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1. Einleitung

Einleitung

1.1. Granulozyten in der Entziindungsreaktion

Bei einer Entztindung im menschlichen Kérper kommt es in der frithen Phase zum Einstrom
von Leukozyten aus der Blutbahn in das entziindete Gewebe. Die grof3te Subpopulation
bilden dabei neutrophile Granulozyten (PMN). (Schleimer et al., 1989). Sie folgen
verschiedenen Botenstoffen, die chemotaktisch wirken (Spertini et al., 1991; Gillitzer et al.,
2001). Exrst verzogert kommt es zum Einstrom anderer Zellen des Immunsystems, wie zum
Beispiel den Monozyten/Makrophagen. Im Rahmen der Entziindung gehen die PMN in den
kontrollierten Zelltod, die so genannte Apoptose (Savill et al., 1995). Sie miissen anschlieBend
entfernt werden, damit Ihre Proteasen und reaktiven Sauerstoffverbindungen nicht
unkontrolliert freigesetzt werden und zu einer Gewebsschidigung fuhren (Henson et al., 1987;

Savill et al., 1989).
1.2 Neutrophile Granulozyten

1.2.1. Lebenszyklus der PMN

Die PMN entstehen im Knochenmark in sechs Stufen: Myeloblast => Pro-Myelozyt =>
Myelozyt => Metamyelozyt => stabkerniger neutrophiler Granulozyt => segmentkerniger
neutrophiler Granulozyt. Diese Entwicklung bendtigt ca. 14 Tage. Die reife Zelle wird im
Knochenmark gespeichert und kann bei Bedarf in die Blutbahn abgegeben werden. Die
Entwicklung der PMN im Knochenmark und die anschlieBende Abgabe in die Blutbahn
unterliegt komplizierten Regelkreisen, um die Homoostase aufrecht zu erhalten. Nur ca. 10 %
befinden sich tatsichlich im zirkulierenden Blut, wobei selbst davon ca. die Halfte als
,marginaler Pool“ am Gefi3endothel haftet. Im Knochenmark ruhen ca. 90% aller PMN im
menschlichen Kérper, die bei Bedarf mobilisiert werden koénnen (Athens et al., 1961; Holland
et al., 2003). Eine entscheidende Rolle bei der Homoostase und der Mobilisierung spielt der
Granulozyten-Kolonie-stimulierende-Faktor (G-CSF). G-CSF unterdriickt zum einen die
Expression von CXC-Chemokine Ligand 12 (CXCL-12) auf den Stromazellen im
Knochenmark, welches am Zuriickhalten der PMN im Knochenmark beteiligt ist; zum

anderen regt es die Progenitorzellen zur Proliferation an (Semerad et al, 2002). G-CSF
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stimuliert die PMN im Knochenmark zur Sezernierung von Matrix Metalloproteinase 9
(MMP9). Diese bewirkt die Freisetzung von l6slichem KIT-Ligand, welcher an der
Mobilisation der haematopoetischen Stammzellen im Knochenmark beteiligt ist (Heissig et al.,
2002).

Nach der Freisetzung aus dem Knochenmark verbleiben die PMN entweder fiir ihren
Lebenszyklus in der Blutbahn und werden nach Erreichen der natiirlichen Lebensspanne (ca.
10 h im peripheren Blut) in Knochenmark, Milz und Leber abgebaut, oder sie wandern bei
Bedarf im Rahmen einer Entziindung ins Gewebe ein und erfillen ihre Funktionen unter
anderem als Phagozyten (Bainton et al., 1971). Sind die PMN einmal von der Blutbahn ins
Gewebe eingewandert, kehren sie nicht zurtick in die Blutzirkulation, sondern sie gehen im
Gewebe in die Apoptose und werden von anderen Phagozyten abgeriumt. Diese
Einwanderung von PMN ins Gewebe im Rahmen einer Entziindung geschieht durch
chemotaktisch wirkende Zytokine, wie z.B. Interleukin-8 (IL-8), welches von Epithel-Zellen
und PMN selber freigesetzt wird (Witko-Sarsat et al., 2000). Eine erst kirzlich beschriebene
Zellpopulation, welche ebenfalls eine sehr wichtige Rolle fir die Aktivierung von PMN und
fir deren Einwanderung in das Gewebe im Rahmen der akuten Entziindung spielt, sind die so
genannten Th17-Zellen. Es handelt sich dabei um einen Subtyp der CD4" T-Helferzellen,
welche durch den Einfluss von IL-23 aus Dendritischen Zellen verstirkt I1.-17 freisetzen.
Dieses IL-17 fiihrt zu einer Aktivierung von Makrophagen und PMN im Rahmen der akuten
Entziindung und bewirkt deren verstirkte Einwanderung in das Gewebe (Mills, 2008).
Neutrophile Granulozyten stellen die mit Abstand grofite Gruppe der Leukozyten dar. Die
Konzentration der Leukozyten im humanen Blut betrdgt unter physiologischen Bedingungen
4 000-10 000/pl. Davon sind ca. 50-70 % segmentkernige neutrophile Granulozyten und
3-5 % stabkernige neutrophile Granulozyten. Die segmentkernigen PMN sind die adulten
Zellen und die stabkernigen PMN die jugendlichen Zellen. Der Anteil an stabkernigen PMN
steigt z. B. wihrend einer Infektionskrankheit an, da es zu einem erhéhten Zellumsatz von
PMN kommt (Holland et al., 2003).

Die PMN haben auflerhalb des Knochenmarks nur eine sehr kurze Lebensdauer. Sie
zirkulieren einige Stunden im Blut und tberleben dort nur ca. 10 Stunden. Im Gewebe kénnen
Sie nach der Einwanderung jedoch 1-2 Tage tiberleben (Bainton et al., 1971). Die Lebensdauer
der PMN kann durch verschiedene pro-entziindliche Zytokine verlingert werden, wie z. B.
Granulozyten-Macrophagen-Kolonie-stimulierender-Faktor (GM-CSF) und IL-8 (Hofman,
2004).
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1.2.2. Zytokinfreisetzung durch neutrophile Granulozyten

Neben der Phagozytose ist die Produktion von Zytokinen eine sehr wichtige Funktion der
neutrophilen Granulozyten. Mit diesen verschiedenen Botenstoffen nehmen die PMN
Einfluss auf eine Entziindung und interagieren mit anderen Immunzellen (Scapini et al., 2000;
Kasama et al., 2005; Kobayashi, 2008). Diese Botenstoffe lassen sich unterteilen in einerseits
solche mit tiberwiegend pro-entziindlichen Eigenschaften und andererseits in solche mit eher
anti-entzindlichen Eigenschaften.

Als wichtige Vertreter der pro-entziindlichen Botenstoffe sind hierbei das Zytokin
Tumor-Nekrose-Faktor-o (ITNF-a) und die CXC-Chemokine IL-8 und
Interferon-y-induziertes Protein-10 (IP-10) zu nennen. TNF-a ist ein pleiotrop wirkendes
pro-entziindliches Zytokin. In adhaerenten PMN bewirkt es z. B. eine verstirkte Produktion
und Freisetzung von Sauerstoffradikalen (Nathan, 2006).

PMN produzieren zum einen IL-8, zum anderen stellen sie auch eine der wichtigsten
Zielzellen fur 11.-8 dar. Es wirkt chemotaktisch auf PMN, fihrt zu einer verstirkten
Expression von Adhaesions-Molekilen an der Zelloberfliche, zu verstirkter Adhaesion an
Endothelzellen, zu einer erhohten Transmigration durch Endothelzellschichten, zu einer
vermehrten  Freisetzung von  Granula-Enzymen wund 2zu einer Ehohung der
Sauerstoff-Radikal-Produktion (Oppenheim et al., 1991; Baggiolini et al., 1994; Huber et al.,
1991; Gainet et al.,, 1998; Gillitzer et al., 2001). Daneben wirkt II.-8 aber auch auf andere
Zellen wie z. B. basophile Granulozyten und T-Lymphozyten.

IP-10 ist ebenfalls ein pro-entziindliches Zytokin. Es wirkt wesentlich chemotaktisch auf
T-Helferzellen vom Typl (Thl Zellen) und natirliche Killerzellen (NK-Zellen), um diese an
den Ort der Entziindung zu locken (Proost et al, 2003).

Als klassische anti-entzindliche Botenstoffe, die durch PMN sezerniert werden, dienen als
Beispiele IL-10 und Transforming-growth-factor 8 (TGF-B). Diese wirken allgemein auf
Phagozyten, indem sie die Fahigkeiten zur Phagozytose und Abtétung von Erregern in
Phagozyten vermindern (Zuba et al, 2004; Li et al, 2006). Dabei wirken beide iiber
verschiedene Rezeptoren und Signalkaskaden. Die Wirkung von IL-10 wird dabei z.B. tber
STAT-3 vermittelt und TGF- wirkt unter anderem tiber Smad2, Smad3 und Smad7 (Rossato
et al., 2007; Murakami et al., 2009).
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1.2.3. Phagozytose

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen, die wihrend der Frithphase einer akuten
Entziindung in infiziertes oder andersartig geschidigtes Gewebe einwandern (Gillitzer et al.,
2001). Ihre Kernaufgabe ist die Bekimpfung von Fremdkorpern und ,,verfremdeten® Zellen,
was vornehmlich durch Phagozytose geschieht. Das bedeutet, dass PMN feste Partikel
aufnehmen und abbauen kénnen. Dabei handelt es sich um Mikroorganismen, Zellen oder
Fremdkorper (Furze et al.,, 2008). Entscheidend ist daftir zunichst, dass diese Partikel durch
PMN als ,,zur Phagozytose geeignet™ erkannt werden. Dazu missen Rezeptoren auf den
PMN bestehen, die die jeweiligen Partikel erkennen und binden.

Ersteres geschieht einerseits, indem die PMN die zu phagozytierenden Partikel direkt
erkennen konnen. Auf der Oberfliche von PMN dienen dafir CD14 und
Toll-Like-Rezeptoren (TLR) (Sabroe et al, 2002). Andererseits konnen extrazellulire,
korpereigene Stoffe, so genannte Opsonine, Partikel markieren und damit die Erkennung
etleichtern. Als solche Opsonine dienen Antikorper, Komplementfaktoren und
Akute-Phase-Proteine. Diese kénnen nach der Bindung an die Partikel von den PMN durch
zwei Typen von Opsoninrezeptoren erkannt werden: Fir Partikel, die mit
Komplementfaktoren opsoniert sind, haben PMN Komplementrezeptoren. Sind Partikel aber
mit Antikérpern oder Akute-Phase-Proteinen opsoniert, binden PMN mit ihren Rezeptoren
fir das kristallisierbare Fragment von Antikérpern (Fc-Rezeptor) an sie. Von diesen beiden
Rezeptorklassen exprimieren PMN des peripheren Blutes die Komplementrezeptoren CR1
(CD35), CR3 (CD11b/CD18) und CR4 (CD11c/CD18), sowie die Fc-Rezeptoren FcyRII
(CD32), FcyRIII (CD16) und FcaR (CD89) (Witko-Sarsat et al., 2000).

Dass bei diesen verschiedenen Erkennungssystemen nicht nur ,,schwarz und weil3 existiert,
also Rezeptoren nur fir die opsoninabhingige Erkennung und Rezeptoren nur fur die
opsoninunabhingige, macht der Komplementrezeptor CR3 (CD11b/CD18) deutlich. Es
konnte gezeigt werden, dass er neben opsonierten Partikeln auch ,,nackte® Streptokokken der
Gruppe B direkt erkennen kann (Antal et al., 1992).

Die eigentliche Aufnahme geschieht, indem der jeweilige Partikel durch die Pseudopodien
eines PMN umfasst wird und somit in einem mit einetr Membran ummantelten Vesikel, dem
Phagosom, in das Innere der Zelle gelangt. Dieses fusioniert intrazellulir mit dem Lysosom
zum Phago-Lysosom, wodurch verschiedene reaktive Sauerstoffverbindungen, Enzyme und

Peptide zum Abbau des Partikels in das Phagosom gelangen (siche dazu Kapitel 1.2.4).
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1.2.4. Antimikrobielle Funktionen

PMN haben verschiedene antimikrobiell wirksame Systeme: reaktive Sauerstoffradikale,
antimikrobielle Proteine und Proteasen.

Bei den reaktiven Sauerstoffverbindungen handelt es sich hauptsichlich um
Wasserstoffperoxid (H,O,), oxidierte Halogene und oxidierende Radikale. Die im
Wesentlichen dafiir verantwortlichen Enzyme sind NADPH-Oxidase, Myeloperoxidase und
Superoxiddismutase, welche unter Sauerstoffverbrauch wirken. Die NADPH-Oxidase ist ein
enzymatischer Komplex aus zytosolischen und Membran-gebundenen Bestandteilen und dient
der Produktion von H,O, tGber die Generierung von O,. Dieses H,O, kann durch die
Myeloperoxidase zu halogenierten Oxidantien und anderen reaktiven Zwischenstufen
verindert und somit in seinem toxischen Potential gesteigert werden. Die Myeloperoxidase
kommt in der azurophilen Granula vor. Durch Zellaktivierung, z.B. durch Zytokine wie
GM-CSF und durch die Phagozytose von Bakterien, wird die Myeloperoxidase aus der
azurophilen Granula zum einen in das Phagolysosom entlassen, um dort verstirkt
antimikrobielle reaktive Sauerstoffverbindungen zu bilden. Zum anderen kann die
Myeloperoxidase aber auch in den Extrazellularraum sezerniert werden, um dort reaktive
Sauerstoffverbindungen zu bilden. Extrazellulir wirken sie dadurch antimikrobiell und
schidigen jedoch auch das umliegende Gewebe im Rahmen einer Entziindung (Hampton et
al., 1998; Klebanoff, 2005; Nauseef, 2007).

Ein weiterer Mechanismus sind antimikrobielle Proteine, die in verschiedenen Granula
gespeichert werden. Sie konnen ebenfalls sowohl extrazellulir sezerniert werden, als auch
intrazelluldr durch die Fusion mit dem Phagosom zum Phagolysosomen wirken. Wichtige
Vertreter sind das gegen gramnegative Bakterien gerichtete Bactericidal permeability increasing
protein (BPI), die sowohl gegen gram-positive als auch gegen gram-negative Bakterien
wirkenden B-Faltblatt-Defensine und der sekretorische Leukoproteinase Inhibitor (SLPI)
(Witko-Sarsat et al., 2000).

Als drittes System konnen PMN verschiedene Proteasen bilden: Zum einen Serin-Proteasen
und Metalloproteinasen, die beide hauptsichlich in einem neutralen pH-Milieu wirken. Sie
dienen der Degradierung von extrazelluliren Proteinen. Zum anderen enthalten die Granula
Thiol-Proteasen und Aspartat-Proteasen, die besser bei einem sauren pH-Wert wirken. Sie
sind deswegen am intrazelluliren Protein-Abbau im Phagolysosom beteiligt (Witko-Sarsat et

al., 2000).
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Da diese verschiedenen antimikrobiellen Systeme schidlich fiir das korpereigene Gewebe sein
konnen, dirfen sie nicht unkontrolliert freigesetzt werden (Henson et al., 1987; Savill et al.,
1989). Der Weg der PMN tber die Apoptose mit einer intakten Zellmembran und der
Abraumung durch Phagozyten ist deswegen dulBerst wichtig, damit die intrazellulire Granula

nicht unkontrolliert freigesetzt wird.

