fuhren [3,4]. Im klinischen Kontext besteht fur den
Patienten ein erhdhtes Risiko flur thromboembolische Komplikationen, das sich in
arteriellen  Gefallverschlissen mit nachfolgendem Organinfarkt (Myokard,
Mesenterium, Niere, Leber) sowie in zerebralen Ischamien manifestieren kann. Der
konsekutive obligatorische Austausch des ECMO-Systems aufgrund von
Pumpenkopfthrombose oder Dysfunktion des Membranoxygenators stellt oft eine
akut lebensbedrohliche Situation fur den Patienten dar. Die Ursachen fur
thrombotische ECMO-Komplikationen sind bisher noch weitgehend unbekannt. In der
Literatur wird die Inzidenz der Thrombenbildung in einem ECMO-System, die einen
Systemwechsel erforderlich macht, mit 3-26% beschrieben [3-5]. Generell flihren
thrombotische Anlagerungen auf den Gasfasern von Membranoxygenatoren zu einer

Verringerung der Gasaustauschkapazitat [6,7]. Aktuelle Studien legen nahe, dass
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Einleitung

,Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs) wesentlich zur Thrombogenese beitragen [8].
Die Ursachen fur die Entstehung von NETs auf Gasfasern in klinisch verwendeten
Oxygenatoren sind unbekannt. Naheliegend ware eine materialinduzierte oder eine
stromungsinduzierte NETose. Deshalb war das Ziel der vorliegenden
Promotionsarbeit, sowohl die materialinduzierte NETose unter systematischen
statischen Bedingungen als auch die stromungsinduzierte NETose unter
systematischen dynamischen Bedingungen als potenzielle Mechanismen fur die

Thrombogenese im ECMO-Oxygenator zu evaluieren.

Da es offensichtlich  Oxygenator-Typ-abhangige  Unterschiede in der
Leukozytenadhasion [9] und damit moglicherweise auch in der NETose-Bildung gibt,
sollten die Gasfasern von verschiedenen handelsublichen verfugbaren
Membranoxygenatoren auf eine NETose induzierende Wirkung untersucht werden.
Die Gasfasern aller Membranoxygenatoren bestanden aus dem Basismaterial
Polymethylpenten (PMP), unterschieden sich aber in der Beschaffenheit der

antithrombogenen Oberflachenbeschichtung.

1.2 Thrombenbildung im ECMO-System

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die thrombotischen
Anlagerungen auf den Gasfasern aus Fibrinstrangen mit eingelagerten
Thrombozyten und Erythrozyten bestehen, die jedoch je nach Lokalisierung im
Oxygenator und der verwendeten Antikoagulation eine unterschiedliche Morphologie
zeigen konnen [10].

Der Von-Willebrand-Faktor (vWF) stellt eine zentrale Komponente der
Thrombusbildung dar, insbesondere unter Bedingungen hoher Scherkrafte, wie sie in
arteriellen Gefalien vorherrschen. Seine Fahigkeit, die Adhasion von Thrombozyten
an das subendotheliale Kollagen zu vermitteln, macht ihn zu einem entscheidenden

Mediator der primaren Hamostase und potenziell zu einem SchlUsselfaktor bei der
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Einleitung

scherkraftinduzierten Thrombogenese. Hohere vWF-Anlagerungen konnten in der
Nahe der Kreuzungspunkte benachbarter Gasfasern in klinisch eingesetzten

Membranoxygenatoren nachgewiesen werden [11].

Histologische Untersuchungen eines klinisch eingesetzten ECMO-Oxygenators
ergaben, dass auch makroskopisch thrombusfreie Bereiche mit Leukozyten und
Thrombozyten bedeckt waren, die sich zu Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten
(PLA) formierten [12].

Weiterhin wurde in den thrombotischen Anlagerungen auf den ECMO-Gasfasern
neben Thrombozyten und Erythrozyten auch anhaftende kernhaltige Leukozyten
gefunden, die auf eine Beteiligung von Entzindungsreaktionen an der
Thrombogenese im Oxygenator hinweisen [6,9,13,14].

Solche Entziindungsreaktionen kdnnen durch die Beteiligung von polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMNs) und die Freisetzung von ,Neutrophil Extracellular
Traps® (NETs) zu pathologischen Thrombosen oder ,Immunothrombosen® fuhren
[15]. NETs sind netzartige Strukturen aus extrazellularen Fasern, die hauptsachlich
aus der DNA von PMNs bestehen und mit granularen Proteinen wie beispielsweise
Myeloperoxidase (MPO) und Neutrophiler Elastase (NE) assoziiert sind.
Krankheitserreger und Thrombozyten konnen an diese extrazellularen DNA-Fasern
binden, was zur Inaktivierung von Pathogenen aber auch zur Thrombusbildung
fuhren kann [16,17]. ,Neutrophil Extracellular Traps“ konnten auf biokompatiblen
Materialien mit hydrophober Oberflache [18] sowie in klinisch verwendeten
Oxygenatoren [8,12] durch die Visualisierung von extrazellularer DNA, NE und
citrullinierten Histonen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine
potenzielle Beteiligung von ,Neutrophil Extracellular Traps“ an der Thrombogenese

wahrend der extrakorporalen Membranoxygenierung hin [8].
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Einleitung

1.3 Bedeutung von PMNs und NETs im Rahmen der Immunabwehr

Die zentrale Funktion des Immunsystems ist der Schutz vor Pathogenen wie
Bakterien, Parasiten oder Viren. Funktionell kann das Immunsystem in zwei sich
erganzende Komponenten unterteilt werden: die angeborene und die adaptive
Immunantwort. Beide Systeme verfugen jeweils Uber humorale und zellulare
Bestandteile [19]. Zu den zellularen Bestandteilen des Immunsystems gehoren
verschiedene Immunzellen, darunter Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen

sowie naturliche Killerzellen (NK-Zellen) [20].

Granulozyten als Teil der angeborenen Immunabwehr zahlen wie Lymphozyten und
Monozyten zu den Leukozyten und lassen sich anhand der unterschiedlichen
Farbeeigenschaften ihrer Granula in die drei Gruppen basophile, eosinophile und
neutrophile Granulozyten differenzieren [20]. Der Zellkern morphologisch ausgereifter
neutrophiler Granulozyten ist hierbei in drei bis funf Segmente unterteilt, was
histologisch eine Differenzierung gegentber unreifen neutrophilen Granulozyten mit
einem stabkernigen Zellkern ermoglicht. Weiterhin werden die neutrophilen
Granulozyten aufgrund der Segmentierung des Zellkerns und der folglich vielfachen

Gestalt dessen als polymorphkernige Granulozyten bezeichnet [21].

Die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) sind nahezu ausgereifte,
spezialisierte und nicht teilungsfahige Zellen mit einer durchschnittlichen
Lebensdauer von etwa einem Tag im Blut, die sich im Gewebe durchschnittlich um
zwei Tage verlangern kann. [21]. Der Anteil der neutrophilen Granulozyten an den
ca. 5.000 - 10.000 pro ul Blut im Organismus zirkulierenden Leukozyten [22] betragt
in etwa 40-60% [22]. Taglich werden im Knochenmark ca. 5-10'-10 - 100
neutrophile Granulozyten [23] mit einem Durchmesser von ca. 10-12 pym [21] neu

gebildet.

Neben ihrer charakteristischen Zellkernmorphologie zeigen PMNs zytoplasmatische

Granula als weiteres histologisches Merkmal [24]. Diese enthalten antimikrobielle
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Proteine und Enzyme wie z. B. Neutrophile Elastase, Myeloperoxidase sowie weitere
Proteasen und Lysozym.

Auf der Oberflache ihrer Zellmembranen tragen PMNs Proteinstrukturen wie Pattern
Recognition Receptors (PRR), Selectine und Integrine. Diese Membranproteine
ermdglichen die Erkennung und Eliminierung von Pathogenen, die Einwanderung in
entzindetes Gewebe sowie die Initiierung von Immunantworten. Somit sind sie

essenziell fir die Funktion der PMNs im Rahmen der angeborenen Immunantwort.

Das Oberflachenprotein L-Selektin (CD62L) ist bedeutend fur die Migration von
PMNs zu den Entzindungsherden [25]. Selektine ermodglichen den Leukozyten im
Rahmen der Selektinphase ein erstes Anhaften an Zelladhasionsmolekule der
Endothelzellen, was durch den Strom des Blutes zunachst in einer rollenden
Bewegung resultiert. Zytokinvermittelt kommt es im Anschluss zu einer Aktivierung
von Integrinen auf der Leukozytenoberflache und einer dauerhaften Adhasion
(Adhasionsphase) an die Oberflache des Endothels. Zuletzt erfolgen die Diapedese
und die interstitielle Migration der Leukozyten zum Inflammationsherd [21]. Wahrend
der Aktivierung der Neutrophilen verandert sich die Ausstattung dieser mit
Oberflachenproteinen. Im Rahmen des sogenannten Sheddings kommt es zu einem
proteolytischen Abbau der extrazellularen Domane des L-Selektins CD62L und somit
zu einer Begunstigung der Adhasion Uber Integrine. Folglich ist die Reduktion der L-
Selektin-Expression auf der Oberflache neutrophiler Granulozyten charakteristisch
fur die Aktivierung dieser Zellen [26,27].

Gelangen die neutrophilen Granulozyten zum Ort der Entzindung, konnen sie ihre
bakterizide Wirkung entweder durch Vesikelentleerung extrazellular oder nach
Phagozytose intrazellular entfalten [21]. Die Phagozytosefahigkeit der Neutrophilen
wird dabei durch Opsonierung verstarkt. Hierbei werden Pathogene mit
Komplementfaktoren oder Antikdrpern auf ihrer Oberflache markiert und somit
leichter durch die Phagozyten mittels entsprechender Rezeptoren erkannt [22]. Ein
derartiger Rezeptor auf neutrophilen Granulozyten, welcher mit Komplementfaktor

C3b behaftete Krankheitserreger erkennt, ist der Komplementrezeptor CR3, wobei
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dieser aus den Integrinuntereinheiten CD11b und CD18 besteht [27]. Das CR3-
Heterodimer (CD11b/CD18) wird auch als Mac-1 oder amB2 bezeichnet und erfullt
innerhalb der angeborenen Immunitat wichtige Funktionen bei der Phagozytose, der
Zelladhasion [28,29] sowie bei der PMN-Migration an die Infektionsherde [30]. Die
Starke der (CD11b/CD18)-Expression auf den PMNs ist entsprechend der Funktion
des Heterodimers CR3 ein Mal} fur die Phagozytosebereitschaft der Neutrophilen.
Diese steigt beispielsweise innerhalb weniger Minuten nach Exposition gegeniber

bakteriellen Lipopolysacchariden [31].

Neben dem zuvor bereits beschriebenen Granulainhalt wirken auch reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) bakterizid. Der Vorgang der
Bildung einer Vielzahl von ROS und Freisetzung gegentber den phagozytierten
Pathogenen wird auch als ,oxidativer burst” bezeichnet [27]. Das fur die Bildung der
ROS entscheidende Enzym, die NADPH-Oxidase katalysiert die Reduktion
molekularen Sauerstoffs zum Superoxidanion, wobei NADPH oxidiert wird. Weiterhin
werden durch die Superoxiddismutase zunachst Wasserstoffperoxid und Sauerstoff

sowie mittels Myeloperoxidase anschlielend Hypochloridionen gebildet [27].

Der Kontakt von Granulozyten mit kdrperfremden Biomaterialien fihrt ebenfalls zu
einer Aktivierung der PMNs, die sich in einer Abspaltung von L-Selektin, der
Hochregulation von (CD11b/CD18) und einer Aktivierung des oxidativen Bursts
auldert [32]. Erhohte (CD11b/CD18)-Spiegel werden auch in Zusammenhang mit der

Hamodialyse [33] oder der kardiopulmonalen Bypassoperation [34] beschriebenen.

Eine Heparinbeschichtung polymerer Materialien scheint einen inhibierenden Einfluss
auf die Adhasion von Granulozyten zu bewirken [35]. Inwieweit dieser Effekt selektin-
oder integrinvermittelt ist, ist bislang nicht geklart. Diamond et al. gelang es eine
direkte Interaktion zwischen Mac-1 und Heparansulfatglykanen nachzuweisen [306].
Eine Reduktion der Granulozytenadhasion wurde in einer klinischen Untersuchung
im Rahmen kardiopulmonaler Bypassverfahren beobachtet, bei denen eine

Heparinbeschichtung des arteriellen Bluftfilters eingesetzt wurde [37].
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PMNs konnen Pathogene auch extrazellular bekampfen, indem sie sogenannte
,Neutrophil Extracellular Traps® (NETs) bilden und freisetzen [16]. NETs bestehen
aus glatten DNA-Filamentstrukturen mit einem Durchmesser von etwa 17 nm und
zeigen ein wolkenartiges Aussehen mit einer raumlichen Ausdehnung, die 10- bis 15-
mal groRer ist, als das Volumen des ursprunglichen PMN, aus dem sie stammen
[16]. An die DNA-Strukturen sind antimikrobielle Proteine aus den Granula der
Neutrophilen, wie die MPO und die NE, angeheftet [21,24].

Nach der Aktivierung der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten kommt es im
Rahmen der suizidalen NETose zunachst zur Delobulierung des Zellkerns und zum
Auflésen der Kernmembran. Dabei verlieren die Granulozyten ihre Polarisierung, und
das Chromatin wird dekondensiert. Letztlich fuhrt die Ruptur der Plasmamembran zur

Freisetzung der sogenannten ,Neutrophil Extracellular Traps® [38].

Bei der zweiten Form der NETose, der sogenannten vitalen oder nicht-lytischen
NETose, erfolgt ebenfalls eine Degranulation sowie die Freisetzung von
Kernchromatin. Im Gegensatz zur suizidalen NETose bleibt jedoch ein phagozytisch

aktiver Zytoplast erhalten, der weiterhin antibakterielle Funktionen ausutbt [39].

Die Induktion der NETose steht in direktem Zusammenhang mit den
Oberflachencharakteristika von korperfremden Biomaterialien [40]. Beispielsweise
fuhren sandgestrahlte und sauregeatzte Titanimplantatoberflachen mit hoher Rauheit
zu einer vermehrten Freisetzung von ,Neutrophil Extracellular Traps® [41]. Aktuelle
Studien dokumentieren zudem erhohte Konzentrationen zellfreier DNA (cfDNA) als
Marker der NETose nach Dialysebehandlungen [42,43]. Sperling et al. zeigten in
ihren Untersuchungen, dass hydrophobe Biomaterialien die NET-Bildung effektiv
stimulieren. Besonders ausgepragte NET-Ablagerungen wurden dabei auf
hydrophobem Teflon AF detektiert [18].
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2. Material und Methoden

Die Effekte von Oberflachenbeschichtungen verschiedener handelsiblicher ECMO-

Gasfasern auf isolierte PMNs wurden in dieser wissenschaftlichen Arbeit analysiert.

2.1 Testmaterial

Das Testmaterial bestand aus Gasaustauschfasern (GF) und
Warmeaustauschfasern (WT) aus verschiedenen kommerziell erhaltlichen ECMO-
Oxygenatoren mit unterschiedlichen anti-thrombotischen Beschichtungen (Tabelle 1),
die in bioaktive [PLS, Bioline®-Beschichtung (Getinge GmbH, Raststatt,
Deutschland); Hilite 7000LT, X.ELLENCE®-Beschichtung (Fresenius Medical
Care AG, Bad Homburg, Deutschland)] und biopassive [Nautilus, Balance®-
Beschichtung (Medtronic GmbH, Meerbusch, Deutschland); EOS, PH.I.S.l.O®-
Beschichtung (LivaNova, Mirandola, Italien)] eingeteilt werden [44]. Biopassive
Beschichtungen reduzieren die Wechselwirkungen zwischen Blut und kunstlicher
Oberflache durch Hemmung der Proteinadsorption, wahrend bioaktive
Beschichtungen spezifisch durch Hemmung von Gerinnungsfaktoren, Thrombozyten
oder anderen Faktoren, die an der Gerinnung und Hamostase beteiligt sind, wirken
[44,45].

Unbeschichtete Gasaustauschfasern, welche als Referenzmaterial dienten, wurden
freundlicherweise von der Firma Getinge GmbH zur Verfigung gestellt.
Unbeschichtete Gasaustauschfasern und die GFs aller verwendeten Oxygenator-
Typen bestanden aus dem Basismaterial Polymethylpentene (PMP). Die
untersuchten Warmeaustauschfasern wurden je nach Oxygenator-Typ aus
verschiedenen Materialien wie Polyurethan, Polyethylenterephthalat oder rostfreien
Stahl hergestellt (Tabelle 1). Von jedem Oxygenator-Typ eines Herstellers wurde ein

unbenutzter Oxygenator analysiert.
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Oxygenator-Typ (Hersteller), Beschichtung | Beschichtungsform Warmetauscher-Material
Oberflachengrofe und Oberflachengréfe
PLS Bioline Kovalente Bindungen Polyurethan (PUR)
(Getinge GmbH, Rastatt) zwischen Heparinmolekiilen

(bioaktiv) und einer Albuminschicht.
1,8 m?2 0.4 m?
Hilite 7000 LT X.ELLENCE Heparin kovalent und ionisch Polyethylenterephthalat
(Fresenius, Medical Care AG an immobilisiertes Albumin in (PET)
Bad Homburg) (bioaktiv) mehreren Schichten

gebunden.

1,9 m?2 0,45 m?
Nautilus Balance Polyethylenoxid (PEO), Polyethylenterephthalat
(Medtronic GmbH, Meerbusch) Integration von Sulfat- und (PET)

(biopassiv) Sulfonatgruppen.
1,8 m? 0,3m?
EOS PH.I.S.I.O Phosphorylcholin (PC) Rostfreier Stahl
(LivaNova, Mirandola, Italien)

(biopassiv)
1,2 m? 0,14 m?
PMP Unbeschichtet - -
(Getinge GmbH, Rastatt)

Tabelle 1: Gasfaser-Oberflachenbeschichtungen und Warmetauschermaterialien der im Handel erhaltlichen
ECMO-Membranoxygenatoren. Das Basismaterial aller beschichteten oder unbeschichteten GFs besteht aus
Polymethylpentene (PMP) [46].

