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1 Einleitung

Im Gegensatz zu anderen Zellen des Immunsystems werden Granulozyten in der
gangigen Fachliteratur eher bescheiden abgehandelt. Innerhalb der Leukozyten
dominieren — insbesondere in onkologischer Hinsicht — T- und B-Zellen,
Monozyten und naturliche Killerzellen (NK-Zellen), wahrend die Granulozyten eine
im Vergleich dazu eher marginale Rolle spielen. Ein verargerter Autor hat sich
sogar zur wahrscheinlich nicht ganz ernst gemeinten Formulierung hinreil3en

lassen, dass ein ,T-Zell-Chauvinismus® vorherrsche (Houghton and Lloyd, 1998).

Ziel der Arbeit

In den letzten Jahren hat sich das Bild der neutrophilen Granulozyten als
hauptsachliche Zelle der unspezifischen Immunabwehr deutlich erweitert und
gewandelt. Deswegen soll im ersten Teil dieser Arbeit eine umfangreiche
Darstellung des gegenwartigen Wissenstandes Uber neutrophile Granulozyten

gegeben werden.

Im zweiten — dem experimentellen Teil — werden eigene Untersuchungen mit
isolierten Granulozyten beschrieben, die den Einfluss der Isolierung und Lagerung
der neutrophilen Granulozyten auf ihre Funktion charakterisieren. Granulozyten
sind aulerst labile Zellen. Deshalb wurde in einem ersten Abschnitt der Frage
nachgegangen, wie lange isolierte Granulozyten fiur verschiedene Versuchszwecke
eingesetzt werden konnen. Hierbei wurde der Einfluss der Isolierung und Lagerung
der Zellen auf verschiedene Parameter und Stoffwechselleistungen (Glykogen-,
ATP-Status; Glukoseverbrauch und Laktatproduktion; Fahigkeit zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies etc.) untersucht, sowie hinsichtlich physiologischer
Eigenschaften und Konsequenzen fur die Anwendung in Testsystemen
charakterisiert. So konnen dann auch erhaltene Versuchsergebnisse bei
Verwendung von Granulozyten in Testsystemen kritischer beurteilt werden.
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Abschlielliend wurden die Granulozyten in Pilotversuchen bezlglich verschiedener
Aspekte im Rahmen der antikOrperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat (engl.:
»=antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC) gegenuber Neuroblastomzellen

charakterisiert.

1.1 Der neutrophile Granulozyt

Die Granulozyten bilden den weitaus groRten Anteil der Leukozyten im
zirkulierenden Blut (ca. 50-70%).

Die  Granulozyten enthalten  zahlreiche  Lysosomen und  Granula
(Sekretionsvesikel) und konnen wiederum anhand dessen Morphologie und deren
Anfarbeeigenschaft in eosinophile, basophile und neutrophile Granulozyten
eingeteilt werden. Die neutrophilen Granulozyten werden aufgrund ihres
segmentformigen Kerns als polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN)
bezeichnet (siehe Abb. 1).

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines neutrophilen Granulozyten (aus
Witko-Sarsat et al, 2000).

Abkiirzungen (Abk.): pg=azurophile Granula, sg=spezifische Granula,
N=Nukleus, ce=Centriole, m=Mitochondrium.
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Neutrophile Granulozyten entstehen im Knochenmark durch Differenzierung aus
pluripotenten  hamatopoetischen  Stammzellen. Diese Stammzellen sind
teilungsfahig und reifen unter dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren und
den Zwischenstadien der Progenitorzellen zu sogenannten Precursor-Zellen aus.
Mit der Entstehung der Myeloblasten aus den Precursorzellen verlieren die
Neutrophilen ihre Teilungsfahigkeit. Aus dem Blastenstadium entwickelt sich uber
weitere Reifungsstadien der neutrophile Granulozyt.

Neutrophile Granulozyten sind wichtige Protagonisten der angeborenen
Immunantwort mit der Fahigkeit zur Migration und Extravasation — einer
notwendigen Voraussetzung zur Pathogenabwehr. Ihnen kommt die Aufgabe der
Phagozytose und der Abtétung von Bakterien und anderen Mikroorganismen zu.
Sie sind die ersten Zellen der Abwehr, die der Bekdmpfung von Infektionen dienen,
und sie sind — noch bevor es zu anderen Reaktionen des Immunsystems kommt —

die ersten Zellen am Ort des Entzindungsgeschehens (Smith, 1994).

Die Bedeutung dieser Zellpopulation wird klar erkenntlich bei Patienten mit
Neutropenie oder an Patienten, die gar an einer septischen Granulomatose leiden.
Diese Patienten sind geradezu pradisponiert an bakteriellen oder mykotischen

Infektionen zu erkranken.

Reife Granulozyten verbleiben nur wenige Stunden im Blut (etwa 8 Stunden).
Insgesamt Uberleben sie nur wenige Tage. So bilden sich aus pluripotenten
Knochenmark-Stammzellen eines gesunden Erwachsenen bis zu 1-2x10"
neutrophile Granulozyten pro Tag (Borregaard, 2010). Eine genaue Kontrolle der
Homoostase ist von NoOten. Bei plotzlichem Proliferationsstopp wurde die
Granulozytenreserve fur 7-10 Tage reichen. Hiernach tritt eine manifeste
Granulozytopenie ein (Herold, 2012).

Fir diese kurze Lebensspanne brauchen neutrophile Granulozyten viel Energie.
Dafur haben sie vorgesorgt. Wahrend ihrer Reifung haben sie sehr viel Glykogen
gespeichert. Da fur ihre Funktionalitat unbedingt Sauerstoff zur Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen (engl.: ,reactive oxygen species”, ROS) bendtigt wird und
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die Granulozyten selbst in einem Milieu agieren, wo Sauerstoff, ebenso wie
Glukose, nur in geringen Mengen vorhanden ist, haben sie extravasal ihren
Energiestoffwechsel — ahnlich dem Warburg-Effekt bei malignen Zellen — auf die
weit weniger effektive Glykolyse und nicht auf die oxidative Phosphorylierung
ausgerichtet. Verantwortlich fur diese Art des Metabolismus — selbst in
normoxamischen Zustanden — ATP rein aus dem Abbau von Glukose zu Laktat
anstelle der viel effizienteren oxidativen Phosphorylierung zu produzieren, durfte
der Transkriptionsfaktor ,hypoxia-inducible transcription factor-1 a* (HIF-1 a) sein.
HIF-1 a agiert als ein Master-Transkriptionsfaktor, der die Expression sehr vieler
Gene reguliert, die Einfluss auf den Energiestoffwechsel, insbesondere der
Sauerstoff-Homoostase, ausuben konnen (Cramer et al, 2003; Semenza, 2002).

Ferner prasentieren PMN verschiedenste Adhasionsmolekule und Rezeptoren auf
ihrer Oberflache. Dies ist Voraussetzung, um die Blutzirkulation verlassen und sich
extraluminal zum Ort des Entzindungsgeschehens bewegen zu konnen (siehe
Abb. 2).

Ist am Ort des Entzindungsgeschehens ein bestimmtes Reizmuster vorhanden,
z.B. eine Ansammlung von Bakterien, werden die Granulozyten Uber
chemotaktische Faktoren angelockt. Dort angekommen, binden sie an ihrer
Oberflache die Mikroorganismen und die Granulozytenmembran umstulpt diese.
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Abb. 2: Eigenschaften neutrophiler Granulozyten (aus Theilgaard-Monch et al, 2006).

Anmerkung: Als Teil des angeborenen Immunsystems kommt es nach Verletzung
oder lokaler Infektion zu einer Rekrutierung und Aktivierung neutrophiler
Granulozyten. Diese wandern nach erfolgter Leukodiapedese entlang eines
Chemokin-Gradienten zum Ort des Entziindungsgeschehen und werden funktionell
aktiv (Beschriftung 1-3). AnschlieBend gehen die Granulozyten in Apoptose und
werden von Makrophagen selbst phagozytiert und das Entziindungsgeschen I6st
sich auf (Beschriftung 4).

Abk.: az. gr., azurophil granules; DC, dendritic cells; gel. gr., gelatinase granules;
ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; LFA-1, leukocyte function-associated
molecule 1; PMN, polymorphonuclear neutrophil; spec. gr., specific granules.

Durch Abschnurung und Ausbildung eines Phagosoms kommt es zur
Phagozytose. Innerhalb der Zelle kommt es zur Vereinigung mit verschiedenen
Granula unter Ausbildung des Phagolysosoms und letztendlich zur Abtétung der
Mikroorganismen. Der neutrophile Granulozyt behilft sich hierbei verschiedenster
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Abwehrmechanismen: einem oxidativen und einem nicht-oxidativen Mechanismus
(Ganz, 1999; Hampton et al, 1998).

Das oxidative System (,respiratory burst) katalysiert die Generation von ROS
unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff. Uber die Rekrutierung und
Aktivierung der membranstandigen NADPH-Oxidase kommt es zur Bildung von
Superoxidanion. Aus diesem gehen konsekutiv weitere ROS (H2O, und HOCI)

hervor.

Zu dem nicht-oxidativen System gehoren eine Reihe mikrobizider Peptide und
Proteasen wie Gelatinasen, Elastase und Cathepsin G. Diese Proteine werden in
verschiedenen Granula bzw. sekretorischen Vesikeln gespeichert (Witko-Sarsat et
al, 2000). Da bei der Ausbildung eines solchen Phagosoms — in das die Inhalte der
Granula und die Produkte des ,oxidativen burst® sezerniert werden — es auch
Phagozytose-unabhangig zu einer Sequestration in den extrazellularen Raum
kommt, konfrontiert der Granulozyt seine Umgebung mit gewebe- bzw.
zellschadigenden Substanzen. Bei unzureichendem Schutz, zum Beispiel durch
Mangel an antioxidativen Schutzsystemen, kann es so zu Schaden an
korpereigenen Strukturen kommen, wie wir sie beispielsweise bei chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen, der rheumatoiden Arthritis oder auch bei der
zystischen Fibrose beobachten kdonnen (Summers et al, 2010). Zudem befinden
wir uns am Entzindungsort in einem proinflammatorischen Mileu. Es kommt zur
Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen, wie beispielsweise Leukotrien-
B4 (LTB4) und dem ,Platelet-activating-factor® (PAF). Diese so gegensatzlichen
Mechanismen der einerseits potenten Pathogenabwehr und andererseits
gleichzeitigen Konfrontation des Wirts mit zytotoxischen und proinflammatorischen
Molekulen verleihen dem neutrophilen Granulozyten einen bivalenten Charakter,
den der Granulozyt auch hinsichtlich seiner Rolle in der Tumorgenese und

Tumorbekampfung noch weiter unterstreicht (Smith, 1994).
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Eine weitere Funktion der neutrophilen Granulozyten besteht in der Ausbildung von
so genannten ,Neutrophil Extracellular Traps® (NETs ). Bei diesem extrazellularen
Mechanismus konnen Bakterien auch aulierhalb der Zelle bekampft werden,
indem die neutrophilen Granulozyten eine netzartige Struktur ausbilden. In diesem
Netz konnen verschiedene Mikroorganismen gefangen und abgetdtet werden
(Brinkmann and Zychlinsky, 2007). Abbildung 2 fasst in einer Ubersicht nochmals

eine Reihe vielfaltiger Funktionen neutrophiler Granulozyten zusammen.

1.1.1 Reifung und Freisetzung aus dem Knochenmark

Die neutrophilen Granulozyten entstehen im Knochenmark aus hamatopoetischen
Stammzellen. Die Produktion neutrophiler Granulozyten ist mit 1-2x10"" Zellen pro
Tag enorm hoch (Borregaard, 2010).

Der Hauptregulator der physiologischen Granulopoese ist der Granulozyten-
Kolonie stimulierende Faktor (engl.: granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF).
Diesem Differenzierungsfaktor kommt im Rahmen eines Infekigeschehens eine
grolRe Bedeutung zu. Jedoch ist es nicht ausschlieBlich G-CSF, das fur die
Granulopoese bendtigt wird. Mause, die nicht G-CSF produzieren, haben immer
noch eine Granulopoese von 25% und produzieren vollkommen reife Granulozyten
(Lieschke et al, 1994). Die Regulation der Granulopoese obliegt hauptsachlich
auch der Apoptoserate Neutrophiler im Gewebe. Sobald Makrophagen und
dendritische Zellen apoptotische Neutrophile phagozytieren, wird die Synthese von
Interleukin-23 herunterreguliert (Ley et al, 2006; von Vietinghoff and Ley, 2009). IL-
23 stimuliert die Produktion von Interleukin-17A (IL-17A) durch Neutrophile
regulierende T-Zellen (gamma-delta T-Zellen und NK-ahnliche T-Zellen), die in
groRer Anzahl in mesenterialen Lymphknoten lokalisiert sind (Ley et al, 2006). IL-
17A selbst ist ein bedeutender Stimulator der Synthese von G-CSF und somit ein

wichtiger Faktor der Granulopoese.
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Die Neutrophilen-Population im Knochenmark kann in drei Pools unterteilt werden:
den Stammzellpool, den mitotischen Pool und den postmitotischen Pool. Der
Stammzellpool besteht aus undifferenzierten hamatopoetischen Stammzellen,
wohingegen der mitotische Pool den granulozytischen Progenitorzellen
zuzuschreiben ist, der sich weiter proliferieren und sich differenzieren kann. Der
postmitotische Pool ist den ausdifferenzierten Granulozyten zuzuschreiben, die
eine Knochenmarksreserve darstellen und auf einen Reiz fur die Freisetzung in
den Blutkreislauf warten. Studien, die 32 P- oder ® H- markierte Zellen verwendeten,
haben gezeigt, dass die durchschnittliche Transitzeit bis zum postmitotischen Pool
4-6 Tage betragt (Dancey, 1976). Hierbei zeigten Untersuchungen, dass der
Chemokin-Rezeptor CXCR4 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4) entscheidend fur
den Verbleib neutrophiler Granulozyten im Knochenmark ist (Lapidot and Kollet,
2002).

Das Erscheinen von Granula in neutrophilen Granuloyzten markiert den Ubergang
der Reifung von Myeloblasten zu Promyelozyten (siehe Abb. 3). Neutrophile
Granula werden in drei Subklassen unterschieden:

* primare (azurophile) Granula, die Enzyme wie Myeloperoxidase (MPO),
Elastase, Defensine und saure Hydrolasen wie Cathepsine enthalten,

* sekundare (spezifische) Granula (Laktoferrin, Lysoszym, Kollagenase,
Alkalische Phosphatase enthaltend) und

* tertiare Granula (Gelatinase enthaltend).

Durch Phagozytose und anschlieRende Abtotung der Erreger durch Bildung von
ROS und Aktivierung von Proteasen und anderen lytischen Enzymen kann so eine
wichtige  mikrobizide Immunabwehr stattfinden, bevor das erworbene

Immunsystem aktiviert wird.
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Abb. 3: Die Granulopoese (aus wikipedia.de).

Anmerkung: Neutrophile Granulozyten entstehen im Knochenmark durch
Differenzierung aus pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen. Diese Stammzellen
sind teilungsféhig und reifen unter dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren und
den Zwischenstadien der Progenitorzellen zu sogenannten Precursor-Zellen aus. Mit der
Entstehung der Myeloblasten aus den Precursorzellen verlieren die Neutrophilen ihre

Teilungsféhigkeit. Aus dem Blastenstadium entwickelt sich (iber weitere Reifungsstadien
dann der neutrophile Granulozyt.
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1.1.2 Der Weg zum Entziindungsort — die Leukodiapedese

Der Weg neutrophiler Granulozyten zum Entzindungsort setzt voraus, dass sie die
Blutzirkulation verlassen und die Endothelzellen Uberbricken konnen. Hierzu
mussen sie zunachst das Gefaldsystem verlassen, ein Vorgang, der als Diapedese
bezeichnet wird. Die Diapedese wird durch die Bindung der Leukozyten an die
Wand der postkapillaren Venolen (,tethering“) und ihr Rollen entlang dieser
(»rolling®) initiilert (Muller, 2003; Vestweber and Blanks, 1999).

Lange Zeit beschrieben Pathologen das traditionelle ,drei-Stufen“-Konzept mit
sleukocyte rolling, adhesion und transmigration“ (Ley et al, 2007). Erganzt wird es
nun um die Mechanismen ,slow rolling, adhesion strengthening, intraluminal

crawling und paracellular und transcellular migration® (siehe Abb. 4).

CD18-Integrine/ |

ICAM-1
Selektin- ICAM-1
Selektine| | Signaling| |Chemokine | [ Kinasen | [cD11b/1cAM-1] [PECAM-1]  [pECAM-1
| Aktivierung— ‘ |
Margination Parazellulare und transzellulare
\' Adhasion/ I'I'ransmi(:;ration |
Rollen angsames - Adhasion Aktivierung Kriechen Par?zellular

‘ o

Abb. 4: Schematische Darstellung der migratorischen Kaskade eines neutrophilen Granulozyten
und der an den einzelnen Phasen beteiligten Mediatoren (aus Ley et al, 2007).

@ Transzellular

Endothelzellen Basalmembran
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1.1.2.1 ,,Leukocyte rolling*“ und Adhasion

Das ,rolling“ wird durch L-Selektin (CD62L), P-Selektin (CD62P) und E-Selektin
(CD62E) vermittelt, welche im Folgenden mit dem P-Selektin-Glykoprotein Ligand-
1 (PSGL-1) interagieren. L-Selektin wird konstitutiv von den meisten Leukozyten
auf der Leukozytenmembran exprimiert, wohingegen E-Selektin und P-Selektin
von inflammatorisch aktivierten Endothelzellen auf der luminalen Seite exprimiert
werden. So wird auch der initiale Kontakt von den Endothelzellen hergestellt,
indem sie durch IL-183, IL-17 oder Tumornekrosefaktor-a (TNFa) stimuliert werden.
Diese Mediatoren entstehen im Rahmen von Entzindungsprozessen und fuhren
zur luminalen Exprimierung von P-Selektin und E-Selektin. Diese Selektine binden
PSGL-1, welcher als Ligand fur alle 3 Typen der Selektine dient, und L-Selektin,
welches wiederrum in den Mikrovilli neutrophiler Granulozyten exprimiert wird. Die
Bindung von PSGL-1 an L-Selektin generiert Leukozyten-Leukozyten-
Interaktionen, die es weiteren Leukozyten vereinfachen, an die Endothelzellen zu
binden. Es ermdglicht so sogar Leukozyten, die keine Liganden fur E-Selektin oder
P-Selektin exprimieren, ins Interstitium auszuwandern, um so ebenfalls an den
Entzindungsort gelangen zu konnen. Analog zu PSGL-1 bindet E-Selektin zudem
glykosyliertes CD44 und den E-Selektin-Liganden-1 (ESL-1; Hidalgo et al, 2007).

All diese Interaktionen mit oberflachlichen Adhasionsmolekuilen und ihren Liganden
machen es letzten Endes moglich, dass Leukozyten befahigt sind, am richtigen Ort
der Migration unter Bedingungen des regelrechten Blutflusses am Endothelium zu
binden. L-Selektine und P-Selektine bendtigen tatsachlich auch einen gewissen
Grad an Scherkraften (,shear stress®) um die Adhasion zu unterstutzen. Sobald
der Blutfluss gestoppt wird, I6sen sich gar die Zellen vom Endothelium. Dieses
Phanomen korreliert mit dem Phanomen des ,catch bond behavior® der Selektine,
welches den Einfluss von Scherkraften auf die kinetischen Anforderungen der
Selektinbindung beschreibt (Marshall et al, 2003).

11
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Wie bereits erwahnt, hat das Endothel einen aktiven Part bei der Leukodiapedese.
Endothelzellen exprimieren E-Selektin und P-Selektin. Weitere Signalwege
induzieren uber PSGL-1 in myeloischen Zellen die Milztyrosinkinase (engl.: spleen
tyrosine kinase, SYK). Aktivierte SYK aktiviert seinerseits die ,bruton tyrosin
kinase“, welche weiter zu einer Aktivierung von PLC-y (Phospholipase C-y),
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und P38 mitogen-activated protein kinase
(MAPK) fuhrt, mit dem Ergebnis, dass es zu einer Integrin-Aktivierung und
zytoskelettalen Umstrukturierungen in neutrophilen Granulozyten kommt (Yago et
al, 2010; Mueller et al, 2010; Ley et al, 2007). In Ubereinstimmung zeigen
Mausmodelle mit fehlender Expression von PI3K eine zehnfach hohere
Geschwindigkeit beim ,rolling“ im Rahmen einer Entzindungskonstellation (Puri et
al, 2005).

Des weiteren spielen Integrine eine bedeutende Rolle bei der leukozytaren
Adhasion. Bei den Integrinen existieren verschiedene Subgruppen. Eine davon, die
CD18-Integrine, beschreiben leukozytenspezifische, heterodimere,
transmembranare Glykoproteine mit einer a- Untereinheit (CD11) und einer (-
Untereinheit (CD18). Es sind mehrere a- Untereinheiten bekannt, sodass sich
wiederum mehrere Mitglieder dieser Familie ergeben: CD11a/CD18 (LFA-1, a.[32-
Integrin), CD11b/CD18 (Mac-1; amPz-Integrin), CD11¢/CD18 (p150,95) und
CD11d/CD18, von denen CD11a/CD18 und CD11b/CD18 die neutrophilen
Hauptintegrine darstellen. Hierbei interagiert LFA-1 vorwiegend mit dem
endothelialen Adhasionsmolekul ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1),
wahrenddessen Mac-1 neben ICAM- 1 noch mit einer Vielzahl weiterer Liganden
interagiert, darunter verschiedene ,Matrix-Proteine® (Fibronektin, Fibrinogen oder
Kollagen), Komplementfaktoren (C3bi), dem Gerinnungsfaktor X und mit den
neutrophilen Proteinen Elastase und MPO.

LFA-1 vermittelt hierbei den Ubergang vom ,rolling“ zur ,Adhasion“ an der
endothelialen Oberflache (Phillipson et al, 2006). Wahrenddessen Granulozyten
entlang der E- und P-Selektine am Endothel entlangrollen, wird eine hohere,

12
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jedoch nicht die hochaffine Form der LFA-1 induziert, so dass es LFA-1 ermoglicht
wird, mit ICAM-1 zu interagieren, um weiterrollen zu konnen, jedoch noch nicht in
eine feste Adhasion mit diesem Adhasionsmolekul einzugehen (Kuwano et al,
2010). Diese Aktivierung von LFA-1 kommt durch PSGL-1 und CD44 zu Stande
(Zarbock et al, 2008; Yago et al, 2010). Vollstandig aktiviertes LFA-1 vermittelt
dann einen Stopp des ,rollings‘ und einen Ubergang in eine ,firm adhesion®
zusammen mit Mac-1 (Woodfin et al, 2010).

Somit hangt letzten Endes die Fahigkeit der Integrine ihre Liganden zu binden vom
Aktivierungszustand der Neutrophilen ab. Sind die Zellen in einem passiven
Zustand, befinden sich die Integrine in einem “low-affinity-state® mit niedriger
Ligandenaffinitat. Durch weitere Stimulation durch inflammatorische Mediatoren —
sei es von Liganden, die von Endothelzellen sezerniert werden oder von
Endothelzellen prasentierten Glykosaminoglykanen — kommt es zur Aktivierung
von Chemokin-Rezeptoren neutrophiler Granulozyten, die eine
Konformationsanderung hervorrufen und so zu einer Cluster-Bildung der CD18-
Integrine fuhren, einem "high-affinity-state mit erhohter Bindungsfahigkeit (,inside-
out-signaling®; Zarbock et al, 2007).

Aulerdem folgt der Ligandenbindung bei den CD11b/CD18-Integrinen eine Reihe
intrazellularer Signalkaskaden (,outside-in-signaling®), die den Aktivierungszustand
der Leukozyten weiter erhdhen. Neben den Integrinen sind weitere zahlreiche
Rezeptoren fur die Initiilerung eines intrazellularen ,signalings® verantwortlich: Toll-
like Rezeptoren kommunizieren die zellulare Reaktion auf bakterielle und
Hefezellbestandteile. Ferner vermitteln G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)
die Antwort auf Zytokine und Chemokine (Witko-Sarsat et al, 2000).

Um den Vorgang der Aktin-Polymerisation kontrollieren zu konnen, sind einige
zentrale intrazellulare Mediatoren notwendig. So wird durch Stimulation der
GPCRs die PI3K aktiviert, wodurch die Bildung des Signalmolekuls
Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat (PIP3) katalysiert wird (Li et al, 2000).
PIP3 aktiviert direkt oder Uber den Guanosinnukleotid-Exchange-Faktor Vav
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Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen, insbesondere Rac2 und Cdc42, die eine
zentrale Rolle in der Kaskade spielen (Nobes et al, 1999). Es kommt zur
Komplexbildung mit den Proteinen der Wiskott-Aldrich-Syndrom-Familie WAVE
und WASp und mit Arp2/3 und Profilin, die an Aktinfilamente binden und die
Polymerisation kontrollieren (Zhelev and Alteraifi, 2002; Takenawa and Miki, 2001).

Daruber hinaus ist eine Beteiligung von Myosin/Aktin-abhangigen Prozessen
beschrieben, die wahrend der Fortbewegung eine Kontraktion am Uropodium
auslosen und somit das Loslosen des hinteren Pols von der Matrix ermoglichen
(Xu et al, 2003). Auch an diesem Mechanismus scheinen Rho-GTPasen beteiligt

ZU sein.

1.1.2.2 Die transendotheliale Migration

Nachdem die Leukozyten fest an die Endotheloberflache angelagert sind, wandern
diese entlang des Endothels zu Zell-Zell-Verbindungen, um eine geeignete Stelle
fur die Transmigration zum Ort des Entzundungsgeschehens zu finden
(»intravascular crawling®; Phillipson et al, 2006). Der Vorgang der Extravasation
kann derweil auf zwei verschiendene Arten geschehen: parazellular und

transzellular.

Adharente Leukozyten konnen die Ausbildung von sogenannten ,docking
structures® und ,transmigratory cups” induzieren — endotheliale Ausstulpungen, die
reich an ICAM-1 und VCAM-1 (,vascular cell adhesion molecule 1), sowie
zytoplasmatischen Molekulen wie ERM (Ezrin, Radixin und Moesin) und
zytosklettalen Komponenten wie beispielsweise Vinculin, alpha-Actilin und Talin-1
sind. Diese ,cups” sind notwendig fur eine effiziente Migration sowohl Uber die
transzellulare, als auch Uber die parazellulare Route (Carman and Springer, 2004).
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1.1.2.3 Die parazellulare Zellmigration

Der parazellulare Weg geht einher mit der vorubergehenden Lockerung
interendothelialer Kontakte, um so die Migration von Leukozyten zu erleichtern
(Greenwood et al, 2003). Es wird angenommen, dass die CD11b-ICAM-1-
Interaktion die Endothelzelle stimuliert, die vor allem durch VE-Cadherine
gebildeten Kontakte zu I6sen und Rezeptoren fur die Granulozyten, diesmal vor
allem PECAM-1 (Platelet/Endothelial-cell Adhesion Molecule 1) und JAM-A
(Junctional Adhesion Molecule A), vermehrt in den Bereich der Zellzwischenrdume
zu rekrutieren. Dadurch wird ein adhasiver, haptotaktischer Gradient erzeugt, der
die Neutrophilen durch die interendothelialen Zellkontakte lotst (Muller, 2003; Shaw
et al, 2001). Leukozytares LFA-1 interagiert dabei mit ICAM-1 und ICAM-2,
wahrend PECAM-1, CD99, JAM-A, -B und JAM-C bevorzugt homophile

Interaktionen mit den jeweiligen Isoformen eingehen.

1.1.2.4 Die transzellulare Zellmigration

Neben der parazellularen Migration konnte auch die transzellulare Migration von
Leukozyten nachgewiesen werden (Feng et al, 1998). Diese findet an Stellen mit
vergleichsweise dunner Endothelschicht statt und betrifft je nach Gewebeart und
Art der Stimulation bis zu 20% der migrierenden Leukozyten (Woodfin et al, 2010).

Man nimmt an, dass die durch Mac-1-vermittelte Migration neutrophiler
Granulozyten die parazellulare Route bevorzugt. So konnte in einem Maus-Modell
unter Abwesenheit von Mac-1 die transzellulare Migration von 20% auf 80%
gesteigert werden (Phillipson et al, 2008).

Der Kontakt von Leukozyten mit Endothelzellen fuhrt zur Konzentrierung von
ICAM-1, VCAM-1, Aktin und Caveolin-1 in definierten Endothelzellbereichen und
zur Bildung von Caveolae. Diese Caveolae konnen miteinander fusionieren und
bilden eine Anhaufung von miteinander verbundenen Organellen (vesikulo-

vakuolare Organellen). Diese Organellen konnen das vaskulare Lumen mit dem

15



Einleitung

extravaskularen Bereich verbinden und ermdglichen so die Extravasation von
Makromolekulen. Moglicherweise bildet diese Fusion die Grundlage fur einen
,Migrationskanal“ durch die beteiligte Endothelzelle, der von Leukozyten zur
transzellularen Migration genutzt werden kann (Ley et al, 2007). Um in das
Entzindungsgeschehen vordringen zu konnen, muss nach Migration Uber die
endotheliale Barriere die perivaskulare Schicht aus Perizyten und Basallamina
uberwunden werden. Hierbei scheinen vor allem die leukozytare alpha-6-Integrine
(Lamininrezeptoren) und proteolytische Enzyme wie Matrix-Metalloproteasen
(MMP-9, MMP-8, MT6-MMP: Gelatinase und sekretorische Vesikel) und die
Neutrophilen-Elastase (azurophile Granula) eine wichtige Rolle zu spielen (Kang et
al, 2001; Kolaczkowska et al, 2009).

1.1.3 Chemotaxis

Wie andere Phagozyten besitzen neutrophile Granulozyten die Fahigkeit der
Chemotaxis, d.h. das gerichtete Bewegen in Richtung eines ansteigenden
Gradienten ,anlockender” Molekile wie mikrobieller Substanzen (z.B. N-formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanin, NfMLP). Mit Geschwindigkeiten von bis zu 20 ym
pro Minute zahlen die Neutrophilen zu den am schnellsten wandernden
Saugerzellen (Niggli, 2003; Durr et al, 2006). Im extraluminalen Raum wandern die
Neutrophilen in Richtung der jeweiligen Noxe. Um ihr Ziel zu erreichen, folgen sie
diesem chemotaktischen Gradienten, der durch interstitielle Diffusion dieser
Molekule entsteht und so den Infektionsherd markiert. Die Granulozyten sind in der
Lage, einen Gradienten von < 1% pro Zelllange zu detektieren. Ferner konnen
Granulozyten  zwischen  Endtarget und intermediaren = Chemotaxinen
unterscheiden, der durch interstitielle Diffusion dieser Molekule entsteht, um
definieren zu konnen, wo sich der inflammatorische Ausloser genau befindet (Heit
et al, 2002). Dieser Prozess wird durch Chemoattraktanden, wie beispielsweise
das bakterielle Peptid NfMLP vermittelt, das an der Infektionsstelle von Bakterien
ausgeschuttet wird, und fur welche die Neutrophile passende Rezeptoren aus der

16



Einleitung

Superfamilie der GPCRs besitzen (Hauert et al, 2002; Carrigan et al, 2007). Wird
NfMLP erkannt, kommt es Uber die Aktivierung von Phospholipase C zur Bildung
von Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). DAG bewirkt die
Aktivierung der Proteinkinase C und nachfolgend der NADPH-Oxidase — das
zentrale Enzym zur Bildung von ROS im Rahmen des ,oxidativen burst®. IP3 fuhrt

zur Ausschiittung von Ca®* mit nachfolgender Degranulation.