1.2.5. Zelltod

Beim Zelltod miussen grundsitzlich drei Formen unterschieden werden: der programmierte
Zelltod — Apoptose —, der unkontrolierte Zelltod — die Nekrose — und als dritte Form
zusatzlich die PMN-spezifische NET-ose.

Der programmierte Tod einer Zelle, die Apoptose, stellt einen kontrollierten,
energieverbrauchenden  Prozess dar. Er ist wichtiger Bestandteil der physiologischen
Homoostase, dem Gleichgewicht zwischen Verbrauch und Produktion von Zellen, um eine
konstante, vom Organismus bendtigte Zellzahl des jeweiligen Typus bereit zu stellen
(Maianski et al., 2004). Die Apoptose unterliegt mehreren Regelkreisen. Jede Zelle des
Korpers hat eine festgelegte Lebensdauer, die sich von Zellart zu Zellart unterscheidet. Sie
kann zusitzlich z. B. durch auf die Zelle einwirkende Botenstoffe variiert werden. Auf PMN
wirken z. B. Interferon-y (IFN-y) und GM-CSF anti-apoptotisch, wihrend TNF-« eine von
der Konzentration abhingige Wirkung zeigt: Hohe Konzentrationen haben einen Apoptose
tordernde Wirkung auf PMN, niedrige Konzentrationen hingegen haben eher eine die
Apoptose vermeidende Wirkung (van den Berg et al., 2001).

Das Apoptose-Programm kann extrinsisch und intrinsisch aktiviert werden. Beim
extrinsischen System binden Liganden an so genannte , Todesrezeptoren® auf der
Zellmembran und I16sen so das Signal fiir die Apoptose aus. Beispiele hierfiir sind Fas-Ligand
am Fas-Rezeptor (CD95) und TNF-« in hoher Konzentration am TNF-Rezeptor (Siegel et al.,
2000; van den Berg et al., 2001). Die Rolle der Apoptoseinduktion durch den Fas-Liganden an
CD95 ist bei PMN noch nicht vollig geklirt. Sie exprimieren zwar CD95, doch zeigten PMN
in Versuchen, in denen der Fas-Rezeptor blockiert wurde, eine normale Lebenszeit und
Apoptose. Gleiches gilt fiir die PMN aus Fas-Rezeptor- oder Fas-Liganden-defizienten
Miusen (Simon, 2003).

Der intrinsische Weg wird durch verschiedene Einflisse ausgelost, z. B. der Entzug von

Wachstumsfaktoren oder direkte Zellschidigung, wie durch Hypoxie oder Bestrahlung. Dabei
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kommt es zur Freisetzung von Cyftochrom C und anderen apoptoseférdernden Proteinen aus
dem Mitochondrium entweder durch die pro-apoptotischen Vertreter der Be/-2 Familie (Bras
et al, 2005) oder durch Kalzium* (Ca®") und reaktive Sauerstoffverbindungen im
Mitochondrium (Orrenius et al., 2007).

Die gemeinsame Endstrecke des extrinsichen und des intrinsischen Weges ist die Aktivierung
von Cystein-Aspartat-spezifischen Proteasen (Caspasen). Hierbei handelt es sich um eine
Gruppe verschiedener Enzyme, die durch Spaltung andere Proteine entweder inaktivieren
oder aktivieren, die dann wiederum zu den apoptosetypischen morphologischen und
funktionellen Veranderungen der Zelle fihren.

Bereits sehr frih wird Phosphatidylserin an der Innenseite der Zellmembran oxidiert und zur
AuBenseite befordert (Kagan et al., 2003). An der Zellmembran kommt es zur verminderten
Expression unterschiedlicher Oberflichenmolekiile, z. B. von CD87 und CD88. Dies fihrt zu
einer verminderten Adhaesionsfihigkeit und Stimulierbarkeit der PMN (Hart et al., 2000). Es
kommt zu einer Kondensation des Zellkerns und des Zytoplasmas und somit zu einem
verminderten Zellvolumen, wobei die Zellorganellen intakt bleiben (Maianski et al., 2004). Die
Zellkernmembran wird aufgeldst und die Desoxyribonukleinsdure (DNA) wird durch
Endonukleasen in ca. 180 Basenpaare (bp) grole Fragmente gespalten (Wyllie, 1980).
AbschlieBend kommt es zu einer Blasenbildung in der Zellmembran, dem mwembrane blebbing,
und zur Abschnirung von Membrankorperchen, den apoptotic bodies, die intrazellulires Material
enthalten. Diese werden durch Phagozyten (z.B. Makrophagen) aufgenommen und abgebaut.
Da die Zellmembran der apoptotic bodies intakt ist, kommt es zu keiner Schidigung des
Gewebes durch den Zellinhalt von PMN. Die apoptotischen Zellen 16sen eher keine weitere
Entziindung aus, da sie auf die Zellen, die sie phagozytieren, tberwiegend anti-entztindlich

wirken (siehe hierzu Kapitel 1.3).

Vom kontrollierten programmierten Zelltod abzugrenzen ist der unkontrollierte provozierte
Zelltod, die Nekrose. Sie entsteht hauptsichlich durch jede Art der Zellverletzung. Im
Gegensatz zur Apoptose schwillt die nekrotische Zelle an (Onkose), die Zellorganellen
werden zerstort und die Integritit der Zellmembran geht frithzeitig verloren. In Folge dessen
kommt es zu einem Zerfall der Zelle und zu einer Freisetzung des Zellinhaltes, wobei die
Organellen nicht von Membranen umgeben sind. Dadurch wird eine Entziindungsreaktion
initiiert. Im Falle von nekrotischen PMN kommt es zu einer Freisetzung der einzelnen
Proteasen und reaktiven Sauerstoffverbindungen, welche neben der eigentlichen

Entziindungsreaktion zu einer Schadigung des korpereigenen Gewebes fiihren.
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Eine apoptotische Zelle kann jedoch auch nekrotisch werden, wenn sie nicht rechtzeitig
abgerdiumt wird, welche als so genannte ,,sekundire Nekrose® bezeichnet wird (Silva et al.,
2008). Dies zeigt, dass beide Arten des Zelltods miteinander verbunden sind. In den letzten
Jahren kam deswegen die Idee auf, dass die Nekrose mdéglicherweise ebenfalls eine Art des
programmierten Zelltods ist, da sich immer mehr Verbindungen und Ahnlichkeiten zwischen
der Nekrose und Apoptose zeigten. Verschiedene Stimuli, wie z. B. Zytokine, Ischimie und
Hitze, kénnen sowohl eine Apoptose, als auch eine Nekrose auslésen. Auch Signalwege wie
»Todes-Rezeptoren® (z.B. CD 95) und die Kaskaden der Kinasen und Mitochondrien spielen
eine Rolle in beiden Systemen. Durch Modulationen in diesen Systemen kann entweder eine
Nekrose oder eine Apoptose induziert werden. Die anti-apoptotischen Proteine, z. B. aus der
Familie des Bc/-2 Proteine, schiitzen die Zelle sowohl vor der Apoptose, als auch vor der
Nekrose. Die ,,Entscheidung® zwischen Apoptose und Nekrose stellt somit unter Umstinden
die Moglichkeit fir den Organismus dar, gezielt zu beeinflussen, ob eine Entziindung
ausgelost, erhalten oder beendet wird (Proskuryakov et al., 2003). Bisher ist jedoch noch zu
wenig tber den Einfluss nekrotischer Zellen auf die Zellen, durch die sie phagozytiert werden,
und damit Uber die Rolle der nekrotischen Zellen im Rahmen einer Entziindungsreaktion

bekannt (Krysko et al., 20006).

Als eine neue Art des Zelltods bei PMN wurde in den letzten Jahren die NET-ose
beschrieben. Bei schweren Entziindungen und speziell bei einer Sepsis kommt es zur
Ausformung von Neutrophil extracellular traps (NETs) durch PMN. Es handelt sich um eine
Art Netz, welches aus DNA-Stringen und Granulaproteinen besteht. Diese haben
antimikrobielle Eigenschaften gegen grampositive und gramnegative Bakterien sowie Pilze. Bei
NET-ose kommt es zuerst zu einer Auflosung der Kernmembran. Die Chromatinstringe
vermischen sich intrazellulir mit den zytoplasmatischen Proteinen und bilden damit die
Grundsubstanz fir die NETs. Durch die Ruptur der Zellmembran wird dieses Gemisch
freigesetzt und bildet dadurch NETSs, welche extrazellulir Mikroorganismen binden und
bekimpfen kénnen (Brinkmann et al, 2004). Ahnlich wie bei der Nekrose regen die
intrazelluliren Bestandteile der PMN weitere Entziindungsreaktionen an. Die Bildung der
NETSs bedarf der Aktivitit der NADPH-Oxidase und weiterer, noch nicht niher bestimmten
Einflussen. Dieser Weg des Zelltods unterscheidet sich von der Apoptose z.B. durch die
tehlende apoptosetypischen Fragmentierung der DNA und durch die bei der Nekrose

fehlenden Auflosung der Kernmembran (Fuchs et al., 2007). Als wichtiger Stimulus zur
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Bildung der NETs konnte die Interaktion zwischen PMN und Thrombozyten wihrend einer
Sepsis identifiziert werden (Clark et al., 2007). Thrombozyten binden tber TLR 4 an ihrer
Zelloberfliche an im Blut zirkulierende bakterielle Liganden. Durch diesen Stimulus binden
sie an adhirente PMN der Blutbahn innerhalb von Leber und Lunge und induzieren so die
Bildung von NETs. Dieser Vorgang kénnte auch eine Erklirung fir die wihrend einer Sepsis

beobachtete Thrombozytopenie bieten.

1.3. Abriumung  apoptotischer Zellen und deren

immunmodulatorischen Effekte

PMN gehen nach einer kurzen Lebensdauer in die Apoptose (Saville et al., 1995). Damit der
Inhalt der apoptotischen PMN nicht doch noch freigesetzt wird, mussen sie schnell und
effektiv abgeratimt werden, um eine Schidigung des kérpereigenen Gewebes zu vermeiden
(Henson et al., 1987). Bisher wurde diese Aufgabe hauptsichlich nur fiir Makrophagen (Savill
et al., 1989) und Dendritische Zellen (Stuart et al., 2002; Morelli et al., 2003) beschrieben und
erginzend dazu fir einige nicht-spezialisierte Phagozyten, wie z. B. Endothelzellen,
Mesangiumzellen (Cortes-Hernandez et al., 2002) und glatte Muskelzellen (Fries et al., 2005).
Die Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen ist weitgehend unverstanden und
Gegenstand einer breiten aktuellen Forschung. Dieser Prozess wurde bisher iiberwiegend fiir
Makrophagen, Monozyten und Dendritische Zellen untersucht, ohne entgtltig kliren zu
konnen, Gber welche Rezeptoren und Molekiile Zellen tiberhaupt als apoptotisch erkannt und
anschlieBend phagozytiert werden. Die verschiedenen Rezeptoren und Molekiile dafir
befinden sich sowohl auf den apoptotischen Zellen, als auch auf den Phagozyten selbst. Hinzu
kommen verschiedene Serumfaktoren als Opsonine. So konnte gezeigt werden, dass die
Anwesenheit von Serum die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen verstirkt
(Kurosaka et al., 2002). Bei den Molekilen auf den apoptotischen Zellen wird zwischen der
verstirkten Expression von so genannten eat me-Signalen und dem Verlust von so genannten
leave me-Signalen unterschieden (siehe Abbildung 1).

Als ein zentrales Erkennungszeichen apoptotischer Zellen und auch als ein eas 7e-Signal wird
Phosphatidylserin gesehen, welches durch Translokation auf die Zelloberfliche apoptotischer
Zellen gelangt (Fadok et al., 1998). Andere ear me-Signale entstehen durch strukturelle
Veranderungen unterschiedlicher Molekiile. Zum Beispiel kommt es wihrend der Apoptose
an der Zelloberfliche zu einer Verinderung verschiedener Kohlenhydratstrukturen mit einer

Exposition von Galaktose, Mannose und N-Acetyl-Glukosamin. Als ein Beispiel dient das

-9-
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Adhisionsmolekil ICAM-3, welches Uber einen solchen Prozess in seiner Struktur verandert
wird, wodurch es zu einer Erkennung als apoptotische Zelle durch Phagozyten kommt (Dini
et al., 1995).

Die /leave me-Signale sind Kennzeichen vitaler Zellen, welche wihrend der Apoptose von der
Zelloberfliche verschwinden oder sich in ihrer Struktur verindern. Auf vitalen Zellen
verhindern sie die Aufnahme der Zelle durch Phagozyten, wohingegen apoptotische Zellen
durch den Verlust oder die Verinderung dieses ,,Schutzschildes® phagozytiert werden kénnen.
Ein Beispiel eines solchen Molekiils, das auf apoptotischen Zellen an der Zelloberfliche
strukturell verindert exprimiert wird, ist CD31. Dadurch kommt es nicht mehr zu einer
AbstoBBung der apoptotischen Zelle vom Phagozyten (Brown et al., 2002). Diese strukturellen
Verinderungen an der Oberfliche apoptotischer Zellen entstehen durch bakterielle
Proteinasen. Diese bewirken einen Verlust der /eave me-Signale und die Erzeugung von eat me-
Signalen (Guzik et al., 2007).

Durch zn vitro Modelle konnten verschiedene Molekiile auf der Zelloberfliche von Phagozyten
identifiziert werden, die bei der Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen involviert
sind. Dazu zidhlen CD14 (Devitt et al, 2003), die Integrine av33 (Savill et al., 2000) und avi35
(Albert et al, 2000), die Scavenger-Rezeptoren CD36 (Savill et al., 1992), CD68 (Ramprasad et
al., 1995), Klasse A Makrophagen Scavanger Rezeptor (SR-A) (Platt et al.,, 1996) und der
Lektin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1 (LOX-1) (Oka et al., 1998).