2.2 ECMO-Membranoxygenatoren

Bei einer ECMO-Unterstutzung wird mit einer Zentrifugalpumpe tUber GefalRkanulen
kontinuierlich eine definierte Blutmenge pro Minute aus dem Korper des Patienten
durch einen Membranoxygenator gepumpt und nach der Oxygenierung zum
Patienten zurtckgeleitet. Der Membranoxygenator unterstutzt den Gasaustausch der
Patientenlunge, indem er das Blut mit Sauerstoff anreichert und gleichzeitig
Kohlendioxid eliminiert. Die verfugbaren ECMO-Membranoxygenatoren
unterscheiden sich in der Anordnung und Oberflachengroe der Gas- und
Warmetauscherfasern [Tabelle 1]. Innerhalb der Membranoxygenatoren kénnen die
Gasfasern  gewickelt (EOS-Membranoxygenator, Hilite 7000 LT) oder in
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Sandwichform geschichtet (PLS- oder Nautilus-Membranoxygenator) sein
(Abbildung 1).

Abbildung 1: Ubersicht tiber die verwendeten handelsiiblichen Oxygenatoren.
Von links: Nautilus-, Hilite 7000 LT -, EOS-, PLS-Membranoxygenator
[ECMO-Zentrum, Universitatsklinikum Regensburg].

Die OberflachengroRe der Gasfasern (Abbildung 2) der analysierten
Membranoxygenatoren variiert zwischen 1,2 m? (EOS-Membranoxygentor) und
1,9 m? (Hilite 7000 LT).
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e s

Abbildung 2: Anordnung der Gasfasern.

(A) Konventionelle Gasfasermatte. (B) Die einzelnen Gasfasern werden mit Kettfaden stabilisiert. (C)
Mikroporése Gasfaser in zweihundertfacher Vergré3erung mit einer 0,1 pym dicken Aufienschicht aus
Polymethylpenten [ECMO-Zentrum, Universitatsklinikum Regensburg].

2.3 Beschichtungen der ECMO-Gasfasern

In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden die Auswirkungen von
Oberflachenbeschichtungen verschiedener handelsublicher ECMO-Gasfasern auf
isolierte PMNs analysiert. Dabei wurde die Polymeroberflachenbeschichtung des
Nautilus (Medtronic GmbH, Meerbusch, Deutschland), die Bioline-
Oberflachenbeschichtung des PLS (Permanent-Life-Support-System,
Getinge GmbH, Rastatt, Deutschland), die X.ELLENCE-Oberflachenbeschichtung
des Hilite 7000 LT (DP3-System, Fresenius Medical Care AG, Bad Homburg,
Deutschland) und die Phosphorylcholin-Oberflachenbeschichtung des EOS

(LivaNova, Mirandola, Italien) im Verhaltnis zueinander und im Verhaltnis zum
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unbeschichteten Basismaterial Polymethylpenten in Hinblick auf netotische
Veranderungen neutrophiler Granulozyten analysiert.

2.3.1 Bioline-Beschichtung

Die BIOLINE-Beschichtung nutzt kovalente Bindungen zwischen Heparinmolekulen
und einer Albuminschicht, um eine hydrophile und homogene Oberflache zu
schaffen. Diese @ Form der Oberflachenbeschichtung  verspricht, die

Gerinnungsaktivierung und die potenzielle Thrombusbildung zu hemmen [47,48].

2.3.2 Balance-Beschichtung

Die Basis der Balance-Beschichtung besteht aus dem Polymer Polyethylenoxid
(PEO). Bei dieser Polymerbeschichtung ist die Funktionsschicht Uber einen Primer
fest mit der kinstlichen ECMO-Oberflache verbunden. Die hydrophile
Funktionsschicht enthalt integrierte Sulfat- und Sulfonatgruppen, welche die negative
Ladung des GefalRendothels imitieren. Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass
sulfonierte Polymere mit negativer Ladung sowohl negativ geladene Thrombozyten
abstolden [49] als auch Thrombin durch Bindung an Antithrombin ahnlich wie Heparin
hemmen koénnen [50,51]. Uber die hydrophilen Polymermolekiile wird zwischen der
kinstlichen ECMO-Oberflache und dem Patientenblut eine ,isolierende®,
wasserahnliche Struktur aufgebaut, die Proteinablagerungen und Zelladhasionen
reduzieren soll [52].

2.3.3 X.ELLENCE-Beschichtung

In der biokompatiblen und hamokompatiblen X.ELLENCE-Beschichtung ist Heparin
in mehreren Schichten kovalent und ionisch an immobilisiertes Albumin gebunden.
Die mehrschichtige Beschichtung wird durch eine abschlieRende Vernetzung

stabilisiert.
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2.3.4 Phosphorylcholin-Beschichtung

Oberflachenbeschichtungen auf der Basis von Phosphorylcholin (PC) sollen eine
Alternative zu heparingebundenen Systemen darstellen. Insbesondere flr Patienten,
die an Heparin-induzierter = Thrombozytopenie (HIT) leiden, st eine
Oberflachenbeschichtung mit Phosphorylcholin eine sinnvolle Option. Das
Stoffwechselzwischenprodukt Phosphorylcholin ist antithrombotisch, proteinresistent
und antibakteriell [53]. Die ,Phosphorylcholine Inert Surface in Oxygenation®-
Beschichtung (PH.1.S.1.0) des EOS-Oxygenators besteht aus physiologisch inertem
Material, das das menschliche Endothel nachahmt. Die hydrophile
Phospholipidoberflache  dieser  Beschichtung soll die Aktivierung des
Gerinnungssystems bei Kontakt mit Blut verhindern [54]. Phosphorylcholin ist die
polare Kopfgruppe einiger Phospholipide, zwischen denen sich negativ geladene
Phosphatmolekile befinden, die ihrerseits an positiv geladene Cholinmolekile
gebunden sind [44].

24 Gewinnung der Proben aus den Oxygenatormembranen

Abbildung 3: Gewinnung des Testmaterials aus handelsiiblichen Oxygenatoren.
(A) Aussagen des Gas- und Warmetauscherkerns und (B) dessen Sterilisation
[Eigene Aufnahme].
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Zur Vorbereitung des Testmaterials wurde eine Bandsage (TC-SB 305 U, Einhell,
Landau, Deutschland) verwendet, um das Gehause der entsprechenden
Oxygenatoren zu offnen (Abbildung 3). Die Kerne mit Gas- und
Warmetauscherfasern wurden anschliel3end sterilisiert und steril verpackt. Daraufhin
wurden die Gas- und Warmetauscherfasern ohne spezifische Zuordnung getrennt
zugeschnitten. Die Materialproben bestanden in den Versuchen aus Faserflachen mit
einem Verhaltnis von 25 mm x5 mm (Lange x Breite), in dem sich zehn Fasern
verbunden durch Kettfaden befanden. Entsprechend der Versuche mit Gas- oder
Warmetauscherfasern  wurden diese in  sterilisierten  Edelstahleinsatzen
(Durchmesser, 34 mm) fixiert und in sterile Petrischalen (Thermo Fischer, Waltham,

Massachusetts, USA) mit einem Durchmesser von 35 mm positioniert (Abbildung 4).

2.5 Vorbereitung des Testmaterials fiir die statischen Versuche

Die Materialproben der verschiedenen Oxygenatorfasern wurden mit 3 ml HTP-
Puffer + 30 % AB-Serum  Uber 12 Stunden bei sanfter Bewegung und
Raumtemperatur (RT) beschichtet, anschliefend abgesaugt und Gber Nacht in der
Sterilbank getrocknet.

Abbildung 4: Membranprobe im Edelstahleinsatz in Petrischale.
Bestandteile der Membranfixierung (A). Die Probe bestand aus einer Membran von Gas- oder
Warmetauscherfasern (B), die Uber Kettfaden verbunden waren [46].
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Damit waren die Materialproben fur die PMN-Versuche, welche innerhalb von 24 h
durchgefuhrt wurden, vorbereitet. Die Adhasionsversuche fanden dabei in denselben

Petrischalen statt.

2.6 Beschichtung der Objekttrager der statischen Versuche

Poly-L-Lysin-beschichtete (0,01 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) Glasobjekttrager
wurden verwendet, um in den Versuchen eine potenzielle Induktion von NETose aus
adharenten Granulozyten zu Uberprufen. Hierfur wurden unbeschichtete Objekttrager
in Klvetten-Einsatze positioniert und mit 1% HCI-EtOH (70 %)-Gemisch bei
Raumtemperatur unter dem Abzug eine Stunde lang gereinigt. Vor der Beschichtung
mit 0,01 % Poly-L-Lysin-LOsung wurde dreimal mit destilliertem Wasser bei RT fur
jeweils funf Minuten gewaschen. Hierauf erfolgte die zwdlfstiindige Trocknung der

beschichteten Objekttrager bei Raumtemperatur unter der Sterilbank.

2.7 Optimierung der Versuchsdurchfiihrung

Die verschiedenen Membranproben wurden zu Beginn der Untersuchungen in
Edelstahleinsatze so positioniert, dass diese vollstandig das offene Sichtfenster von
1,7 - 1,7 cm? bedeckten (Abbildung 5). Nach der Inkubation mit PMNs auf den Gas-
und Warmetauscherfasern wurden die Edelstahleinsatze geodffnet und die
Membranproben entnommen. Da die Membranproben groer waren, als die
Glasobjekttrager, auf denen diese fur die Analysen positioniert werden sollten,
mussten die Membranproben mit adharierten PMN noch zugeschnitten werden. Im
Verlauf dieser Aktion rollten sich die Membranproben zusammen (Abbildung 5 B) und

mussten vorsichtig entfaltet werden.
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Abbildung 5: Optimierung der Versuchsdurchfiihrung.

Reduktion der eingespannten Membranflache von der urspriinglichen Flache von 2,9 cm?
auf 0,9 cm? (A), um ein Einrollen (B) und damit eine unbeabsichtigte Manipulation der
adhérierten PMNs zu vermeiden. Auf dem Glasobjekttrager fixiete Membran (C) [Eigene
Aufnahmen].

Da durch diesen Vorgang eine unbeabsichtigte Veranderung der PMN-Anzahl nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurde von diesem Vorgehen Abstand genommen.
Als neue Variante wurden die Membranproben fir die Fixierung auf dem
Glasobjekttrager bereits auf die spater notwendige GroRe von 1,7 - 0,5cm?
zugeschnitten. Durch die minimierte Flache der Membranproben wurde ein Einrollen
der Materialproben vermieden und diese konnte problemlos auf dem
Glasobjekttrager positioniert werden (Abbildung 5 C). Die Versuche mit der
urspriinglichen MembrangroRe 1,7 - 1,7 cm? wurden in den Analysen nicht

bertcksichtigt.
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2.8 Isolation von polymorphkernigen Granulozyten

Polymorphonukledare Granulozyten wurden aus mit Lithium-Heparin (16 IU/ml)
antikoagulierten Blutproben von gesunden Freiwilligen (n = 6 bei statischenund n =5
bei dynamischen NETose-Versuchen) mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert.
Hierfur wurde das Probandenblut mit einer 20-G-Nadel enthommen und in drei 7,5-
ml-Li-Heparin-Blutréhrchen (S-Monovette® Plasma/Lithium-Heparin, Sarstedt AG &
Co, Nurnberg) gefullt. Das Blut ruhte dann 20 Minuten bei 10 U/min auf einem
Roéhrchenroller (RS-TR10  Phoenix Instrument GmbH, Karlsdorf-Neuthard,
Deutschland).

Die Blutspender  gaben vor  der Blutentnahme ihre schriftliche
Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der vorliegenden Studie ab. Das
Studienprotokoll erhielt die Genehmigung durch die Ethikkommission der Universitat
Regensburg (Abstimmung Nr. 16-101-0322). Die Probanden erhielten eine
Aufklarung Uber den Inhalt der Studie und ihr Recht, die Teilnahme jederzeit zu
beenden. Es nahmen gesunde Probanden beider Geschlechter teil, die keine
Antikoagulanzien einnahmen. Zur Isolation der PMNs wurden nacheinander 3 ml
Leuko Spin Medium (pluriSelect Life Science, Leipzig, Deutschland), 3 ml Lympho
Spin Medium / PBMC Spin Medium (pluriSelect Life Science, Leipzig, Deutschland)
und 3 ml Lithium-heparinisiertes Blut der Probanden geschichtet (Abbildung 6 A).
Nach 30-minutiger Zentrifugation bei 1000x g ohne Bremse (Centrifuge 5810 R,
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland) wurden das Plasma und das Lympho Spin
Medium (Abbildung 6 B) vorsichtig mit einer Glaspipette entfernt und die isolierten
Granulozyten mit einer Pipette (Eppendorf Research® plus, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland) entnommen. Die isolierten Granulozyten wurden daraufhin in ein mit
5 ml Hepes-Tyrode-Puffer’ (HTP) und 0,5% Rinderserumalbumin (BSA) gefillltes
FalconTM Zentrifugenrohrchen (Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte,

1 Zusammensetzung siehe Kapitel 6.4 Verbrauchsmaterialien
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Deutschland) pipettiert. AnschlieBend erfolgte eine 10-mindtige Zentrifugation mit

250x g bei Raumtemperatur ohne Bremse.

Plasma
Vollblut

Lympho Spin Medium

T

=———  Lympho Spin Medium
I Granulozyten

Letika Spin-Hiccim Leuko Spin Medium

’ Erythrozyten

Abbildung 6: Uberschichtung zur Granulozytenisolierung.

(A) Vor dem Zentrifugieren wurden Leuko Spin Medium, Lympho Spin Medium und Vollblut
geschichtet. (B) Nach dem Zentrifugieren lagen Bereiche mit Erythrozyten, Granulozytenisolierung
(griiner Bereich) und Plasma isoliert vor. [A: Firma pluriSelect Life Science, Leipzig, Deutschland; B:
Eigene Aufnahme]

Zur Bestimmung der Zellanzahl der isolierten PMNs in der Suspension kam das ,Cell
Counter and Analyzer System® (CASY System, OMNI Life Science, Bremen,
Deutschland) zum Einsatz. Hierfur wurde in einer Verdinnung von 1:1001 der
Zellsuspension (10 pl Zellsuspension in 10 ml Casyton) die Anzahl der PMNs
automatisch gezahlt und fir die statischen Adhasionsversuche in einem
Resuspensionspuffer auf 2,5-10° Zellen/ ml eingestellt. Innerhalb der auf die
statischen Adhasionsversuche folgenden dynamischen PMN-Versuche wurden

9 - 10° Zellen / ml in die ex vivo Versuchsanordnung eingesetzt.
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2.9 PMN-Adhasion auf Gasfasern innerhalb der statischen Versuche

Die isolierten PMNs eines einzelnen Probanden wurden in einer Messreihe mit allen
Testmaterialien (eine Materialprobe von jedem Oxygenator-Typ) in sechs

unabhangigen Experimenten inkubiert.

Um die Auswirkung der verschiedenen Oxygenatoroberflachenbeschichtungen und
des Basismaterials Polymethylpenten der Gas- und Warmetauscherfasern auf PMNs
zu untersuchen, wurden die Materialproben zunachst mit 3 ml HTP - BSA 0,5 % +
Ca/Mg befeuchtet. Nach dem Anfeuchten der Materialproben wurde 1 ml HTP - BSA
0,5 % + Ca/Mg unter die eingespannten Proben und 2 ml der Zellsuspension auf die
Proben pipettiert. Die Inkubation erfolgte fir 3 Stunden bei 37 °C unter leichter
Bewegung (Schuttelinkubator, Kuhner Kelvin+, Basel, Schweiz).

Die parallele Inkubation von PMNs mit HTP-BSA-Ca/Mg auf mit 100 pl 0,01% Poly-L-
Lysin-Lésung beschichteten Objekttragern diente als Negativkontrolle. Fur eine
Positivkontrolle  wurden die adharenten Zellen nach der 30-minutigen
Adhasionsphase fur 3 Stunden mit 10pul frisch hergestellter 200 nM Phorbol-12-
Myristat-13-Acetat (PMA) -Lésung (P8139 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) inkubiert.
Eine Inkubation mit PMA fuhrt zu einer morphologischen Veranderung der
Zellkernstruktur und zeigt eine ausgepragte netotische Reaktion nach einer
Kernfarbung [55].

Zur Entfernung nicht-adharenter PMNs wurden die Membranproben vor der Fixierung
mit HTP-BSA-0,5%-Puffer gewaschen. Die adharenten Zellen auf den
Materialproben  wurden anschlieBend in 3 ml 4% Paraformaldehyd in
phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) bei Raumtemperatur fur jeweils 10 min,
fixiert. Nach dem zweimaligen Waschen mit HTP-Puffer wurden die Materialproben
mit 500 ng/ml 4',6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) gefarbt. Hierfur wurde die DAPI-
Stammldsung in Aqua destillata gelost und diese dann im Verhaltnis 1:200 in HTP-
Puffer (ohne BSA) diluiert. Die anschlieenden 60-mindtige Inkubationen erfolgten

bei Raumtemperatur in Dunkelheit. Nach dem erneuten Waschen mit 2 ml HTP-
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Puffer wurden die Materialproben mit Fluoromount-GTM-Montagemedium (Thermo
Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland) abgedeckt und ein zweites Deckglas
aufgelegt. Dieser Vorgang wurde ohne die Bildung von Luftblasen durchgefuhrt. Die

anschlieBende Aushartung im Kuhlschrank erfolgte Gber 3 Tage.

DAPI-gefarbte Zellkerne wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (BZ-8100E
Keyence GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) mit 100-fachen und 200-fachen
VergroRerungen visualisiert. Der verwendete BZ-Filter GFP-BP (Keyence GmbH,
Neu-Isenburg, Deutschland) ermdglichte eine 470 nm Anregung, dichroitische
Spiegelwellenlange von 495 nm und eine 535 nm Emission.