Vom verletzten Gewebe selbst werden zusatzlich ebenso korpereigene Lockstoffe
ausgeschuttet, denen die Neutrophile zur Entzindungsstelle hin nachfolgen. Dazu
zahlen beispielsweise Faktoren wie PAF und Chemokine wie IL-8. IL-8 ist ein
Chemokin der CXC-Familie und eine erhohte Expression und Abgabe von IL-8
wurde u.a. bei Krebszellen, endothelialen Zellen und Tumor-assoziierten
Makrophagen festgestellt (Di Cioccio et al, 2004). PAF ist ein Phospholipid, das
von Neutrophilen, Thrombozyten und Endothelzellen gebildet wird. Dieser Faktor
I0st eine  Zellaggregation aus und tritt bei  Entzindungen und
Wundheilungsprozessen auf.

Angelockt durch Chemotaxine und durch einen abgestimmten Prozess zwischen
zytoskelettaren Rearrangements und dem adhasivem Prozess an der
extrazellularen Matrix entlang, wird die extravasale, amdboide Fortbewegung der
Granulozyten ermoglicht. Die sparische Zelle weist eine Polarisierung auf. Am
vorderen Ende bildet sich ein hervorstehendes Lamellipodium aus, wahrend das
hintere Ende Uropodium genannt wird (Mitchison and Cramer, 1996; Zhelev and
Alteraifi, 2002). Das Lamellipodium bildet sich durch die schnelle Formation von
Aktin-Filamenten aus. An diesem Punkt der Zelle sind sowohl vermehrt
Chemotaxin-Rezeptoren lokalisiert, um die Sensitivitat fur entsprechende
Chemotaktine zu erhdhen, als auch Integrine, um die Fahigkeit der Bindung zur
Matrix zu erhdhen. Durch gegenteilige Mechanismen wird hingegen am Uropodium

die Sensitivitat und die Bindungsfestigkeit erniedrigt (Hughes et al, 1992).
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Letzten Endes ermdglicht so eine komplexe — ATP-abhangige — Dynamik der
Aktin-Filamente mit sukzessiver Streckung und Kontraktion des Zellkorpers,
welches von Knupfen adhasiver Kontakte begleitet wird, ein "Kriechen der Zelle
auf dem extravasalen Gebiet (Anderson et al, 2000).

Die Auflosung der extrazellularen Matrix erfolgt hierbei durch Freisetzung
verschiedener Proteasen (z.B. Kollagenasen, Elastase und Gelatinase), die durch
eine limitierte Bildung von ROS zuvor aktiviert werden (Weiss, 1989). Die
Lebenszeit neutrophiler Granulozyten nach Auswanderung ins Gewebe betragt in
etwa 1-2 Tage.

1.1.4 Phagozytose und ,killing“ der Mikroorganismen

Am Entzindungsort angekommen, beginnen die Neutrophilen mit der
Phagozytose. Sie binden sich Uber Rezeptoren an die fremden Stoffe (Bakterien,
Pilze) und ,umflieRen® sie. Dieser Prozess wird durch unterschiedliche
Makromoleklle erleichtert (Opsonine) und schlielllich gelangt das zu
phagozytierende Molekul Uber Vesikel in das Zellinnere der Granulozyten
(Phagosom). Zugleich kommt es zur Bildung von ROS, die fur das ,killing“ — zum
Abtoten der pathogenen Keime — essentiell sind (siehe entsprechend dem
Krankheitsbilde der septischen Granulomatose). Mit Beginn der Produktion von
Superoxidanion (O27) kommt es dabei zu einer kaskadenartigen Bildung
verschiendener ROS, wie sie in den folgenden Kapiteln beschrieben wird. In
weiterer Folge verschmelzen die Phagosomen mit den Granula unter Ausbildung
der sogenannten Phagolysosomen (Stuart and Ezekowitz, 2005). Der pH-Wert in
dieser Phagolysosom genannten Vakuole steigt vorerst durch Bildung von
Superoxidanion an, um spater wieder abzusinken, was zuerst die Aktivierung
kationischer Proteine (z.B. Defensine) bewirkt und anschlieBend durch den
gesunkenen pH-Wert die Wirkung lysosomaler Enzymen verstarkt. Die
Krankheitserreger werden durch die kombinierte Aktion von ROS, lytischen
Enzymen und anderen Proteinen vollstandig zerstort. Zudem steht dem
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neutrophilen Granulozyten mit der Ausbildung von NETs (siehe Kapitel 1.1.5)
neben der Phagocytose und dem ,oxidativen burst® eine dritte Moglichkeit fur das

»Killing“ pathogener Mikroorganismen zur Verfugung.

1.1.4.1 ,Killing“ und ,,oxidativer burst*

Beobachtungen an phagozytierenden neutrophilen Granulozyten zeigten, dass
wahrend des ,killings“ der Sauerstoffverbrauch in den Zellen abrupt anstieg und
vermehrt H,O, gebildet wurde (lyer et al, 1961). Zudem geht es einher mit einer
Aktivierung des Pentosephosphatweges (lyer et al, 1961; Babior, 1978). Dieses
Phanomen des nicht an Mitochondrien gebundenen Umsatzes an Sauerstoff wird
respiratorischer oder auch ,oxidativer burst® genannt. Hier werden ROS wie O; 7,
Wasserstoffperoxid (H202) und hypochlorige Saure (HOCI) mit Hilfe von Enzymen
(Superoxiddismutase, SOD; MPO) bzw. spontan (O2 ~ > H2 O) gebildet.

Reaktionsgleichungen:

O, " kann reagieren zu > H202 + Triplett-Sauerstoff (Luftsauerstoff) (1)

> H20, + Singulett-Sauerstoff (=reaktiv), (2)

Die Reaktion (1) wird durch die SOD katalysiert wird, wahrenddessen die Reaktion
(2) spontan ablauft.

Die Generation von Superoxidanionen wird durch das Enzym NADPH-Oxidase
(NOX bezeichnet hierbei die Familie der NADPH-Oxidasen; hier handelt es sich
um NOX2) katalysiert. Der Pentosephosphatweg stellt hierfur durch Bereitstellung
von NADPH die Elektronen zur Verfugung. Die NADPH-Oxidase kann auf
verschiedene Weise aktiviert werden (u.a. opsonierte Bakterien; opsonisiertes
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Zymosan — einem Hefezellwand-Polysaccharid; Phorbolester wie Porbol-Myristate-
Acetate, PMA; NfMLP oder Komplement-Peptid C5a). Nach Aktivierung kommt es
so Uber second-messenger-Systeme — wie z.B. Proteinkinase C — zur Aktivierung
des Multikomponenten-Enzyms NADPH-Oxidase. Der Enzymkomplex selbst wird
bei Aktivierung neutrophiler Granulozyten aus mehreren Untereinheiten
zusammengesetzt (siehe Abb. 5). Der Enzymkomplex besteht aus dem
membrangebundenen Flavocytochrompsss  und  zytosolischen Komponenten
(Iverson et al, 1977, 1978; Babior, 1999; Babior et al, 2002).

NADPH OXIDASE ACTIVATION
vy
Ck .02
CELL HOClrq N\ __//"’
MEMBRANE cur T—H0, * 2H}
e
activation
pot1 | P22 l
—> ghox phox |
|
rap1 p40 /
hox 2H* Proton
phs:x p47 * channel
p SR
P67 | p47 \__
phox | phox NADPH ,, NADP: +2H°

CYTOSOL

Abb. 5: Schematische Darstellung der NADPH-Oxidase-Aktivierung (aus Assari, 2006).

Anmerkung: Die NADPH-Oxidase besteht aus mehreren verschiedenen
Untereinheiten, die sowohl in der Membran, als auch im Zytosol lokalisiert sind. Die
Aktivierung erfolgt durch Anlagerung der zytosolischen an die membransténdigen
Untereinheiten. Der aktivierte NADPH-Oxidase-Komplex ist so in der Lage (iber den
»oxidativen burst‘ Superoxidanion zu generieren. Superoxidanion selbst kann (iber
H,0, zu HOCI reagieren, welche alle zusammen zum killing“ pathogener Keime
beitragen. Das in der Abbildung erwdhnte NADPH entstammt der Startreaktion des
Pentosephosphatweg (Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion).
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Der Cytochrompsss—Komplex besteht zum einen aus der transmembranalen
Untereinheit gp91 P"°* und der membranassoziierten Untereinheit p22 P"* (Zalba et
al, 2001). Die Zahlen geben hierbei das Molekulargewicht in Kilodalton an, die
Bezeichnung ,phox” ruhrt vom englischen Begriff ,Phagocyte Oxidase®. Fehlt die
Stimulation, so liegt die NADPH-Oxidase inaktiv vor. Bei Stimulierung der
Granulozyten wandern die sich frei im Zytoplasma befindlichen Untereinheitem
p40P"% p47P"* pE7P* und das kleine G-Protein rac zur Plasmamembran, und es
kommt zur Aktivierung der NADPH-Oxidase (Bjorgvinsdottir et al, 1996; Griendling
and Lyle, 2006).

Far die Aktivierung der NADPH-Oxidase ist einerseits die Umwandlung von GDP
zu GTP an der Rac-Untereinheit, andererseits die Phosphorylierung von p47phox
erforderlich (Griendling and Lyle, 2006). Dieser Vorgang fuhrt zu einer
Konformationsanderung der zytosolischen Untereinheit, die sich dem
membranstandigen Cytochromysss-Komplex anlagert. Das Substrat NADPH bindet
auf der zytoplasmatischen Membranseite an die gp91phox Untereinheit und setzt
zwei Elektronen frei (Lasségue and Clempus, 2003). Die Elektronen werden auf
die gegenuberliegende Membranseite Ubertragen, wo sie Sauerstoffmolekule zu
Superoxidanionen reduzieren (siehe Abb. 5). Da negative Ladungen uber die
Membran transportiert werden, erfolgt der elektrische Ausgleich durch die
gleichgerichtete Ubertragung von Protonen durch einen Kanal, der Bestandteil der
NADPH-Oxidase ist, beziehungsweise mit dieser assoziiert ist (Maturana et al,
2002; Lassegue and Clempus, 2003; Henderson et al, 1987).

Aus einem Sauerstoffmolekil (O2) entsteht so durch die NADPH-Oxidase
Superoxidanion (O27), das entweder spontan oder enzymatisch (SOD) zu
Wasserstoffperoxid  (H202) und  Sauerstoff umgewandelt wird (siehe
Reaktionsgleichung S. 19 und S. 22). Das Enzym MPO setzt letzten Endes das
Peroxid zu hypochloriger Saure (HOCI) um. Die Bildung des Superoxidanions ist
jedoch nicht nur fur den Beginn der Kaskade der ROS-Bildung wichtig, sondern ist
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auch ausschlagend fur die Regulation des pH-Wertes und die Aktivierung der

Proteasen innerhalb der Vakuole (siehe Abb. 6 und 8).

Reaktionsgleichungen:

(1) (2) (3)
O2+ NADPH - Oz" + NADP" + H" - Hz0, + H" + CI > HOCI + H;0

(1) NADPH-Oxidase
(2) £ SOD
(3) MPO

Diese hochreaktiven Oxidantien reagieren mit verschiedenen mikrobiellen
Bestandteilen wie DNA, Proteinen oder Lipiden und induzieren so das Absterben
der Mikroorganismen. Nebst der NADPH-Oxidase besitzt der neutrophile
Granulozyt — wie bereits erwahnt — noch weitere Enzyme zur Generation von
antimikrobiellen Oxidantien. Die MPO, die die Bildung von hypochloriger Saure aus
Wasserstoffperoxid und Chloridionen katalysiert, macht hierbei etwa 5 % des
gesamten Neutrophilenproteins und etwa 25 % des Granulaproteins aus. Die
hypochlorige Saure gilt als das am starksten wirksame Oxidanz in neutrophilen
Granulozyten (Hampton et al, 1998; Segal, 2005). Interessanterweise fuhrt jedoch
ein Fehlen der MPO — ganz im Gegensatz zur NADPH-Oxidase — in der Regel
nicht zu einer Beeintrachtigung der antimikrobiellen Aktivitat der Neutrophilen.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Metabolismus Neutrophiler Granulozyten
wahrend der Phagozytose (aus Paraskevas, 1999).

Anmerkung: NADPH stammt aus dem Hexose-Monophosphat-Shunt (HMS,
Pentosephosphatzyklus). Die Bildung von ROS l&sst sich in mehrere Schritte

unterteilen: Sauerstoff wird durch die NADPH-Oxidase zu Superoxidanion
(O2-).” Oy disproportioniert zu H,O, und O, H,0, und Chlorid werden im
Phagolysosom durch die MPO zu HOCI. Hier entfalten die ROS ihre

bakterizide Wirkung. Aus dem Phagolysosom austretendes O, wird durch

die SOD in H,0, umgewandelt. Sowohl Katalase, als auch

Glutathioperoxidase (GPX) vermégen H,0, zu entgiften. Uber das Glutathion

(GSH)-System oxidiert es hierbei mit Hilfe der GPX. Das dabei oxidierte
Glutathion (GSSG bzw. GSSH in dieser Abb.) wird durch die Glutathion-
Reduktase (GR) unter NADPH-Verbrauch wieder zu GSH reduziert.
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Zu beachten ist, dass die extra-phagolysosomale Freisetzung von ROS sowohl zu
Storungen innerhalb der Neutrophilen als auch zu Schadigungen des Gewebes in
der Umgebung der Granulozyten fuhren kann. Der neutrophile Granulozyt besitzt
Mechanismen um sich hierflr zu schutzen. Im Zytosol befinden sich Enzyme, die
Superoxidanion und Wasserstoffperoxid zu Wasser inaktivieren und somit die
Zellen vor deren toxischer Wirkung schitzen. Diese Enzyme sind die Superoxid-

Dismutase, die Katalase und die Glutathion-Peroxidase.

Obwohl der neutrophile Granulozyt fur Migration, Phagozytose und das ,killing“ der
pathogenen Keime viel Energie in Form von ATP benotigt, produziert er ATP nicht
uber die weitaus effektivere oxidative Phosphorylierung (CsH1206 + 6 O2 = 6 CO3
+ 6 H2O, Energiegewinn >30 ATP pro Glukosemolekul). Bis zu fast 90% des
Sauerstoffverbrauchs aktivierter neutrophiler Granulozyten wird zur Bildung von
ROS verwendet (Reiss and Roos, 1978). Wird die oxidative Phosphorylierung
gehemmt, kommt es zu keiner Verminderung des Sauerstoffverbrauches. Dies
weist daraufhin, dass Granulozyten ihre Energie mit Hilfe der anaeroben Glykolyse
gewinnen (Glukose - Laktat, Energiegewinn 2 ATP pro Glukosemolekdl).

Dies ist in sofern sinnvoll, da Neutrophile v.a. am Ort der Entzindung benétigt
werden. Dort herrscht Sauerstoffmangel, zudem ist dort kaum Glukose vorratig. Da
er sich jedoch wahrend seiner Reifung und/oder wahrend seiner Zirkulation im
Blutkreislauf grofe Mengen an Glykogenvorrat aneignet, macht er sich im
interstitiellen Gewebe von der kaum vorhandenen Glukose unabhangig. Abbildung
7 gibt einen Uberblick tiber den Energiestoffwechsel neutrophiler Granulozyten.
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Abb. 7: O,-Verbrauch und Energiestoffwechsel nach Aktivierung neutrophiler Granulozyten
(aus Bruchelt et al, 2014).
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Anmerkung: Trotz dessen, dass der neutrophile Granulozyt fiir das ,killing“ der
pathogenen Keime viel Energie in Form von ATP benétigt, produziert er ATP nicht
Uber die weitaus effektivere oxidative Phosphorylierung (C¢H,06 + 6 O, 2 6 CO, +
6 H,0, Energiegewinn >30 ATP pro Glukosemoleklil), sondern gewinnt seine
Energie mit Hilfe der weniger effektiven anaeroben Glykolyse (Glukose - Laktat,
Energiegewinn 2 ATP pro Glukosemolekiil). Bis zu 90% des Sauerstoffverbrauchs
aktivierter neutrophiler Granulozyten wird zur Bildung von Wasserstoffperoxid
verwendet. NADPH stammt aus dem Pentosephosphatzyklus. Das bei der
Entgiftung von H,0; gebildete GSSG wird durch die Glutathion-Reduktase (GR)
unter NADPH-Verbrauch wieder zu GSH reduziert.

1.1.4.2 ,Killing-Modell“ nach Reeves

Bis vor kurzem galt, dass reaktive Sauerstoffverbindungen, insbesondere die
hypochlorige Saure, die wichtigste Rolle beim  killing“ durch neutrophile
Granulozyten spielen (Hampton et al, 1998). Es konnte jedoch festgestellt werden,
dass bei ca. jedem 2000 bis 4000. Menschen die MPO fehlt und somit kein HOCI
gebildet werden kann (Nauseef, 1988). Diese MPO-defizienten Patienten sind
jedoch klinisch unauffallig und zeigen — im Gegensatz zu an septischer
Granulomatose erkrankten Patienten — in der Regel kein erhohtes Infektionsrisiko.
In dieser Hinsicht interessant ist daher die Beobachtung von Reeves et al (2002).
Die Arbeitsgruppe postuliert die zentrale Bedeutung lysosomaler Enzyme,
insbesondere die Elastase sorge fur ein effektives ,killing“.

Nach der Bildung negativ geladener Superoxidanionen kommt es zu einem
Ladungsausgleich in den Phagolysosomen durch Einstromen positiv geladener
lonen (H'/K"). Reeves geht hierbei von K*-lonen aus. Positiv geladene inaktive
Proteasen (wie beispielsweise Elastase) sind im Lysosom Uber sulfatierte
Glykoproteine an die Membran der azurophilen Granula gebunden. Positiv
geladene Teilchen (K') machen den sauren pH-Wert alkalisch und erméglichen so
die Freisetzung der Elastase und anderer Proteasen (siehe Abb. 8). Proteasen wie
Elastase und andere lytische Enzyme sind somit in der Lage, die phagozytierten

Mikroorganismen abzubauen.
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Auch an diesem Modell wird die zentrale Bedeutung der NADPH-Oxidase sichtbar.
Wahrend das Fehlen der MPO in diesem Modell keine Konsequenzen haben sollte
(in Ubereinstimmung mit den tatsachlichen Beobachtungen), ist das fiir die NOX-2
nicht der Fall. Ist ihre Funktion aufgehoben — wie dies bei der septischen
Granulomatose (engl. chronic granulomatous disease, CGD) der Fall ist — fehlt den
Patienten die Fahigkeit, mit Hilfe der NADPH-Oxidase Mikroorganismen zu
eliminieren. Die morphologisch normalen Phagozyten kdnnen zwar in normalem
Umfang phagozytieren, jedoch nicht effektiv ,killen“. Die Anfalligkeit fur
rezidivierende Infektionen — oftmals ausgeldst durch Aspergillus fumigatus und
Staphylococcus aureus — ist dadurch bei CGD-Patienten grol3 (Winkelstein et al,
2000). Es existieren insgesamt vier Typen der CGD, die sich durch Mutationen in
jeweils einem der vier fur das Enzym kodierenden Gene auszeichnen. Am
haufigsten ist hierbei die gp91phox-Untereinheit betroffen (etwa 65 % aller CGD-
Falle; betrifft fast ausschlie3lich Manner; Segal, 2005).

Neuere Untersuchungen legen im Ubrigen nahe, dass doch Protonen anstelle von
Kaliumionen fur den Ladungsausgleich verantwortlich sein mussen (Essin et al,
2009).
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Abb. 8: Schematische Dartstellung des Ladungsausgleiches an der phagosomalen Membran
beim Ablauf des ,oxidativen bursts® (aus Roos et al, 2003).

Anmerkung: Durch Aktivierung der NADPH-Oxidase wird Superoxidanion (negativ
geladen) gebildet. Durch den Einstrom von positiv geladenen lonen (H'/K") ins
Phagolysosom kommt es durch Ladungsausgleich zum pH-Anstieg und in weiterer
Folge zur Freisetzung der (iber Sulfatgruppen an die Membran des Lysosoms
gebundenen positiv geladenen Proteasen, wie beispielsweise der Elastase.

1.1.5 ,,Neutrophil Extrazellular Traps“ (NETs)

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass neutrophile Granulozyten durch
fadige, netzartige Strukturen neben der Phagozytose und der Bildung von ROS
einen weiteren Effektormechanismus besitzen, mit dem sie Mikroorganismen
abtéten kénnen (Brinkmann et al, 2004; Brinkmann and Zychlinsky, 2007). Werden
neutrophile Granulozyten durch Lipopolysaccharide (LPS), IL-8, PMA oder durch
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Pathogene wie Shigellen, Streptokokken, Staphylokokken oder durch Candida-
Spezies aktiviert, kommt es zur Ausbildung von NETSs (siehe Abb. 9).

Abb. 9: Ausbildung von NETSs (aus Brinkmann, MPI fir Infektionsbiologie, Berlin).

Anmerkung: Granulozyten bilden ,Neutrophil Extracellular Traps“ (NETs),
die dem mechanischen Einfangen von pathogenen Keimen dienen —
seien es Gram-positive bzw. Gram-negative Bakterien oder gar Pilze. In
diesem Bild verfangen sich Shigellen, die stdébchenférmigen Erreger der
Bakterien-Rubhr, in den netzartigen Strukturen.

NETs bestehen aus glatten, DNA-haltigen Fasern, welche einen Durchmesser von
15-17 nm besitzen, und aus kugelformigen Abschnitten, welche in groferen
Fasern aggregiert sind. Sie bilden ein dreidimensionales Netzwerk um den
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neutrophilen Granulozyten aus (Brinkmann et al, 2004). Pathogene — seien es
gram-positive, gram-negative Bakterien oder gar Pilze — werden durch die
Netzstruktur der NETs eingefangen, wo sie einer hohen Konzentration an
antimikrobiellen Molekulen, wie etwa der Neutrophilen Elastase (NE), ,bactericidial
permeability-increasing Protein® und Histonen ausgesetzt sind und dadurch
abgetotet werden konnen (Brinkmann et al, 2004; Mayer-Scholl et al, 2005; Urban
et al, 2006).

NETs-Proteine sind Uberwiegend kationisch und dadurch DNA-bindende
bakterizide Proteine und bestehen unter anderem aus Chromatin, Histonen (H1,
H2A, H2B, H3 und H4) und dem granularen Enzym Elastase. Neuere Studien
zeigen, dass das antimikrobiell wirksame Protein Calprotectin — das 40% des
zytosolischen Proteins neutrophiler Granulozyten ausmacht — ebenfalls Bestandteil
der NETs ist (Urban et al, 2009; Murthy et al, 1993). Calprotectin verleiht NETs die
Fahigkeit Candida-Spezies abzutdten (Urban et al, 2009) und verhindert die
Ausbreitung von Aspergillus fumigates (McCormick et al, 2010).

Eine Untersuchung mittels Massenspektrometrie hat insgesamt 24 Proteine
identifiziert, welche mit NETs assoziiert sind (Urban et al, 2009). Neben den bereits
erwahnten u.a. auch Defensine, Proteinase 3, Heparin-bindende-Proteine,
Kathepsin G, Lactoferrin, MPO und das ,pattern recognition Molekul“ Pentraxin 3
(Jailon et al, 2007).

Wie bereits erwahnt, spielt Calprotectin bei der NETs- abhangigen Abtétung von
Candida albicans eine essentielle Rolle. Fehlt es in den NETSs, verlieren diese ihre
fungizide Wirkung. Hingegen wirken bei Bakterien vor allem Histone und Elastase
mikrobizid (Brinkmann et al, 2004; Brinkmann and Zychlinsky, 2007). Kommt es
bei neutrophilen Granulozyten zur Ausbildung von NETSs, fuhrt dies zum Zelltod
indem sie einen zelltod-ahnlichen — ,Netose” genannten — Prozess durchwandern,
dessen Art des Zelltodes weder der klassischen Apoptose noch der Nekrose
entspricht (Fuchs et al, 2007). Durch die Aktivierung verformt sich der Nukleus, es
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kommt zu einer Vermischung von Chromatin und Elastase. Die Zellmembran bricht
auf, um die Masse in Richtung des Mikroorganismus in den extrazellularen Raum
abzugeben. Typischerweise kommt es bei der Bildung von NETs zu einer
vollstandigen Fragmentierung der Kernhulle und einer Auflosung der meisten
Granula. Es kommt so zu einer Vermischung von nukledren und

zytoplasmatischen Bestandteilen (Fuchs et al, 2007).

Eine groRRe Rolle bei der Ausbildung von NETs spielt hierbei die Dekondensation
des Chromatins, die assoziiert ist mit der Citrullinierung des Histons H3 durch die
Peptidylarginine-Deiminase-4 (PAD4; Wang et al, 2004), die im Wesentlichen in
reifen Granulozyten enthalten ist. Verdeutlicht wurde dies durch Untersuchungen
an PAD4-defizienten Mausen, die signifikant empfanglicher waren an einer
nekrotisierenden Fasziitis durch Gruppe-A-Staphylokokken-Infektion zu erkranken,
als die Wildtyp-Mause (Li et al, 2010). Verschiedene Studien haben zudem
gezeigt, dass die Bildung von ROS durch die NADPH-Oxidase fur die Ausbildung
von NETs notig ist (Fuchs et al, 2007). Durch die Aktivierung neutrophiler
Granulozyten und der daraus resultierenden Produktion von ROS, kann die NE
aus den azurophilen Granula entweichen und in den Kern translozieren, wo sie
spezifische Histone (H2A-H2B-DNA-Komplex, H3, H4) degradiert und so die
Chromatindekondensation vorantreibt. Relativ spat transloziert die MPO aus den
Granula in den Kern, bindet an das Chromatin und verstarkt die
Chromatindekondensation (Papayannopoulos et al, 2010; siehe Abb. 10).

Neutrophile von Patienten mit septischer Granulomatose konnen keine NETs
ausbilden, da fur die NETs-Bildung ROS erforderlich sind (Bianchi et al, 2009;
Metzler et al, 2010). Somit sind diese Patienten einem erhohten Infektionsrisiko
ausgesetzt. Ebenso auch Neugeborene, die trotz voller ROS-Produktionsfahigkeit
eine reduzierte NETs-Ausbildung haben und so eine reduzierte extrazellulare
bakterizide Aktivitat aufzeigen (Yost et al, 2009).
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Interessanterweise sind MPO-defiziente Personen eigentlich keiner massiv
erhohten Infektionsgefahr ausgesetzt, obwohl die MPO fir die Ausbildung von
NETs wesentlich beteiligt ist. Dies hat damit zu tun, dass ROS auch bei MPO-
Mangel gebildet werden konnen und die MPO unabhangig von seiner
Enzymaktivitat mit der Elastase zusammen die Chromatin-Dekondensation

bewirken kann.

Granule

WGN

Nufus cv//g.aﬁﬁﬁé\ =

RESTING ACTIVATEO NETS

Abb. 10: Ausbildung von NETs mit Hilfe von NE und MPO (aus Papayannopoulos et al,
2010).

Anmerkung: In ruhenden Granulozyten sind die Neutrophilen Elastase (NE) und
MPO in azurophilen Granulas gespeichert. Durch die Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten werden ROS produziert. Daraufhin beginnt die
Kernmembran sich in kettenartige Stlicke aufzulésen und auch die
Granulamembranen verlieren an Intaktheit, wobei NE den Granulas entweicht
und in den Zellkern gelangt. Die NE vermag Histone zu spalten und vermittelt
dadurch den Prozess der Dekondensation. Die Kerne verlieren ihr typisches
gelapptes Erscheinungsbild, runden sich ab und der Kerninhalt mischt sich mit
dem Inhalt der Granula. MPO bindet hierbei Chromatin und trégt zur weiteren
Dekondensation bei. Letzten Endes ist keine Intaktheit des Kerns und der
Granula mehr zu erkennen. Schliel3lich wird der neutrophile Granulozyt rund,
kontrahiert sich und entldsst die NETs in den extrazelluldren Raum.
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Auch haben einige Pathogene Strategien entwickelt, um dem ,killing“ durch NETs
zu entgehen. So besitzen Bakterien wie Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes sowie Staphylococcus aureus die Fahigkeit DNAse zu
produzieren und konnen dadurch das DNA-Gerust zerstoren (Beiter et al, 2006;
Buchanan et al, 2006).

Ferner lassen aktuelle Untersuchungen vermuten, dass NETs eine groRRere Rolle
in der Pathogenese von autoinflammatorischen Erkrankungen spielen (Marcos et
al, 2011; Fuchs et al, 2010; Brill et al, 2011; Borissoff and ten Cate, 2011).
Beispielswiese kann durch die Freilegung extrazellularer Histonkomplexe ein
Schub eines Lupus erythematodes ausgelost werden (Hakkim et al, 2010). So
werden NETs durch DNAsen abgebaut. Patienten mit der Erkrankung eines
systemischen Lupus erythematodes haben Antikorper, die gegen DNA-assoziierte
Proteine gerichtet sind, wie sie in NETs zu finden sind. Vor kurzem wurde bei
Lupus-Patienten eine Untergruppe mit einer geringeren Aktivitat an DNAse-1
identifiziert, einem im Plasma befindlichen NET-abbauenden Protein. Diese
Patienten sind einem erhdhten Lupusnephritis-Risiko ausgesetzt, was die
proinflammatorische Eigenschaft von NETs unterstreicht (Hakkim et al, 2010).

Des Weiteren wurde ein direkter Zusammenhang zwischen neutrophilen
Granulozyten und mikrovaskularen thrombotischen Prozessen aufgezeigt. Die
Haupteffektoren der mikrobiziden Abwehr der neutrophilen Granulozyten, die NE
und das Cathepsin G, konnen im Zusammenspiel mit den NETs die Koagulation
und das intravaskulare Thrombuswachstum in vivo férdern (Massberg et al, 2010).

Auch scheinen NETs neuesten Publikationen zu Folge eine Rolle in der
Tumormetastasierung zu spielen (Cools-Lartigue et al, 2013). Abbildung 11 gibt
zusammenfassend einen Uberblick lber die vielfaltigen Aspekte der NETs-Bildung

und Konsequenzen seiner Inhibition.
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Beneficial outcome
» Extracellular pathogen killing

Adverse outcome
« Autoimmune diseases

* Cystic fibrosis
« Arterial/venous thrombosis
* TRALI

Induction by:

* Gram positive/negative bacteria
* Fungi

* Protozoa

* Platelets (release products)

* Phorbol myristate acetate

* Interleukin-8

* Singlet oxygen

~

NET Formation

Blockade by
inhibitors of:

*NADPH oxidases
* Raf-MEK-ERK
+ Elastase/MPO
* Autophagy
«PAD4

Side effects of inhibition
* Severe infections
* Carcinogenesis
* Impairment in cell degradation processes

Abb. 11: Folgen einer NETs-Bildung und Mdglichkeiten der Inhibition (aus Saffarzadeh and

Preissner, 2012).