Als ein sehr zentrales Molekil auf der Zelloberfliche von Phagozyten wird ein
Phosphatidylserinrezeptor vermutet. Dieser wurde auf der Oberfliche von Makrophagen
beschrieben (Fadock et al., 2000), und erschien interessant, da sein Ligand — Phosphatidylserin
— an der Zelloberfliche apoptotischer Zellen als ein Hauptunterscheidungsmerkmal zu
nicht-apoptotischen Zellen exprimiert wird. Der Rezeptor wurde durch einen blockierenden
monoklonalen Antikérper 217 (mAb 217) entdeckt. Der Antikorper ist gegen Strukturen auf
Makrophagen gerichtet, die mit TGF- und 3-Glucan stimuliert wurden. Iz witro konnte
gezeigt werden, dass die Bindung des Antikérpers an Makrophagen zu einer verminderten
Phagozytose apoptotischer Zellen fihrte. Die Bindung des Antikérpers an die stimulierten
Makrophagen wiederum konnte durch die Co-Inkubation mit Phosphatidylserin-tragenden
Liposomen gehemmt werden. Durch diese beiden Beobachtungen wurde geschlossen, dass
mAb 217 gegen einen Phosphatidylserin-Rezeptor auf Makrophagen gerichtet war. Diese
Schlussfolgerung konnte aber 2004 widerlegt werden. Zum einen wurde gezeigt, dass mAb
217 gegen ein nukledres Protein gerichtet war, und nicht gegen ein Molekil an der

Zelloberfliche von Makrophagen (Cui et al., 2004). Zum anderen kommt es 7z vivo und in vitro
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zu keiner verminderten Phagozytose apoptotischer Zellen durch die Makrophagen aus
Phosphatidylserin-Rezeptor-defizienten Mdusen, sondern zu einer Wachtumsretardierung in
utero, zu einer verzégerten Organdifferenzierung und zu einem perinatalen Versterben der
Miuse (Bose et al, 2004). Interessanterweise konnten die Makrophagen dieser
Phosphatidylserin-Rezeptor-defizienten Maiuse weder durch apoptotische Zellen zu der
Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen angeregt werden, noch durch LPS zur
Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen. Der Phosphatidylserin-Rezeptor scheint
neben einer Beteiligung an der Organdifferenzierung eine entscheidende Rolle an der
Regulierung des Sekretionsmusters von Makrophagen zu haben. Somit scheint es, als wire er
nicht an der direkten Erkennung apoptotischer Zellen durch Makrophagen beteiligt, sondern
an den sich daraus ergebenden Effekten.

Jungste Studien legen nahe, dass doch ein Zusammenhang zwischen Phosphatidylserin und
der Erkennung apoptotischer Zellen durch Phagozyten besteht. Auf Sertoli Zellen des
Hodens konnte der Klasse B Scavenger Rezeptor Typ 1 (SR-BI) als ein Phosphatidylserin
erkennendes Molekiil identifiziert werden. Er dient der Aufnahme apoptotischer Zellen der
Spermatogenese durch die Sertoli Zellen. Durch diese Bindung von Phosphatidylserin an SR-
BI kommt es wiederum zu einer Wechselwirkung zwischen SR-BI und dem engulfment
adapter protein (GULP) auf der Zelloberfliche von Sertolizellen. Dieses fiihrt in der Folge zu
einer Phosphorylierung der mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38. MAPK erhoht
wiederum den Gehalt an das Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (RAC-1) in der
Sertoli Zelle, was wiederum eine Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts zur Folge hat.
Durch diese Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts umschlie3t die Sertoli Zelle die
apoptotische Zelle und phagozytiert sie (Osada et al, 2009). Ob die Bindung von
Phosphatidylserin an SR-BI und die anschlieBenden Prozesse ebenfalls eine zentrale Rolle in
der Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen durch andere Phagozyten spielt, muss
jedoch erst noch untersucht werden.

Ein anderer Rezeptor, der die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Phagozyten vermittelt,
ist das LDL-receptor-related protein (LRP) (Gardai et al,, 2005). Dieses Protein an der
Oberfliche der phagozytierenden Zelle erkennt Calretikulin an der Oberfliche der zu
phagozytierenden Zelle. Calretikulin  kommt jedoch an der Zelloberfliche sowohl
apoptotischer als auch nicht-apoptotischer Zellen vor. Die Differenzierung zwischen
apoptotisch und nicht-apoptotisch geschieht z. B. iiber das /ave me-Signal CD47, welches auf

der Oberfliche von nicht-apoptotischen Zellen exprimiert wird und im Rahmen der Apoptose

-11 -



1. Einleitung

von der Zelloberfliche verschwindet. Auf diese Weise wird erreicht, dass nur apoptotische
Zellen phagozytiert werden.

Wie komplex die Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen durch die verschiedenen
Phagozyten und das Zusammenspiel mit den unterschiedlichen Rezeptoren ist, zeigt sich
darin, dass immer neue Molekdile in diesem Zusammmenhang entdeckt werden. Anfang des
Jahres konnte nachgewiesen werden, dass es in Maiusen, welche fiir den intrazelluliren
Botenstoff Vav3 guanine nucleotide exchange factor (Vav3) defizient waren, zu einer
verminderten B2-Integrin-abhingigen Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen
tber ICAM-1 kommt (Sindrilaru et al., 2009). Eine andere Arbeitsgruppe fand heraus, dass der
Rezeptor Trem-like 4 eine wichtige Rolle in der Abriumung apoptotischer Zellen spielt. Er
wird in der Maus auf der Zelloberfliche von CD8a" Dendritischen Zellen und residenten
Makrophagen der Milz exprimiert. Er dient der Phagozytose sowohl spit-apoptotischer als
auch nekrotischer Zellen durch diese Phagozyten in der Milz der Maus (Hemmi et al., 2009).
Verschiedene Serumbestandteile wirken ebenfalls bei der Phagozytose apoptotischer Zellen
mit (Mevorach et al., 1998; Cortes-Hernandez et al., 2002). Zusitzlich konnte gezeigt werden,
dass der Einfluss apoptotischer Zellen auf die Zytokin-Sekretion von Makrophagen ebenfalls
abhingig ist von der Anwesenheit von Serum (Kurosaka et al., 2002). Immunglobuline,
Akute-Phase-Proteine, antikoagulatorische Proteine, Kollektine und Bestandteile des
Komplementsystems kénnen apoptotische Zellen opsonieren, um sie so fir die Phagozytose
zu markieren. Speziell das Komplementsystem scheint dabei eine wichtige Rolle zu spielen.
Zum einen ist der Komplementfaktor 3 (C3) beteiligt (Kohl, 2006), zum anderen das
Spaltprodukt ¢ von C1 (Clq) (Donnelly et al., 2006). Clq bindet an das bereits erwihnte
Calretikulin und an CD91 auf der Zelloberfliche von apoptotischen Zellen und opsoniert sie
so fir Phagozyten. Fir die Erkennung und Phagozytose von diesen opsonierten
apoptotischen Zellen sind auf den Phagozyten Komplementrezeptoren und Fcy-Rezeptoren

essentiell (Hart et al., 2004).
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Abbildung 1: Rezeptoren und Molekiile zur Erkennung apoptotischer Zellen.

Fir zahlreiche Rezeptoren wurde eine Beteiligung an der Phagozytose apoptotischer Zellen durch verschiedene
Phagozyten auf beiden Zelltypen nachgewiesen. Auch mehrere Serumfaktoren sind daran beteiligt. Das grine
Kreuz an verschiedenen Rezeptoren bedeutet, dass diese in ihrer Struktur verindert werden. CD47 wird im
Rahmen der Apoptose von der Zelloberfliche entfernt, wodurch es seine ,,schiitzende® Funktion fiir Calretikulin
verliert. Die eingezeichneten Pfeile stellen bisher nachgewiesene Wechselwirkungen zwischen verschieden
Rezeptoren und Molekdilen dar, welche eine Rolle fiir die Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN spielen.

Die Apoptose der PMN und die daraus folgende Phagozytose stellt kein unbedeutendes
Randphinomen der Entziindung dar. Dieser Vorgang nimmt vielmehr zentralen Einfluss auf
die Phagozyten und ist wahrscheinlich dadurch zentral beteiligt an der Beendigung einer
Entziindung (Saville et al., 1995). Wie im Folgenden aufgefiihrt, beeinflussen apoptotische
Zellen verschiedene Funktionen von Monozyten, Makrophagen und Dendritischen Zellen.

In Monozyten wird zum einen durch apoptotische Zellen die Produktion der anti-
entziindlichen Zytokine II.-10 und TGF- gesteigert. Zum anderen wird weniger von den pro-

entziindlichen Zytokinen TNF-a und IL-13 produziert (Byrne et al., 2002).
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In Makrophagen wird ebenfalls die TGF-3-Produktion durch den Kontakt mit apoptotischen
Zellen gesteigert (Huynh et al., 2002), wihrend die Produktion von TNF-a (Barker et al.,
2002) und Makrophagen-Inflammatorisches Protein 2 (MIP-2) absinkt (Zhang et al., 2003).
Die Datenlage zur Verinderung der Sekretion von IL-8 aus Makrophagen in der Folge der
Phagozytose apoptotischer Zellen ist sehr uneinheitlich. Zwar wurde von einigen Gruppen
eine verminderte IL-8-Freisetzung beobachtet (Fadok et al., 2001), in anderen Versuchen
zeigte sich aber eine erhohte IL-8-Sekretion durch den Kontakt mit apoptotischen Zellen
(Kurosaka et al., 1998).

Auch auf der Ebene der Gen-Transkription konnte ein Einfluss apoptotischer Zellen auf
Makrophagen nachgewiesen werden. Bereits der Kontakt zu apoptotischen Zellen fthrte in
Makrophagen zu einer verminderten Transkription der Gene fir pro-inflammatorische
Zytokine (Cvetanovic et al., 2004).

Wie bereits erwihnt, konnte gezeigt werden, dass Makrophagen durch den Kontakt mit
apoptotischen Zellen vermehrt I1.-10 sezernieren. IL-10 ist daftir bekannt, dass es die Aktivitit
von Phagozyten, Erreger aufzunehmen und Sauerstoffradikale zu bilden, reduziert. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass der Kontakt mit apoptotischen Zellen zwar zu einer vermehrten
IL-10 Freisetzung aus Makrophagen fiithrt, diese aber trotzdem unverandert Staphylococcns
anrens phagozytieren und abtéten koénnen (Zuba et al, 2004). Andererseits konnte
demonstriert werden, dass apoptotische Zellen die Synthese von Stickstoff-Oxid (NO) in
Makrophagen reduziert und dies zu einer verminderten Abtétung von Coxiella burnetti fihrt
(Zamboni et al., 2004). Bei Coxiella burnetti handelt es sich jedoch um einen obligat
intrazelluliren Erreger und vielleicht gibt es deswegen Unterschiede zu den Ergebnissen mit
Staphylococcus anrens. Letztendlich handelt es sich hierbei jedoch um 7z vztro Untersuchungen, die
unter Umstinden wichtige Begleitfaktoren im Gesamtorganismus ausblenden. Als Beispiel
hierfiir sei erwihnt, dass fiir eine effktive Abtotung von Staphylococcus epidermidis eine
bestimmte Konzentration von PMN notwendig ist, wobei die Anzahl der Bakterien eine
untergeordnete Rolle spielt (Li et al, 2002).

Bei murinen Dendritischen Zellen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Produktion von
pro-entziindlichen Zytokinen wie IL-la, IL-13, IL-6, II-12p70 und TNF-a durch die
Phagozytose apoptotischer Zellen sinkt (Morelli et al., 2003). In der Ratte wurde zusitzlich
gezeigt, dass auch nicht-professionelle Phagozyten, wie z. B. glatte Muskelzellen, apoptotische
Zellen aufnehmen kénnen und dadurch in Ihrer Funktion beeinflusst werden. Sie sezernieren

danach  vermehrt TGF-B, Monocyte-Chemoattractant  protein-1 ~ (MCP-1)  und
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Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant (CINC, entspricht funktionell IL-8 im
Menschen) (Fries et al., 2005).

Diese Beobachtungen zeigen klar, dass die Apoptose von PMN neben dem Schutz des
Gewebes vor aggressiven Zellbestandteilen einen wichtigen Schritt darstellt, um die
Entziindungsreaktion zu beenden (Serhan et al., 2005).

Auch der Zeitpunkt im Apoptoseprozess scheint Einfluss zu nehmen auf die Regulierung der
Entzindung. Frih-apoptotische Zellen verindern die Zytokin-Ausschiittung  der
phagozytierenden Makrophagen nicht; es werden weder pro-entziindliche noch
anti-entzindliche Zytokine verstirkt ausgeschiittet (Kurosaka et al., 2003).

Zusitzlich ist auch die auslésende Ursache fur die Apoptose von PMN entscheidend dafiir,
wie die anschlieBend phagozytierende Zelle in ihrer Funktion beeinflusst wird. Apoptotische
PMN, die Bakterien wie Staphylococcus anrens oder Escherichia coli phagozytiert hatten, fihrten
bei Makrophagen, die diese apoptotischen Zellen aufnahmen, zu einer vermehrten
Ausschiittung von TNF-a. Wurde die Apoptose aber durch das Altern von PMN ausgel6st, so
treten die bekannten anti-entziindlichen Effekte bei Makrophagen auf: Die Sezernierung von
TNF-o wird vermindert, und die von TGF-§ wird erhoht (Zheng et al. 2004).

Im Rahmen der Sepsis scheint der Zelltod von Immunzellen und somit auch von PMN
ebenfalls eine wichtige Stellung zu haben. Bisher wurde die Meinung vertreten, dass
Sepsispatienten an einem sogenannten ,,Zytokin-Sturm® versterben, bei dem es zu einer
extremen Freisetzung von Zytokinen und in Folge dessen zu einem Kreislaufversagen kommt.
Doch dieses Modell wird heute zunehmend in Frage gestellt, da Therapieversuche in diese
Richtung in vielen Studien keine Verbesserung der Uberlebensrate erbracht haben. Es gibt
zunehmende Hinweise darauf, dass ein ibermiBliger Verbrauch von Immunzellen der Grund
tir die hohe Letalitat ist, da es wihrend der Sepsis zu einem tberschieSenden Untergang der
verschiedenen Immunzellen kommt (Hotchkiss et al., 2006). Durch ein besseres Verstindnis
der genauen Apoptoseabliufe der Zellen und der daraus resultierenden Wirkungen auf andere
Zellen erhofft man sich fir die Zukunft therapeutische Ansitze, um auf die

Entziindungsreaktion einen steuernden Einfluss nehmen zu kénnen (Rossi et al., 2007).
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1.4. Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN

Bei Patienten, die im Rahmen eines Nierenzellkarzinoms mit IFN-y und GM-CSF behandelt
wurden, konnte zum ersten Mal apoptotisches Material in PMN nachgewiesen werden (Galati
et al., 2000). Durch eine andere Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass bei fulminanten
Lungenentziindungen ebenfalls apoptotisches Material von PMN phagozytiert wird. Die Idee
dahinter war, dass es bei einer schweren Lungenentziindung zu einer so massiven Anhatfung
von apoptotischen Zellen kommt, dass die Abrdaumung durch das Makrophagen-System nicht
mehr ausreicht. In diesem Fillen sollen ebenfalls die PMN als eine Art Rettungssystem
apoptotische Zellen phagozytieren kénnen, um das Entstehen sekundir nekrotischer Zellen
zu vermeiden, welche eine Gewebe-schidigende Wirkung hitten (Rydell-T6rminen et al.,
2000).

In unserer Arbeitsgruppe konnte in einer elektronenmikroskopischen Untersuchung von
PMN in einer Zellkultur nebenbefundlich gezeigt werden, wie sich Zellausldufer eines PMN

um eine apoptotische Zelle legten (siche Abbildung 2).

