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Zusammenfassung

Die Extracorporale Membranoxygenierung (ECMO) stellt eine lebensrettende Therapie fur
schwer erkrankte Patientinnen und Patienten dar. Als eine der wichtigsten Komplikationen
gelten Thrombosen in den Membranoxygenatoren, bei deren Entstehung zunehmend eine
Beteiligung von Neutrophil Extracellular Traps (NETS) in Betracht gezogen wird. Ziel dieser
Arbeit war, Wechselwirkungen zwischen Polymorphkernigen Neutrophilen (PMNs) und
isolierten ECMO-Oxygenator-Gasfasern unter Einwirkung verschiedener Scher- und
Zentrifugationskréfte, in einem Flussmodell fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen.
Dazu zirkulierten zuvor aus Vollblut gesunder Spenderinnen und Spender isolierte, PMNs
in einem ECMO-Oxygenator-Modell. Es bildeten sich Ablagerungen freier DNA auf den
Gasfasern, die fluoreszenzmikroskopisch mit Sytox™Green beobachtet wurden. Die Zellen
waren wahrend der Isolierung unterschiedlichen Zentrifugationskréaften, nach Hundhammer
et al. definiert ,,g-times*, ausgesetzt (1). Die an den Gasfasern abgelagerte DNA wurde g-
time und zirkulationszeitabhangig hinsichtlich der sichtbaren Flachen ausgewertet und
statistisch verglichen. Zusétzlich wurden zirkulierende Zellen durchflusszytometrisch
analysiert.

Alle eingesetzten Zellen zeigten im Versuchsverlauf eine DNA-Freisetzung an den
Gasfasern in Form von DNA-Ablagerungen auf und als DNA-Faden stromab der Gasfasern.
Das vorausgehende Einwirken erhdhter g-time fiihrte dabei zu signifikant friherer
Freisetzung der DNA-Ablagerungen (p<0.001) und DNA-Féaden (p=0.011). Auch die
maximale Flache der DNA-F&den war durch das Einwirken gesteigerter g-time erhoht
(p=0.09). Das Einwirken erhohter Scherkréfte wahrend der Zirkulation flihrte ebenfalls zu
einer friheren Freisetzung der DNA-Ablagerungen und der DNA-Faden. Die maximale
Flache der DNA-Ablagerungen und DNA-Faden nahm mit steigenden Scherkréften ab.
Zusétzlich konnten Aussagen Uber die Stromungsverhaltnisse an der Gasfaser sowie die
Verénderung der eingesetzten Zellen mittels Durchflusszytometrie getroffen werden.
Zusammenfassend konnte in dem in vitro ECMO-Oxygenator-Modell die Freisetzung von
DNA an einer isolierten Gasfaser gezeigt werden. Dabei fiihrt sowohl der Einfluss erhohter
Zentrifugationskrafte bei der Zellisolation als auch der Einfluss erhohter Scherkrafte
wahrend der Zirkulation zu einer deutlich beschleunigten DNA-Freisetzung von PMNSs an
der Gasfaser.
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1 Einleitung

Die Extracorporale Membranoxygenierung (ECMO) stellt eine wichtige Behandlung fur
schwere Krankheitshilder wie Herz-Kreislaufversagen oder das Acute Respiratory Distress
Syndrome (ARDS) dar (2,3). Auch wenn diese hochtechnisierte Behandlung vielfaltige
Madglichkeiten und Chancen fiir kritisch kranke Patientinnen und Patienten bietet, ist sie sehr
komplikationstrachtig. Zu den wichtigsten Komplikationen zéhlen Blutungen und
Thrombosen, die sowohl in Patientinnen und Patienten als auch im extracorporalen Teil des
Systems auftreten kdnnen. Thrombenbildungen in den Blutpumpen und den
Membranoxygenatoren, finden sich in etwa einem Drittel aller behandelter Patientinnen und
Patienten wobei der Anteil bei COVID-19-erkrankten Patientinnen und Patienten wahrend
ECMO-Therapie noch héher liegt (4-6).

Urséchlich fur die Thrombenbildung kénnten Fremdkorperreaktionen zwischen Blut und der
groRen Kunststoffoberflaiche des Membranoxygenators oder das Einwirken hoher
Scherkrafte sein. Als moglicher Mechanismus wird dabei die Bildung von Neutrophil
Extracellular Traps (NETs, NETose) diskutiert, die in Zusammenhang mit

Thrombenbildungen stehen soll (7,8).

1.1 Aufbau der ECMO

Die Funktionsweise einer ECMO besteht darin, dass vendses Blut Uber eine Kanle aus
Patientinnen und Patienten entnommen und dann durch einen Membranoxygenator (MO)
gepumpt wird, um das Blut mit Sauerstoff anzureichern und zu dekarbonisieren. Das Blut
wird daraufhin entweder arteriell oder vends in den Kdrperkreislauf zurtickgegeben.

Es besteht die Mdglichkeit, eine ECMO als Venovenoses (VV) oder Venoarterielles (VA)
System (Extracorporal Life Support (ECLS)) an Patientinnen und Patienten einzusetzen (9).
So ersetzt das VV-System nur die Lunge und wird benutzt, um das Blut der Patientinnen und
Patienten mit Sauerstoff anzureichern und zu dekarbonisieren, wéhrend das VA-System
zusatzlich zur Lunge auch die Pumpfunktion des Herzens ersetzen kann. Das Blut wird dabei
uber Kanilen von Patientinnen und Patienten entnommen, die an grofle GefaRe
angeschlossen werden. Fur den Transport des Blutes im System sorgt eine Pumpe, wobei
bei vielen ECMO-Systemen flr einen kontinuierlichen Blutfluss Zentrifugalpumpen zum

Einsatz kommen. Fiir den Gasaustausch sorgt ein Membranoxygenator (siehe auch 1.1.1).



1.1.1 Membranoxygenator

Es gibt unterschiedliche Modelle von Membranoxygenatoren (Tabelle 1). Je nach Hersteller
unterscheiden sich die Membranoxygenatoren in Aufbau (gestapelte oder gewundene
1.9 m? und Beschichtung (z. B.
Albumin/Heparin, Polyethylenoxide, Phosphorylcholin).

Fasermatten), Gasaustauschflache (1.2 bis

Oxygenator-Typ (Hersteller), Beschichtung | Beschichtungsform Warmetauscher-Material und
Gasaustauschflache Oberflachengrofle
PLS Bioline Kovalente Bindungen zwischen Polyurethan (PUR)
(Getinge, Rastatt) Heparinmolekiilen und einer
Albuminschicht.
1,8 m? 0.4 m?
Hilite 7000 LT X.ELLENCE | Heparin kovalent und ionisch an Polyethylen-terephthalat (PET),
(Fresenius, Bad Homburg) immobilisiertes Albumin in
mehreren Schichten gebunden.
1,9 m? 0,45 m?
Nautilus Balance Polyethylenoxid (PEO), Polyethylen-terephthalat (PET)
(Medtronic, Meerbusch) Integration von Sulfat- und
Sulfonatgruppen.
1,8 m? 0,3 m?
EOS PH.I.S.1.O Phosphorylcholin (PC) Rostfreier Stahl
(LivaNova, Miinchen)
1,2 m? 0,14 m?2

Tabelle 1: Gasfaser-Oberflachenbeschichtungen und Warmetauschermaterialien der im
Handel erhaltlichen ECMO-Membranoxygenatoren. Das Grundlagenmaterial aller
beschichteten oder unbeschichteten Gasaustauschflachen besteht aus Polymethylpentene
(PMP) (10).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein unbenutzter PLS-Membranoxygenator verwendet.

Dieser bestent aus rechtwinklig Ubereinander geschichteten Fasermatten (97

(PMP) und 22
Waérmeaustauschfasermatten) (Tabelle 1). Das Lumen der Gasfasern wird von Sauerstoff

Gasaustauschfasermatten  aus  Poly  4-methyl  1-penten
durchflossen, wéhrend die ungefahr 21000 Gasfasern des Oxygenators von aufen mit Blut
umspult werden. Die Anpassung des Gasflusses und des Sauerstoffgehaltes am
Membranoxygenator erlaubt eine Adaption an die Bedurfnisse der Patientinnen und

Patienten.

1.1.2 Gerinnungsmanagement wahrend der ECMO-Therapie

Die ECMO-Therapie erfordert ein abgestimmtes Management von Gerinnung und
Antikoagulation an Patientinnen und Patienten. Dies dient dazu, thrombotischen
Komplikationen innerhalb des ECMO-Systems sowie in Patientinnen und Patienten
vorzubeugen und gleichzeitig die Patientinnen und Patienten vor dem Verbluten zu schiitzen.

Grundsatzlich erfolgt dabei eine systemische Antikoagulation der Patientinnen und



Patienten und zusatzlich eine gerinnungshemmende Beschichtung der mit Blut in Kontakt
tretenden Systemteile. Unfraktioniertes Heparin (UFH) stellt das am h&ufigsten benutzte
systemische Antikoagulans wahrend der ECMO Therapie dar, zudem werden Bivalirudin

oder Argatroban genutzt (11).

1.2 Komplikationen der ECMO-Therapie

Aufgrund der systemischen Antikoagulation der Patientinnen und Patienten stellen
Blutungsereignisse eine schwerwiegende Gefahr dar. Ebenfalls sehr geflrchtet sind
technische Komplikationen. Darunter fallen neben Materialversagen auch thrombotische
Ereignisse, die insbesondere innerhalb des Pumpenkopfes oder des Membranoxygenators
auftreten. Um sie zu beheben, ist meist der Austausch des gesamten ECMO-Systems notig.
Das bedeutet fiir Patientinnen und Patienten ein groRes Risiko, sowie einen hohen
Blutverlust.

So musste in einer retrospektiven Studie aus dem Jahr 2014, in der technische
Komplikationen einer VV-ECMO Behandlung untersucht wurden, bei ca. einem Drittel der
Patientinnen und Patienten mindestens ein Systemwechsel wahrend der ECMO Behandlung
vorgenommen werden (5). Nur ein kleiner Anteil der Systemwechsel entfiel auf
mechanisches Versagen, wahrend der Grofteil auf thrombotische Komplikationen im
Zusammenhang mit dem System zuruckzufihren war (5). Die thrombotischen
Komplikationen duferten sich in langsamer heranwachsenden Thromben sowie auch akuten
Thrombosen am Pumpenkopf oder im Membranoxygenator, die einen notfallméRigen
Austausch des Systems nach sich zogen (5).

In einer ebenfalls retrospektiven Studie zu VV-ECMO-Therapie aus dem Jahr 2018, die
Héufigkeit und Grinde fir Systemwechsel bei verschiedenen Herstellern von VV-ECMO-
Systemen untersuchte, musste ebenfalls bei ca. einem Drittel der Studienpopulation ein
Systemwechsel erfolgen (4). Bei den Ursachen der akuten Systemwechsel entfielen
wiederum 65% auf thrombotische Ereignisse entweder in der Pumpe oder im MO. Akute
Wechsel aufgrund mechanischen Versagens waren in dieser Studie mit insgesamt 35% von

verschiedenen Systemkomponenten verursacht (4).

1.2.1 Thrombenbildung innerhalb des Membranoxygenators

Akut auftretende oder langsam anwachsende Thromben innerhalb des Membranoxygenators
sind haufig Ursache fir notfallmaRige oder elektive Systemwechsel (4,5). Akute
Oxygenatorthrombosen (AOT) machen einen notfallmaRigen Systemwechsel als einzige



Therapie notwendig. Doch auch eine sich langsam entwickelnde Thrombosierung des
Membranoxygenators stellt eine geflirchtete Komplikation dar, da auch hier ein
Systemwechsel als Therapie vorgenommen werden muss. Akute Thrombosen des
Membranoxygenators kdnnen verschiedene Verdnderungen des Systems hervorrufen. So
wird im Allgemeinen ein plotzlicher, hoher Abfall des Druckes uber dem
Membranoxygenator oder ein reduzierter Blutfluss bei gleicher Pumpgeschwindigkeit als
Indikator flr eine akute Membranoxygenator-Thrombose beschrieben (12,13). Indikatoren
fir AOT sind zudem erhohte D-Dimere und eine allgemein verschlechterte
Gasaustauschfahigkeit des Systems (5).

Bei genauerer Untersuchung thrombotischer Ablagerungen auf den Gasfasermatten
gebrauchter Membranoxygenatoren konnten u. a. zellulare Strukturen unterschiedlicher
Dichte an den PMP-Gasfasern festgestellt werden (13-16). Bis zu 44% der Zellen wurden
als CD45-positive Leukozyten identifiziert, die in einer Zelldichte bis hin zur Ausbildung
von zellularen Pseudomembranen vorlagen (14). Der Nachweis von Anderungen in der
Kernmorphologie, die sich in angeschwollenen Zellkernen sowie groRflachigen DNA-
Ablagerungen &uflern, wird mit der Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETS)
verglichen und konnte ein moglicher Mechanismus der Thrombenbildung darstellen. Die
Anwesenheit von Leukozyten und NETs in thrombotischen Ablagerungen gebrauchter
Membranoxygenatoren stellt daher einen wichtigen Baustein fiir die Forschungshypothese

dieser Arbeit dar.