2.9.1 Kategorisierung von netotischen PMNs

Fir die Beurteilung von morphologischen Veranderungen der neutrophilen
Granulozyten wurde die Klassifizierung basierend auf der Chromatin-Schwellung der
Zellkerne [55] angewandt (Abbildung 7). Dabei wurden die PMNs in den
verschiedenen Messreihen entsprechend den morphologischen Veranderungen
durch  Chromatin-Schwellung differenziert und zahlenmaRig erfasst. Bei
morphologisch unveranderten Zellkernen der PMNs, mit einem Nukleus in gelappter
Form bzw. ohne sichtbare Verformungen oder Ausstllpungen, erfolgte die
Zuordnung zur Gruppe ,Netotisch unverandert (Abbildung 7 Phase ). Bei einer
Schwellung des Zellkerns (Abbildung 7 Phase Il) ist der urspringliche Umriss
deutlich umgeformt und Ausweitungen sowie Ausbuchtungen, uUber die halbe
Zellkerngrofe hinaus, sichtbar. Eine weitere Schwellung kann zur Ruptur der

Plasmamembran und zur Freisetzung von NETSs fuhren (Abbildung 7 Phase IlI).
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Phase | Phase | Phase Il

Abbildung 7: Morphologische Veranderungen durch Chromatin-Schwellung.
Normale Zellkerne (Phase 1), geschwollene (Phase Il) und stark geschwollene sowie rupturierte
Zellkerne (Phase lll) [55].

Geschwollene Zellkerne und solche, die kurz vor der Ruptur der Plasmamembran
standen oder bei denen sich bereits NETs zeigten, sind pathologisch veranderte

PMNs und wurden entsprechend der Gruppe ,Netotisch verandert zugeordnet.

2.9.2 PMNSs im Fluorescence-activated cell sorting System

Mit Hilfe der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS) lebender Zellen kann eine
Zellpopulation anhand der Fluoreszenzmarkierung in Subpopulationen differenziert
werden. In der vorliegenden Promotionsarbeit diente die FACS-Analyse dazu, zu
untersuchen, ob PMNs beim Kontakt mit den beschichteten ECMO-Oberflachen

vermehrt Sauerstoffradikale freisetzen (oxidativer Burst).

Fir die FACS-Analysen wurden 100 ul PMN-Suspension aus dem jeweiligen

Uberstand nach einem dreistindigen Kontakt mit den verschiedenen
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Oberflachenbeschichtungen in 2 ml HTP-Puffer + Ca/Mg in die FACS-Roéhrchen 7-14
pipettiert.

In den FACS-Rohrchen 1-6 befanden sich fur die Kontrollgruppen (LW) jeweils
6,6 - 10* Zellen. Nach einem Pufferwechsel mit 2 ml phosphatgepufferter
Kochsalzlosung erfolgte eine 10-mindtige Zentrifugation mit 250xg bei

Raumtemperatur.

Hierauf erfolgte ein erneuter Pufferwechsel mit 1000 yl PBS und das Hinzufuigen von
10 yI  Dihydrorhodamin/SNARF-1 (DHR/CargoxySNARF-1, 1 mM; D632/C1271,
Invitrogen, Kalifornien, USA) zur Erreichung einer Endkonzentration von 100 nM fur
die Burst-Experimente. Zur Detektion reaktiver Sauerstoffspezies kam
Dihydrorhodamin (DHR) zum Einsatz, da es passiv durch Zellmembranen diffundiert.
Nicht fluoreszierendes Dihydrorhodamin wird innerhalb der Zelle durch Oxidation in
grun fluoreszierendes Rhodamin 123 uberfuhrt. Die Menge von Rhodamin 123 war

proportional zu den erzeugten reaktiven Sauerstoffspezies.

Nach einer 10-minutigen Inkubation bei 37 °C wurde das erste Aliquot mit 10 ul PBS
behandelt. Das zweite Aliquot war mit 10 yl Tumornekrosefaktor (TNF-a, Thermo
Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland; 1 ug/ml in PBS) und 10 yl N-Formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP, F3506, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; 1 mM in
Dimethylformamid, DMF) versetzt. Das dritte Aliquot erhielt 10 yl PMA (1 mM in
DMF). Nach einer weiteren 20-minutigen Inkubation bei 37 °C wurden

10 pl Propidiumiodid (Pl, P1304MP Invitrogen, 1 mg/ml) hinzugeflgt.

Abgestorbene Zellen wurden anhand der erhohten Pl-Fluoreszenz (>600 nm) und
des Fehlens einer Esteraseaktivitat, sichtbar als ausbleibende SNARF-1-vermittelte
orange Fluoreszenz, identifiziert. In vitalen Leukozyten erfolgte die Spaltung des
nicht fluoreszierenden Esters SNARF1/AM durch Esterasen zu SNARF1. Nur vitale
Zellen (Pl-negativ) gelangten in die Auswahl, um ROS-produzierende Zellen (DHR-
positiv) zu erkennen (Protokoll siehe Anhang 6.4.3). Nach Pl-Zugabe musste sofort

die FACS-Messung durchgeflihrt werden.
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Es wurde ein FACS Calibur™ Durchflusszytometer (BD corporate, Franklin Lakes,
NJ, USA) und CellQuest Pro Software™ (Version 5.2, BD corporate, Franklin Lakes,
NJ, USA) verwendet. Die Identifikation der Granulozyten erfolgte uber ihr
charakteristisches Vorwarts- (FSC) und Seitenstreulichtmuster (SSC) sowie ihre
Dihydrorhodamin/SNARF-1-Fluoreszenz. Der Aktivierungsstatus lief3 sich anhand
eines Dotplots (CD11b-PE vs. CDG62L-FITC) bestimmen. Nicht stimulierte
Granulozyten wurden mit einem positiven Signal fur CD62L und einem moderaten
Signal fur CD11b identifiziert. Nach der Aktivierung mit TNF/fMLP exprimierte die
Mehrheit der PMNs ein hoheres Signal fur CD11b und CD62L war reduziert.

Fir die Expression von PMNs-Aktivierungsmarkern wurden 100 pl des Uberstandes
in 2 ml phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS-Ca/Mg) verdinnt und mit 250x g
10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Resuspension des Zellpellets erfolgte
in 100 yl PBS-Ca/Mg mit jeweils 5 yul monoklonalen primaren Antikdrpern (antihuman
CD62L-FITC, antihuman CD11b-PE; 304804/301306, Biolegend, San Diego, USA),
gefolgt von einer 15-mindtigen Inkubation bei 4 °C im Dunkeln. Nach der Zugabe von
2ml PB-Ca/Mg und einer funfminutigen Zentrifugation (290x g, Raumtemperatur)
erfolgte die Resuspension des Zellpellets in 200yl PBS, gefolgt von einer
Behandlung mit 1ml BD-lysis Reagent (1:10, BecktonDickenson Biosciences,

Heidelberg, Deutschland) zur Fixierung (10 Minuten, Raumtemperatur, Dunkelheit).

Als Positivkontrolle wurden isolierte Granulozyten mit TNF/fMLP (wie fur den
oxidativen Burst beschrieben) stimuliert und mit den Antikdrpern gefarbt. Die

Negativkontrolle bestand aus nicht stimulierten Zellen.

2.9.3 Analyse der adharenten DAPI-gefarbten Kernmorphologien

Die verschiedenen ECMO-Gasfaser-Testmaterialien ohne und mit ihren
unterschiedlichen antithrombotischen Oberflachenbeschichtungen wurden
hinsichtlich der Anzahl der adharierenden PMNs und der Quantitat der
morphologisch netotischen Veranderungen bewertet. Die Aufnahmen erfolgten mit

einem Fluoreszenzmikroskop (BZ-8100E, Keyence GmbH, Neu-lsenburg,
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Deutschland), ausgestattet mit 10x- und 20x-PlanApo-Objektiven (Nikon, Tokio,
Japan), bei VergroRerungen von 100-fach und 200-fach. Dabei ergab sich
beispielsweise die 100-fache finale VergroRerung aus dem 10-fachen Zoomfaktor
des Objektivs, multipliziert mit dem 10-fachen Zoomfaktor des Okulars des

Fluoreszenzmikroskops.

Fur die Verarbeitung und Analyse der Fluoreszenzmikroskopbilder kam Imaged
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA), eine frei zugangliche
wissenschaftliche Bildanalysesoftware, zum Einsatz. Dabei erfolgte nach dem Import
der DAPI-gefarbten Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen in 100-facher Vergrof3erung
die Umwandlung der Bildinformation in eine 8-Bit-Graustufe. Anschlief3end wurde fur
alle Fluoreszenzmikroskopbilder die Nachweisgrenze sowie der
Untersuchungsbereich (ROI = Region of Interest) definiert und die automatische
Zellzahlung durchgefuhrt (Abbildung 8).

Die Bestimmung der Zellanzahl adharierter PMNs erfolgte fur jede Materialprobe in
einem Detektionsbereich von 0,51 mm? bei 100-facher Vergrolierung. Zur Validierung
der automatisierten Zellzahlung wurde eine Vorstudie durchgefuhrt, um zu ermitteln,
ob zwischen den automatisch bestimmten Zellzahlen und den von einem erfahrenen
Spezialisten manuell ermittelten Zellzahlen ein relevanter Unterschied besteht. Dabei
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,919) zwischen der manuellen und
der automatischen Auszahlung (Abbildung 9). Nach Bestatigung der Zuverlassigkeit
der automatischen  Auszahlung dienten zehn  zufadlig  ausgewahlte
Fluoreszenzmikroskopbilder jeder Gasfasermaterialprobe ohne stabilisierende
Haltefaden (Kett-Faden) zur Auswertung der auf den Gasfaserproben adharierenden
PMNs. Die Analyse wurde auf alle sechs Probanden ausgeweitet, wodurch fur jede
der funf unterschiedlichen Oberflachenbeschichtungen jeweils 60 Bilder entstanden.
Insgesamt wurden somit 300 mikroskopische Aufnahmen fiur die Evaluierung der

adhéarierenden PMNs untersucht.

Zur exakten Beurteilung der morphologischen Veranderungen der PMNs

(NET-Analyse) kamen weitere 180 mikroskopische Bilder bei 200-facher anstelle von
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100-facher VergroRerung zur Auswertung. Von jeder Materialprobe der sechs
Probanden wurden funf nicht Uberlappende Fluoreszenzmikroskopaufnahmen ohne
Kettfaden in die Auswertung einbezogen. Dies galt sowohl fur die vier
antithrombotischen Beschichtungen als auch fur die unbeschichtete PMP Oberflache.
Zur Bestimmung des Verhaltnisses der netotisch veranderten Zellkerne zu allen
Kernen erfolgte die manuelle Zahlung der PMN-Zellkerne in einem Analysebereich
(ROI) von 0,13 mm? bei 200-facher Vergrolierung.

8 Bit
greyscale

Treshold

Abbildung 8: Zeitlicher Ablauf der automatischen Zellzahlungsfunktion ImageJ.

Import des DAPI-gefarbten Originalbildes in 100-facher Vergrofterung (A) und Umwandlung der
Bildinformation in eine 8-Bit-Graustufe (B). Nach der Definition der Nachweisgrenze (C) und der
Region of Interest wurde die automatische Zellzdhlung (D) durchgeflihrt [46].
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A: Manuelle Z&hlung : 43 Zellen

Validierung der Image J - Zahlprozedur

B, C: Automatische Zahllung Image J: 45 Zellen

60 L

50

<0

Manuelle Zahlung

30 L]

g - an k a . - an
10 20 30 40 S0 &0 70 80

Automatische Zahlung Image J

Abbildung 9: Beispiel fur die Validierung der automatischen Zellzahlungsfunktion.

Zu Validierungszwecken wurde eine Vorstudie durchgefuhrt, um festzustellen, ob ein
signifikanter Unterschied zwischen den automatisch ermittelten Zellzahlen (B, C) und
den von einem erfahrenen Spezialisten analysierten (A) besteht. Es wurde kein
signifikanter Unterschied (p = 0,919) zwischen der manuellen und der automatischen
Zahlung festgestellt. (B) zeigt die durch den gelben Kasten dargestellte Region of
interest in Imaged und die daraus resultierende Erkennung und Zahlung der PMNSs.
Korrelation zwischen manuell gezahlten und automatisch ermittelten Zellkernen (D)
[46].
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2.10 PMN-Adhasion auf Gasfasern innerhalb der dynamischen Versuche

Nach der statischen Untersuchung der Auswirkungen des Basismaterials PMP sowie
der verschiedenen antithrombotischen Beschichtungen auf PMNs von gesunden
Probanden erfolgte im nachsten Schritt die Evaluation der Scherkrafte auf PMNs
unter definierten dynamischen Bedingungen im Perfusionsmodell. Deshalb kam ein
ex vivo Perfusionsmodell mit integrierter ECMO-Gasfaser zum Einsatz, das eigens

hierflr konzipiert war.

2.10.1 Messaufbau des ex vivo Perfusionsmodells

Zur Visualisierung von potenziellen Auswirkungen einer Scherbelastung der PMNs in
klinischen Membranoxygentoren wurde ein miniaturisiertes ECMO-Perfusionsmodell
(Abbildung 10 A) konzipiert, das die Echtzeitbeobachtung (Live cell imaging) von
neutrophilen Granulozyten beim Kontakt mit ECMO-Gasfasern in Kanal-
Objekttragern ermdglichte. Die Analyse beschrankte sich ausschlieRlich auf ECMO-
Gasfasern. Die verwendeten Stromungskammer-Objekttrager (80178 Sicky-Slide |
0.4 Luer, ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) verfugten Uber eine effektive
Kammerhohe von 400 uym, sodass Warmetauscherfasern (z.B. 3M Membrana
HEXPET™, Capillary, 3M GmbH, Wuppertal, Deutschland im Hilite 7000 LT) mit
einem Auflendurchmesser von 790 um nicht integriert werden konnten. Als Antrieb
diente ein pneumatisches Pumpensystem (10902, ibidi Pump
System, ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland), welches softwaregesteuert einen
nahezu kontinuierlichen Volumenfluss realisierte. Das pneumatische Pumpsystem
(Fluidic Unit, 10903, ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) mit den zwei
dazugehorigen 10 ml Reservoiren wurde in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % COz2
(Thermo Scientific™ Midi 40 Inkubator, Thermo Fischer, Darmstadt, Deutschland)
positioniert und mit kurzen Verbindungsleitungen mit einem Innendurchmesser von
1,6 mm (10964, ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) mit dem Strdomungskammer-
Objekttrager verbunden. Die Stromungskammern bestanden aus zwei Bestandteilen:
dem bodenlosen Kanalobjekttrager (Kanalabmessungen: 0,4 mm x 50 mm x 5§ mm)
und einem Polymer-Deckglas (10812, ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland). Vor

dem Verkleben der beiden sterilen Komponenten wurde in den bodenlosen
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Kanalobjekttrager eine einzelne PMP-Oxygenator-Gasfaser mit dem Durchmesser
von 380 ym senkrecht zur Stromungsrichtung fixiert (Abbildung 10 C). Anschlie3end
erfolgte die Befestigung des Stromungskammer-Objekttragers mit integrierter

Oxygenator-Gasfaserprobe im Keyence-Fluoreszenzmikroskop.

T

Invertiertes
Fluoreszenz
Mikroskop

Antriebs-
einheit im
Inkubator

Temperatu rsensor

Oxygenator-Gasfaser

Flussrichtung

Abbildung 10: Messaufbau des ex vivo Perfusionsmodells.

(A) Versuchsaufbau mit Antriebseinheit, Temperatursensor, Durchflusssensor und
invertierenden Mikroskop. (B) Stromungskammer-Objekttrager im inversen Mikroskop.
(C) Membranoxygenator-Gasfaser im  Stromungskammer-Objekttirager [Eigene
Aufnahmen].

37



Material und Methoden

Die Temperatur des Schlauchsystems aulerhalb des Inkubators und des inversen
Fluoreszenzmikroskops wurde mittels eines im Schlauchsystem integrierten
Temperatursensors (CO2-1 SMA PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg,
Deutschland) dberwacht und wahrend der Versuche im Bereich von 37 °C gehalten.
Zur Aufrechterhaltung dieser Temperatur diente ein Heizllfter, der in variablem

Abstand auf die Messapparatur gerichtet war (Abbildung 11).

Mikroskop

Warmeschrank,37°C, 5% CO;

Temperatursensor CO, - Sensor
Fusnessog g i B o

IT 1111011

Heizlufter

Abbildung 11: Schematische Darstellung des ex vivo Perfusionsmodells.

Die PMNs, die in der initialen Phase der Experimente Uber das Injektionsport injiziert wurden,
stromten angetrieben von der Antriebspumpe im Warmeschrank zunachst tber den Fluss-Sensor
zur Strémungsmesskammer im Fluoreszenzmikroskop. Von dort gelangten sie weiter zum
Temperatur- und CO2-Sensor und anschlieRend zuriick zur Antriebspumpe. Um messtechnische
Einflisse zu reduzieren, wurde der Injektionsport aus dem Perfusionsmodel entfernt. Fortan
erfolgte die Zugabe der isolierten PMNs (iber das linke Reservoir der Ibidi-Antriebspumpe. Nur
diese Versuche gingen in die finale Auswertung ein. Die Distanz des Heizllfters zur Messapparatur
wurde zur Aufrechterhaltung einer konstanten Temperatur variiert.
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Zur Kontrolle der Messparameter ~,Kohlenstoffdioxid-Gehalt* und
~otromungsgeschwindigkeit” in den Schlduchen der Versuchsapparatur aul3erhalb
des Inkubators wurden ein CO2-Messsensor (CO2-1 SMA, PreSens, Precision
Sensing GmbH, Regensburg, Deutschland) und ein Durchflusssensor (SLS-1500
Liquid Flow Meter, Sensirion, Stafa, Schweiz) in die Verbindungsleitungen integriert.
Eine optische Polymerfaser Ubertrug das Messsignal zum CO,-Sensor und leitete die

Antwort zuruck zum Messgerat.