Anmerkung: NETs-Bildung kann durch verschiedene Agonisten induziert werden
und ist einerseits elementar fiir ein effizientes Abtdten von pathogenen Keimen.
Jedoch kann eine i(iberméRig gesteigerte NETs-Bildung Autoimmunerkrankungen
induzieren, oder auch Thromboserkrankungen hervorrufen. Wird eine NETs-
Bildung geblockt, kann dies ein Risikofaktor fiir eine Krebserkrankung darstellen
und mit anderen Zellvorgéngen interferieren.

Abk.: MPO, Myeloperoxidase; PAD-4, Peptidylarginine Deiminase-4; TRALI,
transfusion-related acute lung injury.
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1.1.6 Aspekte im Rahmen der Apoptose neutrophiler Granulozyten

Unter physiologischen Bedingungen ist die Lebenszeit von Granulozyten tUber die
Apoptose geregelt. Die Apoptose wird durch die Abwesenheit von pro-
Uberlebensfaktoren indiziert.

1.1.6.1 Apoptose — Allgemein

Der als Apoptose bezeichnete programmierte Zelltod stellt einen wichtigen
Mechanismus zur Aufrechterhaltung der GewebehomoGostase in vielzelligen
Organismen dar, Uber den Uberschussige oder potenziell schadliche Zellen entfernt
werden konnen und wurde erstmals 1972 von Kerr, Wyllie und Currie beschrieben
(Kerr et al, 1972). Es gibt zwei Hauptarten von Zellsterben: die Nekrose und die

Apoptose.

Bei der Nekrose schwillt die Zelle an und zerplatzt unkontrolliert. Zytoplasma, DNA
und Zellorganelle gelangen hierbei ins Auflenmedium und werden dort von

Phagozyten in einer Entzindungsreaktion beseitigt.

Bei der Apoptose handelt es sich hingegen um einen im Erbgut programmierten
Selbsttotungsmechanismus, der unter aktiver zellularer Kontrolle ablauft (Steller et
al, 1995). Morphologisch zeichnet sich die Apoptose im Gegensatz zur Nekrose
durch Zellschrumpfung bei erhaltenen Membranstrukturen, sowie durch
Chromatinkondensation aus. Die DNA  wird aufgrund erhohter
Endonukleaseaktivitat in kleine Fragmente definierter GroRe zerteilt (Gold et al,
2001; Kuschinski and Gillardon, 2000; Wyllie et al, 1980). Membranvesikel mit
Zellinhalt (,apoptotic bodies®) schnuren sich ab, die von Makrophagen phagozytiert
werden. Diese Autolyse erfolgt ohne Freisetzung proinflammatorischer Enzyme,
und ist somit auch nicht von einer sekundaren Entzindungsreaktion gefolgt.
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Die Apoptose ist ein bedeutender Mechanismus in der Zellhomdostase
neutrophiler Granulozyten, um altere — nicht mehr ,funktionsfahige® — Neutrophile
zu eliminieren, was durch Apoptoseinduktion mit nachfolgender Phagozytose
durch Makrophagen geschieht. Auch bei vielen Krankheitsbildern kommt der
Apoptose grofle Bedeutung zu. Beispielhaft sei die rheumatoide Arthritis genannt.
Hier liegt in der Fruhphase der Krankheit eine verzogerte Apoptose vor, was an der
Cytokin-Zusammensetzung in der Synovial-FlUissigkeit aus vorwiegend
antiapoptotischen Cytokinen (IL-2, IL-4,IL-15 und GM-CSF) liegen konnte (Raza et
al, 2006).

Verschiedene unspezifische und spezifische Stimuli wie ionisierende Strahlen, der
Entzug von Wachstumsfaktoren oder ROS kdnnen das Apoptoseprogramm einer
Zelle aktivieren (Lewen et al, 2000; Warren et al, 2000; Jacobson et al, 1997). Es
existieren hierfur zwei verschiedene Signalkaskaden (siehe Abb. 12).

Der extrinsische Weg bendétigt sogenannte Todesrezeptoren und fuhrt zur Fas-
vermittelten Caspase-8-Aktivierung. Ein Beispiel aus der Familie der
Todesrezeptoren ist der Fas-Rezeptor (CD95). Der intrinsische Weg wird
beispielsweise durch oxidativen Stress der Zelle ausgelost und fluhrt
Mitochondrien-abhangig zur Aktivierung der Caspase 9 (Ueda et al, 2002). Letzten
Endes fuhren beide Wege in die sogenannte Caspase-Kaskade. Es wird
angenommen, dass es sich bei der Apoptose um einen relativ raschen, innerhalb
von 4-5 Stunden ablaufenden Prozess handelt (Bursch et al, 1990).

Zu den Apoptoserezeptoren gehoren z.B. der Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1
(TNF-R1), die TNF-related-Rezeptoren 1 und 2 und auch das ebenfalls zur TNF-
Rezeptorfamilie zahlende Fas-Protein (Apo1/CD95). Es handelt sich hierbei um
transmembrane Proteine, die nach Aktivierung an ihrer zytosolischen Seite
spezifische Proteininteraktionen in Gang setzen. Durch diesen als ,death inducing

signaling complex (DISC)* bezeichneten Komplex, werden Caspasen aktiviert,
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welche die Spaltung wichtiger Regulator- und Strukturproteine bewirken und damit
die fur die Apoptose typische DNS-Fragmentation hervorrufen.

Stress
W\

I Caspase 8
l Cytochrom ¢

Aktiviert die Effektor-

Procaspase 8

s

Q

Apaf-1

Caspasen, z.B. Caspase 3

l

Apoptose

Caspase 9

Abb. 12: Apoptosewege (aus Loffler, 2005).

Anmerkung: Apoptose kann durch eine Reihe von Zellschédigungen, z.B.
durch Radikale, Bestrahlung, Toxine oder Hypoxie, sowie durch spezifische
Signale ausgel6st werden. Der extrinsische Weg fiihrt durch Aktivierung der
sogenannten Todesrezeptoren (z.B. TNF-a-Rezeptor) zur Aktivierung von
Caspase 8. Beim intrinsischen Weg bewirkt Zellstress eine Freisetzung von
Cytochrom c aus den Mitochondrien, das an das Adaptorprotein Apaf-1
(apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) bindet. Dies fiihrt zur
Aktivierung der Caspase 9, die wiederrum Caspase 3 aktiviert, die fiir viele
der bei der Apoptose ablaufenden Zellverdnderungen verantwortlich ist.

Beim extrinsischen Weg leiten so extrazellulare Signale wie TNF, Apo oder Fas
durch Bindung an einen Rezeptor der TNF-Rezeptor-Familie wie CD95 die

Apoptose ein. Die CD95-Aktivierung bewirkt eine Spaltung von Sphingomyelin in
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der Zellmembran. Ceramid kann freigesetzt werden und so die Apoptose einleiten.
Auch P53 bewirkt eine Spaltung von Sphingomyelin mit konsekutivem Anstieg der

Superoxidanionkonzentration.

Beim intrinsischen Weg bewirken nichtrezeptormediierte Ausloser wie freie
Radikale die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien durch Bildung
eines Membranporenkomplexes in der auleren Mitochondrienmembran, wodurch
ebenfalls die Aktivierung der Caspasen ausgelost wird. Cytochrom ¢ bindet an
Apaf 1, das nicht ATP-abhangig oligomerisiert wird. Dadurch wird die Bindung von
Procaspase 9 an Apaf 1 ermdglicht. Es kommt zur Bildung des Apoptosoms und

nachfolgender Aktivierung von Caspase 9 und letztendlichem Abbau der Zelle.

1.1.6.2 Aspekte der Neutrophilen-Apoptose

Verschiedene Mechanismen, die den neutrophilen Granulozyten in die Apoptose
fuhren, sind in der Literatur beschrieben. Das Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) homologe
antiapoptotische Mcl-1 (Myeloid cell leukemia sequence 1) schitzt neutrophile
Granulozyten vor einer Apoptose Uber den intrinsischen Weg und ist
wahrscheinlich verantwortlich fir die limitierte Uberlebenszeit neutrophiler
Granulozyten, da das Molekll eine kurze Halbwertszeit aufweist. Eine zentrale
Bedeutung kommt hierbei den Cyclin-abhangigen Kinasen (engl. cyclin-dependent
kinases, CDKs) zu, einem Hauptregulator des Mcl-1-Levels (besonders CDKO;
Hampson, Hazeldine and Lord, 2013).

In Abwesenheit von Zellstress wird die Integritat der Mitochondrien durch eine
Balance zwischen dem anti-apoptotischen Protein Bcl-2 und proapoptotischen
Proteinen wie BAX, BIM und BID aufrechterhalten. Bcl-2 ist in der aulieren
mitochondrialen Membran lokalisiert und verhindert, dass sich diese pro-
apoptotischen Molekule in dieser Membran oligomerisieren. Diese Balance liegt
beim Neutrophilen eher auf der Seite der pro-apoptotischen Seite. Neuere

Untersuchungen belegen zudem, dass GM-CSF und IL-3 BIM hochregulieren
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konnen, was als eine Art physiologische Bremse der Zytokin-verlangerten
Lebenszeit neutrophiler Granulozyten angesehen werden kann (Andina et al,
2009).

Ferner ist im Hinblick der Apoptose bei Neutrophilen der duale Effekt von TNF-a
interessant: einerseits vermittelt TNF-a eine ,frUhe” Apoptose Uber den
extrinsischen Weg, vermittelt jedoch zudem eine ,spate” Lebensverlangerung des
Zellzyklus Uber den NF-kB-Pathway (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer’;
Kim et al, 2006). ROS ist essentiell fur die TNF-a-induzierte Apoptose neutrophiler
Granulozyten. Letztendlich durfte der dichotome Effekt durch die TNF-Rezeptor-
Stimulation durch den Level an ROS erklarbar sein: Granulozyten-Stimulation
durch geringe Konzentration an TNF-a resultiert in eine niedrige Konzentration an
ROS in den Granulozyten und wirkt letztendlich als ,survival-factor®, wohingegen
eine hohere Konzentration von TNF-a zu einer hoheren Konzentration an ROS

fuhrt und das Absterben der Granulozyten einleitet (Geering et al, 2011).

Besondere Bedeutung bezliglich der Neutrophilen-Uberlebenszeit kommt auch den
anderen Immunzellen zu. Regulatorische T-Zellen (Tregs) und NK-Zellen sind in
der Lage direkt Einfluss auf die Neutrophilen-Apoptose zu nehmen (Thorén et al,
2012).

Auch ist das wissenschaftliche Interesse an Sphingolipiden in den letzten Jahren
gestiegen. Dies war bedingt durch die Erkenntnis, dass Sphingolipide nicht nur als
Membranbausteine fur die Zelle dienen, sondern auch als zentrale Signalmolekule
wirken konnen. Die Ceramide waren die ersten Sphingolipide, deren funktionelle
Beteiligung an der Apoptose erkannt wurde. Im Gegensatz zum Ceramid wirkt
Sphingosin-1-phosphat (S1P) mitogen bzw. antiapoptotisch. S1P gilt daher als
intrazellularer ~ Gegenspieler von  Ceramid und das intrazellulare
Konzentrationsverhaltnis zwischen Ceramiden einerseits und S1P andererseits

entscheidet Uber das Schicksal der Zelle. Die pro- bzw. antiapoptotischen
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Eigenschaften der Sphingolipide stehen im Fokus bei der Entwicklung neuer

antikanzerogener Medikamente.

Des Weiteren erwahnenswert im Zusammenhang mit der Apoptose von
Granulozyten sind auch Untersuchungen, die zeigen, dass es uber die Bildung von
ROS zu einer Aktivierung der sauren Sphingomyelinase kommt. Dabei kommt es
primar zu einem Glutathionabfall durch die ROS und in weiterer Folge durch
Cystein-Oxidation zur Aktivierung der sauren Sphingomyelinase. Diese spaltet aus
Sphingomyelin Ceramid ab, das die Apoptose auslost. Interessanterweise hemmt
das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin die Ceramidbildung und kann so

einen apoptotischen Zelluntergang verhindern (Kemmler, 2012; siehe Abb. 13).
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Aktivierung des

Granulozyten

ASM() » ASM(a)
(ASM=Saure Sphingo-

myelinase) s
Sphingomyelin > | Ceramid
Apoptose

Abb. 13: Apoptoseweg tiber Ceramid bei neutrophilen Granulozyten (aus Kemmler,
2012).

Anmerkung: Nach Anstieg reaktiver Sauerstoffverbindungen und
konsekutiven Glutathionabfall und durch Cystein-Oxidation kommt es zu
einer Aktivierung der sauren Sphingomyelinase (ASM), die Sphingomyelin
in Ceramid umwandelt und dadurch eine Apoptose neutrophiler
Granulozyten auslést. Interessanterweise vermag das trizyklische
Antidepressivum Amitryptilin die Ceramidbildung zu hemmen und kann
dadurch die Apoptose verhindern.

Abk.: ASM= saure Sphingomyelinase, i= inaktiv, a= aktiv; GSH=
Glutathion.
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1.1.6.3 Das anti-inflammatorische Potenzial apoptotischer neutrophiler

Granulozyten

Auch in Entzindungsvorgangen spielt die Apoptose bei neutrophilen Granulozyten
eine wichtige Rolle. Ein gehemmter Apoptoseprozess bei Neutrophilen fuhrt zu
autoinflammatorischen Erkrankungen wie z.B. rheumatoide Arthritis oder Lupus
erythematodes (Raza et al, 2006). Dadurch ergibt sich ein Potenzial einer
Behandlung solcher Erkrankungen mit Medikamenten, die spezifisch eine
Apoptose neutrophiler Granulozyten induzieren konnen. In Tierversuchen mit
Mausen konnten durch Injektionen von apoptotischen Neutrophilen ein durch
Lipopolysaccharid-induzierter Tod durch septischen Schock verhindert werden
(Ren et al, 2008). Untersuchungen durch in-vitro-Experimente belegen, dass die
Apoptose neutrophiler Granulozyten einen entzindungshemmenden Effekt
bewirkt: apoptotische Granulozyten verlieren Dbeispielsweise funktionelle
Fahigkeiten wie Degranulation, werden von Makrophagen phagozytiert und so
kann verhindert werden, dass umgebendes Gewebe ,angegriffen® wird. Ferner
fuhrt die Phagozytose apoptotischer Granulozyten durch Makrophagen auch zu
einer verminderten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und zu einer
gesteigerten Freisetzung entzindungshemmender Substanzen (Haslett, 1999;
Dransfield et al, 2005). Die Arbeitsgruppe um Godson hat hierbei eine Freisetzung
von Annexin 1 durch apoptotische Zellen festgestellt (Scannell et al, 2007). Ferner
zeigte sich eine Immunmodulation von phagozytierenden Makrophagen durch
Produktion von IL-10 und dem transformierenden Wachstumsfaktor  (TGF-p),
allesamt Zytokine, die eine antiinflammatorische Wirkung auf TH1-Zellen
aufweisen und im Zusammenhang mit Heilungsprozessen und Fibrosierung von

Gewebe von relevanter Bedeutung sind (Scannell et al, 2007; Miller et al, 2006).

Auch die bereits Eingangs des Kapitel beschriebenen CDKs bieten durch die
Fahigkeit der Regulierung des antiapoptotischen Levels an Mcl-1 ein
therapeutisches Potenzial (Wang et al, 2012). So zeigten CDKs-Inhibitoren wie R-
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Roscovitine und Flavopiridol in mehreren Tierversuchen einen deutlichen
antiinflammatorischen Effekt (Leitch et al, 2012; Sekine et al, 2008).

Gegenteilig kann experimentell die Apoptose von Neutrophilen durch
Entzindungsmediatoren wie Interleukine, IFN-y, G-CSF und GM-CSF auch
hinausgezogert werden, verhindern lasst sie sich jedoch nicht. Neben dem
kennzeichnenden Verlust von CD16 weisen die Zellen hierbei eine verminderte
Expression auch anderer Oberflachenmolekile wie CD31, CD50 und CD66 auf
(Cohen, 1993; Edwards et al, 2003).

1.1.7 Variable Inmunrezeptoren auf neutrophilen Granulozyten

Neueste Untersuchungen legen nahe, dass eine Subpopulation neutrophiler
Granulozyten variable Immunrezeptoren ahnlich dem des T-Zellrezeptors (T-cell-
receptor, TCR) ausbilden. Bislang gingen Immunologen davon aus, dass
Granulozyten — als sehr rasch agierendes Verteidigungssystem - lediglich
unflexible Abwehrmechanismen besitzen und somit die Saule des unspezifischen
Immunsystems ausbilden. Es wurde postuliert, dass variable Rezeptoren im
Rahmen der Immunantwort auf T-Zellen und B-Zellen — also auf Zellen des
adaptiven Immunsystems — beschrankt sind (Janeway and Medzhitov, 2002).

Um nachzuweisen, dass neutrophile Granulozyten variable Immunrezeptoren
exprimieren, wurden die Zellen nach Anfertigung von Zytospinpraparaten
immunhistochemisch auf TCR-a- und TCR-B -Expression untersucht. Zusatzlich
wurden die Zellen nach Farbung mit Antikorpern auf TCR-a- und TCR-3-
Expression durchflusszytometrisch untersucht. So konnte festgestellt werden, dass
eine Subpopulation von 5-8% neutrophiler Granulozyten TCR-Moleklle und den
RAG1/RAG2-Rekombinase-Komplex exprimieren. Ferner ist dieser Rezeptor nicht
nur variabel, sondern auch funktionsfahig. Durch Stimulation dieser TCR auf
neutrophilen Granulozyten kann die Apoptoserate gesenkt und IL-8 vermehrt

sekretiert werden (Puellmann et al, 2006).
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Durch diese Erkenntnisse ist ein ganz neuer Aspekt fur das Verstandnis des
neutrophilen Granulozyten aufgezeigt worden, da Subpopulationen von
Neutrophilen von nun an nicht nur der angeborenen, sondern auch der adaptiven

Immunantwort zuzuordnen sind.

1.1.8 Myeloide Suppressorzellen und Tumor-induzierte Immunsuppression

Obwohl auf allen humanen Karzinomen Tumorantigene detektiert wurden, die im
Prinzip eine Immunantwort auslosen koénnen (Schreiber and Rowley, 2008),
bringen oftmals Immuntherapiestrategien nicht die gewunschten Erfolge. Tumore
fordern  aktiv  Toleranzinduktion im  Immunsystem und  zahlreiche
immunsupprimierende Mechanismen von Seiten der Tumorzellen stehen der
Immunerkennung maligner Neoplasien entgegen (Rabinovich, Gabrilovich and
Sotomayor, 2007). Neben Veranderungen auf Tumorzellen selbst, fihren eine
Vielzahl an Mechanismen zu einer verstarkten Immunsuppression, fordern dadurch
Tumorprogression und verhindern eine Immun-Tumor-Abwehr, insbesondere auch

durch Rekrutierung immunsuppressiver Zellen.

Myeloide Suppressorzellen ("Myeloid Derived Suppressor Cells", MDSC), als auch
regulatorische T-Zellen haben physiologisch die Aufgabe wahrend einer akuten
Immunreaktion Gewebeschaden zu verhindern, die sonst durch eine fortwahrende
Entzindungsreaktion ausgelost werden wurden. Dies geschieht durch kurzzeitige
Anreicherung von Zellpopulationen, die in der Lage sind, die T-Zell-Funktion
herunter zu regulieren und nach Eliminierung des Antigens die Immunreaktion
beenden zu kdonnen (Rieber et al, 2013; Serafini et al, 2006; Vieweg et al, 2007).
MDSC sind Zellen myeloider Abstammung und sind an eben diesen
Ruckkopplungsmechanismen beteiligt. Diese sehr heterogene Population
beinhaltet unreife Makrophagen, dendritische Zellen und Granulozyten in
unterschiedlichen Differenzierungsstadien (Serafini et al, 2006). MDSC sind
besonders im Knochenmark lokalisiert, befinden sich aber auch in der Milz und im
Blut (Serafini et al, 2006; Sinha et al, 2008). Tumorwachstum, Infektion oder
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andere Veranderungen im Immunsystem konnen ein verandertes Zytokinprofil
bewirken. Dieses Zytokinprofil bewirkt synergistisch die Migration von MDSC aus
dem Knochenmark in die Milz, von dort in Lymphknoten und ins Tumorgewebe
(Serafini et al, 2006; Marigo et al, 2008).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber Faktoren, die an der MDSC-Rekrutierung in

lymphatische Organe bzw. ihrer suppressiven Wirkung auf T-Zellen beteiligt sind.

Tab. 1: An der Rekrutierung von MDSC beteiligte tumorassoziierte Faktoren.

Tumorassoziierte Faktoren Literatur

ENA-78 Yang et al, 2008
G-CSF Sawanobori et al, 2008
GM-CSF Filipazzi et al, 2007
IFN-gamma Baniyash 2004
IL-6 Pan et al, 2006
IL-10 Chen et al, 2001
IL-12 Li et al, 2004

IL-13 Terabe et al, 2004
Prostaglandine Sinha et al, 2007
VEGF Melani et al, 2003

Ferner konnte nachgewiesen werden, dass MDSC selbst eine Reihe wichtiger
immunmodulatorischer Zytokine ausschutten, die zu ihrer eigenen Verbreitung
sowie zu ihrer immunsuppressorischen Wirkung auf T-Lymphozyten beitragen.
Tabelle 2 stellt die bisher bekannten — von myeloiden Suppressorzellen

sezernierten — Zytokine zusammen.

45



Einleitung

Tab. 2: Von MDSC sezernierte Zytokine.

MDSC-sezernierte Zytokine Literatur
IFN-gamma Baniyash 2004

IL-10 Chen et al., 2001
IL-13 Gallina et al., 2006
TGF-beta Terabe et al., 2003
TNF-alpha Umemura et al., 2008

MDSC erleichtern die Transformation pramaligner Zellen und vermitteln
Tumorprogression und Metastasierung, indem es das angeborene wie auch das
adaptive Immunsystem zu unterdricken versteht. Die Induktion von MDSC durch
ein proinflammatorisches Milieu stellt eine Verbindung dar, wie chronische
Entzindungsvorgange zu der Entstehung und Progression einer malignen
Erkrankung beitragen. So fuhrt eine IFN-y-Sekretion im Rahmen einer
inflammatorischen Reaktion durch aktivierte T-Zellen zu einer Rekrutierung von
MDSC, die lber verschiedene Mechanismen eine weitere T-Zell-Uberaktivierung
verhindern (Sercan et al, 2006). Bei dauerhafter Antigenstimulation im Rahmen
einer chronischen Entzindungsreaktion wird kontinuierlich IFN-y ausgeschuttet.
Dadurch reichern sich MDSC an, da das entzindungsauslosende Antigen nicht
eliminiert werden kann (Baniyash 2004). Dieser Prozess wird beispielsweise durch
die inflammatorischen S100-Proteine induziert (Cheng et al, 2008; Sinha et al,
2008).

So konnte in Zukunft der Elimination von MDSC eine zentrale Rolle fur
Krebstherapien zukommen, um optimale Voraussetzungen fur eine Immuntherapie
zu schaffen. Auch stellt die Retention und die Limitierung einer Akkumulation von
MDSC im Rahmen chronischer Entzindungsvorgangen eine Moglichkeit dar, das
Risiko einer Krebsentstehung zu verringern (Ostrand-Rosenberg and Sinha, 2009).
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Adenosin-5’-triphosphat (ATP)
Ammoniumsulfat

AMPUWA

Arabinoxylan (Biobran® MGN-3)

D(+) Glukose

D-Glukose Kit

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Dihydrat)
5,5 - Dithio-bis(2-Nitrobenzoesaure) (DTNB)
Essigsaure (100%)

Essigsaure, p.a. 96%

Ethanol

Glutathion (oxidiert; GSSG)

Glutathion (reduziert; GSH)
Granulocyte-Colony Stimulating Factor
(G-CSF, Neupogen®)

Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factor

(GM-CSF)

Histopaque® 1119 und 1077
Kaliumhydrogencarbonat

Kalilauge (KOH), p.a., 1M

L-Milchsaure Kit

Luminol

Magnesiumsulfat (MgSQa,)
Medunasal®-Heparin 500 1.U. [100 |.U./ml]
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Sigma-Aldrich
Roth
Fresenius
Braun
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Serva
Sigma-Aldrich

Amgen

Behring
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Roche
Sigma-Aldrich
Merck
Meduna
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NaOH
Natriumacetat
Natriumdihydrogenphosphat (Monohydrat)
Natrium-EDTA (Dihydrat)
Nicotin-Adenin-Dinucleotidphosphat (NADP(H))
Perchlorsaure, p.a.70%
Phosphate Buffered Saline (PBS)

mit Ca™" und Mg™"

ohne Ca™ und Mg*™*
5-Sulfosalicylsaure (SSA)
Triethanolamin
Triethanolamin-hydrochlorid
Trypanblau
2-Vinylpyridin
Wasserstoffperoxid (H202), 30%
Zymosan A

21.2 Enzyme

Glutathionreductase (147 U/mg)
Glukoseoxidase (10.000 U/5,5 ml)
Hexokinase (2130 U/mg protein)

2.1.3 Gerate

ADVIA 120
Analysenwaage, Analytic AC210S
Brutschrank, Heracell
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Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Gibco
Gibco
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Siemens
Sartorius
Heraeus
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Feinwaage, MC1
Laborwaage, E400 D
Lichtmikroskop, 473047
Luminometer, Tropix TR717
Luminometer-Software, WinGlow
Magnetruhrer, MR 2002
Multipette (10-100 pl; 100-1000 pl)
pH-Meter, pH 535 MultiCal
Photometer, Ultraspec Plus
Pipettierhilfe, Pipettboy Plus
Plattenschuttler
Sicherheitswerkbank (steril), HeraSafe
TiefkUhlschranke
Ultraschallgerat, Sonifier B-12 Cell Disrupter
Vortexer, Reax top (Mischgerat)
Wasserbad
Zentrifugen

Rotixa 50 RS

Mikro 22 R

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Sartorius

Ohaus

Zeiss

Perkin Elmer
Perkin Elmer
Heidolph
Eppendorf
WTW-Weilheim
LKB Biochrom
Integra Biosciences
Heidolph

Heraeus

Liebherr

Branson Sonic Power
Heidolph

Kottermann

Hettich
Hettich

Es wurden Materialien der gangigen Hersteller benutzt.

Einwegpipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)
Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml)
Pipettenspitzen (10 ul)

Pipettenspitzen (200 pl, 1000 pl)

BD-Falcon 6 ml Polystyrene Round Bottom Tube
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(FACS-Rohrchen)
Halb-Mikrokuvetten

Kandulen, steril

Parafilm

Objekttrager ca. 77 x 26 mm
Softasept N (Desinfektionsmittel)
Spritzen ( 1ml, 5 ml, 20 ml, 50 ml)
Sterile Einmalpipetten (5, 10, 25 ml)
(15, 50 ml)

96 Well Platte, blickdicht

96 Well Platte Flachboden

96 Well Platte Rundboden

2.1.5 Zelllinien

BD-Biosciences
Greiner

Braun

Serva

R. Langenbrinck
Braun

Braun

Costar Zentrifugenréhrchen
Falcon

Wallac

Corning

Corning

Fur die Versuche wurden zwei humane, GDj-positive Neuroblastomzelllinien

verwendet:

NB1: GD,-positive humane Neuroblastomzellinie mit nicht eindeutiger Herkunft.

NB2 (Kelly): GD2-positive humane Neuroblastomzelllinie von DSMZ, Braunschweig

(Preis et al, 1988).

2.1.6 Antikorper

AK': Antikérper gegen das Gangliosid GD,, mit Komplement-Bindungsstelle;
CHIMERIC Antibody CH 14.18, Subclass: Human IgG/Kappa, 6mg/ml; erhalten

von R. Handgretinger.
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AK': Antikorper gegen das Gangliosid GD,, ohne Komplement-Bindungsstelle

a) Hu 14.18 MoAb Develpoment 8.6 mg/ml # 5/6 in PBS, 100mM Arginine 0.03%
Tween-80, pH 6.0; erhalten von R. Handgretinger
b) Hu 14.18 MoAb Development 10 mg/ml Vial # 42; erhalten von R. Handgretinger

AK™ war ab dem 9. Versuch verbraucht, sodass anschlieliend eine neue AK-
Charge genutzt wurde. Die Antikdrper wurden, sofern nicht anders vermerkt, in

einer f.c. von jeweils 1ug/ml Zellsuspension eingesetzt.

2.1.7 Zellkulturmedien und Zusatze

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) — Medium 1640 Biochrom
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS)

DPBS (ohne Ca**/Mg*™) Invitrogen
DPBS (+Ca**/Mg™™) Invitrogen
Penicillin/Streptomycin Biochrom
(10 000 U/ml; 10 000 pg/ml)

L-Glutamin (200mM) Biochrom
FCS (fetal calf serum) Biochrom
Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%) Biochrom

Die Zellkulturzusatze FCS, Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin wurden zur
besseren Handhabung nicht in grolRen Mengen, sondern in Aliquoten bei -20°C
aufbewahrt.

Das RPMI 1640 Medium wurde auch nach Zugabe der Zusatze bei 4°C

aufbewahrt.
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Inaktivierung von FCS

Zur Inaktivierung (Komplement-Inaktivierung) wurde FCS bei 56°C fur 30 min im
Wasserbad erhitzt => FCS;

RPMI*/FCS; = Medium 1 = Standardmedium

RPMI™: 500mI RPMI Medium wurde mit 5 ml Penicillin/Streptomycin (P/S) und 5 ml
L-Glutamin ( 200mM ) versetzt.

RPMI*/FCS;: 500 ml RPMI” + 50 ml inaktiviertes FCS (FCS;)

RPMI'/FCS, = Medium 2

(Fur die Komplementlyse wird Medium bendétigt, dem FCS zugefuhrt wird, welches

zuvor nicht inaktiviert wurde).

RPMI*/FCS,: 500 ml RPMI" Medium + 50 ml aktivem FCS (FCS,)

Einfriermedium

Die gewlinschte Menge an RPMI" Medium wurde mit 20% (v/v) inaktiviertem FCS
(FCSi) und 10% (v/v) DMSO als Kristallisationsschutz versetzt.
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2.2 Methoden
2.2.1 Blutentnahme

Der Blutentnahme ging eine freiwillige Bereitschaft des jeweiligen Spenders
voraus. Die venose Punktion — nach vorheriger manueller Stauung — erfolgte unter

arztlicher Aufsicht. Das dadurch gewonnene Blut war heparinisiert (100 1U/ml).

2.2.2 Gewinnung und Isolierung der Granulozyten aus Vollblut

Prinzip:
Die Isolierung wurde in Anlehnung an die Methode, wie sie in Abb. 14 beschrieben
ist, durchgefuhrt.