1.3 NETose und ihr Einfluss auf die Gerinnung

1.3.1 Neutrophil Extracellular Traps

Neutrophil Extracellular Traps beschreiben die F&higkeit Polymorphkerniger Neutrophiler
(PMNSs), ein Netz aus dekondensierter DNA, dekoriert mit Proteinen und Histonen
auszustoRen. Damit werden im Rahmen der Immunabwehr Pathogene angegriffen. NETs
wurden erstmals im Jahr 2004 als Abwehrmanahme von Granulozyten gegen Bakterien
beschrieben (17), inzwischen sind aber multiple Stimuli bekannt, um NETose auszuldsen.
Urspriinglich als Zelltodform dhnlich der Nekrose oder Apoptose beschrieben, tritt NETose
zudem auch vital ohne die Lyse der Zelle auf (18).

Die Auslosung von NETose benétigt aktivierte Zellen. So wird NETose nicht bei ruhenden
oder unstimulierten PMNs beobachtet (19). Die Ausldsung von NETose kann mit oder ohne
Beteiligung von Oberflachenrezeptoren der Zelle erfolgen (19). So ist beispielsweise die

Beteiligung von Toll-like-Rezeptor 2 ebenso beschrieben wie Tumor-Nekrose-Faktor-alpha,
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Interleukin-1-beta, Interleukin-8 oder Komplement-Faktor-3 (20,21). Bakterielle Toxine
oder Reaktive Sauerstoff Spezies kdnnen auch ohne Rezeptorbeteiligung NETose induzieren
(22,23). Dabei muss die Entwicklung von NETs nicht immer immunologisch getriggert sein,
auch hohe Scherkrafte oder die Exposition gegentiber hydrophoben Biomaterialien kénnen
unter sterilen Bedingungen NETose ausltsen (24,25).

Die NETSs spannen sich als grof3e netzahnliche Strukturen mit etwa 200 nm grof3en Poren
extrazellular auf (26). Sie sind in der Lage, Pathogene wie Bakterien oder Pilze zu
immobilisieren und zu eliminieren (17,27). Zusatzlich sind NETs mit Proteinen aus
intrazellularen Granula besetzt (28). Die Proteine sind im Grofteil positiv geladen und
kdénnen so mit der bakteriellen, negativen Lipiddoppelschicht interagieren, wéhrend die
DNA selbst mikrobizid wirkt (29,30). Allerdings wird zunehmend auch die Rolle von NETs
im Zusammenhang mit pathologischen Mechanismen wie sterilen Entziindungsreaktionen,

Autoimmunerkrankungen oder auch thrombotischen Ereignisse bekannt (31,32).

1.3.2 Zusammenhang zwischen NETs und Thrombosen

NETose spielt in der Entstehung verschiedener thrombotischer Krankheitsbilder, wie bei der
Entstehung und Behandlung von Myokardinfarkten aufgrund von
Koronararterienverschlissen  sowie  bei  ischdmischen  Schlaganfillen  (33,34).
Verantwortlich daflir sind Wechselwirkungen von NETs mit der Gerinnung, wobei
Interaktionen mit Plattchen, von Willebrand Faktor (VWF), Gerinnungsfaktoren selbst sowie
Bestandteilen des Komplementsystems nachgewiesen wurden (35-38).

Die Interaktion zwischen Plattchen und NETose beeinflusst die Thrombusstabilitét (8,35).
das Protein High-Mobility Group Box 1 (HMGB1) spielt als Mediator eine wichtige Rolle
in der Interaktion zwischen Neutrophilen und Pl&ttchen, da es von Plattchen présentiert bei
PMNs Uber Toll-like-Rezeptoren NETose induzieren kann (39-41). Eine Blockierung von

VWEF fihrt ebenfalls zu einer deutlich verminderten, Plattchen-assoziierten NETose (35).

1.3.3 Wechselwirkungen zwischen PMNs und Scherkraften

Scherkrafte sind zuséatzlich zur Plattchenaktivierung auch in der Lage, PMNs direkt zu
aktivieren und diese zur Ausflihrung von NETose zu triggern (24,42). Hohe mechanische
Scherkrafte erhdhen bei kurzer Expositionszeit den Grad der Aktivierung von Leukozyten,
die Phagozytoseféhigkeit und die Menge an Leukozyten-Plattchen-Aggregaten in einem
Fluss-Modell (42). Nur Scherkrafte arterieller Bedingungen sind in der Lage, NETose
auszuldsen, wéhrend diese nicht unter Scherkréften vendser Bedingungen auftritt (24).

Interessanterweise konnten die Leukozyten im vendsen System aber durch abrupte

9



Steigerung der Bedingungen auf ein arterielles Scherkraft-Level massiv zu NETose angeregt
werden (24).

Auch auf Zellen einwirkende Zentrifugationskrafte haben eine deutliche Wirkung auf die
Funktionalitat von PMNs. Hundhammer et al. beschrieben eine reduzierte chemotaktische
Migration, reduzierte Produktion von reaktiven Sauerstoff Spezies und eine verdnderte
Regulation von Oberflachenrezeptoren (1). Zudem regt Zentrifugation im Rahmen von
Zellisolierung PMNs eher zur Bildung von NETose an (43,44).

1.3.4 Wechselwirkungen zwischen NETs, Gerinnung und hydrophoben
Biomaterialien
Biomaterialien interagieren stark sowohl mit NETs als auch mit Bestandteilen des
Gerinnungssystems. Hydrophobe Eigenschaften der groRen Oberflachen von Oxygenator-
Membranen verursachen eine ungewollte Adsorption von Proteinen, was (Uber eine
Veranderung der Proteinkonformation einen prothrombogenen Effekt hat (protein fouling)
(45). Dieser Prozess mit seinen verschiedenen Auspragungen hédngt stark von den
Eigenschaften der jeweiligen Oberflache ab und erleichtert Protein-Zell Interaktionen sowie
Zellanlagerung an der Biomaterial-Oberflache (45). Zudem sind einige hydrophobe
Biomaterialien in der Lage, unter sterilen Bedingungen bei PMNs direkt NETose zu

induzieren (25).

1.4 NETs und Thrombosen in Membranoxygenatoren

NETose scheint eine wichtige Rolle bei der Entstehung thrombotischer Ablagerungen in
Membranoxygenatoren ~ zu  spielen.  Leukozyten  konnten in  gebrauchten
Membranoxygenatoren in hoher Dichte auf Gasfasern nachgewiesen werden (14,15). Zudem
gelang der direkte Nachweis von NETose in gebrauchten Membranoxygenatoren eines
ovinen in vivo ECMO-Modells durch Zhang et al. (7). Die gleiche Studie fand bei
zunehmender Laufzeit des ECMO-Systems einen Anstieg NETose spezifischer Marker wie
citrulliniertem Histon 3 (citH3) oder freier doppelstrangiger DNA (dsDNA) (7). Zellfreie
DNA und NETs wurden auch im Plasma von ECMO-Patienten nachgewiesen. (46,47)
Zudem konnten auf den Gasaustauschfasern von gebrauchten Membranoxygenatoren
NETotische Kerne identifiziert werden (48).

In Membranoxygenatoren wurden kernhaltige Zellen in einer engen rdumlichen N&he
sowohl zu Plattchen als auch zu vWF gefunden (49). Angesichts der ausfthrlichen

Interaktionen der verschiedenen Faktoren untereinander konnten Interaktionen dieser

10



Dreiecksbeziehung  malgeblich  fur die Entstehung von  Thrombosen in
Membranoxygenatoren sein. Besonders die Einwirkung hoher Scherkréfte muss dabei in
Betracht gezogen werden, da diese sowohl Plattchen aktivieren, als auch NETose direkt
auslésen konnen (24,50). Auch die Bindung von DNA aus NETose an VWF wird durch
Scherkraftaktivierung von VWF positiv beeinflusst (36). Hohe Scherkréfte treten innerhalb
von ECMO-Systemen  beispielsweise in  Membranoxygenatoren  sowie in
Zentrifugalpumpen auf, wobei Zentrifugalpumpen noch durch unterschiedlich hohe

Laufraten zusatzliche Zentrifugalkrafte auf die PMNs einwirken lassen (51).

Zusammenfassend ergeben sich deutliche Hinweise darauf, dass scherkraftbedingte NETose
und andere scherkraftbedingte Faktoren an der Entstehung von thrombotischen
Ablagerungen in Membranoxygenatoren beteiligt sein kénnten. In dieser Arbeit wird daher
versucht, die Interaktionen zwischen PMNs und Oxygenator-Gasfasern unter dem Einfluss

verschiedener Zentrifugal- und Scherkrafte genauer zu untersuchen.
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2 Fragestellung und Studienplanung

2.1 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Polymorphkernigen Neutrophilen und die
Beteiligung von NETose an der Thrombose-Entstehung innerhalb von ECMO-
Oxygenatoren unter in vitro-Bedingungen in einem Perfusionsmodell naher zu untersuchen.
In einem vereinfachten ECMO-Modell sollte der Einfluss von Zentrifugationskraften
wéhrend der Zellisolierung und von Scherkréften im ECMO-Perfusionsmodell auf die

Freisetzung von DNA an einzelnen ECMO-Gasfasern untersucht werden.

2.2 Studienplanung

Basierend auf einem etablierten ECMO-Perfusionsmodell (52) wurde die Auswirkung von
Zentrifugationskraften wahrend der Zellisolierung und von Scherkraften anhand
verschiedener Volumenstrome auf die Interaktion von Granulozyten mit einer isolierten
Gasfaser mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Endpunkt war dabei die Oberflache
und Entstehungsgeschwindigkeit von DNA-Strukturen an der Gasfaser. Zusétzlich wurden
Zellveranderungen durchflusszytometrisch ausgewertet.

Dafur wurden Granulozyten aus Vollblut gesunder Spenderinnen und Spender isoliert und
in das ECMO-Modell verbracht. Im ersten Teil der Dissertation wurde der Einfluss eines
zweiten Zentrifugationsschrittes wéhrend der Zellisolierung, nach Hundhammer et al. (1)
definiert als hohere einwirkende g-time, auf die Freisetzung von DNA an der Gasfaser
untersucht. Im zweiten Teil wurde der Einfluss verschiedener Volumenstrome innerhalb des
ECMO-Systems auf die Freisetzung von DNA an der Gasfaser untersucht. Mittels

Durchflusszytometrie wurde dabei die Zellmorphologie und -zahl abgeschatzt.
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Nach dem folgenden Schema (Abbildung 1) wird die Systematik der vorliegenden

experimentellen Dissertation gegliedert.

Blutentnahme

A

Vorversuch: Zellisolation mittels ,,Gelafundin (n=1)

}

Zellisolation mittels Dichtegradientenzentrifugation

!

Fluoreszenzmikroskopie

Durchflusszytometrische

Messung der Zell-GroRe,

im
ECMO-Modell Granularitat und Anzahl
(n=3)
Teil 1 Teil 2
Mikroskopie entstehender DNA an Mikroskopie entstehender DNA an
der Gasfaser bei variierenden der Gasfaser bei variierenden
Zentrifugationsschritten bei der Scherkréaften

Zellisolierung

Abbildung 1: Systematische Gliederung der experimentellen Arbeiten.
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Abbildung 2 zeigt die Systematik der Versuche des ersten Teils der Dissertation.

Versuche mit variierenden, einwirkenden

Zentrifugationsschritten bei der Zellisolierung

Zellisolation mittels Dichtegradientenzentrifugation

Zweiter

Zentrifugationsschritt

v A
Niedrige g-time Gruppe Hohe g-time Gruppe
n=8 n=>5

Fluoreszenzmikroskopie
im ECMO-Modell

Abbildung 2: Systematik der Versuche variierender einwirkender Zentrifugationsschritte.
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Abbildung 3 zeigt die Systematik des zweiten Teils der Dissertation.

Zellisolation mittels Dichtegradientenzentrifugation

l

Versuche zum Einfluss von Scherkraften tber

unterschiedliche Volumenstromen

y

A\ 4

Versuchsreihe
5 mbar
(1.0-2,7 mL/min)
(n=8)

Versuchsreihe
10 mbar
(3,1-4,3 mL/min)
(n=5)

Versuchsreihe
20 mbar
(6,0-9,2 mL/min)
(n=5)

Versuchsreihe
30 mbar
(7,4-12,6 mL/min)
(n=5)

Versuchsreihe
50 mbar
(17,1-20,7 mL/min)
(n=5)

Abbildung 3: Systematik der Versuche unterschiedlicher Volumenstréme.
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3 Material und Methode

Im Folgenden wird auf die Versuchsaufbauten und die zur Durchfihrung bendtigten
Materialien eingegangen.

3.1 Erster experimenteller Teil

Hundhammer et al. (2023) ermittelten, dass das Zentrifugationsregime bei der
Neutrophilenisolierung zu einer Abnahme der Zellfunktionalitét fiihrt (1). Daher wurde im
ersten Teil der Dissertation der Einfluss von Zentrifugationskraften bei der Zellisolierung

auf die Freisetzung und Anlagerung von DNA an der Gasfaser untersucht.

3.1.1 Studiengruppen

Bei der Leukozytenisolation (siehe Kapitel 3.5) wurde ein Teil der Zellen zuséatzlich einem
zweiten Zentrifugationsschritt unterzogen. Uber die auf Zellen einwirkende g-time (1)
wurden zwei Studiengruppen definiert (Abbildung 2). Hundhammer et al. definiert dabei g-
time als

Formel 1:

g-time [gs] = (RCF [g] * CT [s])

Formel 1: Berechnung der g-time; RCF = g-Zahl der Zentrifugation;
CT = Zentrifugationsdauer; gs = g-seconds

Auf die Kontrollgruppe wirkte nur der Zentrifugationsschritt wahrend der Isolierung, also

eine g-time von: 756 g * 1200 s = 907200 gs = 907,20 kgs ein. Diese Gruppe wird im
Folgenden als niedrige g-time Gruppe bezeichnet (n=8).