2.10.2 Einbringen der ECMO-Gasfasern in den Kanal-Objekttrager

Fir die Durchfuhrung eines einzelnen Versuches wurden zwischen einem
Stromungskammer-Objekttrager und einem Glastrager (10813, Coverslips for sticky-
Slides, ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) jeweils eine Gasfaser in einer Lange
von 5,5 mm quer zur Stromungsrichtung im Kanal-Objekttrager fixiert (Abbildung
10 C). Die Kanalhéhe der Kanal-Objekttrager betrug 0,4 mm. Nach einer Pressung
mit einer Hightech-Hebelzwinge (KliKlamp KLI, BESSEY Tool GmbH & Co. KG,
Bietigheim-Bissingen, Deutschland) und einer Trocknungszeit von 12 Stunden bei
37 °C im Warmeschrank waren die Kanal-Objekttrager mit den Versuchsgasfasern
druckstabil, so dass es auch bei einem maximalen Volumenstrom von 40 ml/min in

der Versuchsapparatur zu keinen Leckagen vor allem im Fluoreszenzmikroskop kam.

Der gefllite Kanal-Objekttrager ohne Gasfaser zeigt entsprechend der
Herstellerangaben beim Durchstromen mit einem Zellkulturmedium ein laminares
parabelformiges Stromungsprofil. Aufgrund der Reibung an den Wanden und
zwischen den Schichten der Flussigkeit ist die Stromungsgeschwindigkeit in der Mitte
des Kanals am hochsten. Aus der raumlichen Veranderung der
Stromungsgeschwindigkeiten ergibt sich die Scherrate, die beschreibt, wie sich

benachbarte Schichten einer Flussigkeit relativ zueinander bewegen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Das Stromungsprofil der Kanal-Objekttrager ohne Gasfaser.
Die Scherrate charakterisiert die relative Verschiebung benachbarter
Flissigkeitsschichten infolge eines Geschwindigkeitsgefalles innerhalb der Stromung.
[Mit freundlicher Genehmigung der ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland].

2.10.3 Numerische Stromungsberechnung einer Gasfaser

Die vom Labor fur Biofluidmechanik der Ostbayerischen Technischen Hochschule
Regensburg realisierten hochauflésenden numerischen Stromungsberechnungen
lieferten detaillierte Informationen zum Stromungsfeld (Abbildung 13) im Umfeld der
eingebrachten Gasfasern im Kanal-Objekttrager. Diese ermdglicht die Korrelation der
herrschenden  Geschwindigkeitsamplituden und der Dehnraten mit den
experimentellen Ergebnissen. Abbildung 13 zeigt die Geschwindigkeitsamplituden
und Dehnungsraten in zehn Ebenen Uber die Breite des Kanal-Objekttragers

(Stromungskammer).
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Abbildung 13: Konturdiagramme Geschwindigkeitsamplitude (A) und Dehnrate (B) im Kanal-
Objekttrager mit Gasfaser. Die hochsten Geschwindigkeitsamplituden und Dehnraten (Strain Rate)
finden sich oberhalb der eingebrachten Gasfaser im Bereich der Seitenwande des Kanal-
Objekttragers [Mit freundlicher Genehmigung des Labors fiir Biofluidmechanik der Ostbayerischen

Technischen Hochschule Regensburg].

In den oberen und unteren Ecken nahe den Seitenwanden der Strdomungskammer
finden sich mit 0,15 m/s die maximal erfassten Geschwindigkeitsamplituden. Die
héchsten Dehnraten liegen bei 3000 1/s in einem kleinen Bereich nahe der
Seitenwand des Kanal-Objekttragers oberhalb der eingebrachten Gasfaser. Im
mittleren Abschnitt der Gasfaser sind die Geschwindigkeitsamplituden und
Dehnraten geringer. In einfachen Strémungen wie z.B. der Couette-Stromung, also
der laminaren Bewegung eines Fluids zwischen zwei parallel verschobenen Platten
sind Dehnrate und Scherrate direkt vergleichbar, da die Scherraten (Shear rate)
direkt eine Komponente des Dehnraten Tensors, der sich auf die Scherverzerrung
eines Materials bezieht, ist. Flr Gerate wie Blutpumpen oder kinstliche Herzklappen
liegen die Scherraten im Bereich von /= 1800 bis 110.000 1/s (bei 400 ms) [56].
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2.10.4 Durchfuhrung der dynamischen Versuche

In ein Perfusionsset (10964, Perfusionset Yellow-and-Green, ibidi GmbH,
Martinsried, Deutschland) mit einer Schlauchlange von 50 cm und einem inneren
Schlauchdurchmesser von 1,6 mm  wurden die CO2-, Fluss- und
Temperatursensoren intergiert. Zur grundlichen Reinigung und Benetzung des
Systems erfolgte ein funfmaliges Spulen mit vollentsalztem Wasser (VE).
AnschlielRend wurde ein vorbereiteter Stromungskammer-Objekttrager mit einer quer
zur Flussrichtung integrierten Gasfaser in das Perfusionsmodell implementiert. Nach
der Positionierung des Stromungskammer-Objekttragers im Fluoreszenzmikroskop
fand eine erneute Spulung mit vollentsalztem Wasser zur Entfernung von Luftblasen
statt. AnschlieBend wurde zur Kontrolle der Dichtigkeit des selbsthergestellten
Stromungskammer-Objekttragers eine Perfusion mit einem Volumenstrom von
40 ml/min im Perfusionsmodell durchgefuhrt. Dabei befand sich in den beiden 10 ml
Perfusionsreservoiren jeweils 3 ml VE-Wasser. Insgesamt betrug das zirkulierende
Volumen ohne Granulozytensuspension im Perfusionsmodel 19,6 ml. Nach dem 10-
minutigen Perfundieren mit VE-Wasser erfolgte der Mediumwechsel auf gefiltertes
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, Deutschland). Das RPMI 1640 Medium beinhaltet das Reduktionsmittel
Glutathion, eine hohe Konzentration der Vitamine Biotin, Vitamin Bs, Vitamin B2
sowie Choline und Paraaminobenzoesaure (PABA). Durch den mit 2,0 g/l im
RPMI 1640 Medium verwendeten Natriumbikarbonat-Puffer ist eine CO:
Umgebungsgehalt von 5 % zur Aufrechterhaltung des physiologischen pH-Wertes

notwendig.

Das Perfusionsmodell wurde durch den Einsatz eines Heizllfters auf eine
Temperatur von 37 °C innerhalb und aulerhalb des Warmeschrankes Kkalibriert.
Parallel erfolgte zur Erhaltung eines unidirektionalen Flusses von 5 ml/ min die

Justierung der beiden Ventile des Antriebes auf eine Umschaltdauer von 5 s.

Bei konstanten Versuchsbedingungen erfolgte zur Visualisierung von zellfreier DNA

oder von Zellkernen der beschadigten PMNs das Einbringen des grin
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fluoreszierenden Kernfarbstoff Sytox™ Green (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, Deutschland) in einer Konzentration von 0,01 uM in das rechte Reservoir
der Fluidic Unit. Sytox™ Green farbt zellfreie DNA und nach der Passage, der fur
tote Zellen charakteristischen beschadigten Membranen, auch DNA in Zellkernen.
Zur Realisierung einer gleichmafigen Verteilung des Kernfarbstoffes Sytox™ Green

wurde im ex vivo Perfusionsmodell 10 Minuten mit 5 ml/min perfundiert.

Die Zugabe der 9 Millionen isolierten PMNs in die Messvorrichtung erfolgte erst nach
vollstandigem Durchmischen des Kernfarbstoffes Sytox™ Green. Zur Reduktion
moglicher messtechnischer Storeinflusse wurde der zu Beginn genutzte
Injektionsport aus dem Perfusionsmodell eliminiert. Die Zugabe der isolierten PMNs
erfolgte anschlielRend Uber das linke Reservoir der ibidi-Antriebspumpe. In die
abschlieBende Auswertung wurden ausschliel3lich Versuche ohne Injektionsport

einbezogen.

Mit einer Fluoreszenzmikroskop-Kamera (Biozero BZ8100E, Keyence GmbH, Neu-
Isenburg, Deutschland), einem 4x PlanApo-Objektiv (Nikon, Tokio, Japan), einer 120-
W-Quecksilberdampflampe als Lichtquelle sowie der BZ-Beobachtungssoftware
(Keyence GmbH, Neu-Isenburg Deutschland) wurden nach dem Einsetzen der PMNs
alle 9 Sekunden ein Fluoreszenzbild wahrend der gesamten Versuchsdauer von
105 min aufgenommen. Die Belichtungszeit betrug 1/1,1s. Der eingesetzte BZ-
Filter GFP-BP (Keyence GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) gewahrleistete eine
470 nm Anregung, eine dichroitische Spiegelwellenlange von 495 nm und eine

525 nm Emission.

Far alle 25 dynamischen Versuche, bestehend aus jeweils finf Messungen pro
antithrombotischer Oberflachenbeschichtung von finf Probanden, kam jeweils ein
neues Perfusionssystem mit Stromungskammer-Objekttrager zum Einsatz. Nach
jedem Experiment wurden die Messsensoren mit einer 1:1-Losung aus CASY Clean

(OMNI Life Science, Bremen, Deutschland) und VE-Wasser grindlich gereinigt.
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2.10.5 Messtechnische Verbesserungen im ex vivo Perfusionsmodells

Nachdem eine Vielzahl von Versuchen aufgrund von Luftblasen im Perfusionsmodel
abgebrochen werden mussten, konnte als Ursache der im Perfusionsmodel
integrierte Injektionsport (In-line Luer Injection Port, 10820, ibidi GmbH, Martinsried,
Deutschland) identifiziert werden. Denn trotz grof3ter Sorgfalt bei der Entluftung der
mit 9 Millionen isolierten PMNs gefullten  Mikroliterspritze  (Hamilton™,
Hamiltonspritze 1750, Thermo Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland)
traten beim Injizieren wiederholt Lufteinschlisse auf (Abbildung 14). Diese minimalen
Luftblasen verfingen sich anfanglich in der Messapparatur und gelangten im Verlauf
des Versuchs zufallig in die Versuchsanordnung. Als Konsequenz zeigten sich
Luftblasen in der Stromungskammer. Da eine Aktivierung der PMNs durch den
Luftkontakt nicht auszuschlieRen war, wurden die entsprechenden Versuche zeitnah
abgebrochen und nicht gewertet. Neben einer potenziellen Aktivierung der PMNs
musste auch von einer veranderten Stromung in der Stromungskammer durch eine

eingeschlossene Luftblase ausgegangen werden.

Zur Reduktion dieser messtechnischen Storeinflusse wurde der Injektionsport aus
dem Perfusionsmodell entfernt. Die Applikation der isolierten PMNs erfolgte
anschlielend Uber das linke Reservoir der Ibidi-Antriebspumpe, die einen prazisen
und gleichmaRigen Zelltransfer gewahrleistete. In die finale Auswertung wurden

ausschlief3lich diese Experimente einbezogen.
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Injektionsport
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Flussrichtung

Luftblase

Abbildung 14: Die Probeneinbringung tber den Injektionsport verursachte
haufig Luftblasen im Schlauchsystem (A) und vor der Gasfaser in der
Strémungskammer (B). Grine Strukturen auf der Gasfaser zeigen DNA-
Ablagerungen von geschadigten PMNs.
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2.10.6 Auswertestrategie dynamische Versuche

Die durch Sytox™ Green grun fluoreszierenden DNA-Anlagerungen erscheinen auf
der Gasfaseroberflache (Abbildung 15, definiert als ,Bereich Gasfaser) und in
Stromungsrichtung neben der Gasfaser (Abbildung 15, definiert als
,Bereich Filamente“). Diese Bereiche wurden in jedem der 700 Bilder eines
Versuches identifiziert und die zeitabhangige Flache in mm? der fluoreszierenden

DNA-Anlagerungen ausgewertet.

Bedingt durch die vierfache VergroRerung des Objektives (4x PlanApo-Obijektiv,
Nikon, Tokio, Japan) im Keyence-Fluoreszenzmikroskop liel3 sich nicht die gesamte
Breite von 5,0 mm der Strdmungskammer visualisieren, sondern lediglich ein Bereich
von 3,3 mm. Dabei wurde darauf geachtet, dass jeweils 1,65 mm von der Mitte der
Gasfaser in beide Richtungen zur Analyse zur Verfugung stand. Das hatte den
entschiedenen Vorteil, dass sich potenzielle Auswirkungen von
Stromungsveranderungen durch Klebereste am Ende der Gasfaser in der
Stromungskammer nicht in den Auswertungen wiederfinden sollten. Somit ergab sich
fur die eingeklebten Gasfasern eine ,Region of Interest‘ von 1,25 mm? (Héhe - Breite
der Gasfaser in der Stromungskammer; 3,30 mm - 0,38 mm) und fur den Bereich der
Filamente eine Auswertungsfliche von 10,56 mm? (Hohe - Breite des Bereichs

stromabwarts hinter der Gasfaser in der Stromungskammer; 3,30 mm - 3,20 mm).
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Filamentflache Oben

Flussrichtung

Filamentfliche Mitte

Filamentfliche Unten

Filamente

Anlagerungen auf der Gasfaser

Flussrichtung

Vi i i e

Abbildung 15: (A) Auswertungsbereiche: Filamentflaichen oben, in der
Mitte und unten. (B) Analysebereich der Gasfaseroberflache (Fer) und
der stromabwarts der Gasfaser liegenden Filamente (Friamente).
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Zur automatischen Erkennung und Quantifizierung der stromungsinduzierten
Ablagerungen auf der ECMO-Gasfaser und der sichtbaren Filamente wurde ein vom
Labor fur Biofluidmechanik der Ostbayerischen Technischen Hochschule
Regensburg speziell entwickeltes Computerprogram ,Netosis detection by BFM*
eingesetzt. Basierend auf der materialinduzierten Autofluoreszenz wurde die Position
der Gasfaser in der Stromungskammer erkannt und in der darauffolgenden
Auswertung bertcksichtigt. Der zugrundeliegende Algorithmus erkannte sowohl die
zellularen Anlagerungen auf den Gasfasern als auch die entstandenen Filamente
(Abbildung 16). Anschliellend wurden die Flachen der Anlagerungen sowie die
Filament-Flachen berechnet. Fur die korrekte automatische Erkennung der DNA-

Anlagerungen war eine Grunfarbung erforderlich.

L]
Processing images, please wait ...

Processing image 371/701

Finished in: 0:07:55 min

Abbildung 16: NETosis Detection by BFM-Analysesoftware.

Das Verarbeitungsfenster der NETosis Detection by BFM-Analysesoftware zeigt, den
Fortschritt der Bildauswertung an. Aus dem mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop
aufgenommenen Rohbild (A) werden die detekterten Ablagerungen auf der Gasfaser (B)
und Filamente (C) visualisiert. Alle erkannten Ablagerungen werden vom
Softwareprogramm fur die spatere Analyse aufgezeichnet. Die BFM-Analysesoftware ist
Uber das Labor fur Biofluidmechanik der Ostbayerischen Technischen Hochschule
Regensburg erhaltlich und kann dort fir Forschungs- und Analysezwecke bezogen
werden.
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2.11 Statistische Auswertung

Fir die statistischen Auswertungen der statischen und dynamischen NETose-
Experimente wurde das Softwareprogramm SigmaPlot 13.0 (Systat, Erkrath,
Deutschland) verwendet. Dabei wurde bei mehreren normalverteilten
Vergleichsgruppen eine einfaktorielle ANOVA durchgefuhrt. Die Voraussetzung der
Varianzhomogenitat wurde mittels Levene-Test geprift. Die anschlielfiende Post-hoc-

Testung erfolgte nach Bonferroni.
Bei mehreren nicht normalverteilten Vergleichsgruppen wurde eine Kruskal-Wallis-
ANOVA on Ranks durchgefuhrt. Zur Post-hoc-Analyse erfolgte ein paarweiser

Gruppenvergleich mittels Dunn-Test.

Bei zwei unabhangigen, nicht normalverteilten Stichproben kam entsprechend des
Shapiro-Wilk-Tests der Mann-Whitney-U-Test zum Einsatz.

Die statistische Signifikanz wurde entsprechend bei einem p-Wert<0,05

angenommen.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse der statischen Versuche (Kapitel 3.1) wurden bereits publiziert [46].
Im Rahmen dieser Monographie wurden die Ergebnisse dennoch ausfuhrlich
dargestellt. Das Kapitel 3.2 beinhaltet die Resultate der durchgeflihrten dynamischen

Experimente.

3.1 Ergebnisse der statischen NETose-Versuche

Der Zeitraum fur eine potenzielle Adhasion der PMNs auf dem Testmaterial lag bei
30 Minuten. Daraufhin wurden die Uberzahligen PMNs durch Mediumwechsel aus
dem System entfernt. Die AnschlieRend Bildungsphase von NETs dauerte 3 Stunden
um moglichst alle Reaktionen der neutrophilen Granulozyten auf die verschiedenen
Oberflachenbeschichtungen zu erfassen. Die Negativkontrolle der Versuche galt als
korrekt, wenn nach drei Stunden Versuchsdauer mikroskopisch kaum eine
morphologische Veranderung der PMNs auf den Poly-L-Lysin-beschichteten
Glastragern nachweisbar war (Abbildung 17 A). Um die Vitalitat und Funktionalitat
der neutrophilen Granulozyten wahrend der Versuchsreihen zu belegen, mussten
diese nach der Aktivierung mit PMA eine ausgepragte netotische Reaktion
(Abbildung 17 B) zeigen. Deshalb galt der Kontakt mit PMA mit ausgepragten DNA-
Auslaufern (DNA-Fasern und Netzstrukturen) als Positivkontrolle.
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Abbildung 17: Exemplarische Negativ- und Positivkontrollen der statischen PMN-Versuche. Adhéarente
PMNs nach 3-stindiger Inkubation mit (A) Puffer (negative Kontrolle) und (B) PMA (positive Kontrolle)
in 200-facher VergroRBerung. Die durch PMA induzierte NETose-Bildung zeigt unterschiedliche
Kernmorphologien (liberwiegend vollstandig ausgeworfene DNA) [46].