ZENTRIFUGIEREN
PLASMA

N A - MONO-

NUKLEAREZELLEN/
\

BLUT THROMBOZYTEN

B -GRANULOZYTEN

C-ROTE
BLUTKOPERCHEN

HISTOPAQUE® 1077
HISTOPAQUE® 1119

Abb. 14: Blutprobenaufarbeitung mittels Histopaque (aus: Firmenheft SIGMA Diagnostics,
INC.).

Anmerkung: Nach Dichtezentrifugation mit Histopaque 1119 und Histopaque 1077
sammeln sich die Blutzellen entsprechend ihrer jeweiligen Dichte auf den beiden
Histopaque-Zonen an. Oben ist das Plasma zu sehen, darunter ist die
Ansammlung peripherer mononuklearer Zellen. Hierunter sammeiln sich
idealerweise die Granulozyten an. Ganz unten sind die Erythrozyten zu sehen.
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Durchflhrung:

Zu Beginn wurden die beiden Dichtegradientenlosungen Histopaque 1119 und
1077 auf Zimmertemperatur gebracht.

Je nach Granulozytenbedarf wurden dann entsprechend viele 15 ml Falcon-
Rohrchen nachfolgend mit jeweils 3,75 ml Histopaque 1119 geflllt und mit
wiederum jeweils 3,75 ml Histopaque 1077 Uberschichtet.

Die doppelte Dichtegradientenlosung wurde mit 5 ml heparinisiertem (100 1U/ml
Vollblut, unverdunnt) Uberschichtet und bei 633 x g, 20 Minuten Dauer, 3°C und
vorsichtiger An- und Rucklaufstufe zentrifugiert. Die einzelnen Zellen des Blutes
weisen eine unterschiedliche Dichte auf und sammeln sich deshalb in den beiden
unterschiedlich schweren Gradientenschichten an (siehe Abb. 14).

AnschlieBend wurde das Plasma, der Ring der mononuklearen Zellen und die
obere Dichtegradientenlosung (Histopaque 1077) abgesaugt und verworfen.

Die im Bereich der unteren Dichtegradientenlésung angesiedelten Granulozyten
wurden vorsichtig mit der Pipette absaugt — ohne dabei die darunter befindliche
Erythrozytenschicht aufzuwirbeln — und in ein separates 50 ml Falcon-Rohrchen
transferiert und auf Eis gekihlt. Das Volumen wurde dann mit PBS™ oder PBS™
mit Glukose (5mmol/l) auf 50 ml aufgefullt und bei 400 x g, 3°C und 10 Minuten
Dauer gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet
erneut in PBS™ oder PBS™ mit Glukose (5mmol/l) resuspendiert und auf Eis bis
zur Weiterverarbeitung gekuhlt. Circa 95-98% der Leukozyten waren in der Regel
Granulozyten. Dies konnte sowohl durch eine semiquantitative Analyse am ADVIA-
Gerat, als auch durch eine mikroskopische Priufung bestatigt werden (siehe auch
Abb. 20).
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2.2.3 Analyse des Differentialblutbildes und der isolierten neutrophilen
Granulozyten mit Hilfe des ADVIA 120 der Fa. Siemens

Das Blutzellanalysegerat ADVIA 120 wird in der hamatologisch-onkologischen
Routinediagnostik in der Kinderklinik Tdbingen eingesetzt und stand fur die
Anfertigung von Differentialblutbilder zur Verfugung.

Die Messanalytik erfolgt nach dem Prinzip der Durchflusszytometrie. Nach
Aufnahme von circa 120 ul der heparinisierten Blutprobe wird das Volumen in den
vier Kanalen des Gerates (Erythrozyten-/Thrombozytenkanal, Hamoglobinkanal,
Peroxidasekanal und Basophilenkanal) auf die unterschiedlichen Parameter

untersucht.

Fir die vorliegende Arbeit war die Bestimmung und Differenzierung der
Leukozytenkonzentration von Bedeutung, um im Rahmen der
Granulozytenisolierung eine Zellzahlbestimmung durchfuhren zu konnen, und um

die Reinheit der Isolierung zu bestatigen.

Die Bestimmung der Leukozytenkonzentration erfolgt in zwei voneinander

unterschiedlichen Kanalen, dem Peroxidasekanal und dem Basokanal.

2.2.3.1 Der Peroxidase-Kanal

Im Peroxidasekanal erfolgt mittels Halogenlicht an peroxidasegefarbten
Leukozyten die Trennung in vier Zellpopulationen (neutrophile und eosionophile
Granulozyten; Monozyten; Lymphozyten und basophile Granulozyten) und in
groBe unidentifizierte Zellen (,large unstained cells®, LUC) Uber
Volumenbestimmung (Streulicht) und Peroxidase-Aktivitat (Absorption).

Einem Teil der Blutprobe wird die Peroxidase-Reagenz hinzugefugt, und die Probe
wird anschlie3end in der Flusskivette photometrisch unter Halogenlicht analysiert.
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So wird nach der Erythrozytenlyse 4-Chloro-Naphtol und H2O, zugegeben. Die
MPO der neutrophilen Granulozyten und der Monozyten, sowie die Peroxidase der
eosinophilen Granulozyten reagieren hiermit und werden dadurch angefarbt. Als
Peroxidase-positive Zellen sind also zu nennen: die eosinophilen Granulozyten
(eosinophile Peroxidase), die neutrophilen Granulozyten (MPO) und etwas weniger
die Monozyten (MPO). Lymphozyten, basophile Granulozyten und grol3e,
peroxidase-negative Zellen (LUC) besitzen keine Peroxidasaktivitat und bleiben
deshalb ungefarbt.

Nach der Farbung werden die Zellen einzeln vermessen und validiert. Hierbei wird
ein Vorwartsstreulichtsignal (,forward Scattter”) und die Absorption jeder Zelle — als
Charakteristikum fur die endogene Peroxidaseaktivitat der Zellen — gemessen.

In einem Schaubild (Leukogramm) wird folgend die Peroxidaseaktivitat gegen die
Lichtstreuung, die die ZellgroRe charakterisiert, aufgetragen. Je hoher die
Peroxidaseaktivitat der Zellen, desto weiter sind sie im Peroxkanal nach rechts auf
der x-Achse verschoben. Somit entsteht mittels einer Cluster-Analyse eine exakte
Trennung der Zellpopulationen. Neutrophile und eosinophile Granulozyten, als
auch Monozyten konnen somit allein anhand des Perox-Kanals voneinander
unterschieden werden (siehe Abb. 15). Basophile Granulozyten und Lymphozyten
jedoch konnen erst mit Hilfe des Baso-Kanals differenziert werden. Die Gruppe der
LUC, als ,grol3e, Peroxidase-negative Zellen“, sind beim Menschen meist
lymphatischer Natur.
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Leukozytenanalvtik:

Differenzierung/Perox

Streulicht-
Licht-
Signal

Volumen

(f1)

Lymphozyten,
Basophile

NRBC's

Thrombozyten-

Aggregate

Neutrophile

Reife und unreife
Granulozyten

Monozyten -

1 /
Eosinopnile

Granulozyizn

itat

Leukozytenanalytik: Basophilen - Kanal

Niedrig-
winkel-
signal
2 -3

(Volu-

men,

fl)
Mononukleare

Blasten

b)

Baso Sanzal (Mukl2ogiramim)

Basophile - - g

Granulozyten - -
. Baso-

Suspect

Polymorphkernige

(Neutrophile,

nk& 2.3/ Vg umen

Eosinophile)

Niedrigwl

Hochwinkel 5°-16% Dichte des Kemchromatins

et
Hochwinkelsignal 5 - 15 § Chromatindichte

Abb. 15: Graphische Darstellung eines Vollblut-Leukogramms im Rahmen einer ADVIA-
Messung (von Bayer-Vital/Siemens).

57



Material und Methoden

Anmerkung: a) Perox-Kanal: Die Perox-Graphik zeigt auf der x-Achse nach rechts
ansteigend die Peroxidaseaktivitdt. Die y-Achse zeigt das Streulichtverhalten der
Zellen. Unten links befinden sich Triimmer, Thrombozyten und die Non Red Blood
Cells (NRBCs). Dariiber sind Lymphozyten und basophile Granulozyten zu finden. Im
Feld oben links werden die groBen unidentifizierten Zellen (LUC) abgebildet, rechts
davon die Monozyten. Rechts oben sind die reifen neutrophilen Granulozyten zu
sehen und im Feld darunter die eosinophilen Granulozyten.

b) Baso-Kanal: Hier kénnen basophile Granulozyten von Lymphozyten durch
unterschiedliches Streuwinkelverhalten unterschieden werden. Die basophilen
Granulozyten sind links oben zu erkennen, wéhrend die Lymphozyten und Monozyten
im Feld darunter zu finden sind. Die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
befinden sich im rechten unteren Feld.

2.2.3.2 Der Baso-Kanal

Im Baso-Kanal kommt es durch Doppelwinkel-Laserstreulicht  an
Leukozytenkernen zur Separation von mononukledren (Lymphozyten und

Monozyten), polymorphkernigen und basophilen Granulozyten.

Dieser Kanal zeigt somit die Kernmorphologie der Leukozyten auf, weshalb man
diesen Kanal auch den Kernsegmentierungskanal nennt.
Die Zellkerne werden hierbei vom Zytoplasma befreit und es wird — wie bereits
erwahnt — im Doppelwinkel-Laserstreulicht gemessen. Den Prozess der Separation
des Zellkerns vom Zytoplasma wird ,Stripping“ genannt.

Prinzip der Messung:

Einem Teil der Blutprobe wird die sogenannte ,cytoplasmatic stripping reagent®
zugefuhrt. Dadurch werden alle zytoplasmatischen Membranen — ausgenommen
die basophilen Granulozyten — lysiert. Diese Suspension wird danach durch eine
Flusskuvette geleitet, wo das Streulicht in zwei verschiedenen Winkelbereichen
(forward scatter in zwei Streulichtwinkeln: 2-3° und 5-15°) gemessen wird. Diese
Winkelbereiche werden letztendlich in einem Diagramm gegeneinander
aufgetragen und es kann dann zwischen meist drei Populationen vorrangig

unterschieden werden (siehe Abb. 15):
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a. polymorphkernige Zellen

b. mononukleare Zellen: diese Kerne bilden eine Art ,Wolke" im unteren
Bereich des Basokanal-Diagramms

c. basophile Granulozyten: da deren zytoplasmatische Membran nicht
aufgelOst wurde, sind sie meist als groRere Zellen im oberen Bereich des

Diagramms erkennbar.
2.2.3.3 Degranulation

Vorbemerkung

Granulozyten besitzen Granula mit Enzymen wie z.B. der MPO. Eine Besonderheit
ist, dass bei Vorhandensein eines chemotaktischen Reizes, oder im Allgemeinen
durch mechanischen Stress der Zelle, wie es beispielsweise wahrend der
Isolierung neutrophiler Granuloyzten im Verlauf einer Zentrifugation kommt, ein
Teil der Granula ins Auflenmedium abgegeben wird (Degranulation). So ist, wie in
Abb. 16 zu sehen, im Gegensatz zu der Vollblutprobe die Granulozytenfraktion im
Peroxidasekanal nach erfolgter Histopaqueisolierung nicht mehr von der

Monozytenwolke abzutrennen.

So wurde an Histopaque-isolierten Granulozyten einerseits der Einfluss der
Lagerung bei verschieden langen Inkubationszeiten, als auch der Einfluss einer
Lagerung in verschiedenen Inkubationsmedien wie PBS™ (+/- Glukose)
untersucht. Ferner wurde der Einfluss von GM-CSF auf den Vorgang der

Degranulation bestimmt.

Durchfuhrung
Granulozyten (200.000 Zellen/ 75 ul PBS™ +/- 5mM Glukose) wurden
unterschiedlich lange im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Die Zeitachse variierte

von einem Nullwert (to-Wert) bis zu 22 Stunden. Ein Teil der Granulozyten wurde in
Gegenwart von GM-CSF (1000 U/ml Granulozytensuspension) inkubiert.
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a)

Perox-Kanal Baso-Kanal

b)

Perox-Kanal Baso-Kanal

Abb. 16: Graphische Darstellung einer ADVIA-Messung mit Vergleich der Granulozyten im
Vollblut (a) und nach erfolgter Histopaque-Isolierung (b).

Anmerkung: Vollblut einer Kontrollperson (a); im Vergleich hierzu sind die
isolierten Granulozyten der gleichen Kontrollperson nach erfolgter Histopaque-
Isolierung zu sehen (b). Dargestellt sind jeweils die Peroxidaseaktivitét im
Peroxidase-Histogramm (Perox) und der Basophilen-Kanal (Baso).
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Auswertung

Die Degranulation wurde aufgrund der Myeloperoxidasefreisetzung im ADVIA 120
als Verschiebung der ,Granulozytenwolke® aufgezeigt. Charakteristisch hierfur ist
eine Verschiebung im Perox-Diagramm. Hierbei ist auf der x-Achse die Aktivitat
der MPO angegeben. So kann in dem zugehdrigen Perox-X-Histogramm eine
Verschiebung graphisch genau erfasst werden, indem die Lage des Peaks
ausgemessen wird. So kdnnen Testansatze zum Zeitpunkt to mit einem spateren

Zeitpunkt verglichen werden (siehe Abb. 21).

2.2.4 Glykogenbestimmung neutrophiler Granulozyten

Lésungen

(1) Perchlorsaure (0,6 M) 5,2 ml 70% HCIO4 mit H,O dest.
ad 100 ml verdunnen.

(2) Kaliumhydrogencarbonat (1M) 2 g Kaliumhydrogencarbonat mit
H20O dest. ad 20 ml I6sen.

(3) Acetatpuffer (0,2 M; pH= 4,8) 4,8 ml 96% Essigsaure und 9,75 g

Natriumacetat mit H,O dest. ad
1000 ml I6sen. pH-Wert an der
pH-Elektrode kontrollieren.

(4) Triethanolaminpuffer (0,3 M TRA; pH=7,5; 4,056 mM MgSOQy)
5,6 g Triethanolamin-hydrochlorid
und 100 mg MgSQy in 50 ml H,O
dest. 16sen und mit 12 ml 1 M KOH
versetzen. pH an der Glaselektrode
prufen und Losung ad 100 ml mit
H>O dest. auffullen.
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(5) Adenosintriphosphat/Nicotinamidadenindinucleotidphosphat/Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (1 mM ATP; 0,9 mM B-NADP*; 5 ug/ml Suspension
G6P-DH (=200 U/mg protein))
6 mg ATP und 8 mg NADP" in
10 ml Triethanolaminpuffer
(Losung 4) I6sen und 0,05 ml
G6P-DH-Suspension zusetzen.
G6P-DH-Suspension zuvor 1:21

verdinnt mit Ammoniumsulfat

(6) Hexokinase (Sigma H4502-500UN, 500 units; 2130 units/mg protein)

1:11-Verdinnung mit
Ammoniumsulfat; hiernach Zugabe
von 10 pl pro Probe vor

Extinktionsbestimmung

(7) Amyloglucosidase (AGS) (10 mg/ml; 200 U/ml)
20 mg Enzymprotein in 2 ml

Acetatpuffer (Losung 3) losen

Die Glykogenbestimmung wurde mittels enzymatischer Hydrolyse durch

Amyloglucosidase durchgefuhrt (Ammon, 1975).

Das Enzym Amyloglucosidase aus Apergillus niger kann als Exoglucosidase a-D-
(1—4)- und a-D-(1—6)-Bindungen des Glykogens spalten. Der Hydrolyse
anschliellend wird Glukose spezifisch mit Hexokinase (HK) und Adenosin-5-
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triphosphat (ATP) zu Glukose-6-Phosphat (G-6-P) phosphoryliert. Mittels des
Enzyms Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (G-6-P-DH) wird G-6-P  von
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat  (NADP*) zu  Glukonat-6-Phosphat
oxidiert, wobei NADP" zu NADPH reduziert wird. Die entstehende NADPH-Menge

ist der Glukose-Menge aquivalent.

Reaktionsgleichungen zur Glykogenbestimmunag:

(1) Glykogen + (H20)n-1 — (Glukose)n: Amyloglucosidase (pH= 4,8)

(2) Glukose + ATP — ADP + Glukose-6-Phosphat: Hexokinase, Mg™*, pH=7,5

(3) Glukose-6-Phosphat + NADP* — 6-Phospho-gluconolacton + NADPH + H':
G-6-P-DH

Die Granulozytenisolation erfolgte nach der im Vorkapitel beschriebenen Methode.
Nach der Dichtegradientezentrifugation wurde die Granulozytensuspension in
PBS™ mit bzw. ohne Glukose (5 mmol/l) gewaschen und das Zellpellet
anschlieBend in PBS™ mit bzw. ohne Glukose (5 mmol/l) resuspendiert.

Je nach Aufgabenstellung wurde vor der Inkubation im Wasserbad bei 37°C den
Proben entsprechend 10 pl/ml Granulozytensuspension GM-CSF (1000 U/ml
Granulozytensuspension) zugegeben bzw. nicht zugegeben.

Nach Ende der Inkubation und der Entnahme eines Aliquots fur die parallel
laufende Chemilumineszenzmessung (siehe Kapitel 2.2.7) wurde der Inhalt in 15
ml Falcon-Réhrchen transferiert, um die Probe bei 400G bei 3°C 10 min lang zu
zentrifugieren. Fiur die Glukose-/Laktatbestimmung wurde 1000 pl Uberstand mit
einer Pipette absaugt und in Eppendorf-Cups transferiert. Die Probe wurde bei -
20°C eingefroren.

Der Rest des Uberstandes wurde fiir die Glykogenbestimmung bis zum Zellpellet
abgesaugt und mit PBS™ ohne Glukose gewaschen, um die exogen zugefiihrte
Glukose herauszuwaschen. Die Probe wurde bei 400G 10 min lang bei 3°C
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum bis zum Zellpellet abgesaugt, mit 200
ul PBS™ und 1000 pl HCIO,4 resuspendiert (1:6 Verdinnung der
Granulozytenprobe). Die Granulozytenprobe wurde anschlielend noch auf Eis mit
Ultraschall drei mal funf Sekunden lang behandelt, um anschlieRend noch das
Gewicht des Homogenats zu bestimmen. Die Granulozytenprobe wurde bei -80°C
fur die noch anstehende Glykogenbestimmung eingefroren bzw. direkt verwendet.
Die untersuchte Zeitachse variierte von einem Nullwert bis zu 24 Stunden.

FUr den Bestimmungsansatz wurden 200 pl der zuvor in Perchlorsaure 1:6-
verdunnten Granulozytenprobe mit 100 ul Kaliumhydrogencarbonat (Losung 2) und
2000 pl AGS-Losung (Losung 7) fur zwei Stunden bei 40 °C im Wasserbad unter
Schutteln inkubiert. Die Inkubation wird durch Zugabe von 1 ml Perchlorsaure
(L6sung 1) beendet.

Anschlie®end wurden 2000 ul der Proben in neue Eppendorf-Cups fur die
Zentrifugation (15000g fir 15 min Dauer bei 18°C) transferiert. Die Ubersténde

wurden sofort fur die enzymatische Bestimmung verwendet.

Gemessen wurde photometrisch bei 340 nm Messtrahlung, einem Testvolumen
von 1060 pl, einer Schichtdicke der Halbmikrokivette von 1 cm, bei
Raumtemperatur und gegen Wasser. Hierfur wurde je ein Ansatz fur den
Glukoseleerwert, der zuvor mit festem Kaliumhydrogencarbonat neutralisiert
wurde, und fur das Glykogenhydrolysat gemacht. Nacheinander wurden in
Halbmikrokivetten 1 ml Lésung 5 (ATP/NADP*/G6P-DH-Puffer) und 50 pl Probe
pipettiert, gut gemischt und die Extinktionszunahme (Glukose-6-Phosphat-
Dehydrierung) bis zur Konstanz (ca. 10 min) verfolgt und die Extinktion E1

abgelesen.

Anschlielend Zugabe von 10 pl Hexokinase-Suspension (f.c. 9ug/ml; 1,4 U/ml),
mischen der Proben und Ablesen der Extinktionszunahme E2 bis zur

Plateauphase nach ca. 15 min.
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2.2.5 Bestimmung des Glukose- und Laktat-Gehalts mittels Photometrie

Zur Bestimmung des Glukose- und Laktat-Gehalts im Uberstand der
Reaktionsmedien wurden zwei Test-Kits der Firma r-biopharm (Roche) benutzt. In
beiden Fallen handelt es sich um einen enzymgekoppelten, indirekten Nachweis
der Substanzen.

Vorbereitung der Inkubationsansatze

Die Granulozytenisolation wurde wie im vorherigen Kapitel 2.2.2 beschrieben
durchgefuhrt.

Nach der Dichtegradientezentrifugation wurde die Granulozytensuspension in
PBS™ mit bzw. ohne Glukose (5 mmol/l) gewaschen und das Zellpellet
anschlieRend in 8,5 ml PBS™ (+/- Glukose, 5 mmol/l) resuspendiert. AnschlieRend
erfolgte eine Inkubation im Wasserbad bei 37°C.

Nach Ende der Inkubation und der Entnahme eines 100 pl Aliquots fur die
Chemilumineszenzmessung wurde der Inhalt in 15 ml Falcon-Réhrchen
transferiert, um die Probe bei 400G bei 3°C 10 min lang zu zentrifugieren.

Fir die Glukose-/Laktatbestimmung wurde 1000 ul Uberstand mit einer Pipette
entnommen und in ein Eppendorf-Cup transferiert.

Die Probe wurde bei -20°C bis zur Bestimmung des Glukose- und Laktatgehaltes

eingefroren.

2.2.5.1 Laktatbestimmung

Lésungen

Losung 1 Glycylglycin, L-Glutamat; pH ca. 10

Losung 2 NAD"-Lyophilisat; gelost in 6 ml bidestilliertem Wasser
Losung 3 Glutamat-Pyruvat-Transaminase-Suspension (ca. 1100 U)
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Losung 4 L-Laktat-Dehydrogenase (ca. 3800 U)
Losung 5 Kontrolldsung (0,1 pg Laktat/ml)

Das in den Uberstéanden vorhandene Laktat wird in der ersten Reaktion durch die
Laktatdehydrogenase (LDH) in Pyruvat umgesetzt. Hierbei kommt es zur
Umwandlung von NAD" (Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid) in die reduzierte Form
NADH/H".

Reaktion der LDH:

(1) L-Laktat + NAD* — Pyruvat + NADH + H"*

Da das Gleichgewicht dieser Reaktion jedoch auf der Seite von L-Laktat liegt, kann
die Reaktion nicht vollstandig ablaufen. Durch eine Reaktion mit dem Enzym
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) kann das anfallende Pyruvat der Reaktion
entzogen werden und die Reaktion kann — gemal® nach dem Prinzip von Le
Chatelier — auf die Seite von Pyruvat und NADH verschoben werden.

Reaktion der GPT:

(2) Pyruvat + L-Glutamat — L-Alanin + 2-Oxoglutarat

Die Menge an gebildetem NADH ist aquivalent der L-Milchsaure-Menge im Ansatz.
Im Gegensatz zu NAD" besitzt NADH ein zusétzliches Absorptionsmaximum bei
340 nm. Man misst die Absorption des NADH und errechnet mittels des Lambert-
Beerschen Gesetzes hieraus die Laktatkonzentration im Ansatz. Die Proben
wurden genau nach Anleitung behandelt und bei 340 nm vermessen.
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2.2.5.2 Glukosebestimmung

Lésungen

Losung 1 Triethanolamin-Puffer, NADP*, ATP, MgSOQy; pH ca. 7,6; gelost in 45
ml bidestilliertem H,O

Losung 2 Hexokinase (ca. 320 U), Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (ca.
160 U)

Losung 3 Kontrollldsung (0,25 pg Glukose/ml)

Der Testkit funktioniert nach dem Prinzip einer "gekoppelt enzymatischen
Reaktion". Die im Uberstand befindliche Glukose wird in einer ersten Reaktion
unter ATP-Verbrauch phosphoryliert. Dabei entsteht Glukose-6-Phosphat (G-6-P).

Reaktion der Hexokinase:

D-Glukose + ATP — G-6-P + ADP

Da in dieser Reaktion ATP zu ADP umgesetzt wird und sowohl die Substrate (ATP
und Glukose), als auch die Produkte (ADP und G-6-P) farblos sind, kann diese

Reaktion nicht direkt photometrisch gemessen werden.

Das gebildete G-6-P wird in einer zweiten Reaktion durch das Coenzym NADP”
oxidiert, wobei der "Indikator" NADPH entsteht, dessen Konzentration aus seiner
Lichtabsorption bei 340 nm photometrisch bestimmt wird. Die wahrend der
Reaktion gebildete NADPH-Menge ist der D-Glukose-Menge im Ansatz aquivalent.
Diese zweite Reaktion wird durch das Enzym Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase, einem Enzym des Pentosephosphatweges, katalysiert.

Reaktion der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase:

G-6-P + NADP" — 6-Phosphogluconat + NADPH+H"
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Die Proben wurden genau nach Anleitung behandelt und bei 340 nm vermessen.
Einzige Abweichung war die Halbierung der Volumina. Es wurden somit 50 pl
Probe bei 1510 yl Gesamtvolumen eingesetzt.

2.2.6 Bestimmung des ATP-Gehalts von neutrophilen Granulozyten mittels

Biolumineszenz

FLASC® ATP-Chemilumineszenz Kit (Sigma)

ATP Assay Mix (AAM): MgSOQOy,; DTT; EDTA; BSA (Rinderserum-albumin);
Tricinsalze; Luciferase und Luciferin pH 7,8

ATP Assay Mix Dilution Buffer (AAB): MgSOg; DTT; EDTA; BSA; Tricinsalze

ATP Assay Standard (AAS): ATP Standard; Stammldsung (181 uM, 200 uM)

Somatic Cell ATP releasing reagent (SAR): 10 fach konzentriert

Herstellung einer Suspension mit opsonisiertem (= opson.) Zymosan:

500 mg Zymosan werden Uber Nacht mit 1 ml AB-Serum inkubiert. Hiernach
Zentrifugation Uber 5 min bei 1000 g. Der Uberstand wird abgesaugt. Dieses Pellet
wird in 20 ml 0,9% NaCl resuspendiert. Diese Suspension kann dann nach

Wunsch mit PBS™ in die gewtlinschte Verdiinnung gebracht werden.

Die ATP - Bestimmung wurde mit einem Testkit der Fa. Sigma durchgefuhrt.

Das Messprinzip beruht auf einer biochemischen Reaktion bei der Licht emittiert
wird (Biolumineszenz; siehe Gleichung 1-3). Hierbei behilft man sich der von der
Luciferase (,firefly“, Leuchtkafer) katalysierten Reaktion von ATP mit D-Luciferin.

Gleichung 1-3: Reaktionsprinzip

(1) Intrazellulares ATP — Freies ATP (Lyse-Reagenz)
(2) Freies ATP + Luziferin — Adenyl-Luziferin + PPi (Luziferase; Mg?*)
(3) Adenyl-Luziferin + O, — Oxyluziferin + AMP + CO, + Licht
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Bei Reagenzienuberschuss ist die Menge der Lichtemission proportional zum ATP-
Gehalt der Probe. Die Lichtemission wurde in blickdichten 96-Well-Platten am

Luminometer gemessen.

Vor jeder Messung der Granulozytenproben wurde, auch in Hinblick der
Lichtempfindlichkeit der Reagenzien des Test-Kits, eine Kalibrierungskurve
mitgefuhrt. Hierfur wurden aus der mitgelieferten Standardlosung Verdunnungen
der Konzentration 20 uM, 10 ym, 2 yM, 0,2 yM, 0,02 uM und 0,002 uM vermessen.
In diesem geeichten Messsystem kann von der gemessenen Lichtintensitat auf
den ATP-Gehalt der Granulozytenprobe geschlossen werden.

Vorbereitung der Inkubationsansatze

Die Granulozytenisolation wurde — wie im vorherigen Kapitel 2.2.2 beschrieben —
durchgefuhrt. Die Zellzahl wurde auf 200.000 Granulozyten pro 75 pl RPMI-
Medium (267.000 Zellen/ml) eingestellt und je 2,5 ml Granulozytensuspension auf

drei Ansatze verteilt.

Ansatz a)  Zugabe von 25 yl RPMI (10 pl/ml Zellsuspension)
Ansatz b)  Zugabe von 25 pyl GM-CSF (10 ul/ml Zellsuspension); f.c. 1000
units/ml

Ansatzc)  Zugabe von 25 pl G-CSF (10 ul/ml Zellsuspension); f.c. 1000 units/ml

Danach wurden von jedem Ansatz je 200 pl in ein Eppendorf-Cup transferiert und
verschieden lange (to-Wert, 1h, 4h, 22-25h) bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Parallel dazu wurden fur die selbe Zeitreihe nochmals je 200 pl Zellsuspension mit
jeweils 10 ul 1:10-verdunntem opson. Zymosan (0,1 mg/ml
Granulozytensuspension und 200.000 Zellen/75 pl) fur die Stimulation des
,2oxidativen burst® inkubiert.
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Nach Ende der Inkubationszeit wurden den Ansatzen 1 ml RPMI hinzugegeben,
die Proben 2 min bei 4000 g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit einer
Pipette abgesaugt. Die Zell-Pellets wurden danach sofort auf Trockeneis
eingefroren und bis zur Bestimmung des ATP-Gehaltes bei -80°C gelagert.

Messung der Proben

In ein Eppendorfcup wurden 100 yl Somatic Cell ATP releasing agent (SAR) und
50 pl bidestilliertem H>O vorgelegt. Die bei -80°C gelagerten Granulozytenproben
wurden mit 50 yl PBS™ resuspendiert, dem Reaktionsansatz hinzugegeben und
stark gemischt. Sofort wurden hieraus 2 mal 50 pyl entnommen und in die 96-Well-

Platte pipettiert.

Somit sind insgesamt 2,67*10°> Zellen pro Well im Reaktionsansatz vorhanden
gewesen. Direkt vor der Messung am Luminometer wurde pro Well 50 ul des ATP
Assay Mix (AAM) beigemengt. Der ATP-Assay-Mix wurde in einer Verdinnung von

1:25 verwendet. Verdiinnt wurde mit dem ,Dilution Buffer®.

Fur die Messung im Luminometer wurde eine blickdichte, schwarze 96-Well-Platte
der Firma BD Biosciences verwendet. Es wurden nur 12 Wells (also eine Reihe)
gleichzeitig vermessen, da die Reaktion durch den Verbrauch an Luciferin nicht
sehr lange stabil ist (Mayer, 2009).
Gemessen wurde zweimal pro Probe im Abstand von 5 Sekunden. Eine Messung
der 12 Wells dauerte somit 2 min.

Herstellung der Eichkurven/Standardreihe

Die ATP-Konzentration der Zellsuspension wurde Uber einen internen ATP-
Standard (AAS) mit bekannter Konzentration ermittelt.
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Die fir die Standardreihe benutzten Konzentrationen sollten im Bereich der ATP-

Gehalte in den Granulozyten liegen.