Auf die Studiengruppe wirkte nach der Isolation ein zusétzlicher Zentrifugationsschritt, also
eine summierte g-time von: 2404 g * 300 s + 907200 gs = 1628400 gs =1628,4 kgs ein.
Diese Gruppe wird im Folgenden als hohe g-time Gruppe bezeichnet (n=5).

Es wurden pro Versuch 9 Mio Zellen in das Perfusionssystem eingespritzt und bei 5 mbar
(1,0-2,7 mL/min) die Bildung von DNA an der Gasfaser fur 120 min

fluoreszenzmikroskopisch beobachtet.
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3.2 Zweiter experimenteller Teil

Yu et al. (24) zeigten, dass hohe h&modynamische Kréfte zu einer NET-Induktion in einem
in vitro Perfusionsmodell fiihrten. Daher wurde im zweiten Teil der Dissertation der Einfluss
von Scherkréften tber variierende VVolumenstrome innerhalb des Perfusionssystems auf die

Bildung von DNA an der Gasfaser untersucht.

3.2.1 Studiengruppen

Zur Untersuchung des Einflusses von Scherkréften auf DNA-Freisetzung und Anlagerung
an der Gasfaser wurden funf Versuchsgruppen (Abbildung 3) gebildet. Fir jede
Versuchsreihe wurde das System (siehe Kapitel 3.7) mit einem definierten Volumenstrom
perfundiert, erzeugt durch konstanten Druck einer Luftdruckpumpe (Tabelle 2).
Versuchsreihen wurden durchgefiihrt mit Druckwerten 5 mbar (n=8), 10 mbar (n=5), 20
mbar (n=5), 30 mbar (n=5) und 50 mbar (n=5). Dazu wurden je 9 Mio isolierte Zellen (siehe
Kapitel 3.5) in das System eingespritzt und fur 120 min die Freisetzung und Anlagerung von

DNA an der Gasfaser fluoreszenzmikroskopisch beobachtet.

3.3 Versuchsreihe Durchflusszytometrie

Zur Beobachtung der Zellzahl und -morphologie innerhalb des Systems wurden Zellen mit
Calcein lebendgefarbt (siehe Kapitel 3.8) und durchflusszytometrisch analysiert (n=3).

Dazu wurden bei gleicher Isolation 9 Mio mit Calcein vorinkubierte Zellen bei 5 mbar in
das System eingespritzt und fir 120 min die Gasfaser fluoreszenzmikroskopisch beobachtet.
Aus dem System wurden dabei in zehnminutigen Abstdnden Zellproben entnommen, die

durchflusszytometrisch analysiert wurden (siehe Kapitel 3.12).

3.4 Blutentnahme

Die bendtigten Vollblutproben wurden vor jedem Versuch von gesunden Probandinnen und
Probanden entnommen. Diese wurden vor der Entnahme (ber den Vorgang selbst, die
mdoglichen Risiken und die Datenschutzbestimmungen aufgeklart (positives Ethikvotum 20-
1843-101).

Dazu wurde nach Stauung und Desinfektion eine Vene in der Ellenbeuge mit einer Safety-
Multifly®-Kanile (Kanutlendurchmesser 21G, SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland)
punktiert und 7 mL Vollblut mit einer Lithium-Heparin S-Monovette® (LH
liquid:191.U./mL, SARSTEDT, Numbrecht, Deutschland) enthommen.
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3.5 Leukozytenisolation

In Vorversuchen wurden Granulozyten mit Gelafundin isoliert (n=3). Dazu wurde Vollblut
in einem Eppendorf-Gefall mit 10 % des Vollblutvolumens an Gelafundin (40 mg/mL; B.
Braun SE, Melsungen, Deutschland) vermischt. Das Gemisch wurde fir 40 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen und der entstandene Uberstand entnommen. Die Zellen im
gewonnen Uberstand wurden gezahlt und ohne weitere Behandlung ins System eingespritzt.
Die Granulozyten fir alle weiteren durchgefiihrten Experimente wurden mittels der Leuko
Spin Methode isoliert (53). Dazu wurden nach dem Herstellerprotokoll im gleichen
Verhéltnis 6 mL Leuko Spin Medium (pluriSelect, Leipzig, Deutschland) und darauf 6 mL
PBMC Spin Medium (pluriSelect, Leipzig, Deutschland) in ein konisches 50 mL
Zentrifugenrohrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) vorgelegt. Darauf
wurde 6 mL heparinisiertes Vollblut pipettiert, ohne die Schichten zu vermischen
(Abbildung 4). Das Zentrifugenréhrchen wurde daraufhin zentrifugiert (756 g, 20 min ohne
Bremse). Nach der Zentrifugation zeigte sich die Auftrennung der verschiedenen
Blutbestandteile (Abbildung 4). Der Uberstand wurde vorsichtig abgezogen, sodass pro
Zentrifugenréhrchen 1 mL des Granulozytenrings vorsichtig abgenommen, in einem
Eppendorf-Gefal aufbewahrt und in der Neubauer Z&hlkammer ausgezahlt werden konnte.
Dazu wurde 10 pL der gewonnen Zellsuspension zwischen die Neubauer Z&hlkammer und
die Deckplatte gegeben, die Zellzahl in einem der Mittelquadrate mikroskopisch ausgezahit
und auf das Gesamtvolumen der gewonnen Zellsuspension hochgerechnet.

Fur den ersten Teil der Dissertation wurden einige Zellen erhohter g-time ausgesetzt. Dazu
wurde ein Milliliter des abgenommenen Granulozytenrings nochmals zentrifugiert (2404 g,
5 min.), der Uberstand abgezogen und das entstandene Zellpellet in 500 pL RPMI 1640
(PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) resuspendiert.

Die gewonnenen Granulozyten wurden bis zum Einspritzen in das System bei

Raumtemperatur 5-10 min gelagert.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schichtung der Dichtegradientenzentrifugation
vor Zentrifugation (links) und nach Zentrifugation (rechts) (54).

Leuko Spin Medium

Erythrocytes
and dead cells

3.6 Herstellung der Stromungskammer und verwendete Gasfasern fiir das ECMO-
Modell

Als Stromungskammer mit eingebauter Gasfaser wurde ein 0,4 mm Sticky-Slide (IBIDI,
Martinsried, Deutschland) mit einem mittigen Kanal und zwei Luer Konnektoren gewéhlt
(Abbildung 6, Abbildung 7). Fur die Gewinnung der verwendeten Gasfasern wurden die
parallel zueinander liegenden und mit einem Kettfaden verbundenen Poly 4-methyl 1-penten
(PMP) Gasfasern passend zugeschnitten und vom Kettfaden befreit (

Abbildung 6). Die verwendeten Gasfasern wurden alle im August 2019 aus einem
unbenutzten PLS-Oxygenator (Maquet, Rastatt, Deutschland) gewonnen. Alle Gasfasern
bestanden aus PMP und waren mit Bioline® beschichtet.

Die Gasfaser wurde zwischen dem Deckel und dem Boden der Stromungskammer in dem
Kanal guer eingespannt. Abbildung 5 zeigt einen Querschnitt durch die Stromungskammer
mit eingeklebter Gasfaser.
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Mittlere Einstellung des mikroskopischen Feldes (3,1mm)

Gasfaser

500 um
[

Abbildung 5: Blick auf die Lage der Gasfaser im quergeschnittenen Kanal der
Stromungskammer.

Die Stromungskammer wurde daraufhin in einer Klemme gemaR Herstellerprotokoll im
Brutschrank gepresst, bis der Kleber wasserdicht aushartete. So konnte die Gasfaser quer
zur Stromungsrichtung im Kanal von der Flussigkeit im System umspiilt werden. Das
System wurde Uber zwei Luer Konnektoren an die Stromungskammer angeschlossen. Zur
Beobachtung wurde die Stromungskammer im Mikroskop eingespannt, sodass das Objektiv
auf die Gasfaser (Abbildung 9) ausgerichtet war. Das mikroskopische Feld wurde so
eingestellt, dass die Gasfaser mittig lag (Abbildung 5). Dadurch wurden die Kleberénder
nicht in die Analyse einbezogen. Daher wurden von der theoretisch 5 mm langen Gasfaser
lediglich 3,1 mm sichtbar gemacht.
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Abbildung 6: Bild der verwendeten Gasfasermatten mit daraus entnommener Gasfaser (A)
und Bild der verwendeten Stromungskammer mit isolierter Gasfaser (B).
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Abbildung 7: Bild der verwendeten Stromungskammer mit eingespannter Gasfaser.

3.7 Perfusionsmodell

Das verwendete Perfusionssystem basiert auf einem computergesteuerten Druckluft-

Pumpsystem (IBIDI, Martinsried, Deutschland) mit dem zugehdrigen Zwei-Kammer-

Perfusionsset (IBIDI) (

Abbildung 8) (52). Die Pumpe erzeugt in ihren Druckkammern einen definierten Druck, der

mit unterschiedlichen Volumenstromen das System mit kontinuierlichem Fluss perfundiert

(Tabelle 2).
Systemdruck Fluss min. [mL/min] Fluss max. [mL/min]
5 mbar 1,0 2,7
10 mbar 31 4,3
20 mbar 6,0 9,2
30 mbar 7,4 12,6
50 mbar 17,1 20,7

Tabelle 2: Vom Flusssensor gemessene minimale und maximale Flussraten innerhalb des
Systems bei definierten Driicken.
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Das Pumpsystem war in einem auf 37 °C temperierten und mit 5 % CO> angereichertem
Brutschrank platziert. Von der Pumpe reicht ein Schlauch mit einem Membran-Port fur das
Einspritzen der Zellen und des Farbstoffes sowie einem zwischengeschalteten Flusssensor
zu der Stromungskammer. Die Strémungskammer ist im Mikroskop auflRerhalb des
Brutschrankes eingespannt. Ein weiterer Schlauch fihrt die Flussigkeit zum Brutschrank
uber ein zwischengeschaltetes Thermometer zuriick (Abbildung 8, Abbildung 9). Die
Gesamtléange der verwendeten Verbindungsschlauche betrug 42 cm. Um das System auch
auflerhalb des Brutschrankes auf Temperatur zu halten, wurde es durch einen Heizlufter mit

Warmluft angeblasen und in einem Temperaturbereich zwischen 35,0 °C und 37,6 °C

gehalten.

, \
Al TUdIng (‘— Incubator
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=
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des verwendeten Pumpsystems nach (55).

23



Fluoreszenz-
mikroskop

Computer zur
Mikroskopkontrolle

Zwei-Kammer
Perfusionsset

Temperatur
Kontrolle

Flusssensor

= e

Abbildung 9: Ubersichtsbild des verwendeten Systems (A), Position der Stromungskammer
im Fluoreszenzmikroskop (B), verwendete Strdmungskammer mit eingespannter Gasfaser

©).
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Abbildung 10: Schematischer Aufbau des verwendeten Systems.

Das System wurde mit ca. 18 mL durch einen Spritzenfilter RC (Porengréfe 0,45 um, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) filtriertem RPMI 1640 befiillt. Bevor die Zellen zum System
gegeben wurden, wurde das System ca. 60 min aufgeheizt, um es auf Arbeitstemperatur im
oben beschriebenen Temperaturbereich zu bringen.

Um Reinheit des Systems zu gewahrleisten, wurde jeder Versuch mit einer neuen
Stromungskammer durchgefihrt. Vor dem néchsten Versuch wurde das System nochmals
mit entionisiertem Wasser gespult und in Leerldufen mit entionisiertem Wasser und RPMI
1640 die Reinheit des Systems vor Start des eigentlichen Versuches mikroskopisch
kontrolliert. Verunreinigungen konnten dabei mit dem Mikroskop in der Stromungskammer
beobachtet werden. Das Schlauchsystem mit den Reservoirs wurde grindlich nach dem
Versuch mit entionisiertem Wasser gesplilt und zusatzlich mit einer 1:1 Mischung aus CASY
Clean (OMNI Life Science, Bremen, Deutschland) mit entionisiertem Wasser gereinigt, um
letzte verbliebene Zellen und Verunreinigungen aus dem System auszuwaschen. Dazu
wurden 15 mL CASY Clean mit 15 mL entionisiertem Wasser verdiinnt und 20 min durch

das System gepumpt.