3.1.1 Material-induzierte Zelladhasion und NET-Induktion

Fur die statischen Versuche wurden die Zelldichte und der prozentuale Anteil an
netotischen Kernen bestimmt. Unabhangig von der Oberflachenbeschichtung der
Gasfasern adharierten PMNs gleichmalig auf den Oberflachen aller Gasfasern. Die
Auswertung der Zelldichte erfolgte bei 100-facher VergroRerung (Abbildung 18).

Die mediane Zelldichte (IQR) betrug 78 [72-85] Zellkerne pro mm? und war
unabhangig von den Gasfaserbeschichtungen. Es gab keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,180) in der Zelldichte der adharenten PMNs beim Vergleich von
unbeschichteten GF mit allen anderen oberflachenbeschichteten Gasfasern oder

auch untereinander (Abbildung 19).
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Referenz-GF

Hilite-GF

Nautilus-GF

Abbildung 18: Adharierende PMNs auf der Oberflache der einzelnen GF-Typen.
Die reprasentativen Proben von DAPI-gefarbten PMNs auf einer Gasfaser jedes
Membranoxygenator-Typs zeigen in einer 100-fachen VergréfRerung eine
gleichmafige Verteilung der PMNs [Eigene Aufnahmen].
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Abbildung 19: Vergleich der PMNs-Adhasion auf verschiedenen ECMO-
Oberflachenbeschichtungen. Aus insgesamt 60 zuféllig ausgewahlten
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von jeweils 10 Gasfasern pro
Materialprobe (finf Proben) wurde ein Boxplot mit Median, 25/75 (Box)
und 5/95 Perzentilen zusammengefasst. Dabei zeigte sich bei den
adharierten PMNs kein signifikanter Unterschied (p =0,180) in der
Zelldichte. Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).

Die Abbildung 20 und Abbildung 21 zeigen reprasentative Aufnahmen verschiedener
Kernmorphologien (normale, geschwollene Kerne und ausgeworfene DNA) nach
einer 3-stundigen Inkubation von isolierten PMNs der verschiedenen Materialproben
in 200-facher Vergrélerung. Der Anteil der netotischen Kernstrukturen war bei den
unbeschichteten GF-Proben im Vergleich zu allen oberflachenbeschichteten
Gasfasern (Abbildung 22) signifikant (***, p < 0,001) héher. Darlber hinaus gab es
keinen Unterschied zwischen den beschichteten Materialproben untereinander Im
Gegensatz dazu war der Anteil der netotisch veranderten PMNs auf allen Gasfasern
signifikant hoher (***, p <0,001) als in der Negativkontrolle mit Poly-L-Lysin-
beschichteten Glasoberflachen (Abbildung 22).
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Abbildung 20: Morphologische PMN-Veranderungen auf Gasfasern am
Beispiel einer PLS-Gasfaser (A) und unbeschichteten Gasfaser (B).
Veranderte PMNs ohne morphologische Veranderungen in 200-facher
VergroRerung (1). Geschwollene neutrophile Granulozyten (2) der Phase Il
und solche, die kurz vor der Ruptur der Plasmamembran in Phase Il
standen oder in denen bereits NETose sichtbar ist (3) [46].
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Erganzende Darstellungen morphologischer PMN-Veranderungen auf einer Hilite-
Gasfaser (Abbildung 43), einer Nautilus-Gasfaser (Abbildung 44) und einer EOS-
Gasfaser (Abbildung 45) finden sich im Anhang in Kapitel 6.3.

Abbildung 21: PMNs auf Poly-L-Lysin-beschichteten Glastragern
(Negativkontrolle). Veranderte PMNs ohne morphologische Veranderungen in
200-facher VergroRerung (1). Geschwollene neutrophile Granulozyten (2) der
Phase Il und solche, die kurz vor der Ruptur der Plasmamembran in Phase Il
standen oder in denen bereits NETose sichtbar ist (3) [46].
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Abbildung 22: Verhaltnis von netotisch veranderten PMNs zu allen Nuklei.

Zur quantitativen Analyse der morphologischen Veranderungen der PMNs wurden
insgesamt 180 mikroskopische Aufnahmen bei einer 200-fachen VergréRerung
ausgewertet. Fur jede der sechs Materialproben wurden finf nicht Uberlappende
Fluoreszenzmikroskopaufnahmen ohne Kettfaden in die Analyse einbezogen. Dieses
Vorgehen wurde sowohl fur die vier antithrombotischen Beschichtungen als auch fur die
unbeschichtete PMP-Oberflache angewandt. Der Prozentsatz der netotisch veranderten
Zellen war bei den unbeschichteten GF signifikant hoher als bei allen anderen GFs.
(***, p < 0.001). Unbeschichtete und beschichtete GFs weisen im Vergleich zur
Negativkontrolle auf Glasoberflachen eine signifikant héhere Anzahl von netotisch
veranderten PMNs auf (***, p <0,001) [46]. Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on
Ranks).
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Die Behandlung von adharenten Granulozyten mit PMA bewies deren Fahigkeit,
NETose auf den verschiedenen Oberflachen zu induzieren (Abbildung 23). Wahrend
die Inkubation von adharenten Granulozyten auf Poly-L-Lysin-beschichteten
Glastragern (Negativkontrolle) kaum Auswirkungen auf die Kernmorphologie hatte,
fuhrte die Behandlung mit PMA (Positivkontrolle) zur Freisetzung von extrazelluarer
DNA. In diesem Zusammenhang fuhrte die Exposition mit PMA zur Bildung von mehr
als 90 % netotischen Kernen. Die darauffolgende Behandlung der netotischen Nuklei
mit DNAse | fuhrte zu einer vollstandigen Entfernung der extrazellularen DNA
(Abbildung 23). Normale Zellkerne blieben an der Oberflache der PLS-Gasfaser
haften.

Abbildung 23: DNAse | Auswirkungen auf PMA-behandelte PMNs auf einer PLS-Gasfaser.
(A) Die mit PMA-behandelte Granulozyten auf einer PLS-Gasfaser bildeten NETose, deren
Auswirkungene nach einer DNAse |-Behandlung entfernt werden konnte (B) [46].

ECMO-Membranoxygenatoren bestehen nicht nur aus Gasfasern, sondern
beinhalten auch Warmetauscherfasern (WT). Die Materialproben der WTs bestanden
aus verschiedenen Materialien (Tabelle 1) mit hoher Eigenlumineszenz. Diese
physikalische Eigenschaft verhindert die Erkennung und Quantifizierung von DAPI-
gefarbten adharenten Granulozyten. Daher wurden Warmetauscherfasern von den
Adhasionsversuchen ausgeschlossen. Die materialinduzierte Aktivierung von PMNs

durch Warmetauscherfasern jedoch wurde mittels FACS-Analyse (Fluorescence
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Activated Cell Sorting) untersucht (siehe Kapitel 3.1.2 Materialinduzierte
Zellaktivierung und 6.2 FACS-Funktionsweise).

3.1.2 Materialinduzierte Zellaktivierung

Der Kontakt von isolierten PMNs mit kunstlichen Oberflachen wie Gasfasern und
Warmetauscherfasern konnten einen oxidativen Burst und
Expressionsveranderungen aktivierungsrelevanter Marker (CD11b/CD18, CDG62L)

von nicht adharenten Zellen im Uberstand ausldsen.
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Abbildung 24: FACS-basierter Nachweis von PMN-Interaktionen mit Oberflachenbeschichtungen.

Es wurden FACS-Analysen durchgeflihrt, um zu quantifizieren, ob PMNs nach dem Kontakt mit den
beschichteten ECMO-Oberflachen eine gesteigerte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und damit
einen ausgepragten oxidativen Burst zeigen. Fir jede Messung wurden 100 yl PMN-Suspension aus
dem Uberstand nach einem dreistiindigen Kontakt mit den jeweiligen Oberflachen analysiert.

Die Exposition isolierter Granulozyten im Uberstand der Adhasionsexperimente (n = 6) gegeniiber den
Testmaterialien beeintrachtigte die Vitalitat der PMNs kaum (> 98 %) (A) und fihrte lediglich zu einer
sehr geringen ROS-Produktion (B). Zudem =zeigten isolierte, vitale PMNs nach Stimulation mit
TNF/fMLP oder PMA eine signifikant erhéhte ROS-Produktion (p <0,001) im Vergleich zu
Referenzzellen sowie zu PMNs, die den Testmaterialien ausgesetzt waren. (Gasfasermembranen
(GF), Warmetauschermembranen (WT)) [46]. Statistik: Einwege-Varianzanalyse (ANOVA).
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Abbildung 25: Oxidativer Burst und Expression von Aktivierungsmarkern.

Quantifizierung des oxidativen Bursts (A) und der Expression von
Aktivierungsmarkern (CD11b/CD18, CD62L) (B) mittels FACS-Analyse. Isolierte
PMNs wurden mit Medium, TNF/fMLP oder PMA, wie im Abschnitt Methode
beschrieben, behandelt. (A) Mit Propidiumiodid (Pl) konnten tote Zellen (PI-
positiv) und lebende Zellen (Pl-negativ) detektiert werden. Pl-negative Zellen
wurden ausgewahlt, um ROS-produzierende Zellen (Dihydrorhodamin, DHR-
positiv, aktiviert) zu erkennen. Der Anteil der lebenden Zellen, die DHR-positiv
waren, wurde analysiert. (B) Einfachfarbungen ermdglichten die Kompensation
der FACS-Kanale. PMNs im Medium zeigten eine mafige CD11b-PE (hohe
CD62L-FITC) Fluoreszenzintensitat, wahrend die Stimulation mit TNF/fMLP die
Signale verstarkte (verringerte). Die Zellen im Uberstand wurden mit beiden
Antikorpern gefarbt und in einem Dotplot von CD62L-FITC gegen CD11b-PE
dargestellt (rechts). Gated-Zellpopulationen sind definiert als nicht aktiviert (R1,
CD62L+/CD11b-) und aktiviert (R2, CD62L-/CD11b+; R3, CD62L-/CD11b-) [46].
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Dabei zeigten Referenzzellen (ohne Kontakt zum Testmaterial) nach der Inkubation
mit PMA einen signifikanten Anstieg des Anteils toter Zellen, wahrend TNF/fMLP
bzw. Medium keinen Einfluss auf deren Vitalitat hatte (Abbildung 24 A). Die Werte
nach PMA-Stimulation lagen jedoch immer wunter 7%, sodass sie als

vernachlassigbar eingestuft wurden.

Die Inkubation der vitalen Zellen mit PMA oder TNF/fMLP flhrte zu einer
vollstandigen (96 [64-99] %) oder teilweisen (43 [34-58] %) Provokation der PMNs

und zur Auslésung eines oxidativen Bursts (Abbildung 24 B).

Im Gegensatz dazu zeigten isolierte PMNs, die 3 Stunden lang mit den beschichteten
oder unbeschichteten Testmaterialien in Kontakt waren, keinen signifikanten
Unterschied in der ROS-Produktion im Vergleich zu den Referenzzellen
(Abbildung 24 B).

Mit Propidiumiodid (PI) konnten lebende Zellen (Pl-negativ) detektiert werden, um
dann mittels Dihydrorhodamin (DHR-positiv) aktivierte, ROS-produzierende Zellen zu
erkennen und zu analysieren (Abbildung 25 A). Im direkten Vergleich der
ausgeldsten zellspezifischen PMN-Reaktionen in Form eines oxydativen Bursts wird
in der FACS-Analyse ersichtlich, dass PMA eine erheblich starkere Zelltoxizitat
entfaltet als TNF/fMLP (Abbildung 25 A). Demzufolge zeigte sich bei vitalen PMNs
nach Stimulation mit PMA oder TNF/fMLP eine starkere Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies im Vergleich zu den Referenzzellen, die sich ohne Materialkontakt

im Medium befanden.

Neben der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies sind Expressionsveranderungen
aktivierungsrelevanter Marker charakteristische Eigenschaften von
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten. Dabei zeigten PMNs im Medium
ohne Exposition gegenuber Testmaterialien (Abbildung 25 B) eine konstitutive
Expression von CD11b/CD18 (bezeichnet als CD11b-) und eine hohe Expression
von CD62L (bezeichnet als CD62L+). Die Expression von (CD11b/CD18) nahm nach
Inkubation mit TNF/fMLP zu, wahrend die Expression von CD62L sich reduzierte
Abbildung 25 B).
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Abbildung 26: Aktivierungsmarker L-Selektin (CD62L) und (CD11b/CD18) im FACS.
Zur Bestimmung der Aktivierungsmarker CD62L und CD11b wurde eine FACS-Analyse
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass der Kontakt von isolierten Granulozyten im Uberstand
der Adhasionsexperimente (n=6) mit Testmaterialien die Zellen nur geringfigig aktivierte
ohne die Expression von CD11b und CD62L wesentlich zu veradndern. In den
FACS-Analysen lag der Anteil aktivierter PMNs (CD62L7/CD11b*) (A) unter 10 %,
wohingegen mehr als 90 % der Zellen dem nicht aktivierten Phanotyp (CD62L*/CD11b~) (B)
zugeordnet waren.

Die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) von CD11b (C, D) und CD62L (E, F) blieb auf dem
Niveau der Referenz (nicht stimulierte Zellen ohne Kontakt mit Testmaterialien) [46].
Statistik: Einwege-Varianzanalyse (ANOVA). (Gasfaser (GF), Warmetauschefasern (WT)).
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Die Exposition der PMNs mit den Gasfaser-Testmaterialien fuhrte zu keiner
ausgepragten Veranderung der Aktivierungsmarker CD62L und (CD11b/CD18)
(Abbildung 26 A). Im Gegensatz dazu wurde eine signifikante Zunahme (p = 0,001)
aktivierter polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PMNs) nach Kontakt mit
PLS-WT-Fasern beobachtet, welche auf eine stimulierende Wirkung dieser Fasern
auf den Aktivierungsstatus der Zellen hinweist, wahrend die EOS-GF-Proben eine
signifikante Reduktion der Zellaktivierung (p < 0,001) zeigten (Abbildung 26 A). Im
Kontext der Subpopulationseinteilung blieb der Anteil der nicht aktivierten
CD62L+/CD11b- Zellen (Abbildung 26 B) mit Ausnahme eines marginal hoheren
Anteils (p = 0.041) nach Exposition gegenuber EOS-GF konstant, wahrend sich der
Anteil der aktivierten CD62L-/CD11+ Zellen (Abbildung 26 A) minimal unterschiedlich
zeigte.

Die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) von (CD11b/CD18)
(Abbildung 26 C, Abbildung 26 D) und CD62L (Abbildung 26 E, Abbildung 26 F)
verblieb auf dem Niveau der Referenz von nicht stimulierten PMNs ohne Kontakt mit
Testmaterialien. Die angegebenen Unterschiede sind gering und damit nicht
relevant.

Zwischen den Gasfaserproben und den Warmetauscherproben war bis auf PLS-WT-
Fasern (p < 0,001), welche weniger nicht aktivierte PMNs zeigten (Abbildung 26 F),
kein weiterer signifikanter Unterschied feststellbar. Dartber hinaus blieb die mediane
Fluoreszenzintensitat der Zellen im Uberstand unverandert und lag auf dem Niveau
der Referenzzellen (Abbildung 26 C-F).
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3.2. Ergebnisse der dynamischen NETose-Versuche

Der Stromungskanal der Objekttrager hatte im Bereich ohne eingebrachte Gasfasern
eine Querschnittsflache von 2,0 mm? fiir den Volumenstrom. Eine eingebrachte GF
nahm eine Flache von 1,9 mm? ein, was dazu fihrte, dass 95 % der
Querschnittsflache des Stromungskanals durch eine eingebrachte Gasfaser blockiert
wurden. Der Abstand zwischen der jeweiligen GF und den oberen Rand des

Objekttragers betrug maximal 20 pm.

Abbildung 27: NETotische Anlagerungen auf unbeschichteter Gasfaser.
Die exemplarische netotischen Anlagerungen nach 5 (A), 30 (B), 60 (C) und 90 (D) Minuten am
Beispiel einer unbeschichteten Gasfaser (Flussrichtung von links nach rechts).
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Bei einem Volumenstrom von 5 ml/min formierten sich auf den in einem Objekttrager
fixierten Gasfasern kleine Zellablagerungen, welche mit dem zeitlichen Verlauf
zunahmen (Abbildung 27 A-D). DarlUber hinaus zeigten sich kurze und feine DNA-
Filamente, die an der GF entlang der Flussrichtung der PMNs im Perfusionsmedium,
von links nach rechts im Stromungskanal, zeitabhangig wuchsen und an Dicke

zunahmen.
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Abbildung 28: Kumulative Anlagerungen von Gasfasern und DNA-Filamenten.