Neutrophiler
Granulozyt

Apoptotischer Granulozyt

Abbildung 2: Phagozytose eines apoptotischen Granulozyten durch einen PMN.
(Essmann/Idel et al., Manuskript eingereicht)
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Aus dieser Beobachtung und den von Galetti beschriebenen Ergebnissen entstand die
Theorie, dass PMN apoptotische Zellen phagozytieren kénnen.

Um diese Theorie weiter zu untersuchen, wurden in Vorarbeiten PMN aus dem peripheren,
humanen Vollblut isoliert (siche Kapitel 3.2.1) und ein iz vitro Modell zur Darstellung der
Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN entwickelt (Esmann, 2008). Durch die
unterschiedliche Firbung von apoptotischen Zellen und PMN konnte nach einer
gemeinsamen Inkubation in der Fluoreszenzmikroskopie und in der Durchflusszytometrie
gezelgt werden, dass apoptotisches Material in die PMN aufgenommen wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass es sich dabei um wirkliche Phagozytose handelt und nicht um einen
bloBen Austausch des Membranfarbstoffs, indem die Co-Inkubation der PMN mit den
apoptotischen Zellen in der Anwesenheit des Phagozytose-Hemmstoffs Cytochalasin D
wiederholt wurde. Bei der anschlieBenden Analyse der Zellen konnten weniger
Zellbestandteile mit dem Memranfarbstoff der apoptotischen Zellen in den PMN
nachgewiesen werden. In der Konfokal-Mikroskopie konnte dann sogar gezeigt werden, dass

sich apoptotisches Material in den PMN befindet (Esmann et al., 2010).
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2. Fragestellung

Die vorliegenden Arbeit widmet sich der Frage, welchen Finfluss der Kontakt mit und die
Phagozytose von apoptotischen Zellen auf die Funktionen von PMN hat. Als proentziindliche
Funktionen wurden die Sekretion der Zytokine IP-10 und IL-8, sowie die Produktion von
reaktiven Sauerstoffradikalen untersucht.

Ferner wurde die Abhingigkeit der Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN von der
Anwesenheit humanen Serums untersucht. Wichtige Serumbestandteile, speziell im Rahmen
der akuten Entziindung, sind die Komponenten des Komplementsystems. In der vorliegenden
Arbeit wurde Clq als einer der wichtigsten Komplementfaktoren gewihlt und untersucht,
welchen Einfluss dessen Fehlen im Serum auf die Phagozytose apoptotischer Zellen durch

PMN hat.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materiallisten

3.1.1. Laborverbrauchsmaterialien

Bakterienfilter, rund, 0,45 um, steril

Blutentnahmeroéhrchen Li-Heparin

Blutentnahmeréhrchen Serum

Deckgliser, rund, 15 mm

Gewebekulturplatten, 6, 12, 24, 48,
96-Loch, Flachboden

Gewebekulturplatten, 96-Loch,
Spitzboden

Glasobjekttrager Superfrost®

Mikrotiterplatte MaxiSorb 96-Loch,
Flachboden

Pipetten 5, 10, 25 ml

Pipettenspitzen 1-10 ul, 10-100 pl,
100-1000 pl

Plastikréhrchen, 15 ml, Polystyrol

Plastikrohrchen, 50 ml, Polypropylen

Reaktionsgefi3e 1,5 ml, Polypropylen

Reaktionsgefi3e 2 ml, Polypropylen
Transferpipette 3.5 ml
U-Réhrchen fiir die Durchfluss-

zytometrie

Schleicher und Schuell, Dassel
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Numbrecht

Hecht-Assistent, Sondheim

Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Menzel, Braunschweig

Nunc, Wiesbaden

Greiner bio-one Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbtrecht

Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Numbrecht

Micronic, Lelystad, Niederlande
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3.1.2. Chemikalien

Annexin-V- FITC
Bovines Serum-Albumin (BSA)
Clg-depleted Serum (human)
Dihydrorhodamin 123 (DHR)
Fetales Kilberserum (FCS)
fMLP
Giemsa Firbelosung
L-Glutamin
Rekombinantes humanes GM-CSF
HEPES
Histopaque® 1119
Rekombinantes humanes IFN-y
IMAGEN® Mounting Fluid
Immersionsol
Kalziumchlorid (CaCl,)
Kristallviolett
Lipopolysaccharide E. c0/i 0111:B4
Lymphozytenseparationsmedium 1077
2-Mercaptoethanol
Methanol
Natriumazid
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Paraformaldehyd
Phosphate buffered saline (PBS) (1 X)

sterile Losung
PBS (10 X) sterile solution
Penicillin/Streptomycin
Percoll®
PKH 26 Red Fluorescent

Cell Linker Kit

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Quidel, San Diego, USA
Molecular Probes, Leiden, Niederlande
Gibco, Katlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Betlin

PeproTech, Offenbach
Biochrom, Betlin

Sigma, Deisenhofen
PeproTech, Offenbach

Dako, Hamburg

Carl Zeiss, Jena

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma, Deisenhofen

J.T. Baker, Deventer, The Netherlands
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Apotheke des UKSH, Campus Libeck, Libeck

Gibco, Karlsruhe
Biochrom, Betlin

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Sigma, Deisenhofen
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PKH 67 Green Fluorescent
Cell Linker Kit
Propidiumiodid-Lésung

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)

1640 Medium
Trypanblau-Firbel6sung 0.4 %
Tween 20

3.1.3. ELISA-Sets

human IL.-8 ELISA CytoSet™
human IP-10 ELISA CytoSet™
OptEIA™ human TNF-a Set
OptEIA™ human I1.-10 Set

3.1.4. Gerite

Analysenwaage BP61S
CO,- Inkubator IG 150
Durchflusszytometer FACS-Calibur®
Eismaschine
Mikroskope

Axiovert 25

Axioskop 40

Axiocam HRc

(Digitale Mikroskopkamera)

pH-Meter inolab
Photometer Tecan Sunrise
Pipetten
Rittler Vibrofix VF1 Electronic
Sterile Werkbank
Stratalinker® 2400
Wasserbad

Zahlkammern

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Biosource, Camarillo, CA, USA
Biosource, Camarillo, CA, USA
BDBiosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg

Sartorius, Gottingen
Jouan, Unterhaching
Becton Dickinson, Heidelberg

Ziegra, Isernhagen

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena
WTW GmbH, Weilheim
Tecan, Crailsheim

Eppendorf, Hamburg

Janke & Kunkel IKA® Labortechnik, Staufen

Biohit, Koln
Stratagene, La Jolla, USA
Kottermann, Uetze (Hanigsen)

Neubauer, Marienfeld
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Zentrifugen
Multifuge 3 SR Kendro (Heraeus), Langenselbold
Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg
Zytozentrifuge Cytospin3 Shandon, Frankfurt am Main

3.1.5. Kulturmedien und Puffer

Annexin-V-Puffer 10 mM HEPES + 140 mM NaCl + 5 mM CaCl, pH 7,4 (eingestellt
mit NaOH)

Kulturmedium RPMI 1640 Medium + 50 uM 2-Mercaptoethanol + 2 mM L-
Glutamin + 10 mM HEPES + 100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml
Streptomycin + 10 % FCS

ELISA Wasch-Puffer PBS + 0,05% Tween 20

3.1.6. Software

CellQuest” (Durchflusszytometrie) ~ Becton Dickinson, Heidelberg
Magellan® (ELISA) Tecan, Crailsheim

3.2. Methodik

3.2.1. Gewinnung von neutrophilen Granulozyten aus periphervendsem

humanen Vollblut

Genebhmigt  durch die  Ethik-Kommission der medizinischen  Fakultat der Universitit zun  Liibeck
(Az: 05-124).

Die fiir die Versuche benétigten neutrophilen Granulozyten wurden aus humanem Vollblut
isoliert, welches gesunden Probanden aus einer oberflichlichen Armvene in Heparinréhrchen
abgenommen wurde.

In einem 15-ml-Polystyroltéhrchen wurden 5 ml Histopaque® 1119, 2 ml
Lymphozytenseparationsmedium 1077 und 4,5 ml heparinisiertes Vollblut ibereinander
geschichtet und fiir 20 Minuten bei 800 X g zentrifugiert. Hierdurch wurde das Blut in vier

Fraktionen aufgetrennt, von unten nach oben waren dies: ein Bodensatz aus Erythrozyten (1),
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eine granulozytenreiche Phase Histopaque®” 1119 (2), eine vorwiegend aus Lymphozyten und

Monozyten bestehende Zellschicht (3) und Plasma (4) (siche Abbildung 3).

Heparinisiertes

Heparinisiertes
Vollblut \ / Plasma (4)
P Lymphozyten,
Lymphozyten- 20 min. Monozyten (3)
Separationsmedium ——p >
1077
800x g
Granulozyten (2)
Histopaque® / l
1119

V—

Erythrozyten (1)

Abbildung 3: Isolierung von Granulozyten aus Vollblut.

Auf 5 ml Histopaque ® 1119 und 2 ml Lymphozytenseperationsmedium 1077 wurden 4 ml heparinisiertes
Vollblut geschichtet (linkes Bild). Nach der Zentrifugation ergab sich das dargestellte Zellschichtungsbild mit den
von 1 bis 4 bezeichneten Fraktionen (rechtes Bild).

Zur weiteren Aufreinigung der granulozytenreichen Fraktion 2 wurde diese mit einer
Transferpipette vorsichtig abgesaugt, mit PBS-Puffer gewaschen, in 2 ml Medium
aufgenommen und auf einen Percollgradienten geschichtet. Dieser bestand aus 5 Schichten
mit den Dichtewerten 1,105 g/ml (85 %  isotonisierte Percollstammldsung verdinnt in
Medium), 1,100 g/ml (80 %), 1,093 g/ml (75%) 1,087 g/ml (70 %), und 1,081 g/ml (65 %).
Nach Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 800 X g wurden die Zellfraktionen zwischen der
80%- und der 70 %- Percoll®- Schicht gesammelt, mit PBS-Puffer gewaschen und in Medium
resuspendiert (Laufs et al., 2002).

Fir die Versuche wurden an dem Tag des Experiments zweimal PMN vom gleichen Spender
isoliert. Die erste Isolierung am Vormittag diente der Gewinnung von PMN fir die
Apoptoseinduktion (sieche Kapitel 3.2.5). Bei der Isolation am Nachmittag wurden frische
PMN gewonnen, um eine klare Trennung der nicht-apoptotischen Zellen von den
apoptotischen Zellen zu erreichen. PMN haben eine kurze und damit fiir diese Versuche
kritische Lebensdauer. Da die Apoptose-Induktion durch Bestrahlung mit Ultraviolett-Licht
(UV) eine anschlieBende vierstiindige Inkubation bendétigte, konnte bei nur einer Isolation in

der nicht bestrahlten Population ein nicht niher bezitferter Prozentsatz bereits in die natiirlich
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bedingte Apoptose gegangen sein. Die zweifache Isolation diente somit der Eliminierung

dieser Storgrofe.

3.2.2. Gewinnung von humanem Serum

Bei einigen Versuchen wurde dem Medium, welches kein FCS enthielt, humanes Serum
zugesetzt. Um Serum zu gewinnen, wurde in einem Serumrohrchen humanes Blut aus einer
oberflichlichen Armvene desselben Spenders abgenommen, dessen PMN fiir das jeweilige
Experiment verwendet wurden, so dass syngene Bedingungen gewihrleistet waren. Nach
abgelaufener Gerinnung wurde das Rohrchen bei 2600 g zentrifugiert und der

Serum-Uberstand zellfrei abgenommen.

3.2.3. Zellzihlung in der Neubauer-Zihlkammer

Die Ziahlung der isolierten PMN erfolgte nach Firbung mit Kristallviolett in einer
Zihlkammer nach Neubauer mit einer Tiefe von 0,1 mm und einer Grundfliche von 0,0625
mm? pro Kleinquadrat. Mindestens 100 Zellen wurden viermal in jeweils 16 Kleinquadraten
ausgezahlt. Aus dem sich daraus ergebenden Durchschnittswert wurde die Konzentration der

Zellsuspension berechnet.

3.2.4. Herstellung von Zytospin-Priaparaten und Fiarbung nach Giemsa

Zellsuspensionen von jeweils 10° Zellen in 100 ul Medium wurden durch Zentrifugation mit

einer Zytozentrifuge bei 400 X ¢ auf Objekttriger gebracht. Diese so genannten
Zytospinpraparate wurden anschliefend fir 5 Minuten in einem Methanolbad (99 %) fixiert,
luftgetrocknet und anschlieBend in einem Bad aus Giemsa-Firbelosung (Giemsa-
Stammlosung 1:20 mit deionisiertem Wasser verdiinnt) fiir 30 Minuten gefarbt. Zum Schluss
wurde die Uberschissige Firbelosung mit Leitungswasser abgespilt und die

Zytospin-Praparate konnten mikroskopisch untersucht werden.
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3.2.5. Apoptose-Induktion in neutrophilen Granulozyten durch

UV-Bestrahlung

Die PMN gehen natirlicherweise nach ca. 10-24 Stunden in die Spontanapoptose. Um diesen
Prozess zu beschleunigen, wurde die Apoptose der PMN deswegen durch die Bestrahlung mit
ultraviolettem (UV) Licht induziert (Essmann, 2008). Das UV-Licht induziert die Apoptose
durch direkte Schidigung der DNA. Dies fiihrt zur Freisetung von Cytochrom C aus den
Mitochondrien (Kulms et al., 2002).

Zur Apoptose-Induktion der PMN wurden diese in einer Konzentration von 20 X 10° Zellen
pro ml in Medium aufgenommen. Jeweils 333 pl dieser Zellsuspension wurden in ein Feld
einer 12-Loch-Gewebekulturplatte mit einem Flachboden gegeben. Diese Platte mit den PMN
wurde ohne Abdeckung in das UV-Bestrahlungsgerit Stratalinker® gestellt und mit UV-Licht
der Wellenldnge 256 nm in einer Dosis von 200 m]/cm? bestrahlt. Die PMN wurden danach

mit Medium auf eine Konzentration von 5 X 10° Zellen pro ml verdinnt.

3.2.6. Apoptose-Nachweismethoden

In Zytospinpriaparaten von PMN zeigen sich zwischen nicht-apoptotischen und
apoptotischen Zellen in der Firbung nach Giemsa lichtmikroskopisch charakteristische
morphologische Unterschiede. Apoptotische PMN stellen sich durch einen Verlust der
gelappten Zellkernform und Verdichtung des Kernchromatins dar (Payne et al., 1994; Squier
etal,, 1995).