Dem im Testkit mitgelieferten ATP Assay Standard (AAS) mit einer Stoffmenge
von 2 pmole wurde 10 ml bidestilliertes H>O hinzugegeben, was einer
Konzentration von 200 yM entspricht. Ausgehend von dieser Konzentration wurde
eine Verdunnungsreihe hergestellt. Es wurden Verdunnungen mit einer
Konzentration von 20, 10, 2, 0,2, 0,02 und 0,002 uM vermessen. Hiervon wurden
25 ul pro Well im Reaktionsansatz eingesetzt, was einer Stoffmenge von 500, 250,
50, 5, 0,5 und 0,05 pmol entspricht. Verdunnt wurde mit bidestilliertem Wasser.

Die Messung wurde unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt, wie auch
spater die Granulozytenproben vermessen wurden.

Da sowohl die Zellzahl, als auch die absolute Stoffmenge im Ansatz bekannt war,
konnte als Ergebnis die Stoffmenge zur Zellzahl in Relation gesetzt werden. Bei
bekanntem Volumen der Zellen konnte so auch auf die Konzentration von ATP in

Granulozyten geschlossen werden.

2.2.7 Messung des ,,oxidativen bursts“ mit Hilfe der Luminol-verstarkten

Chemilumineszenz

Vorbemerkung

Bereits seit 1972 ist bekannt, dass es im Rahmen des ,respiratory bursts® bzw. des
,2oxidativen bursts® von neutrophilen Granulozyten Lichtquanten emittiert werden
(Allen, 1982; Bruchelt and Schmidt, 1984). Dieses Phanomen nennt man

Chemilumineszenz oder auch chemisches Leuchten.

Setzt man neutrophile Granulozyten extraphagolysosomalen Stress aus, z.B.
durch Stimulation mit opson. Zymosan oder PMA, bilden sie verschiedene ROS

wie  Superoxidanionen, H>O,, Hydroxylradikale, Singlet-Sauerstoff oder
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hypochlorige Saure, die u.a. mit ungesattigten Doppelbindungen des Zellmaterials
reagieren und diese in Derivate des Dioxtandions Uberfuhren.

Diese Verbindungen sind sehr energiereich und geben ihre Energie an
fluoreszenzfahige Molekule in der Zelle ab, wodurch diese selbst in einen
elektronisch angeregten Zustand versetzt werden.

Der Ubergang von instabilen chemischen Zustdnden in stabile fiihrt zu einer
Energiefreisetzung in Form von einer Lichtemission, die teilweise fur das
menschliche Auge als Lichtquanten sichtbar sind — diesen Vorgang nennt man

Chemilumineszenz (Biolumineszenz).

Diese naturlich auftretenden Lumineszenzen, die doch i.d.R. sehr schwach
ausfallen, konnen durch Lumineszenzverstarker wie beispielsweise Luminol
intensiv verstarkt werden und so in einen besser messbaren Bereich gebracht
werden, wobei eine Korrelation zwischen der HoOhe des beobachteten
Chemilumineszenz-Signals und der Produktion von ROS besteht.

Das Luminol wird dabei hauptsachlich durch H,O, und HOCI in das Licht-
emittierende  3-Aminophthalsaure-Dianion  Uberfuhrt. Hierbei spielen das
Superoxidanion und der Singlet-Sauerstoff eine geringere Rolle (Muller-
Peddinghaus, 1984; Vilim and Wilhelm, 1988).

Lésungen

Luminollésung
17,5 mg 5-Amino-2,3-dihydrophthalazine-1,4-dion (Luminol) wurden
in 10ml Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost und zu je 1000 pl aliquotiert
und bei -20°C eingefroren. Vor Gebrauch wurde ein Aliquot der
Stammldsung 1:50 mit PBS™ verdunnt.

In diesem Versuchsblock wurde die Fahigkeit neutrophiler Granulozyten zur

Bildung von ROS nach verschieden langen Lagerungszeiten Uberpruft und die

Luminol-abhangige Chemilumineszenz gemessen. Untersucht wurde sowohl der
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Einfluss der Lagerung nach verschieden langen Inkubationszeiten, als auch der
Einfluss bei der Wahl des Inkubationsmediums (5 mmolare glukosehaltige PBS™
bzw. nichtglukosehaltige PBS™). Ferner wurde auch der Einfluss von GM-CSF
(Endkonzentration 1000 U/ml Zellsuspension) und zudem der Einfluss einer
Glukosezugabe (5 mmolar, 10ul pro Well) unmittelbar vor der Messung des

oxidativen burst bestimmt.

Die Stimulation des oxidativen burst erfolgte mit opson. Zymosan (f.c. 250 pg/ml).
Hierdurch kdnnen diese naturlich auftretenden Lumineszenzen, die doch i.d.R.
sehr schwach ausfallen, intensiv verstarkt werden und so in einen besser
messbaren Bereich gebracht werden, wobei eine Korrelation zwischen der Hohe
des beobachteten Chemilumineszenz-Signals und der Produktion von ROS

besteht. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle.

Vorbereitung der Inkubationsansatze

Die Granulozyten wurden, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, isoliert.

Schon bei den ersten Isolationsschritten wurde auf eine Trennung der Ansatze bei
den Waschschritten mit PBS™ und PBS™ mit Glukose (5mmol/l) geachtet. Nach
der Zellzahlbestimmung mit dem ADVIA120 wurden die Zellen auf 4 verschiedene

Ansatze mit je 4 ml Granulozytensuspension (200.000 Zellen/75 pl) verteilt.

Ansatz a)  Granulozyten in PBS™ " mit Glukose (5mmol/l)

Ansatzb)  Granulozyten in PBS™

Ansatzc)  Granulozyten in PBS™ mit Glukose (5mmol/l)
Zugabe von 40 pyl GM-CSF (10 pl/ml Zellsuspension; f.c. 1000
units/ml)

Ansatzd)  Granulozyten in PBS™
Zugabe von 40 pyl GM-CSF (10 pl/ml Zellsuspension; f.c. 1000

units/ml)
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Die Inkubationsansatze wurden verschieden lange (Oh; 2h; 4h; 16h; 22h) bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde von den Ansatzen
ein Aliquot von 400 pl far die gleich im Anschluss stattfindende Chemilumineszenz-

Messung entnommen.

Parallel zu diesem Versuch erfolgten Messungen fur die Charakterisierung der
Degranulation neutrophiler Granulozyten (siehe Kapitel 2.2.3.3 und 3.1.2.1).

HierfGr wurden dem jeweiligen Inkubationsansatz zu denselben Inkubationszeiten
wie oben beschrieben (0h; 2h; 4h; 14h; 22h) nochmals 400 pl entnommen, um eine

Bestimmung im Perox X-Kanal des ADVIA120 durchzufihren.

Messung der Proben

Fur die Iluminolabhangige Chemilumineszenz wurden 100.000 neutrophile
Granulozyten in 100 ul PBS™ (+/- Glukose 5 mmol/l) in einer nichttransluminenten
96-Well-Platte fur — sofern nicht andersweitig vermerkt —30 min untersucht. 25 pl
Luminol (1,75 mg/ml in DMSO; 1:50 mit PBS™ verdinnt; f.c. 4 ug/ml pro Well)
wurden zugegeben. Die Granulozyten wurden mit 1:10-verdiinntem (PBS™™) opson.
Zymosan (2mg/ml) stimuliert. Hiervon Zugabe von 25 pl zum Reaktionsansatz (f.c.
250 pg/ml).

Ein weiterer Ansatz diente der Untersuchung, welchen Effekt es hat, unmittelbar
direkt vor Beginn der Chemilumineszenzmessung den in PBS™ isolierten
Granulozyten Glukose (5mmol/l) in PBS™ zuzugeben. Hierfiir wurden wiederum 75
ul PBS™ mit Glukose (5mmol/l) in die Wells vorgelegt.

Die Messung startete mit der automatischen Zugabe von 25 pl Luminol (f.c. 4
pug/ml) dber den P-Injektor des Tropix TR717 vor dem ersten Messzyklus. Auf
einen Volumensausgleich mit PBS™"+/- Glukose (5 mmol/l) wurde geachtet. Als

Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen.
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Jeder Ansatz wurde als Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Die ausgehenden
Lichtsignale werden Uber einen Photomultiplier verstarkt und von einer Photozelle
aufgenommen. Gemessen wurde mit dem Tropix TR717 (Firma Perkin Elmer) mit
der zugehorigen Software ,WinGlow®. Die Lichtquanten pro Sekunde wurden als
Reaktionskinetik aufgezeichnet und das Integral als Summenwert der Einzelwerte
angegeben. Alle 3 Sekunden wurde fur eine Sekunde pro Well die
Lichtquantenmenge Uber insgesamt 30 min bei Zimmertemperatur gemessen. Die
Summe der Einzelwerte entspricht — ausgedruckt als Reactive Light Units (RLU) —
der Lichtquantenmenge Uber diese Zeit. Somit ist die Flache unter dieser Kurve
proportional der Menge der insgesamt gebildeten ROS und ermdglicht eine
semiquantitative Angabe abgegebener Lichtquanten pro Sekunde bei chemischen
Reaktionen. Die Intensitat der Bildung von ROS nach Aktivierung der Granulozyten
durchlauft ein Maximum und geht dann auf den Ausgangswert zurtick (siehe Abb.
17). In manchen Versuchsreihen erfolgten die Messungen auch Uber einen

Zeitraum von 1h. Dies wurde an entsprechender Stelle vermerkt.

RLU
10.000 1 stim. Gr.
1.000 - \
Zugabe von
ops. Zymosan
100 \ unstim. Gr.
10
1 T Zeit
0 15 30 (min)

Abb. 17: Beispiel ROS-Bildung bei isolierten Granulozyten (eigene Darstellung).
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Anmerkung: Isolierte Granulozyten (pro Well 100.000 Zellen in PBS™)
wurden (ber 30 min mit Luminol f.c. 4 ug/ml pro Well) inkubiert. Als
Stimulanz diente opson. Zymosan (f.c. 250 ug/ml). Unstimulierte
Granulozyten sind bereits durch die Isolation im Histopaquegradienten
schwach aktiviert und weisen lediglich eine geringe ROS-Bildung auf.
Nach Stimulation mit opson. Zymosan steigt die ROS-Produktion stark an

und beginnt nach ca. 30 min langsam wieder abzusinken.

Abk.: unstim.= unstimuliert; stim.= stimuliert; Gr.= Granulozyten.; RLU=
relative Lichteinheiten (engl.: relative light units); ops.= opsonisiert.

Pipettierschema:

Granulozyten PBS™"/ Glukose Opson. Zymosan
(100.000 Zellen) (5mmol/l)

unstimuliert 100 plin 75 pl -
PBS/Glukose

stimuliert 100 plin 50 pl 25 pl (f.c. 250
PBS/Glukose pug/ml)

In alle Wells kommen zusatzlich 25 yl Luminol (1,75 mg/ml in DMSO; 1:50 mit
PBS™ verdinnt; f.c. 4 ug/ml pro Well).

Weitere Modifikationen

In einem weiteren Versuchsblock sollte der Frage nachgegangen werden, welchen
Effekt
Differenzierungsfaktoren wie G- bzw. GM-CSF auf den ,oxidativen burst* austben

Immunmodulatoren  wie  Biobran® im  Zusammenwirken  mit
konnen. Analog zu den bereits in diesem Kapitel aufgezeigten Versuchen wurden
die Granulozyten wie Ublich Uber eine Dichtegradientenlosung isoliert und in RPMI-
Medium bei 37°C im Brutschrank plus/minus G- bzw. GM-CSF (1000 U pro ml
Granulozytensuspension bei einer Zellzahl von 200.000 Zellen/75 pl) und 2

Stunden vorinkubiert.
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Ein Teil der in RPMI-Medium gelagerten Granulozyten wurde kurz vor der
Stimulation des ,oxidativen burst® durch opson. Zymosan 10 pl Biobran® (f.c. 500
pug/ml) zum Reaktionsansatz hinzugegeben.

Anschlielend erfolgte — wie bereits beschrieben - die Messung der

Chemilumineszenz.

2.2.8 Rolle von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) bei neutrophilen
Granulozyten bei der ,,antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity“
(ADCC) gegenuber Neuroblastomzellen

Lésungen

- Biobran® (MGN-3) (10 mg/ml) Braun
aus der Originallosung wurde dem Reaktionsansatz 10 yl zugegeben (f.c.
0,5 mg/ml)

Die Generierung von ROS wurde mit Hilfe der Luminol-vermittelten
Chemilumineszenz gemessen. Es erfolgte eine Aktivierung des ,oxidativen burst*
neutrophiler Granulozyten durch opsonisiertes Zymosan.

2.2.8.1 Alilgemeines zum Arbeiten mit Zellkulturen

Sowohl das Passagieren, das Einfrieren der Zellen, als auch das Herstellen von
Medien, sowie die Verdunnungen von Antikorpern erfolgte stets unter sterilen
Bedingungen. Vor der Verwendung wurden das Trypsin und das RPMI 1640
Medium im Wasserbad bei 37°C vorgewarmt. Die Zelllinien wurden, sofern nicht
anders vermerkt, immer bei 400 g und 3°C fur 5 min zentrifugiert.
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2.2.8.1.1 Kultivierung von Zellen

Zu Beginn wurden die Zellen aus dem Stickstofftank im Stickstofflager geholt, auf
Eis transportiert und aufgetaut. AnschlieRend wurden sie zum Waschen in ein 50
ml RShrchen Gberfiihrt und mit 35 ml Medium 1 (RPMI*/FCS;) aufgefiillt. Wie oben
beschrieben wurden die Zellen fiir 5 min bei 400 g zentrifugiert und der Uberstand
mittels einer Vakuumpumpe abgesaugt. Das auf dem Boden befindliche Zellpellet
wurde mit vorgewarmtem Medium 1 (RPMI'/FCS;) resuspendiert und in eine 750
ml Zellkulturflasche Uberfuhrt. AnschlieRend wurde das Volumen auf 35 ml mit
Medium 1 (RPMI*/FCS;) aufgefiillt und die Flasche mit leicht ge6ffnetem Deckel bei
37 °C und 5% CO; in wasserdampfgesattigter Atmosphare im Brutschrank
geziichtet. Je nach Bedarf musste das Medium 1 (RPMI*/FCS;) von 35 ml
Volumen/Flasche ca. alle 3 Tage gewechselt werden (Farbveranderung des
Mediums von rot zu orange-gelb).

2.2.8.1.2 Subkultivierung der Zellen

Der adharent wachsende Zellrasen auf dem Boden der Kulturflasche wurde
mikroskopisch gepruft. Passagiert wurde, wenn der Flaschenboden zu ca. 80-90%
bewachsen war. Dazu wurde das Medium 1 (RPMI*/FCS;) mit der Vakuumpumpe
unter der Sterilbank abgesaugt und 2,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung auf die Zellen
gegeben. Nach einer Inkubationszeit von ca. 60 Sek. wurden die Zellen durch
mechanisches Klopfen vom Boden der Flasche gelost und 7,5 ml frisches Medium
1 (RPMI'/FCS;) zugegeben, um die Wirkung von Trypsin zu stoppen. Die
Zellsuspension wurde gut resuspendiert und auf neue Kulturflaschen verteilt, die
jeweils mit frischem Medium 1 (RPMI*/FCS;) auf 35 ml aufgefillt wurden.

2.2.8.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl zu bestimmen, mussten die Zellen, wie vorab beschrieben,
abtrypsiniert werden. Die abgelosten Zellen wurden in ein 50 ml Rohrchen
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Uberfiihrt, mit 45 ml Medium 1 (RPMI'/FCS;) aufgefiillt und zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 3-5 ml Medium 1 (RPMI*/FCS;)
gut resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 50 pl entnommen und mit 50 pl
Trypanblau-Lésung vermischt. Von diesem Gemisch wurden 8,5 pl in die
Neubauer-Zahlkammer pipettiert und die lebenden Zellen unter dem Mikroskop
ausgezahlt. Durch das Trypanblau wurden die toten im Gegensatz zu den
lebenden Zellen blau angefarbt. Die lebenden, zu zahlenden Zellen waren als helle

Strukturen mit dunkler Umrandung zu erkennen.

Bei der Zahlung wurde darauf geachtet, dass nicht mehr als 20% der Zellen blau

markiert waren, da ansonsten im Test eine zu hohe Spontanlyse zu erwarten ist.

Es wurden 2-4 Grol3quadrate mit jeweils 16 Kleinquadraten ausgezahlt und der
Mittelwert zur Errechnung der Zellzahl/ml verwendet. Dieser Mittelwert wurde mit 2

multipliziert, da die Zellsuspension zuvor 1:1 mit Trypanblau verdinnt wurde.
Zur Berechnung wurde folgende Gleichung genutzt:
Zellzahl/ml= Mittelwert x 2 x 10*

Um auf die gewunschte Zellzahl zu kommen, musste die Zellsuspension nun mit
frischem Medium 1 (RPMI*/FCS;) verdlnnt werden.

2.2.8.1.4 Einfrieren der Zellen

Nachdem sich ein konfluenter Zellrasen aus Neuroblastomzellen auf dem Boden
der Kulturflasche gebildet hat, konnte das Kulturmedium abgesaugt werden. Die
adharenten Zellen wurden mit 2 ml Trypsin abgelost und in geringem Volumen
Medium 1 (RPMI*/FCS;) aufgenommen. Nach einer Zentrifugation (5 min bei 400
g) wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet mit Einfriermedium versetzt und
die Suspension auf Kryorohrchen verteilt. AnschlieRend wurden die Réhrchen mit
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Papiertichern umwickelt und Uber Nacht auf -80 °C heruntergekuhlt. Zur
langerfristigen Konservierung wurden am Folgetag die Kryorohrchen auf
Trockeneis zum Stickstofflager transportiert und in einem Tank mit flissigem

Stickstoff gelagert.

2.2.8.2 Messung des ,,oxidativen bursts“ mit Hilfe der Luminol-verstarkten
Chemilumineszenz in Assoziation mit der ADCC-Reaktion

neutrophiler Granulozyten gegenuber Neuroblastomzellen

Dieser Versuchblock erfolgte analog zu dem in Kapitel 2.2.8.3 beschriebenen

Versuchsaufbau.

In diesem Versuchsblock soll unter ADCC-Reaktionsbedingungen (3h, 37°C),
untersucht werden, ob ROS uberhaupt eine Bedeutung im Rahmen der ADCC-
Reaktion zukommt. Fur ,normale® Antikdrper war das bereits bekannt. Jedoch war
die Frage, ob sich Antikorper ohne Komplementbindungsstelle analog verhalten.
Um die Produktion von ROS im Rahmen dieser Untersuchungen zu verifizieren,

erfolgte eine Messung der Biolumineszenz.

Durchfuhrung

Die Gewinnung und Markierung der Neuroblastomzellen (Targetzellen) und die
Gewinnung und Vorbereitung der neutrophilen Granulozyten als Effektorzellen
erfolgte wie in Kapitel 2.2.2 und im Vorkapitel beschrieben. Der Testansatz wurde

in einer nichttransluminenten 96-Well-Platte untersucht.

Als Effektorzellen dienten neutrophile Granulozyten (200.000 Zellen /75 pl), die wie
oben genannt in G-/bzw. GM-CSF (1000 U/ml Zellsuspension) zwei Stunden
vorinkubiert waren. Mit jedem Ansatz wurden immer drei Wells wie folgt beschickt:
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a) In 3 Wells wurden jeweils 100 pl der zuvor markierten Neuroblastomzellen
(5000 Zellen) pipettiert. Hierzu wurden in jedes Well zusatzlich 10 pl AK™ bzw.
AK" zugegeben.

b) In 3 Wells wurden jeweils 100 ul der zuvor markierten Neuroblastomzellen
pipettiert und 10 yl RPMI-Medium als Volumensausgleich zugegeben.

Die beschickte 96-Well-Platte wurde nun fur 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank
inkubiert, damit die Antikdrper an die Neuroblastomzellen binden kdnnen.

Nach der Inkubationszeit von 30 Minuten wurden den mit Neuroblastomzellen
(5000 Zellen/100 ul) und 10 pl AK*/AK bzw. Medium 1 (RPMI/FCS;) beschickten
Wells jeweils 200.000 Granulozyten in 75 yl PBS™ mit Glukose (5 mmol/l) bzw.
RPMI-Medium in der benotigten Konzentration (E:T-Verhaltnis 40:1) zugegeben.

In einem weiteren Versuch sollte der Frage nachgegangen werden, ob Biobran®
bei Zugabe der beiden Antikérpern (AK™ bzw. AK’) einen Einfluss auf die Zelllyse
von Neuroblastomzellen hat (siehe Kapitel 2.2.8.3). Eine Messung der
Chemilumineszenz erfolgte, um die Effekte der ADCC-Reaktion auf die Produktion
von ROS zu verifizieren. Hierzu wurden den entsprechend bestuckten Wells 10 pl

des Zuckers (f.c. 0,5 mg/ml) zugegeben.

War die 96-Well-Platte wie oben beschrieben vollstandig beschickt, erfolgte die
automatischen Zugabe von 25 pl Luminol (f.c. 4 pg/ml) Uber den P-Injektor des
Tropix TR717 vor dem ersten Messzyklus. Als Negativkontrolle dienten
unstimulierte Zellen. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 25 pl opson. Zymosan
(1:10-verdunnt: f.c. 250 pug/ml; 1:5-verdunnt: f.c. 500 pg/ml) zum Reaktionsansatz,
um zu zeigen, dass das , Testsystem Granulozyten® fahig ist relevante Mengen an
ROS zu bilden. Auf einen Volumensausgleich mit PBS™ mit 5 mmol/l Glukose bzw.
RPMI-Medium wurde geachtet. Das Messprinzip erfolgte wie bereits in Kapitel
2.2.7 beschrieben.
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2.2.8.3 ADCC

Die ADCC ist ein zellular-humoraler Abwehrmechanismus des Immunsystems. Es
gibt drei wesentliche Komponenten hierfur: eine Zielzelle (Target), die im Rahmen
dieses Geschehens zerstort wird, eine Effektorzelle, welche die Lyse der Zielzelle
induziert und einem Antikorper, Uber den der Lysemechanismus ausgelost wird.

Zur ADCC fahig sind NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen, sowie Granulozyten.

Die Spezifitat der ADCC erfolgt Uber den Antikorper, der an das Antigen der
Zielzelle bindet. Zytotoxizitat entstent dadaruch, dass der Fc-Rezeptor der
Effektorzelle das Fc-Stick des Membran-gebundenen Antikorpers der Zielzelle
bindet. Diese Vernetzung von Fc-Rezeptoren signalisiert der Effektorzelle die
Zielzelle durch Schadigung ihrer Membran (z.B. durch Perforin und Granzyme) zu
lysieren. Zytokine haben Einfluss auf die Effektivitat der ADCC. So steigern IL-2,
IL-12, IF-a und IFN-y die Zelllyse der ADCC, wahrenddessen Zytokine wie IL-4, IL-
6 die Effektivitat senken.

2.2.8.3.1 BATDA-Release-Assay (,,Europium-Assay“) im Rahmen der ADCC-
Reaktion neutrophiler Granulozyten gegeniiber Neuroblastomzellen

Grundlagen

Die Methode des Europium-Assay ist eine Alternative zum klassischen *'Chrom-
Assay und dient der quantitativen Bestimmung der Zytotoxizitat von Effektorzellen
(Naturliche Killerzellen, Monozyten, Granulozyten) gegenuber verschiedenen
Targetzellen. Im Vergleich zum 51Chrom—Assay ist der Europium-Assay ein nicht-

radioaktiver Zytotoxizitatstest.

Um die Zytotoxizitat feststellen zu konnen, wurden zunachst die Targetzellen (in
unserem Fall Neuroblastomzellen) mit dem fluoreszendierenden Liganden Bis-
Acetoxymethyl-2,2":6"2-Terpyridine-6,6“-Dicarboxylid Acid (BATDA) inkubiert, der
aufgrund seiner Hydrophobitat die Zellwand leicht penetrieren kann. Die
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Esterbindungen des Liganden werden intrazellular hydrolysiert, sodass eine
hydrophile Verbindung ,, TDA® entsteht, die die Zellwand nicht mehr passieren kann
(Abb. 18 und 19). Der Ligand wirkt so intrazellular fluoreszenzverstarkend. Der
Ligand kann nur von lysierten Zellen freigesetzt und so im Zelluberstand
nachgewiesen werden. Hierzu folgt eine Inkubation der Targetzellen mit den

Effektorzellen.

(9] TDA O O TDA

Abb. 18: Prinzip der Zellmarkierung mit BATDA (aus Perkin EImer Produktinfo: Cell Cytotoxicity
Assay).

Anmerkung: Nachdem der Ligand die Zellmembran passiert hat, hydrolysiert er durch
die Acetylesterase in der Zelle zu TDA. Bei der Lyse von Targetzellen wird TDA
freigesetzt. Nach Zugabe von Europium-Lésung im Uberstand bildet sich ein
fluorescierender Chelat-Komplex.

Haben die Effektorzellen auf die Targetzellen zytotoxischen Einfluss, so setzen die
lysierten Zellen den hydrophilen Liganden TDA wieder frei. Nach Zugabe von
Europiumldésung verbindet sich dieser mit dem im Uberstand vorhandenen
Liganden zu einem stark fluoreszierenden, stabilen Chelatkomplex (EuTDA),
dessen Menge sich mittels einem Fluorometer zeitversetzt bestimmen lasst (Abb.
19).
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Abb. 19: Prinzip des EuTDA-Assays (aus Perkin EImer Produktinfo: Cell Cytotoxicity Assay).

Um nun die Zytotoxizitat der Effektorzellen, ausgedrickt in einem prozentualen

Anteil an lysierten Targetzellen errechnen zu kdnnen, muss das Ergebnis auf die
Anzahl der maximal lysierbaren Zellen bezogen werden. Daher mussten im

Versuch sowohl die Spontanlyse, als auch die Maximallyse, sowie der Background

zusatzlich berechnet werden:

- Spontanlyse ist der Wert, der durch spontanen Zellzerfall ohne Einfluss von

Effektorzellen erreicht wird

- Maximallyse ist der Wert, der erreicht ist, wenn alle Targetzellen lysiert sind
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- Background ist der Wert, der gemessen wird, wenn fur den Ansatz nur der
Uberstand einer geringen Menge der zuvor zentrifugierten Zellsuspension
genutzt wird

- die spezifische Lyse wird mit folgender Formel berechnet:

Spezifische Lyse in % = ((Messwert — Spontanlyse )/ (Maximallyse —
Spontanlyse)) x 100

Gewinnung und Markierung der Neuroblastomzellen (Targetzellen)

Fir die Zytotoxizitatstests wurden die Zelllinien NB1 und NB2 als Targetzellen
verwendet. Fur den gesamten Versuchsablauf wurde stets auf 37°C angewarmtes

Medium verwendet.

Die im Brutschrank herangewachsenen NB-Zellen wurden vom Zellkulturmedium
(Medium 1; RPMI'/FCS)) befreit und mit ca. 2,5 ml Trypsin vom Boden der
Zellkulturflasche abtrypsinisiert. Die NB-Zellen wurden mit Medium 1 (RPMI*/FCS;)
aufgefullt und zentrifugiert (5 Min, 4009).

AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt, dass Zellpellet in Medium 1
vorsichtig resuspendiert und auf eine Zellzahl von 1x10° Zellen/ml eingestellt.
Hiernach wurde der Zellsuspension 4ul pro ml Zellsuspension BATDA Ldsung

zugegeben. Es folgte eine Inkubation fur 60 Minuten im Brutschrank bei 37°C.

Nach dem Inkubieren wurde die Zellsuspension gewaschen. Dazu wurden sie
zunachst erneut bei 400 g fur 5 Min zentrifugiert, das Medium abgesaugt, das
Pellet mit Medium 1 aufgefullt und vorsichtig resuspendiert. Dieser Vorgang wurde

viermalig wiederholt.

AnschlieBend wurde das Zellpellet erneut mit frischem Medium aufgeflllt,
resuspendiert und in der Neubauerzahlkammer ausgezahlt und auf eine Zellzahl

von 50.000 Neuroblastomzellen pro ml eingestellt.
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Gewinnung und Vorbereitung der neutrophilen Granulozyten als Effektorzellen

Die Zellisolierung neutrophiler Granulozyten als Effektorzellen wie auch die
Praparation der Neuroblastomzellen als Targetzellen erfolgte stets am selben Tag.

Die neutrophilen Granulozyten wurden wie im vorherigen Kapitel beschrieben
isoliert, das Zellpellet in RPMI*-Medium resuspendiert und die Zellzahl im ADVIA
120 ausgezahlt.

Die fur die Versuche auf eine Zellzahl von 200.000 Zellen/100 ul eingestellte
Granulozytensuspension wurde vor Inkubation mit den Targetzellen fur 2 Stunden
mit unterschiedlichen Zusatzen (GM-CSF; 1000 U/ml Zellsuspension, G-CSF 1000
U/ml Zellsuspension) im Brutschrank bei 37° und gestanztem Deckel vorinkubiert,
um deren Einfluss auf die Effektivitat der Lyse zu untersuchen. Das Effektor-
Target-Verhaltnis (E:T-Verhaltnis) lag hierbei — sofern nicht anders vermerkt — bei
E:T 40:1.

ADCC-Testansatz

Die Methode entspricht weitgehend bereits publizierten Protokollen (Blomberg et
al, 1996). Der Test wurde in einer Rundboden-Mikrotiterplatte (U-Form, 96
Kavitaten) angesetzt.

In allen Europium-Versuchen wurden der Background, die Spontanlyse und die
Maximallyse vierfach mit Ultraschall bestimmt. Von jedem dieser 4 Testansatze
wurden 4 Wells beschickt.

Background:

Um den Background zu bestimmen, wurden 600-1000 ul der markierten und auf
50.000 Zellen/ml eingestellten Neuroblastomzellen in einem Eppendorfcup 2
Minuten bei ca. 1000 g zentrifugiert und der Uberstand (500 pl) abgehoben. Von
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diesem wurden je 100 pl in 4 Wells verteilt und 100 pl Medium 1 (RPMI'/FCS;)

zugegeben.

Spontanlyse:

Von den markierten und auf 50.000 Zellen/ml eingestellten Neuroblastomzellen
wurden je 100 pl in 4 Wells pipettiert. Alle 4 Wells wurden dann mit 100 yl Medium
1 (RPMI'/FCS;) aufgefiillt.

Maximallyse mit Lysepuffer:

Von den markierten und auf 50.000 Zellen/ml eingestellten Neuroblastomzellen
wurden je 100 yl in 4 Wells pipettiert. Diesen wurden jeweils 20 pl Lysepuffer und
80 pyl Medium 1 (RPMI*/FCS;) zugegeben.

Maximallyse mit Ultraschall:

Von den markierten und auf 50.000 Zellen/ml eingestellten Neuroblastomzellen
wurden 1000 pl in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen (Falcon) uberfuhrt und mit
Ultraschall zertrimmert. Davon wurden je 100 pl in 4 Wells gegeben und mit 100 pl
Medium 1 (RPMI'/FCS;) aufgefiillt.