3.8 Verwendetes Mikroskop, Farbstoffe und Zellfarbung

Wahrend der Versuche wurden Farbstoffe eingesetzt, um DNA sichtbar zu machen. Die

Aufnahmen erfolgten mittels Fluoreszenzmikroskopie.
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Als Mikroskop wurde das Keyence BZ8100E (Keyence, Neu-lIsenburg, Deutschland) mit
der zugehdrigen Software, der BZ observation application (Keyence) verwendet. Dazu
wurde ein 4x PlanApo Objektiv (Nikon, Tokio, Japan) und eine 120 W
Quecksilberdampflampe genutzt. Die Aufnahmen wurden mit dem BZ-Filter GFP-BP
(Erregungswellenlange 470/40 nm, Dichromatische Spiegelwellenlange 495 nm,
Absorptionswellenldange 535/50 nm) und dem BZ-Filter DAPI-GP (Erregungswellenlange
360/40 nm, Dichromatische Spiegelwellenlange 400 nm, Absorptionswellenldange 460/50
nm) durchgefuhrt (beide: Keyence). Dabei wurden Belichtungszeiten von 1/1.1 s fir
Sytox™ Green und Calcein AM (beide: Thermo Fisher, Waltham, USA), sowie 1/2 s fir
4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) genutzt.
Alle Versuche aus Teil 1 und Teil 2 der Dissertation wurden mit Sytox™Green als nicht
membranpermeablem DNA-Farbstoff durchgefuhrt. Sytox™Green ist ein hochaffiner,
griner Fluoreszenzfarbstoff, der durch Interkalation an doppelstrangige DNA bindet, was
zu einer 500-fachen Fluoreszenzverstarkung fihrt. Aufgrund seiner Unfahigkeit intakte
Zellmembranen zu durchdringen, eignet er sich spezifisch als Marker fiur tote Zellen mit
kompromittierten Membranen (56). Der Farbstoff wurde in einer Arbeitskonzentration von
0,01 uM innerhalb des Systems eingesetzt. Dazu wurde 1 pL der Stammlésung (5 mM) mit
99 puL RPMI verdunnt und 3,6 pL der entstandenen Lésung in das System uber den Port
eingespritzt. Die Zellen wurden hierbei nicht vor Versuchsbeginn mit Farbstoff inkubiert.
Der Nachweis von DNase-vermittelter Netosis (NETose) erfolgt primédr durch den
enzymatischen Abbau extrazellularer DNA-Fallen (NETs) mittels DNase I, was die
strukturelle Integritdt der NETs zerstort (32). Der Abbau der DNA-Strukturen in der
Stromungskammer mittels DNase 1 wird als ein deutlicher Hinweis fur die
stromungsinduzierte Bildung von NETs gewertet. Dazu wurden 20 pL einer DNase Ldsung
(Roche Pharma AG, Edenkoben, Deutschland) mit einer Konzentration von 10 mg/mL in
das System eingespritzt und damit eine Systemkonzentration von 10 pug/mL erreicht.

Fur die durchflusszytometrische Versuchsreihe wurden die Zellen mit Calcein vital gefarbt.
Calcein-AM ist eine membrangéngiger Vitalfarbstoff, der in stoffwechselaktiven Zellen
durch intrazellulére Esterasen verstoffwechselt wird (es entsteht stark griin fluoreszierendes
Calcein) und anschlielend die vitalen Zellen griin erscheinen l&sst. Dafur wurden 1 mL
isolierter Zelliiberstand in einem 1,5 mL Eppendorf-GefalR mit einer Konzentration von 5
MM Calcein beim ersten Versuch und 0,5 uM Calcein bei den beiden folgenden Versuchen
far 10 min dunkel inkubiert. Hierbei wurden beim ersten Versuch 5 pL der Stammlésung (1

mM) und bei den beiden folgenden Versuchen 10 pL einer Verdiunnung aus 50 pL der
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Stammldsung mit 950 uL RPMI direkt auf die isolierten Zellen gegeben. Die Zellen wurden
daraufhin ohne weitere Behandlung in das System eingespritzt.

Um die DNA-Féaden zusétzlich zur Lebendfarbung mit Calcein beobachten zu kénnen,
wurde bei der durchflusszytometrischen Versuchsreine der blau fluoreszierende
Kernfarbstoff DAPI eingesetzt. DAPI bindet an Adenin-Thymin-reiche Regionen der DNA
und ist meist membranundurchldssig. Die Bindung verstarkt die Fluoreszenz um das ca. 20-
fache und ist damit weniger sensitiv als Sytox™Green. Dazu wurden 20 pL der
Stammlosung (50 pg/mL) statt Sytox™Green Uber den Port ins System eingespritzt
(Systemkonzentration, 0,159 uM). Die DNA-Strukturen erscheinen blau (Anregung 358 nm
/ Emission 461 nm).

3.9 Fluoreszenzmikroskopie

Die Mikroskopie erfolgte anhand von Bildsequenzen, die das Mikroskop hintereinander
aufnahm. Die DNA-Farbung mittels Sytox™Green konnte im Mikroskop im FITC-Kanal
sichtbar gemacht werden (Beispielbild siehe Abbildung 11). So konnte der Versuch uber die
gesamte Versuchsdauer von bis zu 120 min mit dicht aufeinander folgenden
Bilderintervallen (Abstand ab 9 s) verfolgt und aufgezeichnet werden.

Fur die durchflusszytometrische Versuchsreihe, wo Calcein-gefarbte Granulozyten mit
DAPI in die Perfusionsanlage eingespritzt wurden, wurden Bilder im FITC- und im DAPI-

Kanal aufgenommen. Dadurch verléngerte sich die Bildersequenz auf 15 s.

3.10 Bildverarbeitung und Auswertung

Die Bildverarbeitung und Auswertung der Bildsequenzen erfolgte mit IMARIS 9.02 (Oxford
Instruments, Abingdon, UK). Die Auswertung wurde aufgeteilt in DNA-Ablagerungen auf
der Gasfaser (Abbildung 11B, 1) und DNA-Faden stromabwaérts (rechts) der Gasfaser
(Abbildung 11B, 2). Dabei wurden fir jedes Bild die Oberflachen der DNA-Ablagerungen
(Surface Detail 200, Background Substraction 1000) und DNA-Féaden (Surface Detail 200,
Background Substraction 2000) mit IMARIS berechnet.

Die entstandenen Werte wurden als Flachenberechnung in eine Excel (Microsoft, Redmond,
USA) Tabelle tberfiihrt. Mit Excel erfolgte die Berechnung der Gesamtflache fiir jeden
Zeitpunkt aus den berechneten Einzelflachen.

Mit den so erhaltenen Werten wurden durch PHOENIX64 (Certara, New Jersey, USA) Emax
und ETso Werte einer auf den Einzelwerten basierenden sigmoidalen Kurve berechnet, bei

der die Zeit [min] (X-Achse) gegen die Flachensumme [mm?] (Y-Achse) aufgetragen wurde
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(Abbildung 12). Emax [mm?] gibt die maximal erreichte Flachensumme an und ETso [min]
den Zeitpunkt, an dem die halbmaximale Flachensumme erreicht ist.

Fur die Berechnung der sigmoidalen Kurve bei PHOENIX64 wurde aus technischen
Grinden der erste Anstieg der Flachensumme als Anstieg der berechneten sigmoidalen
Kurve definiert. Versuche, bei denen die Flachensumme durch das Abreil3en groRerer Faden
wieder absank, wurden ab dem Zeitpunkt des AbreilRens von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen. Zudem wurde aus den Kurvenverlaufen der DNA-Oberflachen die Zeit bis
zum Auftreten der ersten DNA-Faden ermittelt und als lag-time zwischen den

Studiengruppen verglichen.
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Abbildung 11: Beispielbild aus einer Bilderfolge mit Sytox™Green-gefarbten DNA-
Strukturen an der Gasfaser. Granulozyten wurden in das Perfusionssystem eingesetzt und
nach 5 min wurden Sytox ™Green-gefarbte DNA-Ablagerungen auf den Gasfasern (links, 1)
und Syto™Green-gefarbte DNA-Faden stromabwarts (rechts der Gasfaser, 2) sichtbar.
Dargestellt ist der mittlere Teil der Gasfaser (3.1 mm Gasfaserlange).
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Abbildung 12: Beispiel der Berechnungen. Die resultierende Flachensumme pro Zeit wurde
benutzt, um eine sigmoidale Kurve zu berechnen (schwarze Linie), bestehende aus DNA-
Flachensumme (Y-Achse) in Abhangigkeit der Zeit (X-Achse, blaue Punkte). Durch
vorzeitiges Abreiflen der DNA-Faden versursachte reduzierte DNA-Flachensumme wurde
von der Berechnung ausgeschlossen. In diesem speziellen Fall wurden die Werte ab 80min
(rote Linie) von der weiteren Berechnung ausgeschlossen. Die Kurve der DNA-
Flachensumme wurde mit der angegebenen Formel berechnet.

3.11 Statistik

Die statistische Auswertung, graphische Darstellung und Auswertung aller Daten erfolgte
mit SPSS Statistics (IBM, Armonk, USA). Versuche, die von SPSS rechnerisch als
Ausreiller erkannt wurden, wurden nicht in die Berechnung der unten vorgestellten
statistischen Auswertung und in die graphische Darstellung miteinbezogen.

Auf Normalverteilung der Daten wurde mit dem Test nach Kolmogorov-Smirnov
untersucht. Folgten die Ergebnisse dann einer homogenen Varianzverteilung nach Levene,
wurde der Bonferroni-Korrekturtest durchgefiihrt, um die Gruppen zu vergleichen. Zeigte
der Test nach Levene eine nicht-homogene-Varianzverteilung, wurde der Dunett-T3-Test

durchgefuhrt, um die Gruppen zu vergleichen.
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3.12 Durchflusszytometrie

Um die Veranderung der lebenden Zellen innerhalb des Systems zu beobachten, wurde eine
Versuchsreihe (n=3) mit Calcein als Vitalfarbung durchgefiihrt und durchflusszytometrisch
ausgewertet (siehe Kapitel 3.8). Die Auswertung erfolgte mit dem FACSCalibur (Laser 488
nm, Bandpass Filter 530/30, BD, Heidelberg, Deutschland). Alle Messungen wurden im FL-
1 Kanal durchgefuhrt, mit dem nur Calcein-positive Zellen erfasst wurden. Die
Identifizierung der Granulozytenwolke aus der Gesamtmenge der erfassten Calcein-
positiven Zellen erfolgte dabei aufgrund von GréRe und Granularitat. Aus dem System
wurden zu den Zeitpunkten t=10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 min Proben
von 100 pL Uber den Port mit einer Spritze entnommen. 50 pL der entnommenen
Probenflissigkeit wurden mit 150 pL (beim 1. Versuch) bzw. 200 uL (bei den folgenden)
Phosphate-Buffered Saline (PBS) verdinnt und durchflusszytometrisch analysiert. Der
Forward Scatter analysierte die Grol3e der Calcein geféarbten Zellen wahrend der Side Scatter
die Granularitét der gefarbten Zellen mal3 (Abbildung 13). Die GrolRe und Granularitét der
Calcein gefarbten Granulozyten wurde in drei unabhangigen Versuchen (ber die
Versuchslaufzeit verfolgt. Zudem wurde die Anzahl der Calcein positiven Granulozyten im
Verlauf des Versuches analysiert und tber die Versuchslaufzeit in den drei unabhéngigen
Versuchen verfolgt. Die Veranderung der Zellzahl, ZellgroRe und Granularitat wurden als
Gerade im Rahmen einer Regressionsanalyse als lineare Interpolation Uber die
Versuchsdauer berechnet.

Als Positivkontrolle dienten isolierte, gefarbte Zellen, die in der Farbelosung tber die
Laufzeit des Versuchs bei Raumtemperatur in einem Eppendorf-GefaR gelagert und nach
Versuchsende analysiert wurden. Als Negativkontrolle dienten isolierte, ungeféarbte Zellen,

mit denen gleich verfahren wurde.
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Abbildung 13: Beispieldarstellung der durchflusszytometrischen Auswertung zu
verschiedenen Zeitpunkten. Aufgetragen ist der Forward Scatter (FSC-H, [RI](relative
Intensity)) gegen den Side Scatter (SSC-H, [RI]).
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis von DNA-Strukturen an den Gasfasern mittels Kernfarbstoff

Der DNA-Farbstoff Sytox™Green im Perfusionsmedium farbt lediglich extrazellulare
DNA-Strukturen, die unter definierten Flussbedingungen als DNA-Ablagerungen auf den
Gasfasern und als DNA-Faden stromabwarts der Gasfaser entstehen (Abbildung 11). Die
DNA-Ablagerungen bedeckten die Oberflache der Gasfaser, wéhrend sich die DNA-Faden
stromabwaérts der Gasfaser bildeten, dabei aber immer mit der Gasfaser in Kontakt standen.

Allerdings war die Verteilung der beiden Strukturen entlang der Gasfasern uneinheitlich.

Meist wurden DNA-Strukturen vermehrt am oberen bzw. unteren Bildrand detektiert
(Abbildung 14, roter Bereich).

Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopisches Beispielbild: DNA-Strukturen wurden vermehrt
am oberen und unteren Bildrand (rote Bereiche) detektiert.

4.1.1 Nachweis von freier DNA an der Gasfaser mittels DNase
Am Versuchsende wurde bei drei Ansétzen DNase zugegeben, wodurch insbesondere die

stromabwarts gelegenen griinen Féden innerhalb von 1-2 Minuten aufgelést werden konnten
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(Abbildung 15). Da dies nur bei drei Versuchen Gberpruft wurde, erfolgte keine quantitative

Auswertung.

Vor DNase Zugabe 1 min nach DNase Zugabe 2 min nach DNase Zugabe

Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopisches Beispielbild von DNA-Ablagerungen und DNA-
Faden vor, sowie 1 und 2 Minuten nach DNase Zugabe.

4.2 Teil 1: Einfluss des Isolationsverfahrens von Granulozyten auf die Bildung
Scherkraft-abhangiger DNA-Strukturen an Gasfasern

Im ersten Teil der Dissertation wurde der Einfluss wvon unterschiedlichen
Zentrifugationskréaften wahrend der Zellisolierung auf die Freisetzung von DNA an der
Gasfaser im ECMO-Modell untersucht.