Als  weitere Moglichkeit des Apoptose-Nachweises wurde eine Farbung mit
Fluoresceinisothiocyanate(FITC)-konjugiertem  Annexin-V  durchgefihrt. Das auf der
Zellmembran von apoptotischen Zellen exprimierte Phosphatidylserin stellt hierbei das
Substrat fiir Annexin-V dar, an welches es kalziumabhingig bindet (Homburg et al., 1995;
Vermes et al., 1995). Die Firbung mit Annexin-V wurde entsprechend der Anleitung des
Herstellers in kalziumhaltiger Annexinpufferlosung auf Eis durchgefiihrt. Die Zellen wurden
unmittelbar im Anschlus an die Firbung mit dem Durchfluszytometer analysiert. Mit dieser
Methode war eine Differenzierung von vitalen (Annexin- negativen) und apoptotischen
(Annexin-positiven) Zellen moglich. Bei der Auswertung wurden die Zellen berticksichtigt, die

nach GroBe und Granularitit im FSC/SSC-Diagramm PMN entsprachen.
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3.2.7. Zellfirbung mit PKH-Farbstoffen

Bei den PKH-Farbstoffen PKH-26 (rot) und PKH-67 (griin) handelt es sich um aliphatische
Fluoreszenzfarbstoffe, die sich in die Lipidmembran von Zellen einlagern (Horan PK et al.,
1989).

Fir einen Fiarbeansatz wurden 15 Millionen PMN zum Waschen zunichst in einem 15-ml-
Polystyrolr6hrchen in 5 ml Medium, welches weder FCS noch humanes Serum enthielt,

zentrifugiert. Das Zellsediment wurde anschlieSend je nach gewtinschter Firbung in 0,5 ml
entweder einer 2,3%10° M PKH26-Farbstofflosung (PKH-Stammlosung in ,,Diluent-C*-

Verdiinnungsfliissigkeit) oder einer 5107 M PKHG67-Farbstofflosung resuspendiert und fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert. Zur Abstoppung der Firbung wurden
0,5 ml FCS hinzugegeben und dieses fir zwei weitere Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AbschlieBend wurden die Zellen dreimal mit Medium gewaschen. Die Firbung wurde

fluoreszenzmikroskopisch und mittels Durchflusszytometrie untersucht.

3.2.8. Phagozytose apoptotischer PMN durch nicht-apoptotische PMN

4 x 10° PKH26 (rot) gefirbte apoptotische PMN wurden mit 1 x 10° PKHG67 (griin) gefirbten
vitalen PMN in einem Volumen von 100 pyl Medium ohne FCS in einer 96-Loch-
Zellkulturplatte zusammengefiihrt. Wenn nicht anders angegeben, war diese Zellsuspension zu
33 % mit autologen humanen Serum versetzt. Zusitzlich wurde eine Co-Kultur zur Kontrolle
angelegt, die jedoch anstatt mit autologem humanem Serum zu 33% mit allogenem humanem
Serum versetzt wurde.

Die Zellen wurden fir 90 Minuten bei einer Temperatur von 37°C und gesittigter
Wasserdampfatmosphire mit einem Kohlendioxid (CO,) Gehalt von 5 % co-inkubiert und
anschlieBend auf FEis gestellt. Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch und
durchflusszytometrisch. Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden aus jeder Probe
10* Zellen ~ analysiert (siche Abbildung 6). AuBerdem wurden Giemsa-gefirbte

Zytospinpriparate angefertigt.
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3.2.9. In vitro Kultur von isolierten humanen PMN

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Kulturmedium (siche Kapitel 3.1.5) bei 37°C und 5% CO,
inkubiert.

In einigen Experimenten wurde untersucht, welchen Einfluss die Zugabe verschiedener
Stimulanzien auf die verschiedenen Funktionen der nicht-apoptotischen PMN hat, sowohl in
Anwesenheit als auch in Abwesenheit von apoptotischen PMN. Dazu wurden die
Effektorzellen einer 96-Loch-Zellkulturplatte mit verschiedenen Substanzen inkubiert:

1) GM-CSF (100 ng/ml)

2) Lipopolysaccharid (LPS) (100 ng/ml)

3) IFN-y (100 U/ml)

4) GM-CSF (100 ng/ml) + IFN-y (100 U/ml)

5) LPS (100 ng/ml) + IFN-y (100 U/ml)

3.2.10. Messung reaktiver Sauerstoff-Radikale

Reaktive Sauerstoffradikale in PMN wurden durch Verwendung von Dihydrorhodamin
(DHR) gemessen. DHR gelangt in die PMN und wird fluoreszierend, indem es durch reaktive
Sauerstoffradikale (HO, H,0O,) oxidiert wird.

In den Versuchen wurden zunichst die apoptotischen PMN mit PKH-26 (rot) gefirbt,
wohingegen die nicht-apoptotischen ungefirbt blieben.

Fir die Versuche ohne die Anwesenheit von humanem Serum wurden die einzelnen Ansitze
jeweils als 100-pl-Ansitze in Medium mit 1% FCS erstellt. Um den Einfluss apoptotischer
Zellen auf die Produktion reaktiver Sauetrstoffradikale von PMN zu untersuchen, wurde ein
Co-Kultur-Ansatz aus 2,5 x 10° apoptotischen PMN und 2,5 x 10° nicht-apoptotischen PMN
verwendet. Als Vergleichskontrollen wurden diese beiden Zellpopulationen als Mono-Kultur-
Ansitze betrachtet. Dabei bestand der eine Mono-Kultur-Ansatz aus 5 x 10° apoptotischen
PMN und der andere aus 5 x 10° nicht-apoptotischen PMN. Dieses Ansatz-Triplet bestechend
aus einem Co-Kultur-Ansatz und zwei Mono-Kultur-Ansitzen wurde fiir jeden Versuch
doppelt angelegt., da ein Triplet im gesamten Versuch keinen zusitzlichen Stimulus erhielt
und ein Triplet im weiteren Versuchsverlauf einen zusitzlichen Stimulus aus Formyl-
Methionin-Leucin-Phenylalanin (fMLP) erhielt. Alle Ansitze wurden aber zunichst bei 37° C

und 5 % CO, fir eine Stunde inkubiert.
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Fir den Nachweis der reaktiven Sauerstoffradikale wurde in jeden Ansatz der beiden Ansatz-
Triplets 1 uM DHR gegeben und fir 5 Minuten bei 37° C und 5 % CO, inkubiert.
AnschlieBend wurden in die Ansitze des einen Ansatz-Triplets fiir die oben genannte
Stimulation jeweils 1 puM fMLP pipettiert und in die Ansitze des unstimulierten Ansatz-
Triplets die entsprechende Menge Medium mit 1% FCS. Das Medium mit 1% FCS diente
dabei dem Ausschluss einer mechanischen Stimulationskomponente durch das Pipettieren.
AuBlerdem sollte das Gesamtvolumen aller Ansitze stets gleich bleiben. Damit wurden die
Ansitze erneut 5 Minuten bei 37° C und 5 % CO, inkubiert. Danach wurden alle Ansitze auf
Eis gestellt und die Zellen mit der Durchflusszytometrie analysiert. Dafiir lag dann ein
unstimuliertes Ansatz-Triplet vor, welches nur DHR und Medium mit 1 % FCS erhalten hatte,
und ein stimuliertes Ansatz-Triplet, welches DHR und fMLP erhalten hatte.

Der gesamte Versuch wurde noch einmal etwas verindert wiederholt, wobei die
Zellinkubation bis zur DHR-Zugabe in Medium ohne FCS durchgefihrt wurde, welches mit
33% humanem Serum versetzt war. Vor der DHR-Zugabe wurden die Ansitze abzentrifugiert
und jeweils in 100 ul Medium mit 1% FCS aufgenommen. Danach wurde weiter nach dem

oben beschriebenen Prozedere vorgegangen.

3.2.11. Zytokin-Nachweis in Zellkultur-Uberstinden

Fir die Bestimmung der Menge der Zytokinproduktion durch PMN und den Einfluss des
Kontaktes mit apoptotischen Zellen auf diese, wurden zellfreie Uberstinde aus Zellkulturen
mit bestimmten kommerziell verfiighbaren ,, ELISA-Sets* untersucht. Zur Gewinnung der
Uberstinde wurden die verschiedenen Zellkulturen in 48-Loch-Gewebekulturplatten mit
einem Flachboden als jeweils 1-ml-Ansitze angelegt. Die Zellkulturen wurden in
verschiedenen Kombinationen der Zelltypen und Stimulationen erstellt. Um den Einfluss
apoptotischer Zellen auf die Zytokinsekretion durch PMN zu untersuchen, wurde eine Co-
Kultur aus 1 x 10° nicht-apoptotischen PMN und 4 X 10° apoptotischen PMN erstellt. Als
Vergleichskontrollen wurden diese beiden Zellpopulationen als Mono-Kultur betrachtet.
Dabei bestand der eine Mono-Kultur-Ansatz aus 1 x 10° nicht-apoptotischen PMN und der
andere aus 4 x 10° apoptotische PMN. Da sich in dem Co-Kultur-Ansatz aus 1 x 10°
nicht-apoptotischen PMN und 4 X 10° apoptotischen PMN eine deutlich hohere Gesamt-

Zellkonzentration befand als in dem Mono-Kultur-Ansatz aus 1 X 10° nicht-apoptotischen

PMN, wurde als zusitzliche Kontrolle ein Monokultur-Ansatz mit 5 X 10° nicht-apoptotischen

PMN angelegt, um die unterschiedliche Zellkonzentration als Storgrofle einschitzen zu
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konnen. Alle Kultur-Ansitze wurden fir 12 Stunden in einem Brutschrank inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Ansitze in 1,5-ml-Eppendorfgefile uberfithrt und bei 425 X g
abzentrifugiert. Die zellfreien Uberstinde wurden abgenommen, fiir die einzelnen ELISA in
die dafir benétigten Mengen aliquotiert und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C aufbewahrt.
Alle Versuche wurden sowohl in Medium, als auch in Medium ohne FCS mit 33% humanem
Serum durchgefiihrt.

IL-8 wurde mit ,,human IL-8 ELISA CytoSet™* gemessen, IP-10 mit dem ,,human IP-10
ELISA CytoSet™“) TNF-a mit dem ,,OptEIA™ human TNF-a Set“ und IL-10 mit
»OptEIA™ human IL-10 Set. Bei allen ELISA-Versuchen wurde nach den jeweiligen

Protokollen der Hersteller vorgegangen.

3.2.12.Inkubation apoptotischer und nicht-apoptotischer PMN in

Clq-defizientem Serum

Die apoptotischen PMN wurden in diesen Versuchen mit PKH-67 (griin) gefirbt und die
nicht-apoptotischen PMN mit PKH-26 (rot). Diese wurden als 100-ul-Anitze mit jeweils
1x10° nicht-apoptotischen PMN und 4x10° apoptotischen PMN in Medium ohne FCS erstellt,
wobei ein Ansatz mit 33% Clq-defizientem, allogenem, humanem Serum versetzt wurde und
mit einem Ansatz, der mit 33% autologem, humanem Serum versetzt war, verglichen wurde.
Als weitere Kontrolle diente ein Ansatz, in dem sich die Zellen in Medium ohne FCS
befanden.

Alle Ansitze wurden mit GM-CSF und IFN-y stimuliert und fir 2 Stunden inkubiert (fir die
jeweiligen Konzentrationen der Stimulationen in den Ansdtzen siche Kapitel 3.2.9).

AnschlieBend wurden die Zellen mit dem Durchflusszytometer analysiert.
3.2.13.Fluoreszenzmikroskopie

Auf luftgetrocknete, paraformaldehydfixierte Zytospinpriparate fluoreszenzgefirbter Zellen

wurde ein Tropfen ,,Mounting Fluid* gegeben und darauf ein Deckglischen gesetzt, das mit

handelstiblichem Nagellack fixiert wurde. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die

Praparate bei 630-facher VergroBerung im Rot-Griin-Filter beurteilt.
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3.2.14.Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (oder auch FACS-Analyse) ist ein Verfahren, mit dem sich Partikel
— in der vorliegenden Arbeit Zellen — in einer Suspension hinsichtlich ihrer GroéBe,
Granularitit und Fluoreszenzintensitit einzeln analysieren lassen.

Dabei passieren die Zellen nacheinander einen Laserstrahl der Wellenlinge 488 nm, dessen
Licht von den Zellen gestreut wird. Das in einem geringen Winkel abgelenkte sogenannte
Vorwirtsstreulicht (Forward scatter channel, FSC) kann als Mal3 fiir die GroB3e der Zellen
angeschen werden. Das um 90° gestreute Seitwirtsstreulicht (Side scatter channel, SSC)
korrelliert mit der Granularitit der Zellen. Zusitzlich koénnen durch den Laserstrahl
Fluorochrome zur Emission von Fluoreszenzlicht angeregt werden, das in einem weiteren
Detektorsystem gemessen wird. Im FIL-1-Kanal wird Fluoreszenzlicht der Wellenlinge 530nm
(FITC, PKHG67) detektiert, im FL-2-Kanal Licht der Wellenlinge 585 nm (Phycoerythrin (PE),
PI, PKH26). Zellen kénnen mit verschiedenen Fluochromen gefirbt werden, um sie in der
Durchflusszytometrie voneinanader getrennt darstellen zu kénnen.

Die Darstellung der aufgenommenen Zelleigenschaften erfolgt in Form von Dotplots oder
Histogrammen. Im Dotplot werden die Zellen im Diagramm als Punkte mit entsprechenden
Eigenschaften dargestellt. In der Histogrammdarstellung wird die Anzahl der Zellen gegen
einen bestimmten Parameter aufgetragen. Es ist bei der Auswertung moglich, bestimmte
Zellpopulationen durch Anlage von ,,Gates* abzugrenzen und von den eingegrenzten Zellen
weitere Parameter darzustellen (siche als Beispiel fir ,,Gates* Abbildung 6).

Da die Fluoreszensspektren der Emission im FL-1- und FL-2-Kanal zu einem Teil
tberlappend sind, muss vor einer Analyse in der Durchflusszytometrie eine Kompensation in
beiden Kanilen durchgefithrt werden, um die Trennschirfe zu erhéhen. Dafir wurden in
jedem Experiment zunichst ungefirbte PMN und ungefirbte apoptotische Zellen als
Einzelansitze verwendet, um eine Figenfluoreszenz auszuschlieBen. Danach wurden die
Ansitze mit gefiarbten Zellen als Einzelansitze verwendet, um die Kompensation fir jeweils
den Kanal durchzufthren, der einen bestimmten Teil des Fluoreszenzspektrums abbildet. Erst
nach dieser Grundeinstellung wurde mit der eigentlichen Analyse der Ansitze des
entsprechenden Experimentes im Durchflusszytometer begonnen. Dabei wurden alle Ansitze
eines Experimentes mit den gleichen Grundeinstellungen analysiert, um eine Vergleichbarkeit

zwischen den Ansitzen zu gewihrleisten.
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3.2.15. Statistische Bearbeitung

Durch die Messungen verschiedener Zytokine wurde untersucht, ob es durch den Kontakt mit
apoptotischen Zellen zu einer Verinderung der Zytokinsekretion in PMN kommt. Es
handelte sich dabei jeweils innerhalb eines Experiments um die Zellen eines Spenders. Der
einzige Unterschied zwischen den PMN bestand in einer Variablen, den Kontakt mit
apoptotischen Zellen. Das bedeutet, dass die eine Gruppe mit apoptotischen Zellen inkubiert
wurde und die anderen nicht. Aus diesem Versuchsaufbau konnten die Hypothese ,,Es kommt
zu einer verinderten Zytokinsekretion durch den Kontakt zu apoptotischen Zellen® und die
Null-Hypothese ,,Es kommt zu keiner verinderten Zytokinsekretion durch den Kontakt zu
apoptotischen Zellen* abgeleitet werden. Um zu entscheiden, ob die Hypothese oder die Null-
Hypothese angenommen werden muss, dient die statistische Aufarbeitung der Ergebnisse. Es
soll damit unterschieden werden, ob die Unterschiede zwischen den Vergleichsansitzen
zufillig aufgetreten sind, oder ob der Unterschied wirklich existiert, also signifikant ist. Da
anzunehmen ist, dass es sich bei den Zytokindaten um normalverteilte Daten handelt, wurde
bei dem oben beschriebenen Versuchsaufbau der gepaarte T-Test verwendet. Die Hypothese
»Es kommt zu einer verinderten Zytokinsekretion durch den Kontakt zu apoptotischen
Zellen® gilt dabei als angenommen, wenn sich ein p-Wert < 0.05 ergibt. Bei einem p-Wert >
0.05 muss die Null-Hypothese ,,Es kommt zu keiner verinderten Zytokinsekretion durch den
Kontakt zu apoptotischen Zellen®. Dies wirde bedeuten, dass gemessene Unterschiede
zufillig aufgetreten sind und die Werte um den gleichen Mittelwert verteilt sind.