Als Effektorzellen dienten isolierte Granulozyten, die wie oben genannt auch in G-
bzw. GM-CSF (1000 U/ml Zellsuspension) 2 Stunden vorinkubiert waren. Mit

jedem Ansatz wurden immer 3 Wells wie folgt beschickt:

a) In 3 Wells wurden jeweils 100 pl der zuvor markierten Neuroblastomzellen (5000
Zellen) pipettiert. Hierzu wurden in jedes Well zuséatzlich 10 yl AK* bzw. AK
zugegeben.

b) In 3 Wells wurden jeweils 100 ul der zuvor markierten Neuroblastomzellen

pipettiert und 10 yl RPMI-Medium als Volumensausgleich zugegeben.
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Die beschickte 96-Well-Platte wurde nun fiur 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank

inkubiert, damit die Antikorper an die Neuroblastomzellen binden kdnnen.

Nach der Inkubationszeit von 30 Minuten wurden den mit Neuroblastomzellen
(5000 Zellen) und AK/AK™ bzw. Medium 1 (RPMI*/FCS;) beschickten Wells jeweils
100 pl Effektorzellen (200.000 Granulozyten) in der bendtigten Konzentration

(soweit nicht anders vermerkt; E:T-Verhaltnis 40:1) zugegeben.

Ist die 96-Well-Platte wie oben beschrieben vollstandig beschickt, wird sie fur 2
Minuten bei 400 g anzentrifugiert und fur 2 Stunden im Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

Nach erfolgter Inkubation wird bei 37°C, 200g fur 5 min erneut zentrifugiert, da fur
den Nachweis des Liganden nur der aus den lysierten Zellen freigesetzte
Uberstand bendtigt wird.

In einer Flachbodenplatte wird nun die entsprechende Anzahl an Wells mit je 200
ul Europium-Lésung und je 20 ul Uberstand beschickt und der Ansatz unter
Lichtabschluss fur 20 min auf den Schuttler gestellt. Anschlielend kann das

Ergebnis am Multilabel-Counter gemessen und ausgewertet werden.

Um die Qualitadt des Tests abschatzen zu kbnnen, muss die Spontanlyse des

Versuchs in Prozent errechnet werden mit der Formel:

Spontanlyse in % = (Spontanlyse — Background / Maximallyse — Background)
x 100.
Die Spontanlyse sollte nicht mehr als 25 — max. 30% betragen.

Um zu beschreiben, ob und wie viel ROS bei den jeweiligen Ansatzen gebildet
werden, erfolgte eine parallel zu diesem Versuchsblock laufende Messung der
Biolumineszenz (siehe Kapitel 2.2.8.2).
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2.2.8.3.2 Einfluss einer Granulozyten-Vorinkubation mit Biobran® auf den
BATDA-Release-Assay (,,Europium-Assay“) im Rahmen der ADCC-
Reaktion neutrophiler Granulozyten gegeniiber Neuroblastomzellen

Vorbemerkung zu Biobran®

Biobran® wurde 1992 in Japan entwickelt. Bei dem generischen Namen MGN-3
handelt es sich um die Anfangsbuchstaben der Entdecker (Maeda, Ghoneum und

Ninomiya).

Es ist bekannt, dass viele Polysaccharide das Immunsystem stimulieren kdnnen
und so im Sinne eines ,biological response modifiers” wirken. Einige davon — unter
anderem Biobran® - werden sogar als Immunmodulatoren in der

Tumorbehandlung eingesetzt.

Polysaccharide aus  Pflanzenfasern  konnen  aufgrund ihres  hohen
Molekulargewichtes nicht Uber den Darm resorbiert werden. Werden sie jedoch in
kleinere Komponenten gespalten, kdonnen sie unverdaut Uber den Dunndarm
aufgenommen werden und Uber den Blutkreislauf ihre Wirkung entfalten. Solche
kleinere Komponenten nennt man Hemizellulosen. An dieser Stelle setzt Biobran®
an. Reiskleie enthalt Zellulose, Hemizellulose, Pektin und Lingin. Hemizellulose —
ein Heteroglykan — enthalt viele Monosaccharide. Ein spezieller Typ der
Hemizellulose ist Hemizellulose B, dessen Molekulargewicht viel kleiner ist als bei
anderen Hemizellulosen. Hemizellose selbst besitzt keine immunmodulatorische
Wirkung. Jedoch kann durch partielle Hydrolysierung von Hemizellulose B aus
Reiskleie das Reiskleie-Hemizellulose-Derivat Biobran® hergestellt werden,
dessen Hauptbestandteil das auch als beta-1,4-Xyprophyronase-Hemizellulose

bezeichnete Arabinoxylan ist.

89



Material und Methoden

ADCC-Testansatz

Um den Einfluss von Biobran® auf die Zelllyse bei Zugabe der Antikérper AK* und
AK" gegen das Gangliosid GD, der Neuroblastomzellen aufzuzeigen (ADCC-
Reaktion), erfolgte in einem Testansatz die Zugabe bzw. Inkubation neutrophiler

Granulozyten mit Biobran®.

Hierzu wurden die — wie bereits im Vorkapitel beschrieben — isolierten neutrophilen
Granulozyten fur 2h mit Biobran® (0,1 mg/ml Zellsuspension) vorinkubiert bevor
sie den Targetzellen hinzugegeben worden sind. Die weiteren methodischen
Schritte erfolgten analog zu Kapitel 2.2.8.3.1.
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung der isolierten Granulozyten

3.1.1 Analyse des Differentialblutbildes im Vollblut und nach Histopaque-
Isolierung der Granulozyten mit Hilfe des ADVIA 120 der Fa. Siemens

Die Messanalytik erfolgte — wie bereits in Kapitel 2.2.3 beschrieben — nach dem
Prinzip der Durchflusszytometrie. Die Differenzierung der Leukozyten erfolgt
aufgrund der Messung ihrer Grolle, ihrer Peroxidaseaktivitat und ihrer
Zellkernmorphologie. Im  Peroxidasekanal des Leukogramms wird die
Peroxidaseaktivitat (x-Achse) gegen die GroRe und Granulierung der Zellen
(Streulichtintensitat; y-Achse) aufgetragen. Das bedeutet, je weiter rechts eine
Zelle (,Punkt) eines Zellclusters auf der x-Achse liegt, desto mehr Peroxidase
enthalt die betreffende Zelle. Hierbei fallen bei der Analyse des Vollbluts im
Differentialblutbild die Monozyten als grol3e, schwach-peroxidaspositive Zellen auf.
Im Gegensatz hierzu grenzen sich die Granulozyten als durchschnittlich héher
peroxidasepositive Zellen und durch eine groRere Streulichtaktivitat ab (siehe Abb.
15 in Material und Methoden).

Auffallig ist, dass im Peroxidasekanal im Gegensatz zu der Vollblutprobe, bei der
die Neutrophile-Granulozyten-Wolke klar von der Monozyten-Wolke abgegrenzt ist,
nach erfolgter Histopaque-Isolierung diese Wolke in das Monozytenfeld streut
(siehe Abb. 16). Dies ist die Folge einer Degranulation der neutrophilen
Granulozyten wahrend des Aufarbeitungsprozesses, in der sie bedingt durch
mechanischen Stress einen Teil ihrer Granulainhalte — u.a. die Myeloperoxidase —
in die Umgebung ausschutten, wodurch die Granuloyzten zumindest teilweise in
das Monozytenfeld verschoben werden. Der ADVIA 120 ordnet in Folge dessen
diese degranulierten Granulozyten den Monozyten zu, wodurch sich der
numerische Monozytenwert falschlicherweise erhoht und der Neutrophilenwert sich

erniedrigt. Dass es sich hierbei nicht um Monozyten handelt, erkennt man u.a. im
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a)

TEST ERGEBNIS ABN NORMALBEREICH EINHEITEN
LEUKO 6,03 (4,4 - 11,3 ) x10.e3 /uL
ERY ¢ 4,86 (4,1 - 5,9 ) x10.e6 /ulL
HB * 14,4 (12,3 - 17,5 ) g/du

HXT * 41,3 (35 - 52 (Y

MCV * 84,9 ( 72 - 100 ) fL

MCH . 29,6 (25 - 34 ) pg

MCHC * 34,9 ( 30 - 36 ) g/dL

tHYPO (V] (o - 5 ) %

THROM 143 (139 - 409 ) x10.e3 /uL
SNEUT 66,0 ( 41,2 - 70,1 ) %

tLYMP 24,6 (22,4 - 47,9 ) 8

$MONO 5,4 (0,7 - 9,3 ) %

$80S 2,0 (0,8 - 6,2 ) %

YBASO 0,5 (0,2 - 1,3 ) %

$LUC 1,5 (o, - 4,7 ) %

#NEUT 3,98 (1,92 - 6,17 ) x10.e3 /ulL
#LYMP 1,49 (1,32 - 3,24 ) x10.e3 /ulL
#MONO 0,33 (0,04 - 0,63 ) x10.e3 /jul |
#EOS 0,12 { 0,05 - 0,38 ) x10.e3 /ulL
#BASO 0,03 ( 0,00 - 0,07 ) x10.e3 /ulL
#LUC 0,09 ( 0,03 - 0,35 ) x10.e3 /ul
b)

TEST ERGEBNIS ABN  NORMALBEREICH EINHEITEN
LEUKO 5,41 (4,4 - 11,3 ) x10.e3 /ul
ERY * 0,02 (4,1 - 5,9 ) x10.e6 JuL
HB . 0 (12,3 - 17,5 ) g/dL

HKT * 0,2 ( 35 - 52 ) %

MCV * 89,2 (72 - 100 ) fL

MCH . 0 ( 25 - 34 ) pag

MCHC = 0 { 30 - 36 ) g/dL
SHYPO 1,6 (o -5 ) %

THROM 2 (139 - 409 ) x10.e3 JuL
§NEUT * 48,1 ( 41,2 - 70,1 ) %

SLYMP * 0,2 ( 22,4 - 47,9 ) %

$MONO * 50,9 (0,7 - 9,3 ) %

%EOS * 0,8 (0,8 -6,2 ) %

¥BASO 0 (0,2 -1,3 ) %

sLucC * 0 (o0, - 4,7 ) %

#NEUT * 2,60 (1,92 - 6,17 ) x10.e3 /ul
#LYMP 0,01 (1,32 - 3,24 ) x10.e3 /uL
#MONO * 2,75 { 0,04 - 0,63 ) x10.e3 /ulL
#EOS . 0,04 { 0,05 - 0,38 ) x10.e3 /ulL
#BASO 0 { 0,00 - 0,07 ) x10.e3 /ulL
sLLC . 0 ( 0,03 - 0,35 ) x10.e3 /ul|

Abb. 20: Darstellung eines Vollblutleukogramms (a) und eines Leukogramms nach erfolgter
Histopaqueisolierung (b).

Anmerkung: Die Zellzahlbestimmung wurde mit entsprechendem Peroxidase- und
Basokanalbild am ADVIA 120 durchgefiihrt.
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dazugehdrigen Basokanalbild (siehe Abb. 16 und Abb. 20), in dem das Feld der
mononuklearen Zellen fast leer ist, das Feld der polymorphkernigen Zellen
hingegen deutlich die Anwesenheit von Zellen zeigt. Dass es sich bei den vom
ADVIA 120 numerisch zu den Monozyten zugehdrigen Zellen definitiv. um
Granulozyten handelt, erkennt man durch eine mikroskopische Analyse.

Um die Fraktion der isolierten Granulozyten zu ermitteln, kann die
Leukozytenzellzahl annahernd mit der Granulozytenzellzahl gleichgesetzt werden,
da nach erfolgter Histopaque-Isolierung ca. 95-98% der Leukozyten tatsachlich
Granulozyten sind (Abb. 20).

3.1.2 Charakterisierung der isolierten, nicht aktivierten Granulozyten
wahrend 0 bis 24-stiindiger Lagerung

3.1.2.1 Verlauf der Degranulation

Granulozyten besitzen Granula mit Enzymen wie z.B. der MPO, die im Falle einer
Infektion ins AuRenmedium abgegeben werden konnen. Der Advia 120 misst die in
den Granuoyzten enthaltene MPO. Bei Entleerung der Granula kommt es so zu
einer messbaren Linksverschiebung der Granulozytenwolke, die ausgemessen

und somit in willkurlich gewahlter Einheit (,mm®) charakterisiert werden kann.

Untersucht wurde einerseits der Einfluss der Lagerung bei verschieden langen
Inkubationszeiten, als auch der Einfluss einer Lagerung in verschiedenen
Inkubationsmedien wie PBS™ (+/- Glukose (5 mmol/l)). Ferner wurde der Einfluss
einer Inkubation mit GM-CSF (1000 U/ml Granulozytensuspension bei einer
Zellzahl von 200.000/ 75 pl) auf den Vorgang der Degranulation untersucht (siehe
hierzu Kapitel 3.1.2.6.5).
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PLROX P ROX B (AT}

Abb. 21: Beispiel fiir den Verlauf der Degranulation isolierter Granulozyten nach erfolgter
Histopaque-Isolierung.

1a): ADVIA Perox-Kanal; Messung zum Startzeitpunkt t, der Lagerung der
isolierten Granulozyten in PBS™; 1b): zugehériges Perox X-Histogramm.

2a): ADVIA Perox-Kanal; Messung nach 14-stiindiger Lagerung der isolierten
Granulozyten in PBS™" im Wasserbad bei 37°C; 2b): zugehériges Perox X-
Histogramm.

3a): ADVIA Perox-Kanal; Messung nach 22-stiindiger Lagerung der isolierten
Granulozyten in PBS™" im Wasserbad bei 37°C; 3b): zugehériges Perox X-
Histogramm

Anmerkung: Die MPO-reichen Granulozyten befinden sich auf der Peroxidase-
Achse (x-Achse) im Perox-Kanal weit rechts (Graphik oben); ebenso im
zugehdrigen Perox-X-Histogramm. Eine ,Linksveschiebung® durch Degranulation
kann im Perox-X-Histogramm graphisch erfasst werden, indem die Lage des Peaks
ausgemessen wird. So kénnen Testansétze zum Zeitpunkt t, mit einem spéteren
Zeitpunkt verglichen werden.
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In Abb. 21 ist ein Beispiel fur den zeitlichen Verlauf der Degranulation isolierter
Granulozyten  nach  erfolgter  Histopaque-Isolierung zu  sehen. Die
Granulozytenwolke nach erfolgter Histopaque-Isolierung zum Zeitpunkt ty ist im
Vergleich zur Vollblutprobe (siehe auch Abb. 16) durch den mechanisch bedingten
Stress wahrend der Hisopaque-Isolierung schon deutlich nach links verschoben.
Nach 14-stiindiger Lagerung bei 37°C in PBS™ kommt es zu einer weiteren
Linksverschiebung und nach 22-stundiger Lagerungszeit ist praktisch keine MPO-
Aktivitat mehr nachweisbar (siehe Abb. 21-22). Abbildung 22 zeigt durch
Ausmessung der Lage des Histogramms (0 mm bedeutet vollstandige
Degranulation) den Verlauf der Degranulation isolierter Granulozyten bei
Inkubation der Zellen in PBS™ bzw. PBS™ mit Glukose Uber 22 Stunden. Dabei
sind Uberraschenderweise keine auffalligen Unterschiede zwischen den Ansatzen
mit und ohne Glukose zu erkennen. Bis zu 4 Stunden nach der Isolierung wurde
keine weitere Degranulation festgestellt. Erst bei langerer Lagerungsdauer stellten
sich messbare Effekte ein. Allerdings wurde gelegentlich auch beobachtet, dass
die Degranulation auch nach 22-stindiger Lagerung gering ausfiel (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 22: Verlauf der Degranulation isolierter Granulozyten bei Lagerung in

3.1.2.2 Veranderungen des Glykogengehaltes in neutrophilen Granulozyten

glukose- bzw. nichtglukosehaltiger PBS™ (= PBS + Ca"" + Mg"™") und
nach verschieden langen Lagerungszeiten.

Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch. Untersucht wurde der
Einfluss auf die Degranulation isolierter Granulozyten (200.000 Zellen/
75 ul PBS™ +/- 5mM Glukose) bei Lagerung in glukosehaltiger
(5mmolar) PBS™ im Vergleich zur Lagerung in nichtglukosehaltiger
PBS*" bei verschieden langen Lagerungszeiten in einem Wasserbad
bei 37°C. Die Zeitachse variierte von einem Nullwert (to-Wert) bis zu 22
Stunden. Ein 22h-Wert der in glukosehaltiger PBS™ gelagerten
Granulozyten fehlt. Die Linksverschiebung (Degranulation) wurde im
Perox-X-Histogramm im ADVIA 120 ausgemessen. Charakteristisch
hierfiir ist eine Verschiebung im Perox-X-Diagramm, bei dem auf der x-
Achse der Gehalt an MPO angegeben ist. So kann in den zugehdrigen
Perox-X-Histogrammen eine Verschiebung graphisch erfasst werden,
indem die Lage des Peaks auf der x-Achse ausgemessen wird.

nach verschieden langen Lagerungszeiten

Die Versuche wurden nach der in Kapitel
durchgefihrt.

Neutrophile Granulozyten gewinnen
ausschlieBlich Uber bereits angelegte Glykogenreserven und Uber die anaerobe
Glykolyse. Obwohl neutrophile Granlozyten Mitochondrien besitzen, nitzen sie die

ihre Energie
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Moglichkeit der oxidativen Phosphorylierung nicht fur die ATP-Gewinnung, so dass
ATP fast ausschlie3lich Uber die Glykolyse und den Abbau von Glukose zu Pyruvat
und Laktat gewonnen wird, wahrenddessen O fur die Bildung von ROS eingespart

werden kann (siehe auch Abb. 7).

Ziel dieses Versuchsblocks war es, den Glykogengehalt neutrophiler Granulozyten
in Abhangigkeit von der Lagerung (Zeitachse: to-Wert, 2h, 4h, 23h) und in Bezug
auf eine Inkubation in glukosehaltiger (5 mmolar) bzw. nichtglukosehaltiger PBS™
zu bestimmen. So sollte der Frage nachgegangen werden, ob sich Granulozyten
bezuglich des Glykogengehaltes stabiler zeigen, wenn sie die Moglichkeit haben,
sich der Glukose direkt aus dem Inkubationsvolumen bedienen zu konnen. Parallel
zu diesem Versuchsblock wurden immer auch die Uberstande der Anséatze auf den
Gehalt an Glukose und Laktat untersucht (siehe Kapitel 3.1.2.3).

Es wurde auch der  Frage nachgegangen, welchen Einfluss
Differenzierungsfaktoren  auf den lagerungsabhangigen  Verlauf des
Glykogengehalts neutrophiler Granulozyten ausuben konnen (siehe Kapitel
3.1.2.6).

In Abb. 23 ist in einem exemplarischen Einzelversuch (n=13) der Glykogengehalt
wahrend einer 24-stindigen Lagerung der Granulozyten gezeigt. So zeigt sich
sowohl bei einer Lagerung in glukosehaltiger (5 mmol/l), als auch in
nichtglukosehaltiger PBS™ im Zeitverlauf eine deutliche Abnahme des
Glykogengehalts. Ein wesentlicher Einfluss einer Lagerung in glukosehaltiger (5
mmol/l) PBS™ konnte im Vergleich zum glukosefreien Medium nicht festgestellt
werden. Diese Beobachtung war auch in weiteren Versuchen erkennbar (n=13;
Daten nicht gezeigt).

97



Ergebnisse

50 100

80

60

3
% vom to-Wert

40

20 ' -
e ull
‘ ™~ “ —— 0 2h 24n

nmol Glukoseeinheiten/10*6 Zellen

0 Oh 4h 24h
Oh 2h 4h 24h ' Glykegengehalt
“ Glykogengehalt bei Inkubation mit
bei Inkubation mit 41 27 28 3 Glukose in % des 100 6585 | 6829 7,32
Glukose [nMol/ Ausgangswertes

1076 Zellen] & Glykogengehalt
% Glykegengehalt bei Inkubation
bei Inkubation 41 19 28 4 ohne Glukose in %| 100 46,34 | 68.29 9,76
ohne Glukose des
[nMol/10*6 Zellen] Ausgangswertes

Abb. 23: Bestimmung des Glykogenhalts neutrophiler Granulozyten nach verschieden langen
Lagerungszeiten unter Einfluss einer glukosehaltigen (5 mmol/l) bzw.
nichtglukosehaltigen Inkubation in PBS™.

a) Angabe des Glykogengehalts in nmol Glukoseeinheiten/1 0° Zellen

b) Angabe des Glykoegengehalts in % des Ausgangswertes t, (41 nmol
Glukoseeinheiten/10" Zellen entspricht 100%)

Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch (n=13). Es erfolgte eine Inkubation
neutrophiler Granulozyten in glukosehaltiger (5 mmolarer) PBS™ und

nichtglukosehaltiger PBS™ bei 37°C. Der Glykogengehalt wurde direkt im Anschluss
der Inkubationszeit bestimmt.

3.1.2.3 Glukoseverbrauch und Laktatproduktion wahrend der Lagerung

Die Versuche wurden nach der in Kapitel 2.2.5 beschriebenen Methode und die
Granulozytenisolation in Analogie zu Kapitel 2.2.2 durchgefunhrt.

Nach der Dichtegradientezentrifugation wurde die Granulozytensuspension in
PBS™ mit bzw. ohne Glukose (5 mmol/l) gewaschen und das Zellpellet
anschlieRend in PBS™ mit bzw. ohne Glukose resuspendiert.
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In diesen Experimenten wurden immer die Uberstéande der Anséatze auf den Gehalt
an Glukose und Laktat untersucht. Es wurden stets die Uberstéande der Ansétze
vermessen, bei denen analog der Glykogengehalt der Zelle bestimmt wurde (siehe
Vorkapitel).

In diesem Versuchsblock sollte der Frage nachgegangen werden, wieviel Glukose
wahrend der Lagerung in glukosehaltiger (5 mmolar) PBS*™" verwertet und wieviel
Laktat hierbei wahrend des Inkubationsprozesses gebildet wird. Im Gegensatz zu
der Lagerung in glukosehaltiger PBS™, wo Glukose aus dem Inkubationsvolumen
durch die Zelle aufgenommen und direkt in die Glykolyse eingeschleust werden
kann, stammt das Laktat bei der Granulozytenlagerung in nichtglukosehaltiger
PBS™ rein aus dem Abbau der bereits angelegten Glykogenreserven.

Wie erwartet konnte festgestellt werden, dass die Laktatproduktion isolierter
Granulozyten in glukosehaltiger Lagerung einen im Zeitverlauf (insbesondere im
Langzeitwert nach ca. 24 Stunden) deutlich hoheren Wert erreicht, als bei
nichtglukosehaltiger Lagerung (siehe Abb. 24). Die Laktatbildung in glukosehaltiger
PBS™ kann einerseits Uber die bereits angelegten Glykogenreserven, andererseits
auch uber direkt aus dem Inkubationsvolumen uber die Zelle verstoffwechselte
Glukose stattfinden (siehe Abb. 25).
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Abb. 24: Untersuchung der Laktatproduktion isolierter Granulozyten in
Gegenwart und Abwesenheit von Glukose und nach verschieden
langen Lagerungszeiten.

Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch (n=4). Zur Bestimmung der
Laktatproduktion isolierter Granulozyten erfolgte eine Lagerung der
Granulozyten in glukosehaltiger (56 mmol/l) und nichtglukosehaltiger
PBS** bei 37°C. Die Laktatproduktion wird in nmol/10° Zellen
angegeben.

Unter der Annahme, dass in Gegenwart von freier Glukose im Inkubationsmedium
diese zuerst vollstandig verstoffwechselt wird, bevor die Glykogenreserven
,angetastet” werden, kann man davon ausgehen, dass die aus dem
Inkubationsvolumen aufgenommene Glukose praktisch zu 100% in Laktat
umgesetzt wird (siehe Abb. 25; bei der anaeroben Glykolyse werden 1 mol
Glukose zu 2 mol Laktat umgesetzt). Wahrenddessen findet die Laktatbildung der
isolierten Granulozyten bei Lagerung in nichtglukosehaltiger PBS™ rein Uber

bereits angelegte Glykogenreserven statt.
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Abb. 25: Bestimmung des Glukoseverbrauchs und der Laktatproduktion im
Uberstand bei isolierten neutrophilen Granulozyten nach verschieden
langen Lagerungszeiten bei Inkubation in glukosehaltiger (5 mmol/l)
PBS™.

Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch (n=4). Es erfolgte eine

Inkubation der isolierten Granulozyten in glukosehaltl%er (5 mmolarer)
PBS™ bei 37°C. Die Laktatproduktion wird in nmol/10° Zellen angegeben.
Der Glukoseverbrauch ist die Differenz des Gehalts an Glukose vor (5
mM) und nach der Inkubation.

3.1.2.4 Veranderung des ATP-Gehaltes isolierter Granulozyten unter

verschiedenen Inkubationsbedingungen

Neutrophile Granulozyten gewinnen ihre Energie fast ausschlieRlich durch
anaerobe Glykolyse aus freier Glukose bzw. Uber angelegte Glykogenreserven
(anaerobe Glykolyse: aus dem Abbau von 1 mol Glukose zu 2 mol Laktat werden 2
mol ATP gewonnen). Obwohl Granulozyten Mitochondrien besitzen, nutzen sie die
Moglichkeit der oxidativen Phosphorylierung nicht fur die ATP-Gewinnung (aerobe
Glykolyse: 1 CgH1206 + 6 O2 — 6 CO, + 6 H20 + ca. 32 ATP; Strieter, 2003).
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Die Bestimmung des ATP-Gehalts der Granulozyten wurde nach der in Kapitel
2.2.6 beschriebenen Methode durchgefuhrt.

Ziel dieses Versuchsblocks war die Bestimmung des ATP-Gehalts sowohl
unstimulierter Granulozyten (d.h. ohne Stimulation der Granulozyten durch opson.
Zymosan), als auch die Anderung des ATP-Gehalts nach Phagozytose von opson.
Zymosan wahrend der Lagerung bei 37°C in RPMI-Medium nach verschieden
langen Lagerungszeiten (Zeitachse: to-Wert bis ca. 22-25-h) zu bestimmen.

Analog hierzu wurde der ATP-Gehalt in Abhangigkeit einer Vorinkubation mit
Differenzierungsfaktoren wie G- bzw. GM-CSF wahrend der Lagerung bei 37°C in
RPMI-Medium nach verschieden langen Vorinkubationszeiten bestimmt (siehe
Kapitel 3.1.2.6).

3.1.2.4.1 Die zeitabhingige Anderung der ATP-Konzentration in

unstimulierten Granulozyten

Abbildung 26 =zeigt die lagerungsabhangige ATP-Konzentration unstimulierter
Granuloyzten. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben isoliert. Fur die
Darstellung der Werte in den folgenden Diagrammen wurden die Werte als
prozentualer Anteil der ATP-Konzentration zum Mittelwert des to-Wertes
unstimulierter Granulozyten angegeben, da die Ausgangswerte nach der
Granulozytenisolierung recht unterschiedlich waren. Durch die Darstellung in % ist
so eine bessere Vergleichbarkeit gewahrleistet.

In dem Diagramm Abb. 26 ist zu entnehmen, das der ATP-Gehalt der
Granulozyten wahrend der Inkubation vorubergehend erst zunimmt und sich Uber

Stunden stabil zeigt, um dann nach circa 22-25 Stunden deutlich abzunehmen.
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Abb. 26: Lagerungsabhangiger ATP-Gehalt isolierter Granulozyten nach
Inkubation in RPMI-Medium bei 37°C im Brutschrank.

Anmerkung: Die Werte sind angegeben als Anteile in Prozent (%) in
Bezug zum Mittelwert des t,-Wertes. Der ATP-Gehalt wurde als
pmol/1 0° Zellen berechnet. To= 100% entspricht 295 pmol/1 0° Zellen
(+/- SD von 63,38 pmol/1 0° Zellen; n=5 fiir t,, 30 min, 1h, 4h; n=4 fiir
22-25h).

3.1.2.4.2 Die zeitabhdngige Anderung der ATP-Konzentration isolierter

Granulozyten nach Phagozytose von opsonisiertem Zymosan

Fur diese Versuchsreihe wurden die Granulozyten einerseits mit G- bzw. GM-CSF
(f.c. 1000 units/ml; siehe Kapitel 2.2.6 und 3.1.2.6), als auch mit opson. Zymosan
inkubiert (0,1 mg/ml Granulozytensuspension und 200.000 Zellen/75 ul). Ziel
dieses Versuchblockes war es, die isolierten neutrophilen Granulozyten zu
aktivieren und den ,oxidativen burst® auszulésen, um so deren Einfluss auf die

lagerungsabhangige ATP-Konzentration eruieren zu konnen.

Abbildung 27 zeigt die lagerungsabhangige ATP-Konzentration stimulierter
Granuloyzten. Fur die Darstellung der Werte in den folgenden Diagrammen
wurden die Werte als prozentualer Anteil der ATP-Konzentration zum Mittelwert

des to-Wertes stimulierter Granulozyten angegeben.
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Hieraus ist zu entnehmen, das der ATP-Gehalt der Granulozyten wahrend der
Inkubation langsam, aber kontinuierlich abnimmt. Die bei unstimulierten Zellen
initial festgestellte Zunahme entfallt nach Stimulation mit opson. Zymosan (0,1
mg/ml Granulozytensuspension und 200.000 Zellen/75 pl); der Langzeitwert nach
22-25h zeigt relativ ahnliche Werte wie bei den unstimulierten Zellen (Vergleich
Abb. 27 mit Abb. 26: ca. 55% des Ausgangswertes).
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Abb. 27: Lagerungsabhangiger ATP-Gehalt isolierter Granulozyten nach
Phagozytose von opson. Zymosan (Inkubation in RPMI-Medium bei
37°C im Brutschrank).

Anmerkung: Die Werte sind angegeben als Anteile in Prozent (%) in
Bezug zum Mittelwert des t,-Wertes. Der ATP-Gehalt wurde als
pmol/1 0° Zellen berechnet. To= 100% entspricht 312,6 pmol/1 0° Zellen
(+/- SD von 35,13 pmol/1 0° Zellen; n=4 fiir t,-Wert und 22-25h-Wert;
n=>5 fiir Werte nach Lagerung 30 min, 1h, 4h). Die Granulozyten-
Stimulation erfolgte mit opson. Zymosan (0,1 mg/ml
Granulozytensuspension) und bei einer Zellzahl von 200.000/75 .

104



Ergebnisse

3.1.2.5 Die lagerungsabhangige Bildung von ROS in isolierten Granulozyten

nach Phagozytose von opsonisiertem Zymosan

In diesem Versuchsblock wurde die Fahigkeit isolierter neutrophiler Granulozyten
zum ,oxidativen burst® nach verschieden langen Lagerungszeiten Uberpruft und die
Luminol-abhangige Chemilumineszenz gemessen. Untersucht wurde der Einfluss
der Lagerung isolierter Granulozyten auf den Funktionszustand hinsichtlich der
Produktion von ROS. Hierzu wurden die Granulozyten nach der in Kapitel 2.2.2

und 2.2.7 beschriebenen Methode isoliert.

Untersucht wurde sowohl der Einfluss bei der Wahl des Inkubationsmediums (5
mmolare glukosehaltige PBS™ bzw. nichtglukosehaltige PBS™), als auch der
Einfluss von GM-CSF (Endkonzentration 1000 U/ml Zellsuspension). Zuletzt
erfolgte zudem eine Untersuchung des Einflusses einer Glukosezugabe (5
mmolar) unmittelbar vor Beginn der Messung des ,oxidativen burst®. Die
Stimulation des ,oxidativen burst® erfolgte mit opson. Zymosan (f.c. 250 pg/ml).
Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Tabelle 3 gibt einen Uberblick tber die

Versuchsanordnung.