4.2.1 Visualisierung von DNA-Strukturen von unterschiedlich praparierten
Granulozyten

Wie in Abbildung 16 gezeigt, nahm das Ausmal} der DNA-Strukturen tber die Zeit zu. Bei
gleichen Zeitpunkten erschien sowohl die Oberflache der DNA-Ablagerungen als auch die
Oberflache der DNA-Féden groler. In 5 von 5 durchgefiihrten Versuchen der hohen g-time
Gruppe war die Gasfaser in den seitlichen Bereichen gegen Ende der Versuchslaufzeit
komplett mit DNA-Ablagerungen bedeckt. Gleichzeitig beobachtete man, dass sich dabei
die DNA-Faden zu dicken Strangen zusammen lagerten oder knotenartige Aggregate
bildeten. Im Gegensatz dazu war die Reaktion der Zellen aus der niedrigen g-time Gruppe
schwacher.
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Niedrige ,g-time“ Gruppe

Abbildung 16: Beispielhafte Fluoreszenzbilder aus einer Versuchsreihe der niedrigen g-time
Gruppe (oben) und der hohen g-time Gruppe (unten). Dargestellt sind die SytoxGreen-
gefarbten DNA-Ablagerungen auf der Gasfaser (links) und die stromabwarts (von links nach
rechts verlaufend) gebildeten DNA-F&aden nach 30, 60 und 120 min nach Zellzugabe.

Fur jeden durchgefiihrten Versuch aus beiden Versuchsgruppen wurden die Oberflachen der
Sytox™Green-gefarbten DNA-Strukturen quantifiziert und Uber die Zeit in den folgenden
Abbildungen dargestellt. Es zeigte sich ein sigmoidaler Verlauf sowohl fiir die Oberflachen
der DNA-Ablagerungen (Abbildung 17) als auch der DNA-Faden (Abbildung 18). Im
Folgenden werden zuerst die Entstehungsgeschwindigkeiten der DNA-Ablagerungen und
DNA-Faden mittels des ETso-Wertes verglichen, anschlieBend die entstandene
Flachensumme mittels des Emax-Wertes.
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der Oberflachen der DNA-Ablagerungen auf der Gasfaser.
Darstellung der einzelnen Versuche als Kurvenschar von (A) Zellen der niedrigen g-time

Gruppe (n=8) und (B) Zellen der hohen g-time Gruppe (n=5).
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der Oberflachen der DNA-Faden stromabwarts der
Gasfasern. Darstellung der einzelnen Versuche als Kurvenschar von (A) Zellen der
niedrigen g-time Gruppe (n=8) und (B) Zellen der hohen g-time Gruppe (n=5).
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Aus den Kurvenverlaufen wurde die Zeit ermittelt, zu der erstmals DNA-Ablagerungen
(Abbildung 19, links) bzw. DNA-F&den (Abbildung 19, rechts) (lag time) gebildet wurden.
Fur beide Strukturen war die lag time in der hohen g-time Gruppe signifikant niedriger als
in der niedrigen g-time Gruppe. Die Ablagerungen tauchten etwa zur selben Zeit auf, zu der

auch die DNA-Faden entstanden (nicht signifikant).

DNA-Ablagerungen DNA-Faden
p=0.003
30 - p=0.001 30
T < T
E E
k4 k5
10 - J_ 10 - T
0 — 0 —
niedrig hoch niedrig hoch
g-time Gruppe g-time Gruppe

Abbildung 19: Ermittlung der Zeit, wo erstmals DNA-Ablagerungen (links) bzw. DNA-
Faden (rechts) auftauchen. Es ergaben sich fiir beide Strukturen signifikante Unterschiede
zwischen der hohen und niedrigen g-time Gruppe.

4.2.2 Unterschiede in der Bildungsgeschwindigkeit von DNA-Ablagerungen und
DNA-Faden in Abhangigkeit von der Studiengruppe

Die Bildungsgeschwindigkeit der DNA-Strukturen wurde ermittelt. Daraus wurde der

Zeitpunkt, an dem die halbmaximale Flachensumme der DNA-Ablagerungen und DNA-

Faden erreicht wurde (ETso), berechnet. Alle errechneten ETso-Werte folgten nach

Kolmogorov-Smirnov einer Normalverteilung. Es zeigten sich dabei signifikante

Unterschiede zwischen der hohen g-time Gruppe und der niedrigen g-time Gruppe. Der

38



ETso-Wert der Entstehung der DNA-Ablagerungen auf der Gasfaser wurde bei der hohen g-

time Gruppe im Mittel 34 min friher erreicht als in der niedrigen g-time Gruppe (p=<0.001)
(Abbildung 20, Tabelle 3). Der ETso-Wert der Entstehung der DNA-Faden wurde ebenfalls

bei der hohen g-time Gruppe im Mittel 25 min friher erreicht als in der niedrigen g-time

Gruppe (p=0.011) (Abbildung 21, Tabelle 3). Innerhalb derselben g-time Gruppen gab es

allerdings keinen signifikanten Unterschied bei der Entstehung der DNA-Ablagerungen und

DNA-Fé&den.
g-time Gruppe ETso [min] N ETso [min] N
DNA-Ablagerungen DNA-Faden
Niedrig 46 12 8 51+12 6
Hoch 127 5 26 £ 14 5
Gesamt 29+9 13 39+13 11

Tabelle 3: ETso -Werte (Mittelwert £ Standardabweichung) der Entstehung der DNA-
Ablagerungen in Abhangigkeit der g-time Gruppe.
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Abbildung 20: ETso-Werte der Entstehung der DNA-Ablagerungen Flachensumme.
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Abbildung 21: ETso-Werte der Entstehung der DNA-Faden Flachensumme.

4.2.3 Unterschiede in der maximalen Flache der DNA-Faden

Der Emax-Wert zeigt die maximal erreichte Flachensumme der DNA-Faden. Fur die DNA-

Ablagerungen wurde kein Emax-Wert berechnet. Alle errechneten Emax-Werte folgten nach

Kolmogorov-Smirnov einer Normalverteilung. Die DNA-Faden der hohen g-time Gruppe

zeigten im Vergleich zu der niedrigen g-time Gruppe im Mittel tendenziell die dreifache
DNA-Faden Flachensumme (p=0.09) (Abbildung 22, Tabelle 4).

g-time Gruppe Emax [Mm?] N
DNA-Féaden

Niedrig 09+0,8 8

Hoch 32+23 5

Insgesamt 21+16 13

Tabelle 4: Emax-Werte (Mittelwert + Standardabweichung) der DNA-Faden in Abhangigkeit

der g-time Gruppe.
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p=0.09
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Miedrige "g-time" Gruppe Hohe "g-time" Gruppe
Abbildung 22: Emax-Werte der DNA-F&aden in Abhangigkeit der g-time Gruppe.

4.3 Teil 2: Einfluss vom Volumenstrom auf Granulozyten bei der Bildung von

DNA-Strukturen an Gasfasern im Perfusionsmodell

Im zweiten Teil der Dissertation wurde der Einfluss des Volumenstroms im System auf die

Bildung von DNA an der Gasfaser untersucht.

4.3.1 Visualisierung von DNA-Strukturen bei verschiedenen Volumenstromen

Die Zellen wurden verschiedenen Volumenstrémen im System ausgesetzt. Diese wurden
uber die Luftdruckpumpe mit verschiedenen Driicken im System erzeugt (Tabelle 2). Es
wurden dazu Versuchsreihen mit 5 mbar (1,0 - 2,7 mL/min), 10 mbar (3,1 — 4,3 mL/min),
20 mbar (6,0 — 9,2 mL/min), 30 mbar (7,4 — 12,6 mL/min) und 50 mbar (17,1 — 20,7 mL/min)
durchgefhrt.

Im Folgenden wurde die Bildung von DNA-Strukturen an der Gasfaser zu definierten
Zeitpunkten (30, 60 und 120 min) bei unterschiedlichen Volumenstrémen in einzelnen
Fluoreszenzbildern exemplarisch dargestellt (Abbildung 23-Abbildung 27). Analog zum
ersten Teil der Dissertation belegten die DNA-Ablagerungen eher die seitlichen Bereiche
der Gasfaser, wahrend der mittlere Teil der Gasfaser weniger mit DNA-Ablagerungen belegt
war (Abbildung 14). Weiterhin werden die DNA-Faden mit zunehmenden Flussraten kiirzer

(Fadenlangen nicht gemessen). Das Ausmal? der gebildeten DNA-Ablagerungen geht dabei
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mit dem AusmalR der gebildeten DNA-Faden einher. D. h. je mehr DNA-Ablagerungen auf
der Gasfaser entstehen, desto mehr DNA-F&den entstehen.

Versuchsreihe 5mbar

t=120min

Abbildung 23: Beispielhafte fluoreszenzmikroskopische Darstellung von gebildeten DNA-
Strukturen aus einer Versuchsreihe mit 5 mbar (1,0-2,7 mL/min). Bereits bei der kleinsten
Flussrate werden DNA-Ablagerungen und DNA-Faden an der Gasfaser sichtbar.

Versuchsreihe 10mbar

t=120min

Abbildung 24: Beispielhafte fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Versuchsreihe mit
10 mbar (3,1-4,3 mL/min).

Versuchsreihe 20mbar

t=60min — ) t=120min

Abbildung 25: Beispielhafte fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Versuchsreihe mit
20 mbar (6,0-9,2 mL/min).
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Versuchsreihe 30mbar

t=60min BN t=120min

Abbildung 26: Beispielhafte fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Versuchsreihe mit
30 mbar (7,4-12,6 mL/min).

Versuchsreihe 50mbar

t=30min

Abbildung 27: Beispielhafte fluoreszenzmikroskopische Darstellung von gebildeten DNA-
Strukturen aus einer Versuchsreihe mit 50 mbar (17,1-20,7 mL/min). Bei hohen Flussraten
wurden zwar DNA-Ablagerungen auf der Gasfaser sichtbar, jedoch wurden nur einzelne
kurze DNA-F&den gebildet.

4.3.2 Unterschiede in der Bildungsgeschwindigkeit der DNA-Ablagerungen und
DNA-Faden bei verschiedenen Scherkraften im Perfusionssystem
Analog zu Teil 1 wurde in Abhéngigkeit vom Volumenstrom die Bildungsgeschwindigkeit
der DNA-Strukturen und daraus der ETso-Wert berechnet (Tabelle 5). Die errechneten ETso-
Werte wurden in Abhéngigkeit vom Druck (Volumenstrom) in Abbildung 28 und Abbildung
29 dargestellt. Trotz der hohen Streuung deutet sich eine Abnahme des ETso-Wertes (flr
beide DNA-Strukturen) mit steigendem VVolumenstrom ab. Alle errechneten ETso-Werte der
DNA-Ablagerungen und DNA-Faden folgten nach Kolmogorov-Smirnov einer
Normalverteilung. Die statistischen Unterschiede sind jedoch fraglich, da die Fallzahl sehr
klein war. Fr die Bildung der DNA-Ablagerungen zeigte sich ein statistischer Unterschied
zwischen den Gruppen 30 mbar und 50 mbar (p=0.036), der Unterschied der Gruppen 20
mbar und 30 mbar erreichte knapp nicht die Signifikanz (p=0.051). Alle anderen Gruppen
der DNA-Ablagerungen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Abbildung 28).
Die ETso -Werte der DNA-Faden unterschieden sich in keiner Gruppe signifikant
voneinander (Abbildung 29). Die DNA-Ablagerungen traten mit einem ETso-Mittelwert von
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43 min friher auf als die DNA-Faden mit einem ETso-Mittelwert von 53 min. Ein

statistischer Vergleich zwischen den ETso-Werten der DNA-Ablagerungen und der DNA-

Faden nach Druck getrennt ergab jedoch keine statistische Relevanz.

Druck Volumenstrom ETso [min] N ETso [min] N
[mbar] [mL/min] DNA-Ablagerungen DNA-Faden
(Min.-Max.)

5 1,0-2,7 46+ 12 8 58 £ 20 7
10 3,1-4,3 46 +0,5 3 88+ 84 4
20 6,0-9,2 36+ 6 5 47+8 5
30 7,4-12,6 58+9 3 40+ 19 4
50 17,1-20,7 35+10 5 30+11 4
Gesamt 43+11 24 53+ 38 24

Tabelle 5: ETso-Werte (Mittelwert + Standardabweichung) der Entstehung von DNA-
Ablagerungen und DNA-Faden in Abhangigkeit des volumenstromerzeugenden Drucks.

ET,[min]

ET;,Werte der DNA-Ablagerungen

* p=0,036

n=5

10 20
Druck [mbar]

30

50

Abbildung 28: Unterschied in den ETso-Werten der Entstehung der DNA-Ablagerungen
Flachensumme in Abhangigkeit des volumenstromerzeugenden Drucks.
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Abbildung 29: Unterschied in den ETso-Werten der Entstehung der DNA-Faden
Flachensumme in Abhangigkeit des volumenstromerzeugenden Drucks.

4.3.3 Einfluss von unterschiedlichen Volumenstromen auf die maximale
Flachensumme der DNA-Ablagerungen und DNA-Faden

Trotz der hohen Streuung deutet sich eine Abnahme des Emax-Wertes (fur beide DNA-

Strukturen) mit steigendem Volumenstrom an. Alle errechneten Emax-Werte (Tabelle 6)

folgten nach Kolmogorov-Smirnov einer Normalverteilung. Bei 5 mbar war die maximale

Flachensumme der DNA-Ablagerungen signifikant hoher als bei 50 mbar (p=0.010,

Abbildung 30). Weitere Signifikanzen konnten nicht ermittelt werden. Die maximale

Flachensumme der DNA-Faden zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 31).
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Druck Volumenstrom Emax [Mm?] N Emax [Mm?] N
[mbar] [mL/min] DNA-Ablagerungen DNA-Faden
(Min.-Max.)