Zeitlicher Verlauf der Anlagerungen auf den Gasfasern sowie der gebildeten Filamente Uber die
gesamte Versuchsdauer aus fiinf unabhangigen Versuchen. Die dunklen Bereiche stellen die 95 %-
Konfidenzintervalle dar, wahrend die helleren Bereiche die Standardabweichungen zeigen. Die Daten
verdeutlichen, dass die Streuung mit wachsender Flache geringer ausfallt. Zur besseren visuellen
Ubersicht sind die Fehlerbalken (Standardabweichung) der Anlagerungsflaichen aus jeweils fiinf
unabhangigen Versuchen der einzelnen Gasfasern exemplarisch fir den Zeitpunkt T =90 min in
Abbildung 46 dargestellt. Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).
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Die verwendenden Gasfasern aus den verschiedenen ECMO-Oxygenatoren sind
durch herstellerspezifische nicht-thrombogene Oberflachenbeschichtungen
charakterisiert (Tabelle 1). Bei allen untersuchten GFs zeigte sich im Verlauf der
einzelnen Versuche eine kontinuierliche Zunahme der summierten Anlagerungen

auf den Gasfasern und den dazugehdrigen sichtbaren Filamente (Abbildung 28).
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Abbildung 29: Anlagerungen von DNA auf Gasfasern und Filamenten nach
T =90 min. Die kumulierten Anlagerungen auf bzw. an den unbeschichteten GFs
waren signifikant hoher im Vergleich zu allen beschichteten GFs (***, p < 0,001).
Boxplot mit Median, 25/75 (Box) und 5/95 Perzentilen (Whiskers) aus flnf
unabhangigen Versuchen. Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).
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Abbildung 30: Exemplarische DNA-Anlagerungen zum Messzeitpunkt T =90 min im Vergleich von
beschichteter Nautilus- (A), PLS- (B), Hilite- (C) unbeschichteter (D) und EOS-Gasfaser (E). Die
unbeschichtete Gasfaser (D) zeigte eine hdéhere Anzahl an Anlagerungen im Vergleich zu den
antithrombotisch beschichteten Gasfasern. Die Anlagerungen der Filamente waren stromabwarts an
der unbeschichteten Gasfaser ausgepragter.
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Die beschichten Gasfasern der PLS-, Nautilus-, Hilite- und EOS-Oxygenatoren
zeigten nach einer Perfusionszeit von 90 Minuten untereinander keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,922) in den summierten Anlagerungen auf den Gasfasern und

den dazugehdrigen stromabwarts entstandenen Filamenten.

Alle beschichteten GFs unterschieden sich aber nach 90 minltiger Versuchszeit
signifikant (***, p <0,001) zu den unbeschichteten Gasfasern in Bezug auf die
mediane Summe der Flachenanlagerungen (Abbildung 29). Die unbeschichteten
Gasfasern zeigten eine um Faktor 5- bis 6-fach erhohte DNA-Freisetzung in Relation
zu den unbeschichteten Gasfasern. Stromabwarts der unbeschichteten Gasfaser
(Abbildung 27, Abbildung 30) zeigten sich die Filamentanlagerungen besonders
deutlich.
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Abbildung 31: DNA-Filamente nach 90 Minuten.

Bei der Betrachtung der DNA-Anlagerungen auf den Gasfasern nach 90 Minuten
zeigte sich ein signifikanter Unterschied (**, p = 0,008) in den summierten
Anlagerungen zwischen unbeschichteten Gasfasern und allen antithrombotischen
Oberflachenbeschichtungen. Boxplot mit Median, 25/75 (Box) und 5/95
Perzentilen (Whiskers) aus 5 unabhangigen Versuchen. Statistik: Kruskal-Wallis-
Test (ANOVA on Ranks).
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Die Anlagerungen auf den unbeschichteten Gasfasern (Abbildung 31)
unterschieden sich signifikant (**, p=0,008) von allen anti-thrombogenen
Oberflachenbeschichtungen. So zeigten sich beispielsweise nach 90 Minuten auf
der unbeschichteten Gasfasern eine Anlagerungsflache von im Median
0,38 [0,36-0,48] mm?, wohingegen auf den PLS-Gasfasern im Median 0,08 [0,04-
0,13] mm? Anlagerungen nachweisbar waren. Die Anlagerungen auf den
Gasfasern von PLS, Nautlilus mit 0,08 [0,03-0,16] mm?, Hilite mit 0,05 [0,04-
0,10l mm? und EOS mit 0,05 [0,02-0,15] unterschieden sich nicht signifikant
(p = 0,972) voneinander. Der Anteil der Anlagerungen an den Gasfasern betrug
nach 90 Minuten im Median 0,08[0,04-0,21] mm? der summierten Flachen

(Gasfasern und Filamente) und entsprach damit 87,6%.
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Abbildung 32: Beginn der Anlagerungen auf Gasfasern.
Die Anhaftungen an den PLS-Gasfasern setzten im Verhaltnis zum
unbeschichteten Basismaterial signifikant spater ein (*, p = 0,049). Zu allen
weiteren Zeitpunkten bestanden keine signifikanten Unterschiede. Boxplot mit
Median, 25/75 (Box) und 5/95 Perzentilen (Whiskers) aus 5 unabhangigen
Versuchen. Statistik: Einwege-Varianzanalyse (ANOVA).
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Nur die frUheren Startzeiten (Abbildung 32) der normalverteilten Werte der
Anlagerungen auf den unbeschichteten Gasfasern im Mittel von 12,9 + 3,9 min
und den spateren Startzeiten auf den PLS-Gasfasern 33,7 17,4 min
unterschieden sich signifikant (*, p = 0,049) voneinander. Die Startzeiten der
Anlagerungen auf den Nautilus-Gasfasern mit 17,3 + 17,4 min, den Hilite-
Gasfasern 18,6 + 7,9 min und den EOS-Gasfasern 25,6 £ 11,9 min sowie den

PLS-Gasfasern unterschieden sich nicht signifikant (p = 0,131).
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Abbildung 33: DNA-Filamentbildung in der Strémungskammer.

Nach 90 Minuten zeigte sich stromabwarts der Gasfasern ein signifikanter
Unterschied in den gemessenen Flachen der DNA-Filamente zwischen
unbeschichteten Gasfasern und PLS-Gasfasern sowie zwischen unbeschichteten
und Nautilus-Gasfasern (*, p = 0,016). Boxplot mit Median, 25/75 (Box) und 5/95
Perzentilen (Whiskers) aus 5 unabhangigen Versuchen Statistik: Kruskal-Wallis-
Test (ANOVA on Ranks).
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Bei den DNA-Filamenten stromabwarts der Gasfaser (Abbildung 33) zeigten sich
nach 90 Minuten eine signifikant hohere Flache von DNA-Filamenten (p = 0,016)
bei den unbeschichteten Gasfasern mit 0,055 [0,039-0,295] mm? im Verhaltnis
zur PLS-Beschichtung mit 0,021 [0,002-0,027] mm? und Nautilus-Beschichtung
mit 0,001 [0,001-0,026] mmZ. In der Relation der DNA-Filamente-Flachenn von
unbeschichteten Gasfaser zur Hilite-Beschichtung mit 0,007 [0,002-0,040] mm?
ergab sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,167). Entsprechend zeigte sich
im Verhaltnis der DNA-Filament-Flache der unbeschichteten Gasfasern und der
EOS-Beschichtung mit 0,032 [0,014-0,065] mm? keine signifikante Differenz
(p =0,310). Die PLS-, Nautilus-, Hilite- und EOS-Oberflachenbeschichtung
waren untereinander nicht signifikant (p = 0,223) unterschiedlich. Der Medianwert
des Anteils der Filamentanlagerungen an der Gesamtflache aus Gasfasern und
Filamenten betrug nach 90 Minuten 0,021 [0,002-0,051], entsprechend 12,4%.
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Abbildung 34: Vergleich der Gasfaseranlagerungen und DNA-Filamente.

Bei der Gegenuberstellung der Anlagerungen auf den Gasfasern und den
Filamentbereichen Uber 25 Einzelversuche zeigte sich nach 90 Minuten
signifikant (***, p <0,001) hdhere Anlagerungen an den Gasfasern in
Relation zu den DNA-Filamenten. Statistik: Mann-Whitney U Statistic.
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Beim direkten Vergleich der Gasfaseranlagerungen und der DNA-Filamente der
25 Einzelversuche ergab sich nach 90 Minuten ein signifikanter Unterschied
(***, p<0,001) =zwischen den Gasfaseranlagerungen mit 0,086 [0,045-
0,209] mm? und der Filamentflache mit 0,021 [0,002-0,051] mm? (Abbildung 34).
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Abbildung 35: Beginn der DNA-Filamentbildung nach Experimentstart.

Zwischen dem unbeschichteten Basismaterial und den verschiedenen
Oberflachen lag kein signifikanter Unterschied (p = 0,067) vor. Boxplot mit
Median, 25/75 (Box) und 5/95 Perzentilen (Whiskers) aus 5 unabhangigen
Versuchen. Statistik: Einwege-Varianzanalyse (ANOVA).

Beim Beginn der DNA-Filamentbildung stromabwarts der Gasfaser (Abbildung 35)
zeigte sich zwischen den unbeschichteten Gasfasern mit 13,9 + 4,5 min, den PLS-

Gasfasern mit 35,0 + 16,4 min, den Nautilus-Gasfasern mit 20,9 + 1,9 min, den Hilite-

71



Ergebnisse

Gasfasern mit 23,2 + 12,7 min und den EOS-Gasfasern mit 27,2 + 11,3 min kein
signifikanter Unterschied (p = 0,067).

Die Anlagerungen setzen im Median nach 16,7 [14,0-27,2] min zunachst an den
Gasfasern ein, bevor nach 19,2[15,5-31,7]min die Bildung von Filamenten
beobachtet wurde. Zwischen dem Beginn der gasfaserassoziierten Anlagerungen
und der Filamentbildung lie3 sich kein signifikanter Unterschied (p =0,269)

feststellen.
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Abbildung 36: Beginn der DNA-Anlagerungen.

In den 25 Einzelversuchen zeigte sich, dass zunachst Anlagerungen an den
Gasfasern entstanden, bevor die Filamentbildung einsetzte. Zwischen dem
Auftreten gasfaserassoziierter Anlagerungen und der anschlieRenden
Filamentbildung bestand kein signifikanter zeitlicher Unterschied (p = 0,269)
Statistik: Mann-Whitney U Statistic.

Im weiteren Verlauf wurden die DNA-Filamentbildung in den drei Gasfaserbereichen
(oberer, mittlerer und unterer Abschnitt) gemald Abbildung 37 sowie die Anzahl
(Abbildung 40) und Lange der Filamente (Abbildung 42) analysiert.
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Abbildung 37: DNA-Filamentbildung in verschiedenen Bereichen der Gasfasern nach
90 Minuten stromabwarts und Beginn der Filament-Bildung. Die Nautilus-Gasfasern
zeigten im oberen Filamentbereich (A) stromabwarts der Gasfasern signifikant weniger
Anlagerungen im Verhaltnis zu den unbeschichteten Gasfasern (**, p = 0,007) und den
EOS-Gasfasern (*, p = 0,017). Ahnlich zum oberen Filamentbereich zeigte sich auch bei
den DNA-Anlagerungen im mittleren Filamentbereich (C) in der Relation von
unbeschichteten Basismaterial und Nautilus-Gasfasern ein signifikanter Unterschied
(**, p=0,004). Im unteren Filamentbereich (E) war kein signifikanter Unterschied bei den
Filamentanlagerungen nachweisbar.

Bei den Startzeiten der Filamentanlagerungen hinter der Gasfaser im oberen (B)
Gasfaserbereich (P =0,091), des mittleren (D) Gasfaserbereichs (p = 0,151) und dem
unteren (F) Gasfaserbereich (p = 0,458) zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).
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Bedingt dadurch, dass in der Stromungskammer die Stromungsgeschwindigkeiten
abhangig von der Entfernung zum Rand des Kanal-Objekttragers sind (Abbildung
12), wurden die Filamentbereiche stromabwarts hinter der Gasfaser in die drei
Bereiche: Oben, Mitte und Unten unterteilt (Abbildung 15). Dabei zeigte sich, dass
die DNA-Filamentanlagerungen im oberen Bereich (Abbildung 37 A) zwischen
unbeschichteter Gasfaser mit 0,0156 [0,0063-0,1270] mm? und Nautilus-Gasfaser mit
0,0001 [0,0001-0,0005] mm? sich signifikant (p = 0,007) unterschieden. Dariber
hinaus zeigten sich signifikant hohere Filamentanlagerungen (p =0,017) im oberen
Bereich zwischen EOS-Gasfasern mit 0,0190 [0,0073-0,0226] mm? in Relation zu
den Nautilus-Gasfasern.

Am frihesten begannen die Filament-Anlagerungen im oberen Bereich stromabwarts
hinter der Gasfaser (Abbildung 37 B) bei den unbeschichteten Gasfasern nach
23,6 [16,7-31,2] min. Am spatesten wurden Filament-Anlagerungen im oberen
Bereich stromabwarts hinter der Gasfaser bei den PLS-Gasfasern nach 48,6 [38,3-
63,0l min  detektiert. Jedoch ergab sich kein signifikanter Unterschied
(p = 0,091) zwischen dem unbeschichteten Basismaterial, den PLS-Gasfasern, den
Nautilus-Gasfasern mit 33,5 [24,1-72,0] min, den Hilite-Gasfasern mit 30,5[14,9-
42,9] min und den EOS-Gasfasern mit 26,1 [21,1-40,7] min.

Ahnlich wie im oberen Filamentebereich zeigten sich auch im mittleren
Filamentebereich (Abbildung 37 C) bei den unbeschichteten Gasfasern mit
0,0270 [0,0126-0,0824] mm? signifikant (p = 0,004) mehr Filamentanlagerungen im
Verhaltnis zu den Nautilus-Gasfasern 0,001 [0,0001-0,0002] mm?2. PLS-Gasfasern
mit 0,0026 [0,0004-0,0086] mm?, Hilite-Gasfasern mit 0,0059 [0,0010-0,0158] mm?
und EOS mit 0,0113[0,0038-0,0293] mm? und Nautilus-Gasfasern unterscheiden

sich nicht signifikant (p = 0,087) voneinander.

Im mittleren Filamentebereich begannen die Filamentanlagerungen stromabwarts
hinter den Gasfasern bei den Nautilus-Gasfasern mit 23,1 [20,3-36,2] min knapp vor
den unbeschichteten Gasfasern mit 24,8 [15,2-26,6] min und den EOS-Gasfasern mit
249 [21,1-39,5] min (Abbildung 37 D). Es =zeigte sich aber kein signifikanter
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Unterschied (p = 0151) zwischen dem unbeschichteten Basismaterial, den PLS-GFs
mit 35,6 [33,6-59,1] min, den Nautilus-GFs, den Hilite-GFs mit 49,7 [14,8-82,8] min
und den EOS-GFs hinsichtlich des Beginns der Filamentbildung in den mittleren

Filamentbereichen.

Bei den Filamentflachen stromabwarts hinter dem unteren Drittel der Gasfasern der
Stromungskammer (Abbildung 37 E) zeigten sich bei den unbeschichteten Gasfasern
mit 0,0251 [0,0010-0,1110] mm?, den PLS-GFs mit 0,0016 [0,0001-0,0138] mm?, den
Nautilus-GFs mit 0,0009 [0,0005-0,0252] mm?, den Hilite-GFs mit 0,0001 [0,0001-
0,0132] mm?, und den EOS-GFs mit 0,0046 [0,0003-0,0154] mm? kein signifikante
Differenz (p = 0,187).

Die Bildung von DNA-Ablagerungen im unteren, stromabwarts hinter den Gasfasern
gelegenen Bereich der Stromungskammer (Abbildung 37 F) wurde zuletzt bei den
Hilite-Gasfasern nach 47,4 + 453 min detektiert. Es war aber kein signifikanter
Unterschied (p =0,458) zwischen dem unbeschichteten Basismaterial mit
17,5 £ 7,6 min, den PLS-Gasfasern mit 39,3 + 19,3 min, den Nautilus-Gasfasern mit
28,3 £ 10,6 min, den Hilite-Gasfasern und den EOS-Gasfasern mit 43,4 + 36,2 min

beim Beginn der Anlagerungen an den Gasfasern nachweisbar.
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Abbildung 38: Lokalisation der DNA-Filamentflachen im Strdomungskanal.
Untersucht wurde die rdumliche Verteilung der DNA-Filamentflachen im
Stromungskanal hinter den Gasfasern. Nach 90 Minuten zeigten sich dabei
keine signifikanten Unterschiede (p = 0,733) zwischen dem oberen, mittleren
und unteren Bereich. Boxplot mit Median, 25/75 (Box) und 5/95 Perzentilen
(Whiskers) aus 25 unabhangigen Versuchen. Statistik: Kruskal-Wallis-Test
(ANOVA on Ranks).

Beim Vergleich der DNA-Ablagerungen in Abhangigkeit von der Position hinter den
Gasfasern (Abbildung 38) zeigte sich zwischen dem oberen Bereich mit
0,0056 [0,0092-0,0190] mm?, dem mittleren Bereich mit 0,0030 [0,0002-0,0136] mm?
und dem unteren Bereich mit 0,0046 [0,0001-0,022] mm? kein signifikanter
Unterschied (p = 0,733). Dabei wurden 34,0 % der Filamente im oberen Bereich der
Gasfasern, 30,7 % im mittleren und 35,3 % im unteren Bereich im Verhaltnis zur

Gesamtanzahl der Filamentflache detektiert.
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Im Verlauf der gesamten Versuchsdauer nahm die DNA-Filamentbildung
stromabwarts hinter den einzelnen Bereichen (oberer, mittlerer und unterer
Abschnitt) der Gasfasern mit verschiedenen Oberflachenbeschichtungen zu
(Abbildung 39). In allen Versuchen liel3 sich unabhangig von der jeweiligen
Oberflachenbeschichtung bis zu einem Untersuchungszeitraum von 90 Minuten eine
reduzierte Bildung von DNA-Filamenten im Vergleich zur unbeschichteten Gasfaser
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Abbildung 39: Exemplarische Darstellung der DNA-Filamentbildung auf Gasfasern mit und ohne
Oberflachenbeschichtungen, differenziert nach dem Lokalisationsbereich (oberer, mittlerer und unterer
Abschnitt) stromabwaérts der einzelnen Fasern. In allen Versuchen trat bis zu 90 Minuten unabhangig
von der Oberflachenbeschichtung eine reduzierte DNA-Filamentbildung im Vergleich zu den
unbeschichteten Gasfasern auf. Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).
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Abbildung 40: Die summierte Anzahl von DNA-Filamenten.

Die Anzahl der Filamente, die sich im Strémungskanal hinter den Gasfasern
gebildet hatten, wurde in funf unabhangigen Versuchen quantifiziert. Dabei
zeigte sich, dass unbeschichtete Gasfasern innerhalb von 90 Minuten signifikant
(*,p=0,024) mehr DNA-Filamente aufwiesen als die PLS- und
Nautilus-beschichteten Gasfasern. Boxplot mit Median, 25/75 (Box) und 5/95
Perzentilen (Whiskers). Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).