Tab. 3: Uberblick der Versuchsanordnung bei der Bestimmung der lagerungsabhéngigen Bildung
von ROS in isolierten Granulozyten.

PBS™ + 5 mmol/l Glukose

PBS"" ohne Glukose

PBS™ + 5 mmol/l Glukose + GM-CSF (Endkonzentration 1000 U/ml Zellsuspension)

PBS™ ohne Glukose + GM-CSF (Endkonzentration 1000 U/ml Zellsuspension)

PBS™ ohne Glukose + GM-CSF (Endkonzentration 1000 U/ml Zellsuspension) + 5 mmol/l Glukose-

Zugabe unmittelbar vor Bestimmung der Chemilumineszenz

PBS™ ohne Glukose + 5 mmol/l Glukose-Zugabe unmittelbar vor Bestimmung der

Chemilumineszenz

Fir die Auswertung wurde die Emission von Licht 30 min lang gemessen und die
Durschnittswerte aus 3 gleichen Proben als Kurve aufgezeichnet. Die Flache unter
der Kurve wird als Integral berechnet und in relativen Lichteinheiten (relative light
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units, RLU) gemessen. Zu sehen sind die Ergebnisse aus drei Versuchen, die als

Mittelwert mit Standardabweichung aufgetragen sind.

3.1.2.5.1 Einfluss der Lagerung isolierter Granulozyten in glukosehaltigem
PBS*" auf die Bildung von ROS

Der Einfluss einer Lagerung isolierter Granulozyten in glukosehaltiger (5Smmol/l)
PBS™ auf die Bildung von ROS wurde mit einer Messung der Biolumineszenz

untersucht.

Die Inkubation von neutrophilen Granulozyten in glukosehaltigem (5mmolar) PBS™
fuhrte zu einer Steigerung der ROS-Produktion im Vergleich zur Inkubation der
Granulozyten in glukosefreiem Medium. Wurden die Granulozyten nicht in Glukose
gelagert, fuhrte dies beispielsweise zu einer Verringerung der ROS-Bildung um ca.
40% nach 4-stindiger Inkubation bzw. um ca. 30% nach 22-stindiger Inkubation
(siehe Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss einer glukosehaltigen Vorinkubation isolierter Granulozyten in
PBS*" auf die Bildung von ROS nach verschieden langen
Vorinkubationszeiten bei Stimulation mit opson. Zymosan.
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Anmerkung: Es erfolgte eine Vorinkubation neutrophiler Granulozyten in
glukosehaltiger PBS ™ (5 mmol/l Glukose) in einem Wasserbad bei 37°C.
Als Kontrolle dienten in PBS ™" inkubierte Granulozyten. Fiir die
luminolabhédngige Chemilumineszenz wurden 100.000 neutrophile
Granulozyten in 100 ul PBS™ +/- Glukose (5 mmol/l) in einer
nichttransluminenten 96-Well-Platte fiir 30 min untersucht. 25 ul Luminol
(f.c. 4 ug/ml pro Well) wurden zugegeben. Die Granulozyten wurden mit
25 ul opson. Zymosan (f.c. 250 ug/ml) stimuliert. Die Chemilumineszenz-
Messung erfolgte fiir 30 Minuten bei 37 °C im Luminometer. Als Einheit
diente Relative Lights Units (RLU). Insgesamt wurden 3 Versuche
durchgefiihrt.

Analog zu Abb. 28 zeigt auch die kurzfrisitige Glukosezugabe nach Vorinkubation
in glukosefreier PBS™ eine tendenziell hdhere ROS-Bildung, als bei Nichtzugabe
von Glukose. Dieser Unterschied zeigt sich insbesondere nach 4-stundiger
Lagerung. Nach 22-stundiger Vorinkubation zeigt sich — analog zur oben gezeigten

Dauerinkubation in glukosehaltiger PBS™ — ebenfalls noch eine Zunahme der

ROS-Bildung um ca. 30% (versus ca. 40% bei dauerhafter Inkubation in Glukose).
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Abb. 29: Einfluss einer Glukosezugabe direkt vor Stimulation des ,oxidativen burst®
mit opson. Zymosan auf die Bildung von ROS isolierter Granulozyten nach
verschieden langen Vorinkubationszeiten und Lagerung in
nichtglukosehaltiger PBS™.
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Anmerkung: Es erfolgte eine Vorinkubation neutrophiler Granulozyten in
PBS *" in einem Wasserbad bei 37°C. Fiir die luminolabhéngige
Chemilumineszenz wurden 100.000 neutrophile Granulozyten in 100 ul
PBS *" in einer nichttransluminenten 96-Well-Platte fiir 30 min untersucht.
25 pl Luminol ( f.c. 4 ug/ml pro Well) wurden zugegeben. Kurz vor Beginn
der Stimulation mit opson. Zymosan wurden den entsprechenden Wells 10
ul 5 mmolarer Glukose (in PBS™) zum Reaktionsansatz hinzugegeben. Die
Granulozyten wurden mit 25 ul opson. Zymosan ((f.c. 250 ug/ml) stimuliert.
Die Chemilumineszenz-Messung erfolgte fiir 30 Minuten bei 37 °C im
Luminometer. Als Einheit diente Relative Lights Units (RLU). Insgesamt
wurden 3 Versuche durchgefiihrt.

3.1.2.6 Einfluss von G-CSF und GM-CSF auf verschiedene Parameter

isolierter Granulozyten wahrend der Lagerung

3.1.2.6.1 Einfluss von GM-CSF auf den Glykogengehalt isolierter
Granulozyten wahrend der Lagerung

Die Granulozytenisolation und die Versuche wurden nach der in Kapitel 2.2.2 und
2.2.4 beschriebenen Methode durchgefuhrt.

Nach der Dichtegradientezentrifugation wurde die Granulozytensuspension in
PBS™ mit bzw. ohne Glukose (5 mmol/l) gewaschen und das Zellpellet
anschlielRend in PBS™ mit bzw. ohne Glukose resuspendiert.

Ziel dieses Versuchsblocks war es den Einfluss von Differenzierungsfaktoren wie
GM-CSF auf den Glykogengehalt isolierter neutrophiler Granulozyten wahrend der
Lagerung zu bestimmen, einmal in Abwesenheit, einmal in Anwesenheit von
Glukose. So soll der Verlauf des Glykogengehaltes in Abhangigkeit von der
Lagerung (Zeitachse: to-Wert, 2h, 4h, 23h), in Abhangigkeit einer Inkubation in
glukosehaltiger PBS™ (5 mmol/l) und nichtglukosehaltiger PBS™", als auch in
Abhangigkeit einer Inkubation mit GM-CSF (1000 U/ml Granulozytensuspension)
bestimmt werden. Hierbei sollte der Frage nachgegangen werden, ob sich
Neutrophile bezuglich des Glykogengehaltes stabiler zeigen, wenn sie mit GM-
CSF inkubiert werden und ferner die Moglichkeit haben, sich der Glukose direkt

aus dem Inkubationsvolumen bedienen zu kénnen.
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Exemplarisch wurde so in einem Einzelversuch der Einfluss von GM-CSF (1000
U/ml Granulozytensuspension) auf den Glykogengehalt neutrophiler Granulozyten
aufgezeigt. Hierbei zeigt sich — wie in Abb. 30 zu sehen — erneut eine deutliche
Abnahme (Abnahme um circa 45-65%) des Glykogengehaltes nach 14-stundiger
Inkubation, sowohl in glukose- bzw. nichtglukosehaltiger PBS™, als auch bei
(Nicht-)Zugabe von GM-CSF. Hierbei konnte kein wesentlicher Einfluss von GM-
CSF auf den Glykogengehalt festgemacht werden, sodass auf weitere Versuche

verzichtet wurde.

E E
2 a) = b)
] o
L C L C
£98 50 =2 50
s =
SN 40 § ﬁ 40
32 3 S< 30
62 20 0= 20
) ] 10 - - ; -
E 0 — : £ - i
o | — Oh 14h
Oh 14h ohne Gluc/ 35 24
Gluc/GM-CSF 47 17 GM-CSF
E Gluc 47 21 & ohne Gluc 35 19

Abb. 30: Lagerungsabhangiger Glykogengehalt isolierter Granulozyten nach 0- und 14-stiindiger
Inkubationszeit bei Lagerung in a) glukosehaltiger PBS™* und b) in nichtglukosehaltiger
PBS™ und Coinkubation mit GM-CSF bei 37 °C Wasserbad.

Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch. Es erfolgte eine 14-stiindige Inkubation
isolierter Granulozyten in a) glukosehaltiger (5 mmolarer) PBS™ und b)
nichtglukosehaltiger PBS™ in einem Wasserbad bei 37°C. Es erfolgte zudem eine
Coinkubation mit GM-CSF (1000 U/ml Granulozytensuspension). Der Glykogengehalt
wird in nmol Glukoseeinheiten/10° Zellen angegeben. Als Referenzpunkt dient ein ty-
Wert.

3.1.2.6.2 Einfluss von G-CSF und GM-CSF auf den ATP-Gehalt wahrend der

Lagerung in unstimulierten Granulozyten

Ziel dieses Versuchsblocks war die Untersuchung des Einflusses von G- und GM-
CSF auf den ATP-Gehalt isolierter und unstimulierter (ohne Zymosan-Stimulation)
Granulozyten wahrend der Lagerung bei 37 °C (Zeitachse: to-Wert bis 22-25-h).
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Einen genauen Einblick auf die Veranderung des lagerungsabhangigen ATP-

Gehalts isolierter Granulozyten gibt Kapitel 3.1.2.4.

Die Zellen wurden wie vorbeschrieben isoliert. Fur die Darstellung der Werte in den
folgenden Diagrammen wurden die Werte als prozentualer Anteil der ATP-
Konzentration zum Mittelwert des t,-Wertes der isolierten Granulozyten

angegeben.
a) b)
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Abb. 31: Lagerungsabhangiger ATP-Gehalt isolierter und unstimulierter Granulozyten
nach verschieden langen Inkubationszeiten bei Lagerung in RPMI-Medium und
Inkubation mit G-CSF (a) und GM-CSF (b) bei 37 °C im Brutschrank.

Anmerkung: Die Werte sind angegeben als Anteile in Prozent (%) in Bezug zum
Mittelwert des ty-Wertes. Der ATP-Gehalt wurde als pmol/1 0° Zellen berechnet.
To= 100% entspricht 295 pmol/10° Zellen (+/- SD von 63,38; n=5) bei reiner
Inkubation in RPMI-Medium; entspricht 253,16 pmol/1 0° Zellen (+/- SD von
95,91; n=5) bei Inkubation in RPMI-Medium mit G-CSF und entspricht 269,92
pmol/10° Zellen (+/- SD von 98,01; n=5) bei Inkubation in RPMI-Medium mit
GM-CSF. Die Inkubation erfolgte hierbei unter Zugabe von G- bzw. GM-CSF
mit f.c. 1000 units/ml.
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Um den Einfluss von Differenzierungsfaktoren auf die Stabilitat des zeitabhangigen
ATP-Gehaltes neutrophiler Granulozyten zu eruieren, erfolgte die Inkubation in G-
CSF bzw. GM-CSF (f.c. 1000 units/ml Granulozytensuspension). Die Inkubation
wurde jeweils wiederrum nach 30 min, 1h, 4h und nach 22-25h beendet und der
ATP-Gehalt bestimmt.

In Abbildung 31a und 31b ist zu entnehmen, dass der ATP-Gehalt der
Granulozyten wahrend der Inkubation voribergehend zunimmt, um dann nach
circa 22-25h deutlich abzunehmen. So ist zu erkennen, dass sowohl G-CSF wie
auch GM-CSF erst nach 22-25-stundiger Inkubation einen Einfluss auf den ATP-
Gehalt austuben. Nach 22-25-stundiger Inkubationszeit lasst sich somit feststellen,
dass Granulozyten, die mit G-CSF bzw. GM-CSF inkubiert wurden, einen
tendenziell hoheren ATP-Gehalt aufweisen, verglichen mit Granulozyten nach
Inkubation in RPMI-Medium (siehe Abb. 32). Dieser Effekt zeigte sich jedoch
statistisch nicht signifikant, was vermutlich durch die geringe Anzahl an Versuchen

bedingt ist.
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Abb. 32: Lagerungsabhangiger ATP-Gehalt unstimulierter Granulozyten nach
22-25 stundiger Inkubation in RPMI-Medium und Coinkubation mit G-
bzw. GM-CSF im Brutschrank bei 37 °C.
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Anmerkung: Die Werte sind angegeben als Anteile in Prozent (%) in
Bezug zum Mittelwert des t,-Wertes. Der ATP-Gehalt wurde als
pmol/1 0° Zellen berechnet. To= 100% entspricht 295 pmol/1 0° Zellen
(+/- SD von 63,38; n=5) bei reiner Inkubation in RPMI-Medium,
entspricht 253,16 pmol/10° Zellen (+/- SD von 95,91; n=5) bei
Inkubation in RPMI-Medium mit G-CSF und entspricht 269,92
pmol/10° Zellen (+/- SD von 98,01; n=5) bei Inkubation in RPMI-
Medium mit GM-CSF. Die Inkubation erfolgte hierbei unter Zugabe
von G- bzw. GM-CSF mit f.c. 1000 units/ml. Signifikanz-Test
Abweichung Mittelwert: Gr.+ GM-CSF vs. Gr. (Kontrollgruppe), p=
0,408; Gr.+ G-CSF vs. Gr. (Kontroligruppe), p= 0,636.
3.1.2.6.3 Der Einfluss von G- und GM-CSF auf den ATP-Gehalt isolierter
Granulozyten wahrend der Lagerung nach Phagozytose von

opsonisiertem Zymosan

Fir diese Versuchsreihe wurden die Granulozyten analog zu den Versuchen mit
unstimulierten Granulozyten im Vorkapitel einerseits mit G-CSF bzw. GM-CSF (f.c.
1000 units/ml), als auch mit opson. Zymosan inkubiert (0,1 mg/ml
Granulozytensuspension und 200.000 Zellen/75 pl). Die Inkubation wurde jeweils
wiederrum nach 30 min, 1h, 4h und nach 22-25h beendet und der ATP-Gehalt
bestimmt. Ziel dieses Versuchblockes war es, zu untersuchen, welchen Einfluss G-
CSF bzw. GM-CSF auf den ATP-Gehalt aktivierter Granulozyten nach verschieden

langen Lagerungszeiten ausubt.

In Abbildung 33 ist sichtbar, dass weder G-CSF noch GM-CSF einen signifikanten
Effekt auf die Stabilitat der lagerungsabhangigen ATP-Konzentration haben.
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Abb. 33: Lagerungsabhangiger ATP-Gehalt isolierter Granulozyten nach Phagozytose
von opson. Zymosan bei Inkubation in RPMI-Medium und Coinkubation mit G-
CSF (a) und GM-GSF (b) bei 37°C.

Anmerkung: Die Werte sind angegeben als Anteile in Prozent (%) in Bezug zum
Mittelwert des to,-Wertes. Der ATP- Gehalt wurde als pmol/10 Zellen berechnet
To= 100% entspricht 312,6 pmol/1 0° Zellen (+/- SD von 35,13 pmol/1 0° Zellen;
n=4 fiir to-Wert und 22-25h-Wert; n=5 flir restllche Werte) bei reiner Inkubation
in RPMI-Medium; entspricht 263,14 pmol/10° Zellen (+/- SD von 61,49 pmol/1 0°
Zellen ; n=4 fiir t,-Wert und n=5 fiir alle anderen Ze/twerte) bei Inkubation in
RPMI- Medlum mit G-CSF und entspricht 287,51 pmol/1 0° Zellen (+/- SD von
50,03 pmol/10° Zellen; n=4 fiir t-Wert; n=5 fiir alle anderen Werte) bei
Inkubation in RPMI-Medium mit GM-CSF. Die Inkubation erfolgte unter Zugabe
von G- bzw. GM-CSF [f.c. 1000 units/ml]. Die Granulozyten-Stimulation erfolgte
zu Beginn der Inkubationszeit mit opson. Zymosan (=Zym; 0,1 mg/ml
Granulozytensuspension und bei einer Zellzahl von 200.000/75 pl).
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3.1.2.6.4 Einfluss einer Inkubation isolierter neutrophiler Granulozyten mit
GM-CSF auf die Bildung von ROS

Hier sollte der Frage nachgegangen werden, ob GM-CSF nach verschieden langen
Lagerungszeiten einen Einfluss auf den ,oxidativen burst® neutrophiler
Granulozyten ausuben konnen. Analog zu den bereits durchgeflihrten Versuchen
wurden Granulozyten wie ublich isoliert, auf eine Zellzahl von 200.000 Zellen pro
75 ul PBS™ eingestellt und anschlieRend — um den Einfluss der Lagerung zu
berucksichtigen — im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Ein Teil der isolierten
Granulozyten wurde in glukosehaltiger PBS™ (5mmol/l), ein anderer Teil in
nichtglukosehaltiger PBS™ inkubiert. Zudem erfolgte die Zugabe von 1000 U GM-
CSF pro ml Granulozytensuspension (200.000 Zellen/75 pl). Einem Ansatz der in
nichtglukosehaltiger PBS'™ gelagerten Granulozyten wurde kurz vor der
Stimulation des ,oxidativen burst® mit opson. Zymosan (f.c. 250 pg/ml) 10 pl 5
mmolare Glukose zum Reaktionsansatz (PBS™) hinzugegeben. AnschlieRend

wurde die Chemilumineszenz gemessen.

Abbildung 34 zeigt, dass die ROS-Bildung nach bis zu ca. 4-stindiger Lagerung
tendenziell noch zunehmen kann, im weiteren Verlauf nimmt deren Produktion
jedoch deutlich ab. In Abb. 35 wurde ein ahnlicher Versuchsaufbau gewahilt.
Hierbei zeigten die Granulozyten, denen Glukose erst kurz vor Stimulation mit
opson. Zymosan zugegeben wurde, in den ersten Stunden der Lagerung (to-Wert,
2h, 4h) ebenso eine tendenziell hohere ROS-Bildung. Auch hier zeigt sich im
weiteren Lagerungsverlauf ein deutlicher Aktivitatsverlust in der ROS-Produktion.

Wie in den Abb. 34 und 35 zu sehen, weisen Granulozyten, die mit GM-CSF
inkubiert wurden, eine tendenziell hohere ROS-Bildung auf. Jedoch zeigte sich in
einzelnen Stichproben keine eindeutige Signifikanz, was an der geringen
Gesamtversuchszahl liegen konnte (siehe Abb. 34).
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Abb. 34: Einfluss von GM-CSF auf die Bildung von ROS isolierter Granuloyzten nach
verschieden langen Vorinkubationszeiten und Stimulation der Granulozyten mit
opson. Zymosan bei

a) einer glukosehaltigen Vorinkubation in PBS™,
b) einer nichtglukosehaltigen Vorinkubation isolierter Granulozyten in PBS™

Anmerkung: Es erfolgte eine Vorinkubation neutrophiler Granulozyten in (a)
glukosehaltiger (5 mmolar) und (b) nichtglukosehaltiger PBS ** (200.000 Zellen/75
ul) in Abwesenheit und Anwesenheit von GM-CSF (1000 U/ml
Granulozytensuspension) in einem Wasserbad bei 37°C. Fiir die luminolabhéngige
Chemilumineszenz wurden 100.000 neutrophile Granulozyten in 100 ul in PBS ™" in
einer nichttransluminenten 96-Well-Platte fiir 30 min untersucht. 25 ul Luminol (f.c.
4 ug/ml pro Well) wurden zugegeben. Die Granulozyten wurden mit 25 ul opson.
Zymosan (f.c. 250 ug/ml) stimuliert. Die Chemilumineszenz-Messung erfolgte fiir
30 Minuten bei 37 °C im Luminometer. Als Einheit diente Relative Lights Units
(RLU).

Signifikanz-Test mittlels Abweichung der Mittelwerte zum Zeitpunkt t= 22h:

Gruppe Gr.+ Glukose + GM-CSF vs. Gr.+ Glukose (Kontrollgruppe), p=0,216;
Gruppe Gr.+ GM-CSF vs. Gr. (Kontrollgruppe), p=0,708. Insgesamt wurden 3
Versuche durchgefiihrt.
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Abb. 35: Einfluss von GM-CSF auf die Bildung von ROS bei einer nichtglukosehaltigen

Vorinkubation isolierter Granulozyten in PBS™" nach verschieden langen
Vorinkubationszeiten und Glukosezugabe direkt vor der Stimulation mit opson.
Zymosan.

Anmerkung: Es erfolgte eine Vorinkubation isolierter Granulozyten in
nichtglukosehaltiger PBS **(200.000 Zellen/75 ul) in Abwesenheit und
Anwesenheit von GM-CSF (1000 U/ml Granulozytensuspension) in einem
Wasserbad bei 37°C. Flir die luminolabhdngige Chemilumineszenz wurden
100.000 neutrophile Granulozyten in 100 ul in PBS *" in einer
nichttransluminenten 96-Well-Platte fiir 30 min untersucht. 25 ul Luminol (f.c. 4
ug/ml pro Well) wurden zugegeben. Kurz vor Beginn der Stimulation mit opson.
Zymosan wurden einem Teil der Ansétze 10 ul (5 mmol/l) Glukose zum
Reaktionsansatz hinzugegeben. Die Granulozyten wurden mit 25 ul opson.
Zymosan (f.c. 250 ug/ml) stimuliert. Die Chemilumineszenz-Messung erfolgte
ftir 30 Minuten bei 37 °C im Luminometer. Als Einheit diente Relative Lights
Units (RLU). Insgesamt wurden 3 Versuche durchgefiihrt.
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3.1.2.6.5 Einfluss von GM-CSF auf den Degranulationszustand neutrophiler

Granulozyten (Verlauf der Degranulation)

Dieser Versuchsblock erfolgte in Analogie zu dem in Kapitel 3.1.2.1
beschriebenem Versuch. Durchgefuhrt wurde er ebenfalls wie in Kapitel 2.2.3.3

beschrieben.

Untersucht wurde einerseits der Einfluss der Lagerung bei verschieden langen
Inkubationszeiten, als auch der Einfluss einer Lagerung in verschiedenen
Inkubationsmedien wie PBS™ (+/- Glukose (5 mmol/l)). Das Hauptaugenmerk lag
in der Bestimmung des Einflusses einer Inkubation mit GM-CSF (1000 U/ml
Granulozytensuspension bei einer Zellzahl von 200.000/ 75 ul) auf den Verlauf der
Degranulation, und ob dadurch eine Stabilisierung herbeigefuhrt werden kann
(siehe auch Kapitel 3.1.2.1).

Wie in Abb. 16 und 21 zu sehen, zeigt sich nach erfolgtem Isolierungsverfahren bei
Granulozyten eine massive Degranulation. Wahrenddessen zeigt Abb. 36, dass
nach erfolgter Isolierung der Granulozyten es nach 14-stundiger Lagerungszeit zu
keiner Ubermaldigen Veranderung des Degranulationszustandes kommt. So zeigt
sich — wenn Uberhaupt — erst spat im Verlauf nach 22-stindiger Lagerungszeit
nochmals ein deutlicher Verlust an MPO im Perox-X-Bild (siehe Abb. 36a,b).
Ferner zeigt sich bei Inkubation mit GM-CSF sowohl in nichtglukosehaltiger, als
auch in glukosehaltiger Lagerung in PBS™ (+/- 5 mmol Glukose) eine geringe
Tendenz zur Stabilisierung der Zellen in Bezug auf die Degranulation nach dem

Isolierungsverfahren.
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Abb. 36: Verlauf der Degranulation isolierter Granulozyten bei Lagerung in a)

glukosehaltiger PBS™ und in b) nichtglukosehaltiger PBS™ bei verschieden langen
Lagerungszeiten und in Ab- und Anwesenheit einer Coinkubation mit GM-CSF.

Anmerkung: Exemplarische Einzelversuche. Es erfolgte eine Inkubation
neutrophiler Granulozyten in (a) glukosehaltiger (6 mmolar) und (b)
nichtglukosehaltiger PBS ** (200.000 Zellen/75 ul) in Abwesenheit und
Anwesenheit von GM-CSF (1000 U/ml Granulozytensuspension) in einem
Wasserbad bei 37°C und bei verschieden langen Lagerungszeiten. Die Zeitachse
variierte von einem Nullwert (t,-Wert) bis zu 22 Stunden. Ein 22-Stunden-Wert fiir
den Inkubationsansatz PBS™ + Glukose (5 mmolar) fehlt. Die Linksverschiebung
(Degranulation) wurde im Perox-X-Histogramm im ADVIA 120 ausgemessen.
Charakteristisch hierfiir ist eine Verschiebung im Perox-X-Diagramm, bei dem auf
der x-Achse der Gehalt an MPO angegeben ist. So kann in den zugehérigen
Perox-X-Histogrammen eine Verschiebung graphisch erfasst werden, indem die
Lage des Peaks auf der x-Achse ausgemessen wird.
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3.1.2.7 Einfluss von G-CSF, GM-CSF und Biobran® auf die ROS-Bildung nach

Phagozytose von opsonisiertem Zymosan

In diesem Versuchsblock sollte der Frage nachgegangen werden, ob der
Immunmodulator Biobran® im Zusammenwirken mit G-CSF bzw. GM-CSF einen
Einfluss auf den ,oxidativen burst® ausubt. Die Versuche wurden wie in Kapitel

2.2.7 beschrieben durchgefuhrt (siehe unter Modifikationen).

Anschlieliend erfolgte die Messung der Chemilumineszenz. Fur einen genaueren
Einblick auf den Einfluss von Differenzierungsfaktoren auf die Bildung von ROS

wird auf das Kapitel 3.1.2.6 verwiesen.

Wie in Abb. 37 zu sehen, produzieren die vorinkubierten Granulozyten, denen kurz
vor Beginn der Stimulation mit opson. Zymosan Biobran® zum Reaktionsansatz
hinzugegeben wurden (Ansatz e) - f)) weniger ROS als die Kontrollgruppe (Gr. +
opson. Zymosan; Ansatz b)). Die mit G- bzw. GM-CSF 2 Stunden vorinkubierten
Granulozyten zeigen ebenfalls eine hohere Bildung an ROS verglichen mit dem
gleichem Reaktionsansatz, denen zusatzlich Biobran® zugegeben wurde. Die im
Vorversuch aufgezeigte deutliche Mehrbildung an ROS bei Zugabe von
Differenzierungsfaktoren verglichen ohne Zugabe von Differenzierungsfaktoren
konnte in diesem exemplarischen Einzelversuch nicht aufgezeigt werden (siehe
Vergleich Abb. 37 Reaktionsansatz b) - d) und siehe Kapitel 3.1.2.6.4).
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Abb. 37: Einfluss von Biobran® auf die ROS-Bildung bei Inkubation mit opson.

3.2

Zymosan und Einfluss einer 2-stiindigen Vorinkubation mit
Differenzierungsfaktoren.

Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch. Es erfolgte eine 2-stiindige
Vorinkubation der Granulozyten in RPMI plus/minus G-CSF bzw. GM-CSF
(1000 U/ml Granulozytensuspension).

Fir die luminolabhdngige Chemilumineszenz wurden 200.000
Granulozyten in 75 ul RPMI-Medium in einer nichttransluminenten 96-Well-
Platte fir 30 min  untersucht. Den Ansétzen a)-g) wurden 25 ul Luminol
(f.c. 4 ug/ml), sowie den Ansétzen e)-g) 10 ul Biobran® (f.c. 500 ug/ml) pro
Well zugegeben. Die Granulozyten wurden — bis auf die Probe a) —
anschlielSend mit 25 ul opson. Zymosan (f.c. 250 ug/ml) stimuliert. Die
Chemilumineszenz-Messung erfolgte fiir 30 Minuten bei 37 °C im
Luminometer. Als Einheit diente Relative Lights Units (RLU). Auf ein
Volumensausgleich wurde geachtet. Die unstimulierte Granulozytenprobe
a) zeigt einen RLU-Wert von 1,5*1 0°an.

»Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity“ (ADCC) von

Granulozyten gegeniiber Neuroblastomzellen

Dieser Versuchsblock wurde in Zusammenarbeit mit Jens Neumann durchgefuhrt

(medizinische Doktorarbeit in Praparation, Kinderklink Tubingen 2014).

Granulozyten sind grundsatzlich in der Lage NB-Zellen in der ADCC-Reaktion
abzutoten (Bruchelt et al, 1989). Versuche mit einem gegen das Gangliosid GD,
gerichteten AK mit Komplementbindungsstelle (AK") haben gezeigt, dass dazu
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allerdings recht hohe E:T-Verhaltnisse und ebenso eine Voraktivierung der
Granulozyten mit G-CSF bzw. GM-CSF erforderlich sind (Bruchelt et al, 1989). Im
klinischen Alltag fUhrte der Einsatz von AK" zu massiven Nebenwirkungen (u.a.
Schmerzen; Yu et al, 1998) bei den Patienten. Deshalb wurde ein Antikorper

hergestellt, der diese Komplementbindungsstelle nicht besitzt (AK").

In den nachfolgenden Untersuchungen wurde mit Hilfe des Europium-Assays
untersucht, ob auch ein GD2-Antikdrper ohne Komplementbindungsstelle (AK')
diese Reaktionen auslosen kann (siehe Kapitel 3.2.1), und welchen Einfluss eine
Voraktivierung mit Biobran® (siehe Kapitel 3.2.2) auf diese Reaktion hat. Ferner
sollte untersucht werden, ob AK™ seine Wirkung ohne die Bildung von ROS ausubt,
wie das fiir AK" bereits bekannt ist (siehe Kapitel 3.2.3).

3.21 ADCC in Abwesenheit und Gegenwart von GM-CSF und G-CSF

Ziel dieser Untersuchung war es den Einfluss von Differenzierungsfaktoren im
Rahmen einer ADCC-Reaktion von Granulozyten gegenuber Neuroblastomzellen
zu eruieren. So sollte untersucht werden, ob insbesondere ein GD2-Antikdrper
ohne Komplementbindungsstelle (AK") eine deutliche Zelllyse erreichen kann, und
welchen Einfluss eine Voraktivierung mit G-CSF bzw. GM-CSF auf diese Reaktion
hat.

So zeigt Abb. 38, dass eine Vorinkubation der Granulozyten mit G-CSF, als auch
mit GM-CSF zu einer deutlichen Steigerung der Zelllyse im Rahmen der ADCC-
Reaktion auf NB1-Zellen, sowohl bei Einsatz von Antikérper AK" als auch bei
Einsatz von AK", flihrte. So stieg in beiden Fallen die spezifische Lyse der mit AK”
bzw. AK" beladenen NB1- Zellen um ca. 20% an (siehe Abb. 38).
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Abb. 38: Vergleich der Zelllyse im Rahmen der ADCC-Reaktion von Granulozyten auf

Neuroblastomzellen der Zelllinie NB1 nach Vorinkubation mit GM-CSF (a) bzw. G-CSF (b)
und Zugabe von Antikérper AK" und AK'.
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Anmerkung: Die isolierten Granulozyten wurden auf eine Zellzahl von 200.000 Zellen/100
ul eingestellt. Es erfolgte eine Vorinkubation der Granulozyten fiir 2 Stunden mit G- bzw.
GM-CSF (1000 U/ml Zellsuspension) im Brutschrank bei 37°. Das E:T-Verhéltnis lag bei
E:T 40:1.

a) Vergleich der lytischen Wirkung von AK* und AK mit Granulozyten +/- GM-CSF auf
NB1 (n=5).

b) Vergleich der lytischen Wirkung von AK* und AK mit Granulozyten +/- G-CSF auf NB1
(Versuche ohne G-CSF: n=1; mit G-CSF: n=3).