5 1,0-2,7 0,90 +0,17 8 0,92 +£0,83 8
10 3,1-4,3 0,50 +0,31 5 0,39+0,35 4
20 6,0-9,2 0,59 + 0,07 5 0,46 + 0,25 5
30 7,4-12,6 0,54 +0,25 5} 0,31+0,25 5
50 17,1-20,7 0,38 + 0,27 5 0,12 + 0,09 4
gesamt 0,58 +0,21 28 0,44 +0,35 26

Tabelle 6: Emax-Werte (Mittelwert £ Standardabweichung) der Entstehung von DNA-
Ablagerungen und DNA-Faden in Abhangigkeit des volumenstromerzeugenden Drucks.

E, .. Werte der DNA-Ablagerungen

12|
* p=0,010
10|
n=8
E .
E B g n=5
w n=5
n=5
A4 =S,
0
5 10 20 30 50
Druck [mbar]
Abbildung  30: Emax-Werte der DNA-Ablagerungen in  Abhangigkeit des

volumenstromerzeugenden Drucks.
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E. .. Werte der DNA-Féden
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Abbildung 31: Emax-Werte der DNA-F&den in Abhangigkeit des volumenstromerzeugenden
Drucks.

4.4  Ablagerung vitaler Zellen an der Gasfaser

Die Gasfaser nimmt mit ihrem Querschnitt (Durchmesser, 380 um) einen groRen Teil des
Kanals der Stromungskammer (Kanalhéhe, 400 pm) ein. Dabei ist sie in der Mitte dem
oberen Ende des Kanals dichter anliegend als an den Seiten des Kanals, wo die Gasfaser der
unteren Begrenzung des Kanals aufgrund der Klebestellen vollstandig anliegt (Abbildung
5). Diese Anordnung lasst einen hohen Widerstand und damit hohe Scherkréften an der
Gasfaser erwarten. Allerdings war eine stromungsdynamische Berechnung der Scherkrafte
nicht méglich (Aussage von Prof. Dr. Lars Krenkel, OTH Regensburg).

Aus der Gesamtheit der durchgefuihrten Versuche zeichnete sich ab, dass der mittlere Teil
der Gasfaser immer eine geringe Belegung mit DNA-Faden und DNA-Ablagerungen zeigte,
wahrend diese an den seitlichen Teilen der Gasfaser deutlicher ausgepragt war. An dieser
Stelle wird darauf verwiesen, dass diese Stellen nicht den Reaktionen an den Klebestellen
entsprechen, da der mikroskopische Ausschnitt mittig auf der Gasfaser gewahlt wurde,
sodass die Klebestellen ausgespart waren (Abbildung 5). Bezieht man den Einzelversuch mit
den Calcein-gefarbten Zellen mit ein, sind nur diese Stellen an der Gasfaser mit vitalen
Zellen besetzt, wéhrend die Uberwiegende Oberflache der Gasfaser frei von adhérenten
Zellen war (Abbildung 32-Abbildung 35, links). Dagegen fanden sich die DAPI-geférbten
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DNA-Ablagerungen auf der Gasfaser. DNA-F&den gingen von groReren DNA-

Ablagerungen aus (Abbildung 35, rechts).

Abbildung 32: Stromungsverhéltnisse am oberen Ende der Gasfaser mit Calcein (links) und
DAPI (rechts) mit Fluss im System (5 mbar (1,0-2,7 mL/min)). Strémungsrichtung von links
nach rechts.

Abbildung 33: Stromungsverhaltnisse am unteren Ende der Gasfaser mit Calcein (links) und
DAPI (rechts) mit Fluss im System (5 mbar (1,0-2,7 mL/min)). Strémungsrichtung von links
nach rechts.

48



Abbildung 34: Belegung der Gasfaser am oberen Ende mit vitalen Zellen (griine Punkte,
Calcein, links) und DNA-Faden/DNA-Ablagerungen (blaue Faden und Punkte, DAPI,
rechts) bei der nach dem Versuch mit entionisiertem Wasser gespulten Stromungskammer.

Abbildung 35: Belegung der Gasfaser am unteren Ende mit vitalen Zellen (griine Punkte,
Calcein, links) und DNA-Faden/DNA-Ablagerungen (blaue Striche und Punkte, DAPI,
rechts) bei der nach dem Versuch mit entionisiertem Wasser gespulten Stromungskammer.

4.5 Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen

Mithilfe von Durchflusszytometrie wurden Proben analysiert, die wahrend der drei Versuche
aus dem System entnommen wurden. Die Zellen wurden im Hinblick auf Zellzahl, GroRe
und Granularitét untersucht. Dabei analysierte der Forward Scatter (FSC-H) [RI1] die GroRe
der Zellen und der Side Scatter (SSC-H) [RI] die Granularitat. Abbildung 13 zeigt ein
Beispiel der Auswertung zu den Zeitpunkten 0 min, 30 min, 60 min und 120 min nach

Versuchsbeginn.

45.1 Zellzahl vitaler Zellen
Fur die Messung der Zellzahl wurde die Anzahl der lebenden, Calcein-geféarbten Zellen in
jeder Probe analysiert (Abbildung 36, Tabelle 7). Vitale Zellen innerhalb des Systems
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konnten in jeder Messung zu jedem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Die Abgrenzung der
Granulozyten im Dotplot (FSC vs SSC, Abbildung 13) war schwierig. Zu Beginn der

Versuchslaufzeit (10 min) ergab sich eine Zellzahl, die weit Uber den urspriinglich

eingespritzten 9 Mio Zellen innerhalb des Systems lag (9%10° Zellen in 18 mL = 500
Zellen/pL). Die Zellzahl fallt Gber die Dauer des Versuches im Schnitt um 8,3 + 14

Zellen/pL pro Minute (p<0,001) ab, bis am Ende der Versuchsdauer von 120 min nur noch

20 % der urspringlich eingespritzten vitalen Zellen im System nachweisbar waren (Tabelle

7).

Zeitpunkt nach Zellzahl [Zellen/pL] Anteil Zellen [%)] N
Zellzugabe [min]

10 931+ 311 100 3
20 734 + 167 79 3
30 799 £ 359 86 3
40 631 + 62 68 3
50 616 + 254 66 3
60 390 £ 93 42 3
70 424 + 153 46 3
80 268 £ 91 29 3
90 210+ 60 23 3
100 255 + 155 27 3
110 1345 14 3
120 183 + 132 20 2
gesamt 35

Tabelle 7: Anzahl Calcein-positiver Zellen (Mittelwert + Standardabweichung) innerhalb
des Systems Uber die Versuchslaufzeit.
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Verlauf der Zellzahl Calcein positiver Zellen im System (ber die Versuchslaufzeit
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Abbildung 36: Anzahl der Calcein-positiven Zellen im System Uber die Versuchslaufzeit in
drei unabhangigen Versuchen.

452 ZellgroRe

Relative GroRenveranderungen der Calcein-positiven Zellen wurden im Zeitverlauf mittels
FSC analysiert (Abbildung 37, Tabelle 8). Dabei fiel auf, dass die Zellgro3e sich tber die
Versuchslaufzeit nicht maRgeblich veréanderte. Ab einer Versuchsdauer von 100 min nahmen
die Zellen an GrofRe zu, allerdings war die Streuung (bei kleiner Fallzahl, n=3) zu hoch,
sodass sich eine Signifikanz ergab. Fur die Berechnung wurde der Mittelwert bei 0 min als
100 % definiert. Es zeigte sich eine Zunahme der ZellgroRe um (0,18 = 0,05) % pro Minute
uber die Dauer von 120 min.

51



Zeitpunkt nach Zellgrolie relativ zu 0 min N
Zellzugabe [min] [Prozent]

0 100 + 8 3
10 108 + 13 3
20 106 + 11 3
30 1012 3
40 103+ 4 3
50 1095 3
60 1105 3
70 107 £ 4 3
80 107+ 8 3
90 108 + 2 3
100 123 £ 22 3
110 119+ 2 3
120 130+ 2 2
gesamt 39

Tabelle 8: Veranderung der

Standardabweichung Uber die Versuchslaufzeit.

ZellgroRe Calcein-positiver

Zellen (Mittelwert

+
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Abbildung 37: ZellgroRe der Calcein-positiven Zellen tber die Versuchslaufzeit (n=3).

45.3 Zellgranularitat

Die Granularitat der Calcein-positiven Zellen wurde fir jede Probe durchflusszytometrisch
bestimmt (Abbildung 38, Tabelle 9). Dabei blieb die Granularitdt (ber die gesamte

Versuchsdauer weitestgehend unveréndert. Fir die Berechnung wurde der Mittelwert bei 0

min als 100 % definiert. Es zeigte sich eine Zunahme der Zellgranularitat um (0,005 £ 0,14)

% pro Minute ber die Dauer von 120 min.

Zeitpunkt nach Zellgranularitét relativ zu 0 min N
Zellzugabe [min] [Prozent]

0 100 + 38 3
10 98 + 38 3
20 96 + 38 3
30 99 + 39 3
40 97 £ 39 3
50 103 + 45 3
60 96 + 38 3
70 9+39 3
80 97 + 38 3
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90 97 + 37 3
100 100 + 35 3
110 97 + 37 3
120 102 £ 29 2
gesamt 39

Tabelle 9: Zellgranularitat der Calcein-positiven Zellen (Mittelwert + Standardabweichung
uber die Versuchslaufzeit.

Verlauf der Zellgranularitat Gber die Versuchslaufzeit
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Abbildung 38: Zellgranularitat der Calcein positiven Zellen Gber die Versuchslaufzeit.

4.6 Einfluss einer schonenden Isolationsmethode von Granulozyten auf die DNA-

Freisetzung an Gasfasern im Perfusionsmodell

Aus Vorversuchen zum Einfluss der Isolationsmethode auf die Granulozytenfunktion war
bekannt, dass eine Isolierung mit ,,Gelafundin* (siehe Kapitel 3.5) schonender ist, als mit
den in Teil 1 der Arbeit beschriebenen Methoden (43). In einem einzelnen Versuch konnte
gezeigt werden, dass die mit Gelafundin isolierten Granulozyten zusammen mit den aus
Vollblut mitisolierten Gerinnungsbestandteilen im Perfusionssystem bei 5 mbar (1,0-2,7
mL/min) eine Akkumulation thrombotischen Materials an der Gasfaser bildeten (Abbildung

39). Kleinere Aggregate waren bereits wenige Minuten nach Zugabe ins System sichtbar.
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Die Sytox™Green-geféarbten Flachen konnten nicht ausgewertet werden, ein quantitativer
Vergleich der Oberflachen von DNA-Ablagerungen und DNA-F&den war nicht mdglich.
Am Ende des Versuches (120 min) nahm der Volumenstrom im System massiv ab. Das

angelagerte Material verstopfte die Stromungskammer nahezu vollstandig.

Isolation mit ,Gelafundin“
-

Abbildung 39: Vergleich der Isolationsmethoden "Gelafundin™ (oben) und "Leukospin™
(unten). Reprasentative Fluoreszenzbilder nach 30, 60 und 120 min. Griin: DNA-Farbung
mittels Sytox™Green. Flussrichtung von links nach rechts.
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5 Diskussion

5.1 Ander Gasfaser lagerte sich freie DNA in Form von DNA-Ablagerungen und
DNA-Faden ab

Die ins System eingesetzten Granulozyten setzten wahrend des Perfusionsversuches DNA
frei, die sich in Form von DNA-Ablagerungen auf der Gasfaser und als DNA-Féaden hinter
der Gasfaser zeigten. Die DNA-Faden zeigten sich dabei tber die Zeit in ihrer L&nge stabil
und verklebten teils zu Konglomeraten, allerdings kam es bei einzelnen, langen Faden auch
zum Abreil3en.

Da die freigesetzten Ablagerungen und Faden von dem eingesetzten, nicht
membrangéngigen DNA-Farbstoff Sytox™Green angefdrbt wurden und sich durch den
Einsatz von DNase auflosten, konnten sie als extrazellulare DNA identifiziert werden.
Isolierte Granulozyten stellten die grofiite zellulare Komponente des Systems dar, daher muss
die  nachgewiesene extrazellulare DNA von diesen abstammen.  Durch
durchflusszytometrische Messungen der Calcein gefarbten Zellen konnte dabei
sichergestellt werden, dass sich zu jedem Zeitpunkt vitale Granulozyten im System
befanden. Granulozyten konnten aufgrund ihrer GroRe von anderen Zellpopulationen
abgegrenzt werden, die das Granulozytenisolat verunreinigten. Eine genaue Quantifizierung
des Anteils der Granulozyten im Isolat wurde nicht vorgenommen. Die Zellen wurden in ein
Reservoir eingespritzt, wéhrend das System bereits durch die Pumpe perfundiert wurde. Es
fiel eine anfanglich hohe Zellzahl in den Hochrechnungen der vitalen Zellen innerhalb des
Systems auf, was durch ein anfangliches Verbleiben der Zellen im Reservoir, aus dem auch
die Proben zur Zellzahlberechnung genommen wurden, erklarbar ist. AnschlieRend sank die
Zellzahl Uber die Versuchslaufzeit mit der beginnenden Ablagerung von DNA an der
Gasfaser kontinuierlich ab. Analog sank mit zunehmender Ablagerung von DNA an der
Gasfaser auch der Fluss im System kontinuierlich ab.