In der kumulierten Anzahl der innerhalb von 90 Minuten gebildeten DNA-Filamente
(Abbildung 40) zeigten sich signifikant hohere Werte (*, p =0,024) bei den
unbeschichteten Gasfasern mit 20,0 [13,0-38,5] Filamenten in Relation zu den PLS-
Gasfasern mit 7,0 [2,5-9,5] Filamenten und den Nautilus-Gasfasern mit 3,0 [1,5-6,5]
Filamenten. Die Anzahl der Filamente stromabwarts hinter Hilite-Gasfasern mit
5,0[2,5-10,5] Filamenten und EOS-Gasfasern mit 11,0 [3,5-18,0] Filamenten
unterschied sich nicht signifikant in der Anzahl der DNA-Filamente in Relation zu den

unbeschichteten, den PLS- und Nautilus-Gasfasern.
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Abbildung 41: Anzahl der DNA-Filamente in Relation zum
Anlagerungsbereich im Strdmungskanal. Die aus 25 unabhangigen
Versuchen zusammengefasste Anzahl der DNA-Filamente in den oberen,
mittleren und unteren Bereichen der Gasfasern zeigte Uiber einen Zeitraum
von 90 Minuten keine signifikanten Unterschiede (p =0,707). Statistik:
Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).

Die Analyse der summierten Anzahl der DNA-Filamente der unterschiedlichen
Gasfaserbereiche (Abbildung 41) oberer Abschnitt mit 3,0 [1,0-5,0], mittlerer
Abschnitt mit 3,0 [1,0-4,5] und unterer Abschnitt mit 2,0[1,0-5,5] ergab Uber
90 Minuten keine signifikanten (p = 0,707) Unterschiede.

79



Ergebnisse

6
%k
sk
5 1 *
3
E 47 %
c *
“g’, %
E 3 - |
€
£
: T
<
Z 11
0 = J——
Unbeschichtet PLS Nautilus Hilite EOS
Testmaterial

Abbildung 42: DNA-Filamentlangen.

Die Filamentlangen im Strdmungsbereich hinter der Gasfaser wurden in funf
unabhangigen Versuchen analysiert. Dabei zeigte sich, dass die an Gasfasern
mit Bioline-Beschichtung (PLS) bzw. X.ELLENCE-Beschichtung (Hilite)
gebildeten Filamente signifikant kirzer ausfallen (***, p < 0,001) als jene an
unbeschichteten Gasfasern. Statistik: Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks).

Stromabwarts hinter den unbeschichten Gasfasern zeigten sich mit 0,95 [0,57-
1,52] mm signifikant (***, p < 0,001) langere Filamente in Relation zu den PLS-
Gasfasern mit 0,29 [0,13-0,38] mm und den Hilite-Gasfasern mit 0,29 [0,04-0,57] mm
(Abbildung 42). Die Filamentlange an den Nautilus-Gasfasern mit 0,33 [0,04-
0,88] mm und den EOS-Gasfasern mit 0,38 [0,12-1,09] mm unterschied sich nicht

signifikant zu den alternativ beschichteten Gasfasern.
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4. Diskussion

In der vorliegenden wissenschaftlichen Untersuchung wurde deutlich, dass
handelsubliche bioaktive und biopassive Beschichtungen auf PMP-Gasfasern zwar
nicht die Adhasion von Granulozyten verhindern konnten, es zeigte sich jedoch eine
Hemmung der ,Neutrophil Extracellular Traps“-Bildung durch die Beschichtungen
sowohl unter statischen als auch dynamischen Bedingungen. Dagegen blieb die
Funktion der nicht-adharenten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
hinsichtlich des oxidativen Bursts und der Expression von Aktivierungsmarkern

nahezu unverandert.

Die gleichmaBige Adhasion der PMNs auf den unbeschichteten und beschichteten
Gasfasern geht mit klinischen Beobachtungen einher [9,13,57,58]. In den klinischen
Studien wurde gezeigt, dass nach Einsatz am Patienten die Oberflache von
Gasaustauschmembranen in handelstblichen ECMO-Oxygenatoren mit Leukozyten
bedeckt waren [9,11,13,57,58]. Diese wurden nicht nur in den thrombotischen
Auflagerungen, sondern insbesondere auch auf den makroskopisch nicht belegten
Gasfaseroberflachenarealen nachgewiesen [12,14]. Lehle et al. [14] isolierten und
charakterisierten diese Zellen, die die Eigenschaft besitzen, in endotheliale bzw.
mesenchymale Zellen auszudifferenzieren. Trotz der kleinen Probenzahl wurde eine
Abhangigkeit vom Oxygenatortyp und dem Kklinischen Hintergrund diskutiert. Die
Fahigkeit zur Zellbesiedlung hangt von den Oberflacheneigenschaften der
ursprunglich unbeschichteten PMP-Membran des Herstellers (OxyPlus 90/200,
Membrana/3M, Obernburg, Deutschland) ab. So konnten Wiegmann et al. [59] unter
in vitro Bedingungen eine vollstandige Endothelialisierung von Heparin/Albumin-
beschichteten PMP-GFs unter statischen und dynamischen Bedingungen
nachweisen. Dies steht im Einklang mit Laluppa et al. [58], die die Adhasion und
Expansion von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes und CD34*
Vorlauferzellen auf PMP-Oberflachen nachwiesen. Um die invivo Situation zu
simulieren, wurden in der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeit die PMP-
Oberflachen mit 30 % Humanserum vorbeschichtet. Es ist mittlerweile anerkannt,

dass unmittelbar nach dem Kontakt eines Biomaterials mit Blut ein breites Spektrum
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an Plasmaproteinen innerhalb von Sekunden an der Oberflache adsorbiert [32]. Zu
diesen Proteinen gehoren Albumin, Fibrinogen, hochmolekulares Kininogen, die
Gerinnungsfaktoren Xl und FXIlI/Xlla, Plasmaprekallikrein, Immunglobuline (IgG,
IgM), Komplementproteine, Vitronectin, Fibronectin, Apolipoproteine sowie der Von-
Willebrand-Faktor (vWF). Die Zusammensetzung der Proteinschicht hangt von den
spezifischen Eigenschaften der Oberflache ab und kann sich im Laufe der Zeit
verandern [60,61]. Dies ist ein Ausgangspunkt fir die Aktivierung verschiedener
zelluldrer und  blutbasierter  proteolytischer Kaskaden [61]. Zu den
Entzindungsreaktionen gehoren die materialinduzierte Aktivierung zirkulierender

Granulozyten und eine verstarkte Adhasion an der kunstlichen Oberflache [62].

Ausloser fur die Leukozytenaktivierung auf Materialien sind hauptsachlich adsorbierte
Proteine wie Fibrinogen, Fibronektin sowie iC3b und anhaftende Thrombozyten. Die
Hochregulierung von (CD11b/CD18), die Reduktion von L-Selektin (CD62L), die
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (oxidativer Burst), NE, Cathepsin G
oder IL-8 sind typische Aktivierungsmarker [32]. Im Mittelpunkt steht die Expression
von (CD11b/CD18), die fur die Bindung an Fibrinogen bzw. dem Komplementfaktor
iC3b verantwortlich gemacht wird [63]. Beide Proteine sind Bestandteil des AB-
Serums, die offensichtlich auf den Oberflachen der ECMO-Materialien, unabhangig
von der Beschichtungsart, adsorbierten. Eine systematische Uberpriifung dieser
Adsorption wurde nicht durchgefuhrt. Der Kontakt der isolierten Granulozyten, die im
nicht-aktivierten Zustand vorlagen (geringer oxidativer Burst, mafige Expression von
(CD11b/CD18), hohe Expression von CD62L) mit unbeschichteten und beschichteten
PMP-Oberflachen flhrte nach 3 Stunden nur bei den Warmetauscherfasern des
PLS-Systems zu einer minimalen Aktivierung der Granulozyten (CD11b+/CD62L-).
Dagegen lagen die meisten der nicht-adharenten Zellen unabhangig vom Material in
einem nicht-aktivierten Zustand (CD11b-/CD62L+) vor. Allerdings reicht offensichtlich
die konstitutive Expression von (CD11b/CD18) aus, um eine Zelladhasion an PMP-
Oberflachen zu bewirken [64]. Der Aktivierungsgrad der adharenten Granulozyten
wurde in der vorliegenden wissenschaftlichen Untersuchung nicht evaluiert. Eine

erhdhte Expression von (CD11b/CD18) wurde auch in in vivo Studien nachgewiesen,
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unter anderem auf der Oberflache von Stents [65], Oxygenatoren [66] und
Hamodialysemembranen [67].

Die verschiedenen Strategien der biopassiven und bioaktiven
Oberflachenbeschichtungen haben das Ziel, die Thrombogenitat des kunstlichen
Materials zu reduzieren [68]. Gepfropfte Polymerbirsten (Nautilus-Membranen),
zwitterionische Beschichtungen (Phosphorylcholin, EOS-Membranen) und Heparin-
Beschichtungen (PLS- und Hilitemembranen) verringerten die Fibrinogen- und
Thrombozytenadhasion. Dabei ist die klinische Wirksamkeit jedoch nicht vollstandig
nachgewiesen [68]. Analog zu den invitro Ergebnissen der vorliegenden
wissenschaftlichen Arbeit gab es auch in der klinischen Anwendung keine Pravalenz
fur eine spezifische ECMO-Oberflachenbeschichtung, die die Entwicklung einer
Gerinnungsstorung, die zu einer gerateinduzierten Thrombose (z. B. Oxygenator-
Thrombose) fuhrte, reduzierte oder verhinderte [3,4]. Daruber hinaus wird die
Bedeutung der Leukozyten bei der Thrombogenese haufig vernachlassigt. Wie in der
vorliegenden  wissenschaftlichen  Arbeit gezeigt wurde, scheinen die
Entzindungsreaktionen von den Oberflachenbeschichtungen beeinflusst zu sein und
konnten daher primar fur die Bildung von Thromben in den Oxygenatoren
verantwortlich sein. Nur eine klinische Studie analysierte die
Oberflachenbeschichtung verschiedener Gasfasern. Dropco et al. stellten eine
signifikant hohere Zellakkumulation auf PLS-Gasfasern im Vergleich zu Hilite-
Gasfasern von klinisch verwendeten Oxygenatoren fest [9]. Es wurden jedoch zufallig
ausgewahlte Proben aus den Oxygenatoren verwendet, ohne die Lage der Proben
im Oxygenator oder das Vorhandensein von darlber liegenden Thromben zu
bertcksichtigen. AuRerdem gab es ein deutliches Missverhaltnis in der Anzahl der
Proben fur die einzelnen Oxygenator-Typen (Hilite, n=7; PLS, n=26). Dies lasst eine
von der Oxygenator-Variante abhangige Leukozytenadhasion als kausale Grundlage

fur die Thrombogenese fraglich erscheinen.

Auffallend war bei den durchgefuhrten statischen Versuchen, dass die 3-stlndige
Inkubation von Granulozyten auf dem Basismaterial PMP eine bis zu 83 %ige

Veranderung der Kernmorphologie zur Folge hatte. Die morphologischen
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Veranderungen manifestierten sich primar in einer Volumenzunahme des Zellkerns
sowie in der partiellen Freisetzung nuklearer DNA. Beide zellularen
Erscheinungsformen wurden wahrend der NET-Bildung nach Stimulation der
adharenten Granulozyten mit PMA zu verschiedenen Zeitpunkten festgestellt. Die
Kernschwellung wurde als Vorlauferform der NET-Bildung definiert [55]. Diese NET-
Strukturen weisen eine ausgepragte Thrombogenitat [69] auf und wurden in
Thromben der Koronararterien [70], in thrombosierten Stents [71] sowie in ECMO-
Oxygenatoren [8] nachgewiesen. Sperling und Maitz konnten auf hydrophoben
Oberflachen, wie Teflon AF und selbstorganisierten Monoschichten aus
methylterminierten Alkanethiolen, eine starkere Prasenz von NET-Verbindungen
(bestehend aus DNA, citrullinierten Histonen und neutrophiler Elastase) feststellen
als auf hydrophilen Materialien wie PEMA oder Polyethylen-alt-maleinsaureanhydrid
[18]. Die Autoren spekulierten, dass NETs zur biomaterialinduzierten Thrombogenitat
beitragen konnten [18]. Inwieweit die verschiedenen Beschichtungen der PMP-
Oberflachen, die die hydrophilen Eigenschaften der Oberflachen [18,72] erhdhten,
ein Grund fur das reduzierte Auftreten von NET-artigen Kernmorphologien waren und
damit eine verbesserte Biokompatibilitat definieren, kann nicht beantwortet werden
[72].

In welchem Umfang die beobachteten Veranderungen der Kernmorphologie auf
unbeschichteten sowie beschichteten PMP-Gasfasern auf eine NET-Induktion
hinweisen, kann aus den statischen Ergebnissen nicht abschliellend bestatigt
werden, da nur Kernfarbungen mittels DAPI als Detektionsmarker eingesetzt wurden.
Etabliete NET-Marker, wie beispielsweise CitH3 oder granuldare Enzyme wie
Neutrophilenelastase oder Myeloperoxidase, wurden nicht untersucht. So kdnnten
die veranderten Kernmorphologien auch auf den statischen Versuchsaufbau mit
unphysiologischen Bedingungen durch eine serumfreie Kultivierung zurtckzuflhren
sein. Zudem wurden isolierte PMNs verwendet, bei denen das Praparationsprotokoll,
insbesondere die Zentrifugationsschritte, auch zu einer veranderten Adhasion oder
einer verminderten Funktionalitat der neutrophilen Granulozyten fuhren konnte [73].
Die durch PMA-induzierte Reaktion belegt, dass adharente polymorphkernige

neutrophile Granulozyten die Fahigkeit zur NETose besallen. Diese verursachte eine
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Ruptur fast aller Zellkerne. Die anschlieliende Behandlung mit DNAse zerstorte die
DNA-Grundlage der NETs, welche sich in der vollstandigen Entfernung der
ausgestoRenen DNA zeigte. Auch diese Beobachtung spricht fur einen NETose-

Prozess.

Innerhalb der im zweiten Teil der wissenschaftlichen Arbeit durchgefihrten
Perfusionsversuche konnte eine scherkraftabhangige DNA-Freisetzung an isolierten
Gasfasern verschiedener ECMO-Membranoxygenatoren nachgewiesen werden.
Diese bestatigen ebenfalls eine NET-Bildung an ECMO-Gasfasern. Dabei wurden
zunachst DNA-Anlagerungen auf den Gasfasern sichtbar, die mit den geschadigten
PMNs auf den Gasfasern aus den statischen Versuchen vergleichbar sein kdnnten.
Die zusatzlichen Scherkrafte im ex vivo Perfusionsmodell 16sten eine NETose aus,
die sich in Form von langen DNA-Filamenten stromabwarts darstellte. In einer noch
nicht publizierten Untersuchung wurde der Nachweis von DNA-Filamenten mittels

CitH3-Immunfluoreszenzfarbung erbracht.

Die verschiedenen antithrombogen Oberflachenbeschichtungen fuhrten zu einer
signifikanten Verringerung der an den Gasfasern adharierenden netotischen Zellen
und den dazugehdrigen DNA-Filamenten im Vergleich zum unbeschichteten
Basismaterial Polymethylpenten. Auch hieraus kann ein positiver Einfluss der
verschiedenen  Oberflachenbeschichtungen  abgeleitet werden. Denn im
dynamischen Perfusionsmodell fand NETose vorwiegend auf den Gasfasern,
insbesondere auf den unbeschichteten Gasfasern, statt. Damit scheinen die
Oberflachenbeschichtungen nicht nur eine antithrombogene, sondern auch eine
antiinflammatorische Wirkung zu besitzen. Eine Detektion dieses Effekts ist nur durch
die Wechselwirkung zwischen Materialeigenschaften und applizierten Scherkraften

nachweisbar.

Aktuelle klinische Untersuchungen heben die Bedeutung von NETose im Verlauf
einer ECMO-Unterstitzung hervor. So waren netotisch veranderte Zellkerne und
zellfreie DNA im Blut von ECMO-Patienten [8,74,75] nachweisbar. Es scheint damit

eine Korrelation zu existieren, die belegt, dass das verwendete dynamische
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ex vivo Perfusionsmodell und der gewahlte statische Ansatz die Realitat

widerspiegeln.

Die im Plasma klinisch detektierten NETs bei ECMO-Patienten konnen auch aus
praexistenten, entzindungsbedingten Prozessen stammen und sind daher nicht
notwendigerweise auf die ECMO-Unterstitzung zurickzuflihren, sondern kdnnten
auch auf die Grunderkrankung der kritisch kranken Patienten hinweisen [75].
Besonders auffalig war auf den Gasfasern klinisch  verwendeter
Membranoxygenatoren der Nachweis von bis zu 15 % stark geschwollener und
vollstandig dekondensierter Zellkerne innerhalb der adharenten Zellpopulation, die
die gesamte Zellstruktur ausfillten. [12]. Diese morphologischen Veranderungen des
Chromatins wurden in systematischen Untersuchungen zur Wirkung von 100 nM
PMA auf polymorphkernige neutrophile Granulozyten als eine mogliche Vorstufe im
Prozess der NETose beschrieben [55]. Vergleichbare Beobachtungen auf den
Gasfasern unterschiedlicher Membranoxygenatoren wurden in der Arbeit von Wilm et
al. [13] berichtet, ohne jedoch eine Einordnung der beobachteten Zellkerne als
Ausdruck von NETose vorzunehmen. Auch in der Dissertation von Felix
Steinkirchner [76] wurden mittels DAPI-Farbung verschiedene Kernmorphologien
nachgewiesen. Wie bereits bei Wagner et al. [12] waren auch hier grol’e Kerne mit
einer Anzahl von etwa 10-20 % und Zellen mit zerstortem Zellkern (DNA-Netze oder
DNA-Filamente) mit einer Haufigkeit von ca. 5 % detektierbar. In diesem
Zusammenhang wurde in einer weiteren Dissertationsarbeit die Anzahl von NET-
Strukturen (mittels Kernfarbung mit Sytoxgreen und dem Nachweis von MPO auf den
DNA-Strukturen) auf Gasfasern von sechs gebrauchten PLS-Oxygenatoren
untersucht. Die Ergebnisse stehen noch aus (Dissertationsarbeit von S. Waldbauer,
noch nicht veroffentlicht).