3.2.2 ADCC nach Vorbehandlung der Granulozyten mit Biobran®

In diesem Versuchsblock wurde untersucht, welchen Einfluss eine Voraktivierung
isolierter Granulozyten mit Biobran® auf die Zelllyse bei Zugabe von 2
verschiedenen Antikdrpern gegen das Gangliosid GD, der Neuroblastomzellen
(ADCC-Reaktion), ausuben kann. Zu diesem Zweck erfolgte ein Europium-Assay
mit durch Biobran® voraktivierten Granulozyten und mit AK" und AK™ beladenen
GD»-positiven Neuroblastomzelllinien (NB1 und NB2).

Abb. 39 zeigt, dass die Gegenwart von Biobran® sowohl bei der Zelllinie NB1 als
auch bei NB2 Zellen zu einer deutlichen Steigerung der Granulozyten-ADCC,
sowohl bei Verwendung von AK" als auch von AK’ fiihrt.
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Abb. 39: Einfluss von Biobran® auf die Zelllyse bei der Granulozyten-ADCC gegenliber
Neuroblastomzellen bei Zugabe von Antikérper AK™ und AK.
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Anmerkung: Die isolierten Granulozyten wurden auf eine Zellzahl von 200.000
Zellen/100 pl eingestellt. Es erfolgte eine Vorinkubation der Granulozyten fiir 2
Stunden mit Biobran® (f.c. 0,5 mg/ml) im Brutschrank bei 37°. Das E:T-Verhéltnis
lag bei 40:1.

a) Vergleich der lytischen Wirkung von AK'/AK und Granulozyten +/- Biobran®°®
auf NB1 (n = 2).

b) Vergleich der lytischen Wirkung von AK'/AK und Granulozyten +/- Biobran®®
auf NB2 (n = 2).

Die Werte der Ansétze ohne Biobran® und ohne AK (nur NB + GR) wurde ,,0“
gesetzt und als Bezug genommen.

3.2.3 Rolle der ROS bei der ADCC-Reaktion

Aus vorherigen Untersuchungen war bekannt, dass ROS offensichtlich — im
Gegensatz zu ihrer essentiellen Rolle bei der Abwehr von Mikroorganismen —
keine Rolle auf die Aktivitat der neutrophilen Granulozyten bei der
immunologischen Tumorlyse (ADCC) bei Verwendung des Antikdrpers AK"

gegenuber Neuroblastomzellen haben (Bruchelt et al, 1989).

Ziel des nachfolgenden Versuchsblocks war es zu untersuchen, ob auch der
Antikorper AK™ seine Wirkung in der ADCC-Reaktion ohne die Bildung von ROS
ausubt. Zu diesem Zweck wurden Chemilumineszenz-Untersuchungen mit diesem
Antikorper (AK’) im Vergleich zu AK™ an zwei GD,-positiven Neuroblastomzelllinien
(NB1 und NB2) durchgeflhrt (siehe Kapitel 2.2.8.2).

3.2.3.1 Rolle von ROS bei der ADCC-Reaktion in Abwesenheit und Gegenwart
von G-CSF und GM-CSF

Es zeigte sich, dass auch der Antikérper AK" ohne Komplementbindungsstelle in
der ADCC-Reaktion, ebenso wie der Antikérper AK”, keine ROS bildet (siehe Abb.
40a-d). In Gegenwart von G-CSF bzw. GM-CSF kam es zwar zu einer leichten
Steigerung der Chemilumineszenzsignale, die jedoch aullerst schwach im
Gegensatz zur positiven Kontrolle (Granulozyten + opson. Zymosan; siehe Abb.
40a-d) ausfiel.
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Abb. 40: Prifung auf Bildung von ROS im Rahmen der ADCC-Reaktion neutrophiler
Granulozyten auf Neuroblastomzellen der Zelllinie NB1 und NB2 bei Inkubation mit
AK" und AK".
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Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch (von n=3). Flir die luminolabhéngige
Chemilumineszenz wurden 200.000 Granulozyten als Effektorzellen in 75 ul RPMI-
Medium in einer nichttransluminenten 96-Well-Platte fiir 30 min untersucht. Dem
Ansatz wurden 5000 Neuroblastomzellen der Zelllinien NB1 und NB2 (E:T-Verhéltnis
40:1) in 100 yl RPMI-Medium, plus/minus 10 ul Antikérper AK”™ bzw. AK" zugegeben.
Zudem wurden die Granulozyten teils mit G-CSF bzw. GM-CSF (1000 U/ml
Granulozytensuspension) 2 Stunden vorinkubiert. Ferner Zugabe von 25 ul Luminol
(f.c. 4 ug/ml pro Well). Die Chemilumineszenz-Messung erfolgte fiir 30 Minuten bei 37
°C im Luminometer. Als Einheit diente Relative Lights Units (RLU). Als Kontrolle
dienten sowohl ein Reaktionsansatz von Granulozyten, als auch ein Reaktionsansatz
mit Granulozyten und NB1 bzw. NB2, jedoch ohne Zugabe von Antikérpern. Die
Granulozyten wurden anschlieBend mit 25 ul opson. Zymosan (f.c. 250 ug/ml)
stimuliert, um zu zeigen, dass die Granulozyten grundsétzlich in der Lage sind ROS
zu erzeugen. Dies wird in dieser Graphik zur besseren Ubersicht nur fiir den
Granulozyten-Ansatz gezeigt (Gr/opson. Zym).

3.2.3.2 Rolle von ROS bei der ADCC-Reaktion in Gegenwart und Abwesenheit
von Biobran®

Im Vorkapitel (Abb. 40) zeigte sich, dass es im Rahmen der ADCC-Reaktion
sowohl bei Verwendung des Antikérpers AK", als auch bei Verwendung von AK
eine ROS-Bildung ausbleibt. Selbst in Gegenwart von G-CSF bzw. GM-CSF kam
es zu keiner Steigerung der ROS-Bildung. In diesem Versuchsblock sollte
untersucht werden, welchen Einfluss die Zugabe von Biobran® (f.c. 500 pg/ml)
zum Reaktionsansatz auf die ROS-Bildung im Rahmen der ADCC-Reaktion
ausubt.

In Gegenwart von Biobran® kam es hierbei weder zu einer Steigerung noch zu
einer Reduktion der ROS-Bildung im Rahmen der ADCC-Reaktion (siehe Abb.
41a-b).
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Abb. 41: Prifung auf Bildung von ROS bei Zugabe von Biobran® im Rahmen der ADCC-
Reaktion neutrophiler Granulozyten auf Neuroblastomzellen der Zelllinie NB1

und NB2 bei Inkubation mit AK* und AK".

Anmerkung: Exemplarischer Einzelversuch. Fiir die luminolabhédngige
Chemilumineszenz wurden 200.000 Granulozyten als Effektorzellen in 75 ul
RPMI-Medium (2h Vorinkubation in RPMI-Medium) in einer
nichttransluminenten 96-Well-Platte fiir 30 min untersucht. Dem Ansatz wurden
5000 Neuroblastomzellen der Zelllinie NB1 (a)/NB2 (b) (E:T-Verhéltnis 40:1) in
100 ul RPMI-Medium, plus/minus 10 ul Antikérper AK'/AK zugegeben. Ferner
Zugabe von 10 ul Biobran® (f.c. 500 ug/ml), 25 ul Luminol (f.c. 4 ug/ml pro

Well).

Die Chemilumineszenz-Messung erfolgte fiir 30 Minuten bei 37 °C im
Luminometer. Als Einheit diente Relative Lights Units (RLU). Als Kontrolle
dienten sowohl ein Reaktionsansatz von Granulozyten, als auch ein
Reaktionsansatz mit Granulozyten, Biobran® und NB1/NB2, jedoch ohne
Zugabe von Antikérpern. Die Granulozyten wurden anschlieBend mit 25 ul
opson. Zymosan (f.c. 250 ug/ml) stimuliert, um zu zeigen, dass die
Granulozyten grundsétzlich in der Lage sind ROS zu erzeugen. Dies wird in
dieser Graphik zur besseren Ubersicht nur fiir den Granulozyten-Ansatz gezeigt

(Gr/opson. Zym).
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Teile gegliedert: Im ersten Teil wurde versucht,
das gegenwartige Wissen Uber neutrophile Granulozyten, das gerade in den
letzten Jahren einige fast revolutionare neue Erkenntnisse hervorbrachte,
zusammenzufassen, um ein besseres Verstandnis fur ihre Funktionen und ihre
Rolle im Koérper bei der Immunabwehr zu entwickeln. Da dieser Aspekt bereits in
der Einleitung intensiv bearbeitet wurde, wird hier auf eine nochmalige Behandlung

verzichtet.

Im zweiten Teil wurden einige zentrale Aspekte des Stoffwechsels der neutrophilen
Granulozyten experimentell untersucht. Dabei ging es vor allem darum,
herauszufinden, welchen Einfluss die Isolierung dieser Zellen aus dem Vollblut hat,
und welchen Einfluss die Lagerung der isolierten Zellen bis zur Durchfuhrung der
experimentellen Untersuchungen auf dieselben hat. Es ist bekannt, dass
neutrophile Granulozyten im Vergleich zu den anderen Leukozyten des Blutes eine
nur geringe Lebensdauer haben: Nach der Freisetzung aus dem Knochenmark
zirkulieren die Granulozyten einige Stunden im Blut (Borregaard, 2010). Diese
Zeitspanne wurde aber durch eine kurzlich veroffentliche Arbeit (Pillay et al, 2010)
revidiert, die zu dem Ergebnis gelangte, dass die Granuloyzen ca 5,4 Tage in der
Blut-Zirkulation bleiben. Allerdings wurden anschlieBend auch Zweifel an diesen
Werten geaulert (Tofts et al, 2011). AnschlieRend wandern sie in das Gewebe aus
und verbleiben dort maximal einige wenige Tage, um ihre Funktion (Phagozytose
und Abtotung von Mikroorganismen) zu erfullen. Der gelappte Zellkern und die
Prasens vieler Granula mit ihren potentiell aggresiven Inhaltsstoffen lasst ihre
Fragilitat bereits intuitiv erahnen.
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Probleme bei der Isolierung der Granulozyten

Um experimentelle Untersuchungen mit den Granulozyten durchzufihren, missen
diese zuvor aus dem Blut isoliert werden. Verschiedene Isolier-/
Anreicherungsverfahren sind in der Literatur beschrieben und im Einsatz, die mehr
oder weniger stressvoll fur die Zellen sind. Aufgrund langjahriger Erfahrungen in
unserem Labor hat sich die Isolierung durch eine  2-stufige
Dichtegradientenzentrifugation mit Histopaque® 1119 und 1077 (Sigma) am besten
bewahrt: Bei dieser Methode wird in aller Regel eine Granulozytenanreicherung
(neutrophile + eosinophile) von ca. 95-98% erreicht (mikroskopischer Nachweis).
Die nach der Isolierung und zweimaligen Waschen in Puffer erhaltenen
Granulozyten sind zwar in aller Regel noch mit Erythrozyten verunreinigt, die aber
bei den meisten Untersuchungen nicht storen (Ausgangslage im Vollblut: ca. 5 x
10° Granulozyten/ml und 5000 x 10° Erythrozyten/ml, Verhéltnis 1:1000; Verhéltnis
nach der Isolierung: 1:2-1:5). Man konnte nun die Erythrozyten lysieren. Darauf
wurde aber bewusst verzichtet, da einerseits das Lysemedium partiell auch die
Granulozyten schadigt, und andererseits zwei zusatzlich notige Waschschritte
(Zentrifugationen) erforderlich waren, die die Fragilitat der Neutrophilen weiter
erhohen wurde. Welchen Einfluss die Entfernung der Granulozyten aus dem
Vollblutmilieu und der mechanische Stress durch die Zentrifugation hat, kann sehr
anschaulich an der graphischen Darstellung des Blutbildes am ADVIA-120
erlautert werden (siehe Abb. 16). Der ADVIA-120 ist ein Blutzellanalysator
(Durchflusszytometrie), der im Labor der Kinderklinik Tubingen eingesetzt wird. Er
differenziert die Leukozyten einerseits Uber die Messung der Kernform (Baso-
Kanal; Zone mit polymorphem Kern: Neutrophile und Eosinophile; und mehr oder
weniger rundem Kern: Lymphozyten und Monozyten) und andererseits Uber die
Messung der Peroxidase-Aktivitat (Perox-Kanal). Peroxidase-positive Zellen sind
Neutrophile (MPO), Eosinophile (eosinophile Peroxidase) und Monozyten (MPO),
wahrend Lymphozyten und Basophile Peroxidase-negativ sind. Wahrend im
Vollblut die Neutrophilen-Wolke eine klare Abgrenzung von den Monozyten auf
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Grund ihrer hoheren MPO-Aktivitat zeigt, verschiebt sich nach der Isolierung die
Neutrophilenwolke nach links, teilweise in das Monozytenfeld hinein. Dies ist
darauf  zuruckzufuhren, dass durch den mechanischen Stress der
Isolationsprozedur die fragilen Neutrophilen teilweise degranulieren und deshalb
falschlicherweise numerisch teilweise den Monozyten zugeordnet werden. Dass es
sich aber eindeutig um Neutrophile handelt, erkennt man am Baso-Kanal, an dem
nur die Kernform gemessen wird oder durch eine mikroskopische Analyse der
Zellen. Obwohl dieses Messprinzip des ADVIA-120 fir den Routinebetrieb
(Vollblutmessungen) im Vergleich zu anderen Analyseautomaten, die nach
anderen Kriterien eine Leukozytendifferenzierung vornehmen, von Nachteil ist (da
ca. jede 4000. Person einen MPO-Mangel hat), ergibt sich dadurch fir
experimentelle Untersuchungen an isolierten Leukozyten eine gute Moglichkeit,
Degranulationsprozesse zu studieren (Zipfel et al, 1997) und ggf. Aussagen Uber
die Qualitdt der Praparation zu erhalten. Zusammenfassend kann also gesagt
werden, dass die isolierten Granulozyten einen Teil ihrer granulozytaren Enzyme
bereits verloren haben, wenn man sie fur experimentelle Untersuchungen einsetzt.
Wenn auch bei vielen vergleichenden Untersuchungen innerhalb einer
Versuchsreihe mit den isolierten Zellen der ein und derselben Versuchsperson
dieser Aspekt der gleiche ist, ergibt sich doch eine hohe Variabilitat, wenn man
Untersuchungen mit den Granulozyten verschiedener Personen vergleicht, was
sich an teilweise groRen Unterschieden der Messergebnisse bemerkbar macht
(hohe Standardabweichungen). Daruber hinaus sollte dieser Aspekt auch
berucksichtigt werden, wenn man isolierte Granulozyten zur Transfusionszwecken
einsetzt (was allerdings nicht haufig vorkommt). Neben dem mechanischen Stress
bei der Isolierung der Granulozyten sollte die Zeitspanne von der Gewinnung der
Zellen bis zur Verabreichung an den Patienten moglichst kurz gehalten werden

(siehe im Folgenden).
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Probleme bei der Lagerung der isolierten Granulozyten

Physiologisch besteht die Aufgabe der neutrophilen Granulozyten in erster Linie
darin, Mikroorganismen (Bakterien, Pilze) im Rahmen der ,unspezifischen”
Immunabwehr abzutéten. Dazu muissen sie, angelockt durch chemotaktische
Faktoren, die Blutbahn verlassen, im Gewebe zum Herd der Infektion wandern,
dort die Mikroorganismen (zumindest teilweise) phagozytieren und sie abtoten.
Diese Prozesse sind stark Energie (ATP-) abhangig. Der Ort der Phagozytose
befindet sich in aller Regel in Gewebebereichen, die im Vergleich zum maximalen
Sauerstoff- und Glukoseangebot der Blutbahn, weitaus schlechter mit Sauerstoff
bzw. Glukose versorgt sind. Sauerstoff ist fur den Granulozyten essentiell fur die
Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen (primar Superoxidanion> H,O, -
HOCI) zur Abtotung der Mikroorganismen. Andererseits ist er im Rahmen der
oxidativen Phosphorylierung fur eine effektive Bildung von ATP aus Glukose
(CeH1206 + 6 O2 2 6 CO, + 6 H2O + ca. 32 ATP) nétig. Der Granulozyt 16st diesen
Konflikt, in dem der nur limitiert zur Verfugung stehende Sauerstoff ausschlieRlich
zur Bildung von Superoxidanion verwendet wird (O, + NADPH - O, + NADPY),
wobei das NADPH in der Glukose-6-Phosphat-Reaktion gebildet wird. Obwohl der
Granulozyt uber Mitochondrien verfugt und deshalb die ATP Gewinnung Uber die
oxidative Phosphorylierung durchfuhren koénnte, wahlt er den weit weniger
effektiven Weg der anaeroben Glykolyse (Glukose > 2 Laktat ~2 ATP). Hierbei
bendtigt der Granulozyt zur Herstellung einer gleichen Menge an ATP mehr
Glukose als bei der oxidativen Phosphorylierung. Dieses Problem I6st er dadurch,
dass er zuvor gro3e Mengen der Glukose-Speicherform Glykogen synthetisierte,
um unabhangig vom Glukoseangebot in seiner Umgebung zu sein. Wahrscheinlich
synthetisiert der Granulozyt das Glykogen wahrend seiner mehrstindigen
Zirkulation im Blut — wo Glukose reichlichst vorhanden ist — und wo er sonst ,nichts

zu tun hat“, bis das er ins Gewebe auswandert.
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Auf Grund dieser physiologischen Zusammenhange wurde in dieser Arbeit
untersucht, wie sich der Energiestoffwechsel isolierter Granulozyten
(Glykogengehalt, Glukoseverbrauch, Laktat- und ATP-Produktion) wahrend der

Lagerung verandert.

Es stellt sich also die Frage, wie lange durfen bzw. kdnnen Granulozyten nach der
Isolierung gelagert werden, um vergleichbare, standardisierte Messergebnisse zu
erhalten. Diese Versuche wurden mehrfach mit den Granulozyten verschiedener
Spender durchgefuhrt ( n > 3). Trotzdem wurde in vielen Fallen darauf verzichtet,
die Mittelwerte aller Versuche in den Graphiken zu zeigen, da der
Ausgangszustand der Granulozyten verschiedener Spender haufig recht
unterschiedlich war. Keine Probleme bereiten diesbezlglich natirlich die
Beurteilung der Verlaufskontrollen individueller Ansatze. In der Regel wurden die
isolierten Granulozyten bis zu 24 Stunden unter verschiedenen Bedingungen
(Medium mit bzw. ohne Glukose; Inkubation in Abwesenheit und Gegenwart von
G-CSF bzw. GM-CSF usw.) inkubiert und die zeitliche Veranderung nach
verschiedenen Inkubationszeiten (zu Beginn, und z.B. nach 2, 4, 16 und 24
Stunden) registriert. Ziel dieser Untersuchungen war es, herauszufinden, wie lange
die Granulozyten nach der Isolierung noch plausible Resultate zeigten. Untersucht
wurde der Glykogengehalt, der Glukoseverbrauch und die Laktatbildung, sowie der
ATP-Status und die Neigung zu weiterer Degranulation. Ohne hier auf einzelne
Ansatze im Detail einzugehen, zeigte sich generell, dass praktisch bei allen
untersuchten Parametern ein drastischer Abfall nach 24 stindiger Inkubation zu
verzeichnen war. Im Gegensatz zu vielen anderen Zellen mussen die
entsprechenden Untersuchungen bei Granulozyten also sehr bald nach der
Isolierung aus dem Vollblut durchgefuhrt werden, um verninftige Resultate zu

erhalten.

Zu den Standardtestsystemen bei der Uberpriifung der Funktionalitdt isolierter
Granulozyten zahlt die Messung des ,oxidativen burst® mit Hilfe der Luminol-
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verstarkten Chemilumineszenz nach Aktivierung mit opson. Zymosan. Hier zeigte
sich, dass innerhalb von 4 Stunden nach der Isolierung vergleichbare Ergebnisse
bezlglich der Aktivitat der ROS-Bildung erhalten werden konnen.

Die Rolle reaktiver Sauerstoffverbindungen bei der Granulozyten-ADCC

Neutrophile Granulozyten spielen bei der Abwehr von Mikroorganismen eine
wichtige Rolle, wobei die Bildung von ROS von ausschlaggebender Bedeutung ist:
Wenn Granulozyten durch einen Defekt der NADPH-Oxidase (NOX-2) nicht in der
Lage sind, Superoxid-Anion zu bilden (von dem sich alle weiteren ROS der
Granulozyten ableiten), kommt es zum Krankheitsbild der septischen
Granulomatose (engl.: chronic granulomatous disease) mit immer

wiederkehrenden, lebensbedrohlichen Infektionen.

Neben der Infektabwehr kdnnten die Granulozyten auch eine Rolle bei der Abwehr
von Tumorzellen spielen. Allerdings ist die Rolle von ins Tumorgewebe
infiltrierenden Granulozyten nicht ganz klar. Die Tatsache, dass man Granulozyten
im Tumorgewebe gefunden hat, sagt noch nicht aus, ob sie auch an der Abwehr
(Zerstorung) der malignen Zellen beteiligt sind. Es konnten durch ins
Tumorgewebe infiltrierende Granulozyten auch gerade umgekehrte Wirkungen erst
erzeugt werden (Auslosung weiterer Mutationen durch die Bildung von ROS bzw.

Schwachung anderer immunkompetenter Zellen).

In vitro konnte gezeigt werden, dass Granulozyten grundsatzlich in der Lage sind,
Tumorzellen abzutoten, allerdings in weitaus schwacherem Male als das z.B.
durch naturliche Killerzellen (NK-Zellen) der Fall ist. In aller Regel ist dabei aber
eine zusatzliche Aktivierung durch G-CSF bzw. GM-CSF und die Gegenwart von
Antikorpern, die gegen Strukturmerkmale der Targetzelle gerichtet sind,
erforderlich. Im Falle von Neuroblastomzellen konnte gezeigt werden, dass
Antikorper, die gegen das Gangliosid GD, gerichtet sind, welches in hoher

Konzentration in der Zellmembran der meisten Neuroblastomzellen vorhanden ist,
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geeignet sind, Granulozyten-ADCC-Reaktionen auszulosen (Bruchelt et al, 1989).
Diese Antikorper werden bereits seit vielen Jahren in mehreren Varianten
erfolgreich in der Therapie des Neuroblastoms eingesetzt. Allerdings ist die Rolle
der Granulozyten in vivo dabei unklar. In vitro zeigte sich, dass die zytotoxische
Wirkung der Granulozyten Uberraschenderweise ohne die Bildung von ROS
zustande kommt. So konnte im Rahmen der Granulozyten-ADCC trotz der
toxischen Wirkung keine Bildung von ROS in der Luminol-verstarkten
Chemilumineszenz-Reaktion beobachtet werden. Ferner sind Granulozyten von
Patienten mit septischer Granulomatose sogar besser in der Lage,
Neuroblastomzellen abzutoten (Bruchelt et al, 1989). Neben der ADCC-Wirkung
konnen diese Antikorper ihre Anti-Tumoreffekte auch Uber die Komplementlyse,
zumindest in vitro, sehr effektiv gestalten. Allerdings sind gerade diese Effekte mit
starken klinischen Nebenwirkungen verbunden (v.a. Schmerzen; Yu et al, 1998).
Daher wurde eine Variation dieses Anti-GD, Antikorpers konstruiert, die diese
Bindungsstelle nicht besitzen (MoAb Hu 14.18, = AK"). Diese AntikOrper zeigten in
vitro keine Komplementlyse gegenuber Neuroblastomzellen, waren aber genauso
gut wie die entsprechenden Antikorper mit Komplementbindungsstelle in der Lage,
Neuroblastomzellen in der Granulocyten-ADCC abzutoten. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch diese veranderten Antikorper ihre
Wirkung nicht Uber die Bildung von ROS entfalten.

In abschlielenden Pilotversuchen wurde noch untersucht, ob Biobran®, ein
Amyloglycan, das als ,biological response modifier* angesehen wird, die
Granulozyten-ADCC positiv beeinflussen kann. Dies konnte in vergleichbarem
Male, wie bei der Vorbehandlung der Granulozyten mit G-CSF bzw. GM-CSF,
bestatigt werden. Auch hierbei kam es zu keiner vermehrten Bildung von ROS.

AbschlieRend bleibt festzustellen, dass die Rolle der Granulozyten bei der
Abtotung von malignen Zellen in vivo nicht eindeutig ist: Im Gegensatz zu anderen

zytotoxischen Immunzellen bedarf es auch in vitro eines hohen Effektor-
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(Granulozyten) zu Targetzell- (Neuroblastomzellen) Verhaltnisses und einer
zusatzlichen Aktivierung durch G-CSF und ahnlicher Wirkstoffe, um ADCC-
Reaktionen auszuldsen, wodurch es fraglich ist, ob sie in vivo signifikant an der
Abtotung der malignen Zellen in Rahmen der ADCC-Reaktion beteiligt sind.
Andererseits zeigte gerade eine relativ neue Studie im Maus-Modell, dass
neurophile Granulozyten eine zentrale Rolle bei der ADCC von Melanom- und
Mammakarzinomen spielen (Albanesi et al, 2013; Beers and Glennie, 2013).
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5 Zusammenfassung

Die hier vorliegende medizinische Doktorarbeit Uber neutrophile Granulozyten ist in
zwei Teile gegliedert. Im ersten Teil wird eine eingehende Charakterisierung der
neutrophilen Granulozyten vorgenommen. Dabei wird — neben der Beschreibung
der klassischen Funktionen der Granulozyten (Mechanismen der Chemotaxis, der
Phagozytose und der Abtotungsmechanismen von Mikroorganismen) — auf
verschiedene neue Aspekte eingegangen, die in den letzten Jahren das Bild dieser
Zellen der unspezifischen Immunabwehr entscheidend erweitert haben (alternative
Interpretationen der Rolle von ROS bei der Abtétung der Mikroorganismen;
extrazellulares killing durch NETs; Prasens von T-Zell-Rezeptoren bei einer
Subpopulation der Neutrophilen; Rolle der Neutrophilen als Supressorzellen).

Im zweiten, dem experimentellen Teil der Arbeit, wird insbesondere der Frage
nachgegangen, welchen Einfluss die Isolierung und anschlielfende kurzzeitige
Lagerung der Granulozyten auf ihre Eigenschaften und Funktionen aufweist. In
Gegensatz zu anderen Blutzellen sind neutrophile Granulozyten recht labile,
kurzlebige Zellen, eine Tatsache, die bei experimentellen Arbeiten, aber auch
hinsichtlich der klinischen Anwendungen (Granulozyten-Transfusionen) zu
bertcksichtigen ist. Untersuchungen am Blutbildanalysator ADVIA120, der die
Leukozyten u.a. Uber die lysosomale Myeloperoxidase (MPO) der neutrophilen
Granulozyten charakterisiert, haben gezeigt, dass es bereits wahrend ihrer
Isolierung aus dem Vollblut zu einer massiven Degranulation kommt. Da
Neutrophile ihren Energiestoffwechsel (ATP-Produktion aus Glukose) praktisch
ausschlieRlich Uber die anaerobe Glykolyse durchfuhren, wurden der
Glykogenstatus, der Glukoseumsatz, die Laktatproduktion sowie der ATP-Satus
nach bis zu 24-stindiger Lagerung untersucht: Wahrend innerhalb der ersten
Stunden kaum Abweichungen im Vergleich zur direkten Bestimmung nach der
Isolierung zu verzeichnen waren, sind nach 24 Stunden gravierende Abnahmen zu

verzeichnen. Ahnlich stellt sich die Situation bei Funktionsprozessen (Messung des

137



Zusammenfassung

,oxidativen bursts® nach Aktivierung mit opsonisiertem Zymosan) dar. Die
Lagerung in Gegenwart von G-CSF bzw. GM-CSF fuhrte nur zu einer
geringfugigen Stabilisierung der meisten untersuchten Parameter Uber die
Lagerungsdauer. Insgesamt kann aus diesen Untersuchungen abgeleitet werden,
dass a) die Entfernung der Granulozyten aus dem Vollblut trotz der relativ
schonenden Isolierung (Histopaque®-Gradientenzentrifugation) bereits zu einer
Beeintrachtigung der Stabilitat (Degranulation) fuhrt, und b) die isolierten
Granulozyten in den ersten Stunden danach relativ stabil bleiben und erst bei
langerer Inkubationszeit (> 4 - 24 Stunden) massive Funktionsverluste zeigen.
Untersuchungen mit Granulozyten sollten somit so schnell wie moglich nach ihrer

Isolierung durchgefuhrt werden.

In einem weiteren Versuchsblock wurde abschlielfend der Frage nachgegangen,
ob und wie die nach obigen Schema gewonnenen Granulozyten in der Lage sind,
in der ADCC-Reaktion (engl.: ,antibody dependent cellular cytotoxity)
Neuroblastomzellen abzutdten. Aus Voruntersuchungen war bekannt, dass der
bereits klinisch angewandte Antikérper ,CHIMERIC Antibody CH 14.18” (= AK"),
der gegen das Gangliosid GD, gerichtet ist, in Gegenwart von G-CSF bzw. GM-
CSF Neuroblastomzellen im Rahmen der Granulozyten-ADCC abtoten kann,
wobei dieser Prozess ohne die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen ablauft.
Versuche mit diesem gegen das Gangliosid GD, gerichteten AK mit
Komplementbindungsstelle (AK") haben jedoch gezeigt, dass dazu allerdings recht
hohe E:T-Verhaltnisse und ebenso eine Voraktivierung der Granulozyten mit G-
CSF bzw. GM-CSF erforderlich sind (Bruchelt et al, 1989). Im klinischen Alltag
flhrte der Einsatz von AK" zu massiven Nebenwirkungen (u.a. Schmerzen; Yu et
al, 1998) bei den Patienten. Deshalb wurde ein Antikorper hergestellt, der diese
Komplementbindungsstelle nicht besitzt (MoAb Hu 14.18, = AK).

In den durchgefuhrten Untersuchungen wurde mit Hilfe des Europium-Assays
untersucht, ob nun auch AK" diese ADCC-Reaktionen auslésen kann, und welchen
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Einfluss eine Voraktivierung mit Biobran® auf diese Reaktion hat. Ferner wurde
untersucht, ob AK™ seine Wirkung ohne die Bildung von ROS ausubt, wie das fur
AK" bereits bekannt ist. Hierbei zeigte sich, dass sowohl das Ausmal} der ADCC
als auch der Wirkungsmechanismus (keine Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen) ahnlich wie bei Einsatz des Antikdrpers AK* waren.
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