In dem Vergleich der Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN, die entweder mit
humanem Serum oder mit humanem Clq-defizienten Serum inkubiert wurden, handelt es sich
tir die statistische Bearbeitung um einen dhnlichen Versuchrahmen, wie bei den Versuchen zu
der Zytokinsekretion. Die Zellen stammten auch hier innerhalb eines Experiments vom selben
Spender, und der Unterschied bestand in nur einer Variablen, dem Fehlen von Clq im Serum.
Deswegen wurde auch auf diese Daten der gepaarte T-Test angewendet. Die Hypothese lautet
in diesem Fall ,,Durch das Fehlen von Clq kommt es zu einer verminderten Phgozytose und
die Nullhypothese ,,Durch das Fehlen von Clq kommt es zu keiner verminderten

Phagozytose®.
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4. Ergebnisse

4.1. Vorversuche

Um die einzelnen Bestandteile der Fragestellung dieser Dissertation bearbeiten zu konnen,
wurden zunichst einige Vorversuche durchgefiihrt. Diese dienten der Prifung der Reinheit
der Zellen, des Gehalts an apoptotischen Zellen und dem Funktionieren des
Phagozytosemodells apoptotischer Zellen durch PMN. Dazu gehérte auch die Zellfarbung mit
PKH-Farbstoffen, um die Phagozytose tiberhaupt in der Fluoreszenz-Mikroskopie und der
Durchflusszytometrie darstellen zu kénnen. Nur durch diese fundierte Grundlage wurde es
Uberhaupt moglich, den Einfluss apoptotischer Zellen auf die Funktionen neutrophiler

Granulozyten untersuchen zu kénnen.

4.1.1. Reinheit der neutrophilen Granulozyten

Um den Einfluss apoptotischer Zellen auf die Funktionen neutrophiler Granulozyten
untersuchen zu koénnen, musste gewihrleistet sein, dass in den Versuchen auch eine
ausreichend hohe Reinheit der PMN vorliegt, da durch eine zu starke Verunreinigung mit
anderen Zelltypen eine unberechenbare StorgroBe vorliegen wiirde. Nach der Isolierung
wurde deswegen die Reinheit der gewonnenen PMN kontrolliert, indem auf einem nach
Giemsa gefarbten Zytozentrifugenpriparat die Zellen morphologisch untersucht wurden.
Demnach betrug die Reinheit der gewonnenen Granuolzyten durchschnittlich iiber 99,9 %.
Unter den Graunulozyten waren neben den neutrophilen PMN spenderabhingig 0,1-5%
eosinophile Granulozyten. Durch die Zytozentrifugenpriparate konnte auch die Morphologie
der PMN untersucht werden, um die Vitalitit der Zellen zu untersuchen. Die apoptotischen
Zellen haben das typische kondensierte Kernchromatin, wodurch sich der Kern rund darstellt.
Die nicht-apoptotischen Zellen weisen hingegen den typischen gelappten Kern der PMN auf
(siche Abbildung 4). Die PMN haben dabei ebenfalls durchschnittlich tber 99,9 % einen
typisch gelappten Kern gezeigt.
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a.) apoptotischer PMN

b.) nicht-apoptotischer PMN

Abbildung 4: Apoptotische und nicht-apoptotische PMN gefirbt nach Giemsa.

Zellsuspensionen aus jeweils 5 x 10* apoptotischen PMN und 5 x 10* nicht-apoptotischen PMN in 100 pl
Medium wurden durch Zentrifugation mit einer Zytozentrifuge bei 400 X g auf Objekttriger gebracht.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 5 Minuten in einem Methanolbad fixiert, luftgetrocknet und anschlieend in
einem Bad aus Giemsa-Firbelosung fur 30 Minuten gefirbt. Der mit a.) markierte apoptotische PMN zeigt das
typische kondensierte Kernchromatin, wodurch sich der Kern rund darstellt. Der mit b.) markierte nicht-
apoptotische PMN weist hingegen den typischen gelappten Kern der PMN auf.

4.1.2. Reinheit der apoptotischen Zellen

Fir die in dieser Dissertation bearbeitete Fragestellung war die Gewinnung von apoptotischen
Zellen notwendig. Die zur Induktion der Apoptose mit UV-Licht bestrahlten PMN wurden
nach der viersindigen Inkubation durch eine Firbung mit Annexin-V in der
Durchflusszytometrie untersucht. Dabei zeigten sich die bestrahlten Zellen zu tber 80 %
positiv fur Annexin-V, was wiederum einem Anteil apoptotischer Zellen von tber 80 %

entspricht (siche Abbildung 5).
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Abbildung 5: Annexin-V-Firbung zur Unterscheidung zwischen apoptotischen und nicht-apoptotischen PMN.

Bei den hier dargestellten Zellen handelt es sich um einen Vergleich der Anfirbarkeit mit Annexin-V von
UV-Licht-bestrahlten PMN mit den nicht bestrahlten PMN. Daftir wurden die bestrahlten PMN zunichst mit
PKH-26 gefirbt, wohingegen die nicht bestrahlten PMN zunichst ungefirbt blieben, um die beiden
Zellpopulationen in der Durchflusszytometrie klar trennen zu kénnen. Es wurden Co-Kultur-Ansitze aus jeweils
2,5 x 10° bestrahlten und 2,5 x 10° nicht bestrahlten PMN erstellt. Ein Co-Kultur-Ansatz wurde anschlieBend mit
Annexin-V gefirbt und ein Co-Kultur-Ansatz blieb als Negativ-Kontrolle ungefirbt. Diese Ansitze wurden in
der Durchflusszytometrie miteinander verglichen.

In beiden Bildern ist im oberen Bildanteil die bestrahlte, mit PKH-26 gefirbte Zellpopulation dargestellt und im
unteren Bildanteil die nicht-bestrahlte Zellpopulation.

A.) Die Negativ-Kontrolle ohne die zusitzliche Firbung mit Annexin-V.

B.) Die beide Populationen sind nach einer zusitzlichen Fiarbung mit Annexin-V dargestellt, welches mit einem
grin-fluoreszierenden Farbstoff konjugiert wurde. Dabei kommt es zu einer deutlichen Anfirbung apoptotischer
Zellen, da diese stark Phosphatidylserin-positiv sind, welches als Bindungsstelle fir Annexin dient. Dies zeigt sich
in einer Verschiebung der bestrahlten Zellpopulation nach rechts auf der Annexin-V-Achse. Die nicht-
bestrahlten Zellen weisen diese Verschiebung nicht auf, da sie nicht-apoptotisch und somit Phosphatidylserin-
negativ sind. Der geringe Anteil der Zellen aus der nicht-apoptotischen Zellpopulation, die trotzdem eine leichte
Verschiebung zeigen, sind einige frith-apoptotische Zellen, da ein 100%-Anteil nicht-apoptotischer Zellen nicht
gewihrleistet werden kann.

4.1.3. Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN

Als Grundlage fir den Einfluss apoptotischer Zellen auf die Funktionen von neutrophilen
Granulozyten dient ein entsprechendes experimentelles Phagozytosemodell, also der
Nachweis der Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN. In der Durchflusszytometrie
konnte nach einer Firbung mit unterschiedlichen PKH-Farbstoffen deutlich gezeigt werden,
dass in einer Co-Kultur aus apoptotischen und nicht-apoptotischen PMN apoptotisches
Material von den nicht-apoptotischen PMN aufgenommen wird, sofern autologes oder
allogenes humanes Serum anwesend ist (siche Abbildung 6). Der gleiche Effekt konnte
ebenfalls in der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden (siche Abbildung 7).
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Abbildung 6: FACS-Analyse der Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN.

Die PMN wurden zunichst mit PKH-67 gefirbt und die apoptotischen Zellen mit PKH-26. Es wurden
anschlieBend Co-Kultur-Ansitze mit 4 x 10> PKH26 (rot) gefirbten apoptotischen PMN mit 1 x 10> PKH67
(grin) gefirbten vitalen PMN in einem Volumen von 100 pl erstellt. Die Zellen befanden sich dabei in Medium
ohne FCS, welches mit 33 % mit autologen humanen Serum versetzt war (b). Als Negativ-Kontrolle diente ein
Co-Kultur-Ansatz, welcher kein Serum enthielt (a). Als weitere Kontrolle diente ein Co-Kultur-Ansatz, welcher
anstatt mit autologen humanen Serum mit einem allogenem humanem Serum versetzt war (c).

Die Zellen wutden fiir 90 Minuten bei 37°C und 5% COz co-inkubiert und anschlieend auf Eis gestellt, um sie
in der Durchflusszytometrie analysieren zu kénnen.

In allen Abbildungen, in denen die Zellen nach den Firbungen mit PKH-26 und PKH-67 aufgetrennt sind,
entsprechen die PMN durch eine Firbung mit PKH-67 der Population unten rechts und die apoptotischen
Zellen durch eine Firbung mit PKH-26 der Population oben links. Die Ergebnisse sind reprisentativ fir drei
voneinader unabhingige Experimente

a.) Beide Zellpopulationen sind ohne Serum co-inkubiert worden. Das linke Bild stellt die Zellen nach Gréf3e
(FSC) und Granularitit (SSC) dar. Es wird dabei ein ,,Gate auf den Bereich gelegt, indem die intakten Zellen
liegen, um die genauere Anlyse ohne Zell-Debris zu machen. Diese Zellen aus dem ,,Gate” wurden dann im
mittleren Bild getrennt nach ihren Firbungen mit PKH-26 und PKH-67 dargestellt. Um nur die
nicht-apoptotischen PMN zu untersuchen, wurde auf diese ein weiteres ,,Gate* gesetzt. Indem das erste und das
zweite ,,Gate* kombiniert wurden, stellt das rechte Bild nur die nicht-apoptotischen PMN dar. Es kommt nur zu
einer geringfiigigen Phagozytose der apoptotischen Zellen durch die nicht-apoptotischen PMN und somit zu
keiner doppelten Positivitit von Zellen.

b.) Beide Populationen sind mit autologem humanem Serum co-inkubiert worden. Es kommt zu einer
Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN weswegen mit PKH-26 gefirbtes Zellmaterial in die mit PKH-67
gefirbten nicht-apoptotischen PMN gelangt und diese somit positiv fir beide Farbstoffe werden.
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c.) Beide Populationen sind mit allogenem humanem Serum co-inkubiert worden. Es kommt ebenfalls zu einer
Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN weswegen mit PKH-26 gefirbtes Zellmaterial in die mit PKH-67
gefirbten nicht-apoptotischen PMN gelangt und diese somit positiv fir beide Farbstoffe werden.

Abbildung 7: Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN.

Die PMN wurden zunichst mit PKH-67 (griin) und die apoptotischen Zellen mit PKH-26 (rot) gefirbt. Es
wurden anschlieBend Co-Kultur-Ansitze mit 4 x 10° roten apoptotischen PMN und 1 x 10° griinen vitalen PMN
in einem Volumen von 100 pl erstellt. Die Zellen befanden sich dabei in Medium ohne FCS, welches mit 33 %
mit autologen humanen Serum versetzt wat. Die Zellen wurden fir 90 Minuten bei 37°C und 5% COz co-
inkubiert und anschlieBend auf Eis gestellt. Von dieser Co-Kultur wurde ein Zytospinpriparat erstellt, welches
jedoch nicht nach Giemsa gefirbt wurde, sondern unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht wurde (siche
3.2.4 und 3.2.13.)

Im untern Bildanteil zeigen sich zwei apoptotische Zellen, die mit dem rot-fluoreszierenden Membranfarbstoff
PKH-26 gefirbt wurden. Sie zeigen das fir apoptotische Zellen typische kondensierte Kernchromatin. Im
oberen Bildanteil zeigt sich ein PMN, der mit dem grin-fluoreszierenden Membranfarbstoff PKH-67 gefirbt
wurde und die fiir PMN typische gelappte Kernform hat. Am oberen Pol zeigt sich ein roter Anteil im PMN, da
dieser in der Serum-Inkubation apoptotisches Zellmaterial phagoziert hat, welches mit PKH-26 gefirbt worden
war.

4.2. Apoptotische Zellen senken die Produktion von

Sauerstoffradikalen in PMN

Eine wichtige Funktion der PMN stellt die Phagozytose und das Abtéten von
Mikroorganismen dar. Diese Abtotung geschieht unter anderem durch reaktive
Sauerstoffradikale, welche durch verschiedene Stimuli, wie z. B. fMLP oder bakterielles LPS,
von PMN gebildet werden. Die Messung dieser Produktion in PMN geschah durch DHR,
welches durch die intrazelluliren Sauerstoffradikale oxidiert wird und damit fluoreszierend in
der FACS-Analyse messbar wird (siche hierzu 3.2.10). Um die apoptotischen Zellen von den

nicht-poptotischen PMN in der FACS-Analyse getrennt analysieren zu kénnen, wurden die
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apoptotischen Zellen vorher mit PKH-26 gefarbt, wohingegn die nicht-apoptotischen PMN
ungefirbt blieben. Um einen Einfluss des Verhiltnisses der Konzentration der Zellen zur
Konzentration des DHR zu vermeiden, enthielten die Einzelansitze (entweder apoptotische
oder nicht-apoptotische PMN) 5x10° Zellen in 100 pl und die Co-Kultur 2,5 x 10°
apoptotische PMN und 2,5 x 10’ nicht-apoptotische PMN in 100 ul.