Die Analyse klinisch verwendeter Membranoxygenatoren sowie experimenteller
Ansatze aus Tierversuchen konnte Einblicke in den Einfluss physiologischer
Parameter wie Durchblutungsbedingungen und inflammatorische Prozesse auf die
NETose-Bildung gewahren. Tiermodelle zur ECMO-Unterstutzung verwenden in der

Regel groRe Tiere [8] und sind daher sehr komplex und kostspielig. Zudem sind

86



Diskussion

klinische Studien immer mit verschiedenen Einflussfaktoren, wie Grunderkrankung,
Geschlecht, Gerinnungsstatus verbunden, die einen Nachweis des Zusammenhangs
von NET-Bildung und Thrombose wahrend der ECMO-Unterstlitzung erschweren.
Dennoch kdnnte mit dem Nachweis von extrazellularer DNA (cfDNA) ein Indikator

gefunden sein, der auf eine Thrombogenese im ECMO-Oxygenator hinweist [8,75].

Diese Promotionsarbeit weist mehrere Einschrankungen auf. Es handelt sich um eine
in vitro bzw. ex vivo Studie, bei der isolierte Granulozyten von gesunden Freiwilligen
verwendet wurden. Sowohl die Isolierung als auch das Kultivierungsprotokoll kdnnten
die Lebensfahigkeit und Funktion der Zellen beeinflussen. DarUber hinaus sollte in
weitergehenden Untersuchungen unter Verwendung des ex vivo Perfusionsmodells
statt der in die Stromungskammer eingeklebten Gasfasern eine Stromungskammer
mit optimierten Stromungsbedingungen verwendet werden, beispielsweise eine
IBIDI-Stromungskammer mit einer Kammerhohe von 0,8 mm. Diese wirde es
erlauben, dass die zu untersuchenden Gasfasern durch eine Bohrung orthogonal zur
Stromung in  die Strdmungskammer eingebracht werden koénnten. Diese
stromungstechnisch optimierten Stromungskammern (Labor fur Biofluidmechanik der
Ostbayerischen Technischen Hochschule Regensburg) stehen erst seit kurzer Zeit

zur Verfugung.

In zukunftigen Studien sollte evaluiert werden, ob nach der Entwicklung neuer
Oberflachen oder Oberflachenbeschichtungen nicht nur die Thrombogenitat, sondern
auch ihre NET-bildenden Eigenschaften verringert sind. Das verwendete
ex vivo Perfusionsmodell kdnnte zudem die tierexperimentelle Forschung reduzieren,
so dass nur noch optimierte Oberflachenmaterialien in einer solchen getestet werden
mussten. Dieses konnte auch ein attraktives Konzept fur alternative

Antikoagulationsstrategien sein.
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5. Zusammenfassung

Neutrophil Extracellular Traps (NETs) wurden in Blutproben und in zellularen
Anlagerungen an  Oxygenatormembranen  wahrend der extrakorporalen
Membranoxygenierung (ECMO) nachgewiesen und konnten fur eine Thrombogenese
verantwortlich sein. Das Ziel war es, die Wirkung des Basismaterials
Polymethylpenten (PMP) von Gasfaser- und Warmeaustauschmembranen sowie
verschiedener antithrombogener Beschichtungen auf isolierte Granulozyten von
gesunden Probanden unter statischen und dynamischen Kulturbedingungen zu

untersuchen.

Der Kontakt von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) mit
Membranen aus verschiedenen ECMO-Oxygenatoren und damit unterschiedlichen
Oberflachenbeschichtungen und unbeschichteten Gasfasern unter statischen
Bedingungen ermdglichte den Nachweis von adharenten Zellen und netotischen
Kernstrukturen (normal, geschwollen, rupturiert) mittels Kernfarbung. Die
Durchflusszytometrie wurde verwendet, um die Zellaktivierung (CD11b/CD62L,
oxidativer Burst) von nicht-adharenten Zellen zu identifizieren. Unbeschichtete
Gasfasern dienten als Referenz. PMNs hafteten auf allen Oberflachen in gleichem
Malde. Im Gegensatz dazu war das Verhaltnis von netotischen zu normalen Zellen
signifikant hoher (p < 0,001) bei unbeschichteten Gasfasern (56-83 %) im Vergleich
zu allen beschichteten Gasfasern (34-72 %), wobei sich kein Unterschied zwischen
den verschiedenen Oberflachenbeschichtungen untereinander nachweisen lie3. Die
netotischen Kerne zeigten Uberwiegend eine dekondensierte und damit
aufgequollene Form. Im Gegensatz dazu blieben die nicht-adharenten Zellen im
Uberstand nach dem Materialkontakt vital, mit unverdnderter oxidativer Burst-
Funktion und gleichbleibender Expression von (CD11b/CD18) bzw. CD62L. Die
Expression von Aktivierungsmarkern war unabhangig von der Beschaffenheit des

Gasfasermaterials.
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Aus den statischen Untersuchungen kann ein hemmender, material-induzierter Effekt
der antithrombogenen Beschichtungen im Vergleich zu unbeschichteten Oberflachen

hinsichtlich NET-Induktion nachgewiesen werden.

Der zusatzliche Einfluss von Scherkraften auf eine NET-Bildung an unterschiedlich
beschichteten Gasfasern wurde in einem ex vivo Perfusionsmodell untersucht. Unter
definierten Stromungsbedingungen konnten die Ablagerung von DNA-Aggregaten
auf den Gasfasern und die Bildung von DNA-Filamenten in Flussrichtung mittels
DNA-Farbung und live-cell Imaging im Stromungskanal dargestellt und quantifiziert
werden. Es stellte sich eine um Faktor 5-6 signifikant hohere DNA-Freisetzung an
den unbeschichteten (im Vergleich zu den beschichteten) Gasfasern heraus, was

einer scherkraft-abhangigen NET-Bildung gleichzusetzen ist.

Schlussfolgernd zeigte sich eine materialinduzierte NET-Reaktion in den statischen
und eine scherkraftinduzierte NET-Bildung im Perfusionsmodell. Aufgrund der
hemmenden Eigenschaften der antithrombogenen Beschichtungen erwiesen sich
beide Testverfahren als geeignet, um auch neue Oberflachen oder Beschichtungen
fur zukinftige ECMO-Systeme und langfristig implantierbare kunstliche Lungen zu

evaluieren.
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6. Anhang

6.1 Funktionsweise des Cell Counter and Analyzer Systems

Die Technologie des Cell Counter and Analyzer Systems (CASY) basiert auf dem
Prinzip der Electrical Current Exclusion (ECE), bei dem Veranderungen des
elektrischen Stromflusses zur Charakterisierung suspendierter Partikel genutzt
werden. Beim Transit einzelner Zellen durch eine hochprazise definierte Messpore
innerhalb eines elektrisch leitfahigen Elektrolyten wird der durch die Zelle verursachte
Stromverdrangungseffekt detektiert und quantitativ ausgewertet. Zellen mit strukturell
intakter, elektrisch isolierender Plasmamembran verhalten sich als nichtleitende
Partikel und verdrangen den Elektrolyten proportional zu ihrem effektiven
Verdrangungsvolumen. Diese volumetrisch bedingte Stromverdrangung resultiert in
einem charakteristischen elektrischen Puls, dessen Amplitudenhéhe in direkter
Proportionalitat zur ZellgroRe steht. Im Gegensatz dazu konnen Zellen mit
kompromittierter Plasmamembran sowie nekrotische Zellen den elektrischen Strom
nicht vollstandig verdrangen. lhre Detektion erfolgt daher primar auf Grundlage des
verbleibenden leitfahigen Volumens, das im Wesentlichen dem Volumen des

Zellkerns entspricht [77].

Die Messsignale werden mit einer zeitlichen Auflosung von 1 MHz digital verarbeitet,
wobei die Pulsflachenanalyse die Signalamplitude sowie den vollstandigen
Pulsverlauf integriert. Dadurch entsteht eine hochauflosende quantitative
Datengrundlage. Die anschlieRende Verarbeitung der Signalflachen im
Multikanalanalysator ermoglicht eine volumenlineare und prazise Bestimmung der

Partikelgrofienverteilung [78].

Aufgrund der hohen Messbereichsdynamik konnen Zellfragmente, vitale und nicht-
vitale Einzelzellen sowie Zellaggregate simultan innerhalb einer einzigen Messung
erfasst werden. Das Verfahren ist nicht-invasiv und erfordert keine Farbung mit

Viabilitatsmarkern wie Trypanblau oder Propidiumiodid [79].

CASY ermaoglicht eine reproduzierbare, normierte und quantitative Bestimmung von

Zellkonzentration, zellularem Volumenprofil, Aggregationsgrad und Viabilitat. Das
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Verfahren dient der qualitativen und quantitativen Charakterisierung von
Zellpopulationen und wird vielfaltig in der Toxikologie, Zellbiologie und

pharmazeutischen Forschung eingesetzt [77].

6.2 Funktionsweise des Fluorescence-activated cell sorting

Ein FACS-Analysegerat ist eine Variante des Durchflusszytometers, die die Vitalitat
und die funktionellen Reaktionen von Granulozyten quantifizieren und
charakterisieren kann. Die Zellen passieren dabei einzeln einen Laserstrahl und das
gestreute oder emittierte Licht wird detektiert, um verschiedene =zellulare
Eigenschaften zu erfassen. Neutrophile Granulozyten streuen einen Teil des vom
Laser generierten Lichtes im FACS-Analysegerat, und dieses Streulicht wird von
Photomultipliern erfasst. Das vorwarts gestreute Licht (FSC = Forward Scatter)
resultiert, wenn ein Granulozyt im Stromungskanal den Lichtstrahl bricht und das
Licht in flachem Winkel weiterlauft. Ein im Lichtweg positionierter Detektor erfasst
das Signal, dessen Intensitat mit dem Zellvolumen Korreliert und somit die

Quantifizierung der Partikelgrof3e von Zellen oder Zellfragmenten ermaoglicht [80].

Das seitliche Streulicht (SSC, Sideward Scatter) entsteht, wenn der Laserstrahl durch
die innere Struktur der Granulozyten abgelenkt und von einem Detektor erfasst wird,
der orthogonal zur Laserstrahlachse positioniert ist. Die Signalstarke des seitlich
gestreuten Lichts gibt Aufschluss Uber die Granularitat der Zelle, insbesondere uber
Anzahl und Eigenschaften der intrazellularen Granula, und ermdéglicht eine genaue
Beurteilung ihres Aufbaus und ihrer Zusammensetzung. Zellen mit ausgepragterer
Granularitat und komplexerer innerer Struktur, wie beispielsweise neutrophile
Granulozyten, streuen seitlich mehr Laserlicht und erzeugen dadurch ein intensiveres

Seitenstreusignal als weniger granulare und strukturell einfache Zellen.

Durch die Anregung mit einem Laser geeigneter Wellenlange emittieren
fluoreszierende  Molekule Licht. Das Fluoreszenzsignal entstent durch
Fluoreszenzfarbstoffe oder fluoreszenzmarkierte Antikdrper, die spezifisch zur
Detektion der Zellen eingesetzt werden. Diese Marker binden spezifisch an

bestimmte Zellstrukturen oder Oberflachenmoleklle. Der Einsatz der Farbstoffe 4’ 6-
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Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und Propidiumiodid (Pl) ermoglicht es, die
Fluoreszenzintensitat quantitativ auszuwerten. Die Fluoreszenzfarbstoffe DAPI und
Propidiumiodid binden an DNA, wobei DAPI an AT-reiche Bereiche der
doppelstrangigen DNA bindet und Propidiumiodid zwischen die Basenpaare
interkaliert. [81].

6.3 Zusatzliche Ergebnisse zu den statischen Versuchen

Abbildung 43: Morphologische Veranderungen auf einer Hilite-Gasfaser.

Veranderte PMNs ohne morphologische Veranderungen in 200-facher VergroRerung (1).
Geschwollene neutrophile Granulozyten (2) der Phase Il und solche, die kurz vor der Ruptur
der Plasmamembran in Phase lll standen oder in denen bereits NETose sichtbar ist (3) [46].
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Abbildung 44: Morphologische Veranderungen auf einer Nautilus-Gasfaser.

Veranderte PMNs ohne morphologische Veranderungen in 200-facher VergroRerung (1).
Geschwollene neutrophile Granulozyten (2) der Phase Il und solche, die kurz vor der Ruptur
der Plasmamembran in Phase lll standen oder in denen bereits NETose sichtbar ist (3) [46].
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Abbildung 45: Morphologische Veranderungen auf einer EOS-Gasfaser.

Veranderte PMNs ohne morphologische Veranderungen in 200-facher Vergrof3erung (1).
Geschwollene neutrophile Granulozyten (2) der Phase Il und solche, die kurz vor der Ruptur
der Plasmamembran in Phase Il standen oder in denen bereits NETose sichtbar ist (3) [46].
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Membrane name

0,50 EOS
T Hilite
Mautilus
E PLS
0,40 I Uncoated

0,30
0,20

0,10

Total area of the deposits in mm?

0,00 - — -

Time min

Abbildung 46: Fehlerbalken der summierten Anlagerungsflachen (Gasfasern und
Filamente), basierend auf jeweils finf unabhangigen Versuchen der verschiedene
Membranoxygenatorgasfaserbeschichtungen. Statistik: Kruskal-Wallis-Test
(ANOVA on Ranks).

6.4 Verbrauchsmaterialien

6.4.1 Hepes-Tyrode Puffer fir statischen Versuche

Bei der Durchfihrung der statischen Versuche wurde Hepes-Tyrode Puffer (HTP) fur
die Benetzung der Oxygenatormembranen vor der Beschichtung mit
30% Humanserum, zum Verdinnen der Dapi-L6sung und anschlieRendem Waschen

sowie zum Spulen nach der Formalin-Fixierung bendtigt.
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Zusammensetzung Hepes-Tyrode-Puffer:

pH 7,4; steril filtriert

MW g/200ml g/1000ml g/500ml
129 mm NaCl 58,44 1,5 7,54 3,77
9,9 MM NaHCO3 84,01 0,166 0,83 0,415
2,9 mM KCI 74,56 0,043 0,216 0,108
0,8 mM KH2PO4 136,09 0,038 0,108 0,054
5,6 mM Glucose 198,17 0,2219 1,109 0,5545
10mM Hepes 238,31 0,476 2,38 1,19
(1mM MgCl; 203,3 0,040 0,203 0,1015)
(1mM Ca Cl, 110,99 0,029 0,147 0,0735)
a.d. ml 200 1000 500

CaCl, und MgCl; erst kurz vor Gebrauch zugegeben

6.4.2 HTP-BSA 0,5%

Zum Waschen der Granulozyten nach der Auftrennung und zur Herstellung der
Granulozyten-Suspension wurde HTP-BSA 0,5% (10% BSA mit Hepes-Tyrode-
Puffer 1:20 verdunnt und steril filtriert) hergestellt. Dabei wurde das CaClz2 und MgClz

erst kurz vor Gebrauch zugegeben.

Daruber hinaus wurde HTP-BSA 0,5% zur Benetzung der Oxygenatormembranen
bzw. der Objekttrager vor dem Auftragen der Granulozyten-Suspension sowie zum
Waschen nach der Inkubation der Granulozyten-Suspension auf den
Oxygenatormembranen und Objekttragern vor und nach der PMA-Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten und vor der Fixierung benotigt.
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6.4.3 Probenvorbereitung Oxydativer-Burst

*PBS + DHR + SNARF die jeweilige Gesamtmenge vorbereiten und bereits gemischt auf die Zellen geben!

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Probe | LW FML PMA | LW FMLP | PMA | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran
P+ + ulos ulos ulos ulos ulos ulos ulos ulos
TNF TNF
3h 3h 3h 3h 3h 3h 3h 3h
Gran | Gran | Gran | Gran | Gran Gran Nauti Nauti
ulos ulos ulos ulos ulos ulos PLS Hilite | EOS | lus PMP | PLS Hilite | lus
oM oM oM oM oM WT WT WT
Oh Oh Oh 3h 3h 3h
*6,6e4 | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran Gran | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran | Gran
Zin ulos* | ulos* | ulos* | ulos* | ulos*® ulos* | ulos ulos ulos ulos ulos ulos ulos ulos
Ca
100pl
*1000 | PBS PBS PBS PBS PBS PBS | PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
ul
+10pl
DHR
+SNA
RF-1
Kurz vortexen (Rack mit Proben kurz auf Vortexer stellen) 10min. bei 37°C (CO2-Inkubator) inkubieren
10ul TNF TNF
10ul FML FMLP
P
10ul PMA PMA
Kurz vortexen 20min. bei 37°C (CO2-Inkubator) inkubieren
Proben vor Zugabe von Pl auf 4°C bringen (Kuhlschrank)
10ul PI PI PI PI PI Pl Pl Pl PI PI PI PI Pl
Reagenzien:
DHR (Dihydrorhodamin) | +1000ul PBS 1TmM=100pl - D632 Invitrogen
10mg/26,2ml
DMF
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SNARF +1000pl PBS 10uM = C1271 Invitrogen
1mg+1,7ml DMF
TNF-a unverdinnt 1ug/mlin PeproTech
PBS+0,1%BSA
FMLP + 1000ul PBS 10ul 1mM = Sigma F3506
1mg+2,3ml DMF
PMA +1000ul PBS (10pl 1mM = Sigma P8139 kurz vorher
1mg+1,5ml DMF zugeben, da nur
30min. haltbar!
PI1 (Propidiumiodid) gebrauchsfertig P1304MP
Invitrogen
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