Die Beobachtung der DNA-Freisetzung an der Gasfaser wirft die Frage auf, ob dafiir
NETose oder ein alternativer Prozess der DNA-Freisetzung verantwortlich ist. Bei der
NETose handelt es sich um einen physiologischen Prozess, bei dem Zellen DNA als
Abwehrmechanismus gegen Pathogene auswerfen (17), wobei sie sowohl durch hydrophobe
Oberflachen von Biomaterialien als auch durch hohe mechanische Scherkréfte ausgelost
werden kann (24,25). Vor diesem Hintergrund wird bei der vorliegenden Arbeit davon
ausgegangen, dass die beobachtete freie DNA an der Gasfaser eine maogliche Folge von
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NETose sein kann. Eine Erhthung von NETose Markern wéhrend einer ECMO-Therapie
wurde bereits des Ofteren beschrieben und im ovinen in-vivo-Modell sowie direkt im
entnommenen thrombotischen Gewebe des MO’s nachgewiesen (7). Flr die Anwesenheit
von freier DNA spricht eine hier vorliegende Auflésbarkeit der DNA-Faden durch DNase,
wie in vivo und in vitro bereits gezeigt (57,58). Der Eindruck der DNA-F&aden folgt zudem
morphologischen Charakteristika der NETose, welche nach ihrer spezifischen Ultrastruktur
definiert sind und unter anderem wolkenférmige Konstrukte aus den Fasern bilden, sowie
die 10-15 fache Flache der urspringlichen Zelle belegen kénnen (59). Limitierend wurden
in der hier vorliegenden Arbeit keine fir NETose spezifischen Marker, wie beispielsweise
citrulliniertes Histon 3 (citH3), gemessen (7).

In der Auswertung der Durchflusszytometrie zeigen sich keine flir NETose spezifischen
Befunde, wie etwa eine Zunahme der Granularitét, bei den Calcein gefarbten Zellen (23).
Ein Anschwellen Calcein geféarbter Zellen konnte erst bei Zeitpunkten ab ca. 100 min nach
Versuchsbeginn beobachtet werden, als die DNA-Freisetzung schon weitestgehend in der
Plateauphase der berechneten Kurve angekommen war. Entsprechend entstanden zu diesem
Zeitpunkt nur noch wenig neue DNA-Faden oder DNA-Ablagerungen an der Gasfaser.
Ebenfalls denkbar wére eine DNA-Freisetzung in Folge einer mechanischen Schadigung der
eingesetzten Zellen durch das System oder der Gasfaser selbst. Bislang kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Zellen bereits im Perfusionsset durch die Schaltventile oder
beim Ubergang der englumigen Schlauche in die Flusskammer mechanisch geschadigt
werden und dadurch eine NETose induzieren kdnnen. Weiterhin liegt der Verdacht nahe,
dass sich an der Gasfaser, die als mechanisches Hindernis einen grof3en Teil des Lumens der
Stromungskammer ausfullt (Durchmesser der Gasfaser, 380 um; Kanalhdhe, 400 pum)
(Abbildung 5), die Strémungsverhaltnisse andern (insbesondere in den seitlichen Bereichen
der Gasfaser). Dort lassen sich meisten DNA-Ablagerungen und DNA-Faden nachweisen
(Abbildung 32, Abbildung 33). Die Vitalfarbung der Zellen mit Calcein erlaubte einen
Vergleich der Belegung der Gasfaser mit vitalen Zellen im Vergleich mit DNA-
Ablagerungen und DNA-Faden, visualisiert mit DAPI. Es konnte gezeigt werden, dass sich
die vitalen Zellen zusammenhangend zu den DNA-Ablagerungen und DNA-F&den in den
seitlichen Bereichen des beobachteten Bereiches der Gasfaser anlagerten. Eine DNA-
Freisetzung ist in Folge einer mechanischen Schadigung der Zellen aufgrund der
mechanischen Scherkrafte an diesen Stellen denkbar. Die Scherkréfte an diesen Stellen
konnten nicht bestimmt werden, wodurch keine Korrelation zwischen Scherkraften und

auftretenden DNA-Strukturen moglich war. Es wird spekuliert, dass durch die Einengung
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des Lumens wahrscheinlich eine plotzliche Steigerung der Scherkréfte im System auftritt,
die analog zu Yu et al. die Zellen zusatzlich zu NETose angeregt haben kdnnten (24). Yu et
al. beschrieben, dass eine plétzliche Steigerung von Scherkraften eines vendsen Levels auf
ein arterielles Level, Zellen massiv zu NETose anrege, zudem hohe mechanische Scherkréafte
auch ohne eine plotzliche Steigerung NETose triggern kdnnen (24).

Eine genauere Differenzierung, ob bei der beobachteten DNA-Freisetzung letztlich NETose
oder ein anderer Mechanismus der DNA-Freisetzung vorliegt, kann in dieser Arbeit daher
nicht weiter erfolgen. Allerdings ergeben sich Hinweise auf eine Beteiligung von NETose.
Neben der Calcein-Farbung kénnte auch die Expression von NETose-Markern bei PMNs im
ECMO-Modell untersucht werden. Masuda et al. stellten dazu eine durchflusszytometrische
Methode vor, wobei nach PMA-Stimulation eine verstarkte DNA-Bindung (Sytox™Green)
gezeigt werden konnte, die mit Myeloperoxidase (MPO) kolokalisiert war (60), alternativ
ware auch der Nachweis anderer NETose-Marker wie beispielsweise citrullinierter Histone
moglich (61,62). Eine entsprechende Analyse wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
eingefiihrt. Dagegen wurde versucht, die Fluoreszenzintensitat der Sytox™Green-gefarbten
zellfreien DNA im Perfusionsmedium im Fluorimeter nachzuweisen. Dabei war allerdings
die Sensitivitat des Messverfahrens zu schwach, um Unterschiede uber die Zeit aufzuzeigen
(Daten nicht gezeigt).

5.2 Zentrifugation bei der Zellpraparation fuhrt zu schnellerer und starkerer DNA-

Freisetzung

Im ersten Teil der Dissertation wurde der Einfluss von Zentrifugationskraften auf die
Bildung von DNA an der Gasfaser untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine hohere
einwirkende g-time zu einer signifikant friiheren Freisetzung freier DNA an der Gasfaser
fuhrt. Zudem zeigte sich eine groRere gemessene Oberflache an DNA-Faden bei den Zellen,
die eine hohere g-time erfuhren.

Diese Beobachtung geht einher mit Untersuchungen von Hundhammer et al. (1). Die
Autoren zeigten, dass eine erhohte g-time wichtige Zellfunktionen Neutrophiler
Granulozyten beeinflusst (1). Dabei zeigte sich eine deutlich reduzierte Fahigkeit fir
chemotaktische Migration und ,,oxidative burst* der Zellen, sowie ein signifikanter Einfluss
auf die Regulation von Oberflachenantigenen der Zellen durch Zentrifugation. Rimboeck et
al. zeigten zudem Ergebnisse, die auf eine Beteiligung von Zentrifugationsschritten an der
NETose-Fahigkeit der Zellen hindeuteten, wobei die beobachtete NETose ein Produkt der
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Zentrifugationsschritte der Isolierung sei. Nicht zentrifugierte Zellen sterben im Vergleich
eher apoptotisch (43,44).

Die hier vorgestellten Ergebnisse bestatigen diese vorhergegangenen Arbeiten. Es konnte
gezeigt werden, dass steigende g-time mit einer schnelleren Freisetzung von DNA an der
Gasfaser einhergeht. Der Unterschied der Oberflachen der DNA-Féaden erreichte keine
Signifikanz, allerdings wurde auch hier mehr als die dreifache Flachensumme an DNA-
Faden erreicht. Durch die durch Zentrifugation erfahrenen Kréfte werden die Zellen dabei
aktiviert oder zumindest vorgeschéadigt, sodass sie schneller und leichter bei Kontakt mit der
Gasfaser DNA ausstof3en. Zuséatzlich stoRen die Zellen quantitativ. mehr DNA aus.
Limitierend war dabei, dass flr die Isolation der Zellen zumindest ein Zentrifugationsschritt
erfolgen musste. Die von Rimboeck et al. empfohlene Methode einer Isolation mit
Gelafundin war flr diese Arbeit aufgrund der fehlenden Reinheit der Zellen nicht praktikabel
(43). Die dort aus dem Vollblut mit ins System gegeben Gerinnungsbestandteile und
Thrombozyten fuhrten in Kombination mit den DNA-Faden innerhalb weniger Minuten zu
einer massiven Akkumulation von thrombotischem Material an der Gasfaser (siehe auch
4.6). Trotzdem konnte durch die eingesetzte DNA-Farbung eine enge Verflechtung der
DNA-Faden innerhalb des thrombotischen Konstruktes gezeigt werden. Es ergab sich ein
Eindruck eines Geflechts aus DNA-Faden mit eingebetteten Bestandteilen, die vermutlich
zelluléren Ursprungs waren, wie beispielsweise Plattchen (Abbildung 39). Fir weitere
Untersuchungen kann daher nur eine schonende Behandlung der Zellen, insbesondere im
Hinblick auf Zentrifugationskréfte, empfohlen werden, um diese nicht zusatzlich zu
aktivieren.

Das eingesetzte Perfusionsmodell zeigte einige Limitationen auf. Neben den technischen
Gegebenheiten der Perfusionsanlage mit integrierten Schaltventilen, die eine Zellschadigung
verursachen konnten, stellt insbesondere die modifizierte Stromungskammer mit
eingebauter Gasfaser eine wesentliche Limitation der Anlage dar. Da die Gasfaser fast das
komplette Lumen der Kammer ausfullt und die Orientierung (aufgrund des handischen
Einbaus) nicht immer gleich verlauft, kénnen die dort auftretenden Strdmungsverhaltnisse
nicht berechnet werden. Es soll abschliellend hervorgehoben werden, dass trotz dieser
Limitationen Unterschiede in der DNA-Freisetzung bei unterschiedlich isolierten Zellen
dargestellt werden konnte. Zukiinftig sollten héhere Stromungskammern (0.8 mm) mit
mittig eingebauten Gasfasern verwendet werden, wodurch auch Vorhersagen zu

Stromungsverhaltnissen an der Gasfaser moglich sein kdnnten.
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5.3 Scherkrafte im ECMO-Modell haben Einfluss auf die Menge und
Geschwindigkeit der DNA-Freisetzung

Im zweiten Teil der Dissertation wurde der Einfluss von Scherkréften (steigende
Volumenstréme) auf die Freisetzung von DNA an der Gasfaser untersucht. Augenscheinlich
traten bei den hochsten Volumenstromen die DNA-Ablagerungen und DNA-Faden friiher
auf. Die errechnete Signifikanz fir ETso-Werte bei 30 gegen 50 mbar bzw. die Tendenz von
20 auf 30 mbar ist fraglich, da dies nur aus den hohen Werten bei 30 mbar zuriickzufiihren
ist. Ein grofl3es Problem bei diesen Vergleichen ist die hohe Streuung und vor allem die kleine
Fallzahl der Versuche pro Druckstufe. Bei der Auswertung der maximal erreichten Flache
(Emax) an DNA-Ablagerungen und DNA-Faden zeigte sich ebenfalls, dass die gemessenen
Oberflachen mit zunehmenden Scherkraften kleiner wurden. Eine statistische Signifikanz
zeigte sich hier nur im Unterschied der DNA-Ablagerungen zwischen den Gruppen 5 mbar
(1,0-2,7 mL/min) und 50 mbar (17,1-20,7 mL/min). Auch hier erschwerte die kleine Fallzahl
(n=5) pro Versuchsreihe und die hohe Streuung der Einzelversuche die statistische
Bewertung. Zudem wurde ein Abreilen der DNA-Faden mit steigendem Volumenstrom
beobachtet. Die augenscheinlich kirzeren DNA-Faden bei hohem Volumenstrom
demonstrieren die Instabilitat der DNA-Strukturen.

Yu et al. beschrieben, dass hohe mechanische Scherkréfte NETose induzieren kdnnen (24).
Passend dazu konnte in der vorliegenden Studie ein Unterschied zwischen Gruppen
festgestellt werden, die unterschiedlich starken Scherkraften innerhalb des Systems
ausgesetzt waren. So zeigte sich die Tendenz, dass mit zunehmendem Volumenstrom die
Flache sowohl der DNA-Ablagerungen als auch der DNA-Faden abnahm. Dem einher geht
die Beobachtung, dass die Freisetzung von DNA an der Gasfaser mit steigenden
Scherkraften zunehmend friher auftrat. Es scheint dabei durch die erhdhten Scherkrafte
analog zu der erhdhten g-time zu einer Aktivierung der Zellen durch den mechanischen
Stress zu kommen, der in eine schnellere Freisetzung von DNA mundet.
Uberraschenderweise zeigte sich allerdings eine mit steigenden Volumenstrémen sinkende
Oberflache an freigesetzter DNA an der Gasfaser. Dies konnte durch die beobachtete
Fragilitdt der DNA-F&den erklérbar sein, die bei steigendem Fluss zunehmend abrissen und
weggespult wurden. Zudem ist zu erwarten, dass die Zellen durch die hohen VVolumenstréme
verstarkten mechanischen Scherkrdften an der Gasfaser, wie auch sonst im System
ausgesetzt sind, wodurch es zu einer Schadigung kommen koénnte, was nicht unbedingt in
NETose erfolgt.
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Das AbreiRen der DNA-Faden bei hoheren Volumenstromen erschwerte die statistische
Auswertung der Versuche. Die im Zeitverlauf entstandenen Oberflachen der DNA-F&den
wurden als eine sigmoidale Kurve berechnet. Rissen dabei Faden ab, sank die Oberflache
stark ab, was die Berechnung erschwerte. Manche der Versuche mussten aufgrund dessen in
der Auswertung gekirzt werden (siehe dazu auch: 3.10), was eine hohe Streuung der
Einzelwerte zur Folge hatte. Limitierend war dabei nicht vermeidbar, dass die Zellen
wahrend der Isolation bereits mechanischen Scherkraften ausgesetzt waren, unter anderem
durch das Pipettieren wahrend der Isolation und das Einspritzen der Zellen ins System mit
einer Kantile.