In der Co-Kultur mit apoptotischen Zellen produzieren die PMN deutlich weniger
Sauerstoffradikale als die PMN der Monokultur (siche Abbildung 8). Es zeigt sich, dass der
Gehalt an Sauerstoffradikalen in den PMN ohne zusitzlichen Stimulus sowohl ohne als auch
mit der Anwesenheit apoptotischer Zellen zunichst annahernd identisch ist (graue und griine
Kurve des Histogramms rechts). Bei der zusitzlichen Stimulation mit fMLP fillt jedoch auf,
dass die PMN aus den Ansdtzen ohne apoptotische Zellen (blaue Kurve) mehr
Sauerstoffradikale enthalten als die PMN, welche gleichzeitig mit apoptotischen Zellen
inkubiert wurden (rote Kurve). Dieser Effekt trat sowohl ohne als auch mit der Anwesenheit

von humanem Serum in den Ansatzen wahrend der Inkubation auf.
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Abbildung 8: FACS-Analyse zur Sauerstoffradikal-Produktion in PMN.

Die in dieser Abbildung dargestellten Ergebnisse stehen stellvertretend fir jeweils drei Versuche sowohl ohne als
auch mit der Anwesenheit humanen Serums mit dem gleichen zu beobachtenden Effekt. In der linken Abbildung
ist ein Dotplot dargestellt, in welchem die Zellen nach Grée (FSC) und Granularitit (SSC) dargestellt werden.
Durch den darin eingezeichneten Rahmen werden nur die Zellen in die Untersuchung mit eingeschlossen, die die
GroBe und Granularitit von Granulozyten besitzen. Da die apoptotischen Zellen zunidchst mit dem PKH-26-
Farbstoff gefirbt wurden und die PMN ungefirbt blieben, konnten die PMN isoliert in der Durchflusszytometrie
analysiert werden, auch wenn sie sich in der Co-Kultur befanden. Im rechten Bild sind diese PMN in einem
Histogramm dargestellt, um die verschiedenen Ansitze miteinander zu vergleichen. In diesem Histogramm
bedeutet eine Verschiebung der Populationen nach rechts eine verstirkte Produktion von Sauerstoffradikalen.
Die Sauerstoffradikale bewirken die Oxidierung und dadurch Fluoreszenz von DHR, welche durch die
FACS-Analyse detektierbar ist. Je mehr Sauerstoffradikale produziert werden, desto mehr DHR wird in den
Zellen durch Oxidation fluoreszierend und desto stirker ist die Verschiebung im Bild nach rechts. Die ausgefiillte
graue Kurve stellt die unstimulierten PMN der Monokultur dar und die griine Kurve die unstimulierten PMN der
Co-Kultur mit apoptotischen Zellen. Die blaue Kurve stellt die mit fMLP stimulierten PMN der Monokultur dar
und die rote Kurve die mit fMLP stimulierten PMN aus aus der Co-Kultur mit apoptotischen Zellen. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die PMN aus der Co-Kultur mit apoptotischen Zellen trotz der gleichen Stimulation
mit fMLP deutlich weniger Sauerstoffradikale produzieren, als die entsprechenden PMN der Monokultur.
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4.3.  Wirkung von apoptotischen Zellen auf die Zytokin-
Freisetzung durch PMN

Als eine wesentliche Funktion der PMN muss die Sekretion von Zytokinen erachtet werden.
Um einen Einfluss apoptotischer Zellen darauf zu bestimmen, wurden Co-Kulturen aus PMN
mit apoptotischen Zellen im Verhiltnis 1:4 angelegt und mit entsprechenden Mono-Kulturen
verglichen. Diese enthielten entweder nur apoptotische Zellen oder nur nicht-apoptotische
PMN. Es wurden folgende Ansitze angelegt:

1.) 4x10° apoptotische Zellen

2.) 1x10° nicht-apoptotische PMN

3.) 4x10° apoptotische Zellen + 1x10° nicht-apoptotische PMN

4.) 5x10° nicht-apoptotische PMN

Diese Ansitze befanden sich jeweils in 1 Milliliter Volumen. Dieses Volumen bestand in einer
Ansatz-Rethe aus Medium ohne FCS, welches jedoch mit 33% humanem Serum versetzt
wurde. Eine weitere Ansatz-Reihe enthielt zum Vergleich Medium. In den jeweiligen
Ansatzreihen wurden diese Ansitze repetitiv angelegt, um sie zum einen unstimuliert zu lassen
und zum anderen mit verschiedenen Stimulations-Kombinationen zu versehen. Der Ansatz 4
mit den 5x10° nicht-apoptotische PMN diente jeweils als Kontrolle, um einen Effekt durch
die erhohte Zell-Konzentration der Co-Kultur aus apoptotischen Zellen und
nicht-apoptotischen PMN des Ansatz 3 im Vergleich zur Mono-Kultur aus
nicht-apoptotischen PMN des Ansatz 2 einschitzen zu kénnen.

Diese Ansitze wurden tber Nacht in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert und
die zellfreien Uberstinde am kommenden morgen abgenommen. In diesen Uberstinden
wurden dann die jeweiligen Zytokine mit den verschiedenen industriellen ELISA-Sets
bestimmt.

Die Wirkung apoptotischer Zellen auf die Sekretion von Zytokinen aus PMN ist in Tabelle 1

zusammengefasst.
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4.3.1. Verminderte IP-10-Sekretion durch Co-Kultur mit apoptotischen
PMN

Als proentziindliches Zytokin wurde die Sekretion von IP-10 durch PMN untersucht. Es dient
der Rekrutierung von Th-1- und NK-Zellen, auf welche es chemotaktisch wirkt. Es wird von
PMN besonders nach einer Stimulation mit LLPS und IFN-y ausgeschiittet (Tamassia et al.,
2007).

Deswegen waren die Ansdtze mit genau dieser Stimulation fur die Untersuchung der
IP-10-Sekretion durch PMN von besonderem Interesse. Die Stimulation mit LPS und IFN-y
bewirkt eine hohe Sekretion von IP-10 durch die PMN der Monokultur (siche Abbildung 9).
Apoptotische PMN hingegen produzieren unter dieser Stimulation kaum IP-10. In der Co-
Kultur aus nicht-apoptotischen und apoptotischen PMN im Verhiltnis 1:4 kommt es in der
Anwesenheit von humanm Serum zu einer deutlich verminderten Freisetzung von IP-10 im
Vergleich zur Einzelkultur der nicht-apoptotischen PMN. Auch in dem Ansatz mit der
funffachen Konzentration mit nicht-apoptotischen PMN ist die Konzentration an IP-10
deutlich hoher als in der Co-Kultur, so dass eine Erklirung dieser Ergebnisse durch

unterschiedliche Zellkonzentrationen eher unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 9: IP-10-Freisetzung durch PMN in der An- und Abwesenheit von apoptotischen Zellen in der
Serum-Kultur.

Der erste Ansatz enthielt in der 12-Stunden-Inkubation 4x10¢ apoptotische Zellen. Der zweite Ansatz enthielt
1x10° PMN. Der dritte Ansatz enthielt 1x10° PMN und 4x10° apoptotische Zellen und der vierte Ansatz enthielt
5x10¢ PMN. Der vierte Ansatz diente als Kontrolle, um einen Effekt des
Gesamt-Zellkonzentrations-Unterschiedes zwischen Ansatz 2 und 3 einschatzen zu konnen. Die Ansatze haben
als zusitzlichen Stimulus LPS und IFN-y erhalten. Die Ergebnisse sind reprisentativ fiir drei unabhingige
Experimente.

Bei der statistischen Aufarbeitung der Ergebnisse in einem gepaarten student s t-test ergibt sich

ein Signifikanzniveau von 0.046 (siche Abbildung 10).
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Abbildung 10: Statistische Darstellung der Ergebnisse der IP-10-Elisa-Versuche mit humanem Serum.

Die linke Saule zeigt den Mittelwert aus dem IP-10-Gehalt der Monokulturen der PMN mit der zugehérigen
Standardabweichung. Die rechte Siule zeigt den Mittelwert aus dem IP-10-Gehalt der entsprechenden
Co-Kulturen aus PMN und apoptotischen Zellen mit der zugehérigen Standardabweichung (n=3).

Interessanterweise konnte dieser Effekt, dass es in der Co-Kultur aus apoptotischen Zellen
und PMN zu einem verminderten Gehalt von IP-10 kommt, nicht gezeigt werden, wenn

humanes Serum in den Ansitzen fehlte (siche Abbildung 11).
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Abbildung 11: IP-10-Freisetzung durch PMN in der An- und Abwesenheit von apoptotischen Zellen ohne
Serum.

Der erste Ansatz enthielt in der 12-Stunden-Inkubation 4x10¢ apoptotische Zellen. Der zweite Ansatz enthielt
1x106 PMN. Der dritte Ansatz enthielt 1x10° PMN und 4x106 apoptotische Zellen und der vierte Ansatz enthielt
5x10¢ PMN. Der  vierte Ansatz diente als Kontrolle, um einen Effekt des
Gesamt-Zellkonzentrations-Unterschiedes zwischen Ansatz 2 und 3 einschatzen zu konnen. Die Ansatze haben
als zusitzlichen Stimulus LPS und IFN-y erhalten. Im ersten Ansatz war IP-10 nicht detektierbar (n.d.), da es
unterhalb der Nachweisgrenze lag. Die Ergebnisse sind reprisentativ fiir drei unabhingige Experimente.

4.3.2. Gesteigerte IL-8-Sekretion durch Co-Kultur mit apoptotischen
PMN

Das Zytokin IL-8 wurde untersucht, da es in der Literatur als ein typisches von PMN
sezerniertes Zytokin ausfithrlich beschrieben ist. Es wirkt auf PMN selber chemotaktisch und
dient dazu, dass PMN in bestimmte Gewebe mit einer erhohten IL-8-Konzentration
einwandern (siche 1.2.2).

In den Einzelansitzen aus PMN kommt es ohne einen zusitzlichen Stimulus nur zu einer
duflerst geringen Freisetzung von IL-8 (siche Abbildung 12). Sie ist sogar auf einem
vergleichbaren Niveau wie die der Einzelansitze aus apoptotischen Zellen. Interessanterweise
kommt es in der Co-Kultur aus nicht-apoptotischer mit apoptotischen PMN in einer
Konzentration von 1:4 in der Anwesenheit von 33% humanen Serums zu einer deutlich
gesteigerten IL.-8-Sekretion. Es wurde zu der Co-Kultur kein weiterer Stimulus hinzu gegeben.
Der IL-8-Gehalt ist in den FEinzelansitzen apoptotischer und nicht apoptotischer PMN

deutlich niedriger und kann nicht durch eine Addition beider Mengen erklirt werden. Auch in
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dem Ansatz mit der funffachen Konzentration der nicht-apoptotischen PMN, der somit die
gleiche Gesamtzellkonzentration wie in der Co-Kultur hatte, war die IL-8-Konzentration

niedriger, was eine Erklirung dieser Ergebnisse durch eine erhohte Zell-Konzentration

ausschlie3t.
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Abbildung 12: IL-8-Freisetzung durch PMN in der An- und Abwesenheit von apoptotischen Zellen in der
Serum-Kultur.

Der erste Ansatz enthielt in der 12-Stunden-Inkubation 4x10¢ apoptotische Zellen. Der zweite Ansatz enthielt
1x10° PMN. Der dritte Ansatz enthielt 1x10° PMN und 4x10° apoptotische Zellen und der vierte Ansatz enthielt
5x106 PMN. Der vierte Ansatz diente als Kontrolle, um einen Effekt des
Gesamt-Zellkonzentrations-Unterschiedes zwischen Ansatz 2 und 3 einschitzen zu konnen.

Bei der statistischen Aufarbeitung der Ergebnisse in einem gepaarten student s t-test ergibt sich
ein Signifikanzniveau von 0.0313 (siche Abbildung 13). Fiir diese Berechnung wurden zu den
eigenen drei Versuchen zusitzlich die Daten eines Experimentes verwendet, welches von
einem anderen Mitglied der Arbeitsgruppe (Herr Dr. rer. nat. Arup Sakar) durchgefiihrt

wurde, welches unter den gleichen Bedingungen durchgefithrt wurde, wie die anderen drei.
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Abbildung 13: Statistische Darstellung der Ergebnisse der IL-8-Elisa-Versuche mit humanem Serum.

Die linke Siule zeigt den Mittelwert aus dem IL-8-Gehalt der Monokulturen der PMN mit der zugehérigen
Standardabweichung. Die rechte Siule zeigt den Mittelwert aus dem IL-8-Gehalt der entsprechenden
Co-Kulturen aus PMN und apoptotischen Zellen mit der zugehorigen Standardabweichung (n=4).

Wenn in den Ansitzen jedoch kein humanes Serum vorhanden war, so konnte der Anstieg der
IL-8-Konzentration der Co-Kultur aus apoptotischen und nicht-apoptotischen PMN im

Vergleich zur Monokultur aus PMN nicht beobachtet werden (siche Abbildung 14).
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Abbildung 14: IL-8-Freisetzung durch PMN in der An- und Abwesenheit von apoptotischen Zellen ohne
Serum.

Der erste Ansatz enthielt in der 12-Stunden-Inkubation 4x10° apoptotische Zellen. Der zweite Ansatz enthielt
1x106 PMN. Der dritte Ansatz enthielt 1x10° PMN und 4x106 apoptotische Zellen und der vierte Ansatz enthielt
5x10¢ PMN. Der  vierte Ansatz diente als Kontrolle, um einen Effekt des
Gesamt-Zellkonzentrations-Unterschiedes zwischen Ansatz 2 und 3 einschiatzen zu kdénnen. Die Ansitze haben
keinen zusitzlichen Stimulus erhalten. Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei unabhingige Experimente.

IP-10 IL-8
Mit Serum l« T
Ohne Serum N N

Tabelle 1 Einfluss auf die apoptotischer Zellen auf die Sekretion von Zytokinen durch PMN
| = Senkung, 1 = Erhéhung, — = gleich bleibend

4.4. Verminderte Phagozytose apoptotischer Zellen durch

PMN in Clq-defizientem Serum

Wie bereits im Kapitel 1.4 beschrieben, tritt die Phagozytose apoptotischer PMN durch
nicht-apoptotische PMN abhingig von der Anwesenheit von humanem Serum auf. Bisher ist
es noch nicht geklirt, welcher Serumbestandteil diese Phagozytose vermittelt. Ein Molekiil,

welches fir diese Vermittlung in Frage kommt, ist C1q des Komplementsystems. Es kommt
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besonders im entziindlichen Gewebe vor, wo auch viele apoptotische Zellen anfallen, die
durch PMN und andere Phagozyten entfernt werden miissen.

Deswegen wurden Versuche durchgefihrt, in denen die Inkubation der Co-Kultur
apoptotischer Zellen mit nicht-apoptotischen PMN in humanem Serum mit denen in einem
Clq-defizienten Serum verglichen wurden. Als weitere Kontrolle diente ein Ansatz in Medium
ohne FCS (siche Abbildung 15). Es zeigte sich, dass die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch PMN am besten in der Anwesenheit von humanem Serum funktioniert und am
schlechtesten in Medium ohne FCS. In den Ansitzen, in denen das Clq-defiziente Serum
anstatt des humanen Serums verwendet wurde, kam es zu einer dhnlich verminderten
Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN wie in den Anitzen in Medium ohne FCS
(siche Tabelle 2).