Es scheint sich grundsétzlich auch bei steigenden Scherkraften zu bestétigen, dass erhdhter
mechanischer Stress zu einer vermehrten Aktivierung oder Schadigung von Zellen beitragt,
was zu einer hoheren DNA-Freisetzung fuhrt. Zhang et al. beschrieben das gleiche
Phanomen in vivo, da bei VA-ECMO Bedingungen die Marker flir NETose im Blut deutlich
hoher waren als bei VV-ECMO Bedingungen, wobei bei VA-ECMO Bedingungen hoéhere

Scherkrafte auf die Zellen einwirken (7).

5.4 Anwendung auf den klinischen ECMO-Einsatz

Da die Thrombosebildung in ECMO-Systemen, besonders in MOs, weiterhin eine relevante
Komplikation darstellt, ist es notwendig, die genauen Zusammenhédnge der
Thromboseentstehung zu verstehen. So zeigte ein Drittel der Patientinnen und Patienten an
einem VV-ECMO-System eine thrombotische Komplikation, die zu einem Wechsel des
Systems fiihrte (5). Als auslésende Mechanismen werden hohe Scherkréfte im Oxygenator
und durch die Blutpumpe sowie der Kontakt von Blut mit fremden Oberflachen diskutiert,
wobei speziell die Bildung von NETSs diskutiert wird (7). Fur diesen Mechanismus spricht
die Beobachtung, dass in gebrauchten Oxygenatoren Leukozyten in hoher Dichte auf den
Gasfasern als auch in thrombotischen Auflagerungen gefunden wurden (7,14,15). Zudem
wurden auf den Gasfasern Vorlduferstrukturen von NETotischen Zellen gefunden. Diese
stellen sich als stark aufgequollene Kerne mit wenig Kontrast (bis zu 20% der detektierten
Kerne in DAPI-gefarbten Praparaten) wie auch komplett destruierte Kerne in Form von
DNA-Netzen/Faden (bis zu 5 % der detektierten Kerne) dar (16). Diese Kernmorphologien
wurden von Neubert et al. in in-vitro-Studien definiert (63). Weiterhin konnte in jlingsten
in- vitro-Untersuchungen gezeigt werden, dass bereits das Material (PMP mit Beschichtung)
eine Granulozytenadhdsion und eine NET-Induktion auslésen (10). Diese stellen sich

ebenfalls tiberwiegend als Zellen mit aufgequollenen Kernen dar.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die direkten Interaktionen zwischen Gasfaser und
Granulozyten sowie ihrer NETose-Induktion sichtbar zu machen. Es konnte gezeigt werden,
dass die eingesetzten Zellen die Fahigkeit besitzen, DNA-Ablagerungen auf der Gasfaser zu
generieren und von dort ausgehend DNA-Faden in Flussrichtung auszubilden. Das
eingesetzte ECMO-Oxygenatormodell erwies sich als geeignet, eine DNA-Freisetzung, die
sonst innerhalb der Oxygenatoren geschieht, in vitro an einer einzelnen Gasfaser zu
simulieren.

NETSs zeigen dabei die Fahigkeit, intensiv mit Bestandteilen der Gerinnung, VWF und auch
Thrombozyten zu interagieren und wirken somit deutlich prothrombogen (36,37,40). Der
Versuch, der mit Gelafundin isolierten Zellen durchgefuhrt wurde, zeigt dabei durch die fast
vollstandige Verlegung der Stromungskammer mit thrombotischen Ablagerungen diese
Interaktionen auf. Durch die Interaktion mit den zusétzlichen Gerinnungsbestandteilen
wurden die DNA-Faden stabilisiert. Mit dem etablierten ECMO-Oxygenator Modell kann
nun versucht werden, die zugrundeliegenden Mechanismen am konkreten Beispiel einer
isolierten Gasfaser besser zu verstehen. Eine Verhinderung der NETose durch verschiedene
Substanzen waére ebenfalls Uberprufbar (62).

Bemerkenswert ist auch die Beeinflussung von Zellen sowohl durch Zentrifugationskrafte
als auch durch mechanische Scherkrafte. Zellen sind wéhrend der ECMO-Therapie
innerhalb eines ECMO-Systems multiplen mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt.
Zudem werden fur den Transport des Blutes Zentrifugalpumpen mit hohen Laufraten
eingesetzt, die das Blut zusétzlichen Zentrifugationskréaften aussetzen. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Zentrifugationskrafte sowie mechanische Scherkréfte einen
deutlichen Einfluss auf die Interaktion zwischen Zellen und der Gasfaser, sowie der DNA-
Freisetzung an der Gasfaser haben und daher weiter als Ursache fir Thrombenbildung in

Oxygenatoren diskutiert und weiter untersucht werden massen.
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6 Zusammenfassung

In einem in-vitro-ECMO-Oxygenator-Modell wurde die DNA-Freisetzung von PMNs an
isolierten Gasfasern unter dem Einfluss von Zentrifugationskraften und Scherkraften
untersucht. Dabei zeigten alle eingesetzten Granulozyten im Versuchsverlauf eine DNA-
Freisetzung an den Gasfasern in Form von DNA-Ablagerungen auf, und als DNA-Faden
stromab der Gasfasern unabhéngig von der erfahrenen Behandlung oder den erfahrenen
Scherkraften. Sowohl das Einwirken hoherer g-time, als auch hoherer Scherkrafte flihrte zu
einer friheren Freisetzung von DNA an der Gasfaser. Wahrend erhéhte einwirkende g-time
auch zu einer erhéhten maximalen Flache an DNA filihrte, nahm diese bei steigenden
Scherkraften ab.

Zusammenfassend konnte dabei ein deutlicher Einfluss sowohl von g-time als auch von
Scherkraften auf die DNA-Freisetzung von Zellen an Gasfasern gezeigt werden. Der
Mechanismus der DNA-Freisetzung verbleibt weiterhin unklar. Es ergeben sich aber
Hinweise, die auf eine Beteiligung von freier DNA an der Gasfaser in der Entstehung von
thrombotischen Ablagerungen hindeuten, besonders im Zusammenhang mit erhéhten Scher-

und Zentrifugationskréften.
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7 Anhang

7.1 Manuskript und Poster

Ein Poster mit Teilen der vorliegenden Arbeit wurde auf dem Deutschen Anésthesiecongress

2023 in Dusseldorf vorgestellt.

ufir

Universitstskiinikum
Regensburg

Interaktionen von Granulozyten mit Gasfasern im ECM ygenator-Modell

We Tuemmler S*2, Gruber M2, Foltan M2, Lehle K

1: Abreilung fir Anasthesiclogie, Universitatskiinikum Regensourg 2: Abreilung fir Herz . Tharax , und herznahe Gefafichirurgie, Universitatsklinikum Regensourg

N Hintergrund und Fragestellung:

Die Extracorporale Membranoxygenierung (ECMO) ist eine wichtige
Behandlungsoption fiir Patienten mit lebensbedrohlichen Krankheiten,
trotzdem stellt insbesondere die Thrombenbildung im ECMO-System (v.a. in

Abb.1: ECMO Oxygenator mit
sichtboren thrombotischen
Verdnderungen

Material/Methoden:

Polymorphkernige Neutrophile {PMNs) von
gesunden Spendern {Ethikvotum, Uni Regensburg
20-1843-101) wurden isoliert und bei
verschiedenen Flussraten fiir 120 min in einem
simulierten ECMO-Oxygenator-Modell iiber eine
isolierte Gasfaser {(Polymethylpenten, Bioline®,
Magquet, Rastatt, Deutschland) gepumpt. Mittels
Sytox™Green (Thermo Fisher, Waltham, USA)
wurde extrazelluldre DNA sichtbar gemacht und
deren Bildung mittels Life-Cell-Imaging liber die Zeit
verfolgt (Abb.3). Bei jeder Flussrate wurde die
Bildung von DNA-Fiden stromab der Gasfaser
beobachtet und deren maximal erzeugte DNA-

pen und Membranoxy
} (Abb.1} (1-3). Eine scherkraftinduzierte Bildung von Neutrophil Extracellular
Traps (NETs) kénnte daran beteiligt sein (4). Diese Arbeit untersucht die
scherkraftabhangige Freisetzung von DNA an einer isolierten Gasfaser in
einem ECMO-Cxygenator-Modell.
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Ergebnisse:

Bei jeder Flussrate konnten DNA-Fiden an der Gasfaser dargestellt werden. Auf
der Gasfaser selbst zeigten sich DNA-Ablagerungen, deren Bildung mit den
entstandenen DNA-Fiden raumlich und zeitlich korrelierte (Abb.3). Die maximal
erzeugten DNA-Faden Flichen (E,..,) und die Bildungsgeschwindigkeiten der DNA-

Féden (ETs,) unterschieden sich allerdings druckabhingig nicht voneinander
{Abb.2).

Abb. 3: Exemplarische fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Gasfaser mit der freigesetzten
DNA (grin) zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuches; Mittlere Flussrate: 1,85 mi/min; t in {min]

Schlussfolgerung:

Sogar kleine Flussraten sind in der Lage, bei PMNs zur Freisetzung von DNA in
Form von DNA-Faden und DNA-Ablagerungen zu filhren. Die DNA lagert sich zuerst
auf der Gasfaser ab und breitet sich dann in Flussrichtung in Form von DNA-Faden

Fadenflichen (E,,,) und Bildungsgeschwindigkeiten
(ET,p) ermittelt.

aus. Diese Beobachtung kénnte fiir die Beteiligung von extrazelluldrer DNA an der

Thrombenbildung in Membranoxygenatoren sprechen

Abb.2: Maximal erzeugte Fldiche (E,,,) und
der Entstehung (ET:l der DNA-Féden stromab der Gosfaser

Kont:

Leon Weidner@stud.uni regensburg de

Abbildung 40: Vorgestelltes Poster in Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit.

Die Verdffentlichung von Teilen der Arbeit ist geplant unter dem Titel: ,,Circulating
neutrophils g-time dependent form DNA-deposits in an ECMO model”“ (aktuell in
Vorbereitung)

7.2 Verwendete Materialien und Hilfsmittel

7.2.1 Hilfsmittel, Analysegerate und Software

Ort

Martinsried, Deutschland

Hersteller
IBIDI
IBIDI

Name

Druckluft Pumpsystem

Zwei-Kammer Martinsried, Deutschland
Perfusionssystem

Keyence BZ8100E

BZ observation application

4x PlanApo Objektiv

Keyence Neu-Isenburg, Deutschland

Keyence Neu-Isenburg, Deutschland

Nikon

Tokio, Japan
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BZ-Filter GFP-BP

Keyence

Neu-Isenburg, Deutschland

BZ-Filter DAPI-GP

Keyence

Neu-Isenburg, Deutschland

IMARIS Oxford Instruments Abingdon, UK

EXCEL Microsoft Redmond, USA

PHONIX64 Certara New Jersey, USA

SPSS Statistics IBM Armonk, USA

FACSCalibur BD Heidelberg, Deutschland
7.2.2 Einwegmaterialien

Name Hersteller Ort

Safety-Multifly®-Kanile SARSTEDT Numbrecht, Deutschland

(21G)

Lithium-Heparin S- | SARSTEDT Nimbrecht, Deutschland

Monovette

Zentrifugenréhrchen
(50mL)

Greiner Bio-One

Frickenhausen, Deutschland

0,4mm Sticky Slide IBIDI Martinsried, Deutschland
Oxygenator Gasfasern (PLS | Maquet Rastatt, Deutschland
Oxygenator)

Spritzenfilter RC | Carl Roth Karlsruhe, Deutschland
(Porengrofie 0,45um)

7.2.3 Reagenzien und Farbstoffe

Name Hersteller Ort

Leuko Spin Medium pluriSelect Leipzig, Deutschland
PBMC Spin Medium pluriSelect Leipzig, Deutschland
RPMI 1640 PAN Biotech Aidenbach, Deutschland
Gelafundin (40mg/mL) B. Braun SE Melsungen, Deutschland
CASY Clean OMNI Life Science Bremen, Deutschland
Sytox™ Green Thermo Fisher Waltham USA

Calcein AM Thermo Fisher Waltham USA

DAPI Sigma Aldrich Taufkirchen, Deutschland
DNasel Roche Pharma AG Edenkoben, Deutschland
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7.3 Abkulrzungsverzeichnis

ECMO Extracorporale Membranoxygenierung
ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome

NETs, NETose Neutrophil Extracellular Traps

PMNs Polymorphkernige Neutrophile

MO Membranoxygenator

VV-System Venovenoses-System

VA-System Venoarterielles-System

ECLS Extracorporal Life Support

PMP Poly 4-methyl 1-penten

AOT Akute Oxygenatorthrombosen

VWF Van Willebrand Faktor

UFH Unfraktioniertes Heparin

PMA Phorbol 12-myristat 13-acetat

CctH3 Citrulliniertes Histon 3

dsDNA Doppelstrangige DNA

DAPI 4", 6-Diamidin-2-phenylindol

PBS Phosphate-Buffered Saline

MPO Myeloperoxidase

Forward Scatter FSC

Side Scatter SSC
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