Ohne Serum Mit Serum Mit Clg-defizientem
& 4% 25% Serum 3%
= | - | - 1
= = =
3 e 5 2 !
PKH26 |&4 - .. = &
e =1 15 = :
= 1 ; = & fy = X ;
o P P Pt P R e P P e = it
w’ 10! 10f 10? ed w? ! omd ge® qpd TR T LT AT T

PKH-67

Abbildung 15: FACS-Analyse zum Einfluss von Clq auf die Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN.

Die in dieser Abbildung dargestellten Ergebnisse stehen stellvertretend fiir drei Versuche mit dem gleichen zu
beobachtenden Effekt. Dafiir wurden die apoptotischen Zellen und PMN im Verhiltnis 4:1 miteinander
inkubiert. Die zuvor mit PKH-67 gefirbten PMN stellen sich in der FACS-Analyse unten rechts dar und die mit
PKH-26 gefirbten apoptotischen Zellen oben links. Das linke Bild stellt den Ansatz dar, in dem die PMN mit
den apoptotischen Zellen nur in Medium ohne FCS inkubiert wurden, das mittlere Bild den Ansatz, in dem sie in
einem mit 33 % humanem Serum versetzten Medium ohne FCS inkubiert wurden, und das rechte Bild den
Ansatz, in dem Sie in Medium ohne FCS inkubiert wurden, welches zu 33 % mit einem Clg-defizienten Serum
versetzt war. Die Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN in der Anwesenheit von humanem Serum ist
daran zu erkennen, dass die Population der PMN nach oben ausgestreckt wird, wenn sie mit den Ansétzen ohne
humanes Serum verglichen wird. Die Streckung der Population nach oben entsteht dadurch, dass die PMN durch
die Phagozytose fiir beide Farbstoffe positiv werden, fiir den der PMN und den der apoptotischen Zellen.
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Inkubation mit humanem Inkubation mit C1g-
Serum defizientem humanem
Serum
Versuch 1 23.29 % 2.55 %
Versuch 2 33.68 % 6.14 %
Versuch 3 18 % 6.2 %

p-Wert: 0.0101

Tabelle 2: Phagozytoseraten in humanem Serum und in Clg-defizientem Serum.

Es wurde die Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN in humanem Serum mit der in Clg-defizientem
Serum verglichen. Innerhalb eines Experiments handelte es sich dabei um die Zellen desselben Spenders.
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5. Diskussion

Die Phagozytose apoptotischer Zellen durch professionelle Phagozyten wurde bisher im
Wesentlichen fir Makrophagen, Monozyten und Dendritische Zellen beschrieben (siche
Kapitel 1.3). Dementsprechend wurden bisher auch vorwiegend die Auswirkungen der
Phagozytose auf die Funktionen eben dieser Phagozyten beschrieben. Bei allen diesen
Phagozyten kam es zu einer Verminderung der pro-entziindlichen Funktionen und zu einer
Steigerung der anti-entziindlichen Funktionen. Dies passte zu der Grundannahme, dass durch
die Abridumung apoptotischer Zellen keine zusitzliche Entziindungsreaktion entsteht. In
zahlreichen Publikationen wurde dies anhand von unterschiedlichen Zytokinen beschrieben.
Auf der Seite der anti-entziindlichen wird vermehrt IL-10 (Monozyten) und TGF-
(Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen) freigesetzt, wihrend auf der
proentziindlichen Seite weniger TNF-«, IL-18 (beides fiir Monozyten und Dendritische
Zellen) und MIP-2 (Makrophagen) gebildet wird (Byrne et al., 2002; Huynh et al., 2002; Barker
et al., 2002; Zhang et al., 2003; Morelli et al., 2003). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass in
murinen Makrophagen durch den Kontakt mit apoptotischen Zellen eine vermehrte
TGF-B-Sekretion  stattfindet, welche wiederum eine verminderte Produktion von
Sauerstoffradikalen bewirkt (Freire-de-Lima et al., 20006). In der Literatur sind die Daten zur
Sekretion von IL-8 uneinheitlich. Zwar wurde von einigen Gruppen eine verminderte
IL-8-Freisetzung beobachtet (Fadok et al., 2001), in anderen Studien zeigte sich jedoch eine
erhohte IL-8-Sekretion durch den Kontakt mit apoptotischen Zellen (Kurosaka et al., 1998).
Durch Zellen der Ratte wurde zusitzlich gezeigt, dass auch nicht-spezialisierte Phagozyten,
wie z. B. glatte Muskelzellen, apoptotische Zellen aufnehmen kénnen und dadurch in Thren
Funktionen beeinflusst werden. Sie sezernieren danach vermehrt TGF-3, MCP-1 und CINC-1
(entspricht funktionell IL-8 im Menschen) (Fries et al., 2005). Durch die Feststellung, dass
auch PMN apoptotische Zellen phagozytieren konnen, ergab sich die Frage, wie dadurch die

Funktionen von PMN beeinflusst werden.
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5.1. Verminderte Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in

PMN durch den Kontakt mit apoptotischen Zellen

Eine Hauptaufgabe der PMN ist die Abtétung von Mikroorganismen. Dies geschieht unter
anderm durch reaktive Sauerstoffradikale, die in den PMN generiert und dort mit den
phagozytierten Mikroorganismen zusammengebracht werden. Die Produktion reaktiver
Sauerstoffradikale kann somit als eine pro-entziindliche Funktion der PMN gewertet werden.
In den vorliegenden Ergebnissen ist ersichtlich, dass PMN in der Anwesenheit apoptotischer
Zellen unter zusitzlicher Stimulation mit fMLP weniger Sauerstoffradikale produzieren als
PMN, die ohne apoptotische Zellen inkubiert wurden (siche Abbildung 8). Die geringere
Produktion von Sauerstoffradikalen in PMN durch den Kontakt mit apoptotischen Zellen
wiurde in dem bisher aufgezeigten Bild eines hemmenden Effektes der apoptotischen Zellen
auf die pro-entziindlichen Funktionen der Phagozyten durchaus Sinn ergeben. Aber die
verminderte ~ Stimulierbarkeit  der  Produktion  reaktiver = Sauerstoffradikale — mit
pro-entziindlichen Signalstoffen birgt zusitzlich Gefahren fiir den Organismus. FEine
verminderte Stimulierbarkeit der PMN konnte dazu fihren, dass phagozytierte Erreger nicht
abgetotetet werden.

Die Gefahr durch den anti-entziindlichen Effekt apoptotischen Materials auf PMN und
wiederum apoptotischer PMN auf Makrophagen konnte auch in unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden. Der intrazellulidre Parasit Leishmania major wird im Organismus von PMN
aufgenommen. Dies geschiecht vermutlich, indem lebende Parasiten und Phoshatidylserin-
positive, apoptotische Parasiten gleichzeitig phagozytiert werden. Der apoptotische Parasit
tithrt dabei zu einer Aktivierung der anti-entziindlichen Funktionen des PMN und zu einer
Verminderung der pro-entziindlichen Funktionen. Dadurch wird das Uberleben der
nicht-apoptotischen Leishmania ermoglicht. Geht der PMN dann selbst in die Apoptose, wird
er von Makrophagen phagozytiert. Dies wiederum fiihrt zu einer Forderung der
anti-entzindlichen Funktionen des Makrophagen und die nicht-apoptotische Lezshmania aus
dem PMN iberlebt ebenfalls im Makrophagen. Sowohl die apoptotischen Parasiten als auch
apoptotische PMN wirken in diesem Zusammenhang durch die anti-entziindlichen Effekte
wie ein ,, Trojanisches Pferd” (van Zandbergen et al., 2007).

Interessanterweise ist die verminderte Produktion reaktiver Sauerstoffradikale in PMN durch
den Kontakt zu apoptotischen Zellen nicht abhingig von der Anwesenheit von humanem

Serum (siche Kapitel 4.2). Dies ist deswegen so besonders, da die bisher beobachteten Effekte
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apoptotischer  Zellen auf PMN, Makrophagen wund Dendritischen Zellen eine
Serum-Abhingigkeit zeigten. Sicherlich ist es verstindlich, ein Artefakt hinter dieser
Beobachtung zu vermuten. Eine Fehlermdglichkeit hitte eine unterschiedliche Zellzahl
zwischen der Co-Kultur und der Monokultur sein kénnen, so dass zuwenig DHR in der
Co-Kultur fir die nicht-apoptotischen PMN zur Verfiigung stehen wirde. Um diese
Fehlerquelle auszuschlieBen, enthielt die Monokultur nicht-apoptotischer PMN 5 x 10° Zellen.
Dies entspricht der Gesamtzellzahl der Co-Kultur, die aus 2,5 x 10> PMN und 2,5 x 10°
apoptotischen  Zellen  bestand. In der Mono-Kultur aus PMN war die
Sauerstoffradikal-Produktion deutlich hoher, als in die der nicht-apoptotischen PMN der
Co-Kultur (siche Abbildung 8). Dadurch wird ausgeschlossen, dass diese Beobachtung wegen
einer geringeren DHR-Menge entsteht, die dem einzelnen PMN durch eine unterschiedliche
Zellzahl zur Verfiigung stand. Stattdessen treten die beobachteten Effkte durch den Kontakt
zu apoptotischen Zellen auf.

Eine zweite mogliche Fehlerquelle stellt die unterschiedliche Kontaktdauer der einzelnen
Reagenzien mit den Zellen dar, die auf der Zeit fiir das Pipettieren aller Ansitze beruht. Die
Inkubationszeit mit dem fMLP und dem DHR ist in diesem Protokoll sehr kurz, so dass diese
geringen Unterschiede durch die Rethenfolge des Pipettierens durchaus einen Einfluss haben
konnten. Um diese Fehler-Moglichkeit auszuschlieBen, wurde die Reihenfolge der Anitze
zwischen den Experimenten verindert. In einem Versuch wurden die Reagenzien zuerst in
den ersten Ansatz pipettiert und diese Reihe aufsteigend fortgesetzt. In dem nichsten
Experiment wurde jeweils beim letzten Ansatz begonnen und das Pipettieren dann in einer
absteigend Reihe fortgesetzt. Da sich dadurch kein Unterschied zwischen den Ergebnissen der
Experimente ergab, kénnen diese geringen Unterschiede der Inkubationszeiten durch die
Dauer des Pipettierens das beobachtete Phinomen nicht erkliren.

Eine in diesem Zusammenhang wichtige Frage bleibt aber in der vorliegenden Arbeit
unbeantwortet. In den Versuchen konnte bisher noch nicht dargestellt werden, ob es durch
den Kontakt mit apoptotischen Zellen zu einer verminderten Phagozytose und Abtétung von
Bakterien durch PMN kommt. In ersten Versuchen wurde die Phagozytose von Bakterien
durch PMN untersucht. Aufgrund technischer Schwierigkeiten bei der Analyse in der
Durchflusszytometrie werden diese Ergebnisse in dieser Arbeit nicht gezeigt, da eine sichere
Differenzierung der Populationen noch nicht méglich war. Untersuchungen der Phagozytose
und Abtotung von Bakterien sind fir die Zukunft aber sehr wichtig, um eine abschlieBende

Gesamtbeurteilung vornehmen zu kénnen.
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Eine weitere wichtige Frage stellt in diesem Zusammenhang der Einfluss apoptotischer Zellen
auf PMN dar, bei denen durch verschiedene Verfahren die Apoptose induziert wurde. In
Versuchen mit Makrophagen konnte gezeigt werden, dass apoptotische PMN, bei denen die
Apoptose durch unterschiedliche Verfahren induziert wurde, einen unterschiedlichen Effekt
auf die Makrophagen haben, die die apoptotischen PMN phagozytiert hatten. Apoptotische
PMN, bei denen die Apoptose durch die normale Alterung induziert wurde, hatten einen
anti-entztiindlichen Effekt auf die Makrophagen. Wurde hingegen die Apoptose in PMN durch
die Phagozytose von Bakterien induziert, so kam es zu einem eher pro-entziindlichen Effekt
in den Makrophagn, die diese apoptotischen PMN phagozytierten (Zheng et al. 2004). Es
bleibt in der vorliegenden Arbeit unbeantwortet, ob die dargestellte reduzierte Produktion von
Sauerstoffradikalen in PMN durch den Kontakt zu apoptotischen Zellen bestehen bleibt,
wenn die Apoptose durch verschiedene Verfahren induziert wird. Die UV-Bestrahlung stellt
in diesem Zusammenhang zwar eine unphysiologische, jedoch gut etablierte Induktionsart der
Apoptose dar (Kulms et al., 2002). Mdéglicherweise haben apoptotische Zellen immer die
gleichen immunsuppressiven Effekte. Diese konnen durch zusitzliche Signale, wie sie z. B. bei
bakteriellen Infektionen entstehen, verindert werden. Intrazellulir lebende Erreger induzieren
nicht direkt eine Apoptose ihrer Phagozyten, da sie zum eigenen Uberleben auf sie angewiesen
sind. Die nicht intrazellulir lebenden Erreger werden jedoch durch die Phagozyten
aufgenommen und unschidlich gemacht. Durch die erregerbedingte Induktion der Apoptose
des Phagozyten kann die Aufnahme und Abtotung weiterer Erreger durch die Phagozyten
zunichst verhindert werden. Die dabei zusitzlich entstehenden so genannten danger signals der
bakteriellen Infektion unterdriicken jedoch wahrscheinlich die anti-entziindlichen Einfliisse
der apoptotischen Zellen, da ansonsten eine effektive Erregerabwehr nicht in dem Rahmen
moglich wire, wie sie permanent im Korper stattfindet. Die genaue Funktionsweise dieser
Mechanismen ist jedoch bislang ungeklart.

Zusitzlich ist die Frage der Einflisse einer 7z 2o Situation sehr wichtig, um ein
abschlieBendes Bild erhalten zu kénnen. Der Unterschiede zwischen zz vivo und in vitro
Bedingungen ist zum Beispiel ersichtlich in der Menge von bestimmten Stimuli, die man
benotigt, um einen entsprechenden Effekt zu bewirken. TNF-a hat in einer niedrigen
Konzentration 0,1-1 ng/ml anti-apoptotische Eigenschaften auf PMN, wohingegen eine hohe
Konzentration von mehr als 10 ng/ml pro-apoptotische Eigenschaften hat. Diese hohe
Konzentration ist gleichzeitig die Schwelle, ab der TNF-a in PMN die massive Generierung
von reaktiven Sauerstoffradikalen auslosen kann, den so genannten respiratory burst (van den

Berg et al., 2001). In der 7z vivo Situation sind die regulatorischen Einflisse dementsprechend
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vielfaltig. Daran ist ersichtlich, dass die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse aus einem 7z
vitro Modelle nur als Orientierung dienen kénnen und kinftig in einem 7z vivo Modell auf ihre
Validitit hin berprift werden missen. Nur so ldsst sich mit Sicherheit beschreiben, ob die
verminderte Sauerstoffradikalbildung in PMN durch den Kontakt zu apoptotischen Zellen ein
wirkliches Risiko fir den Organismus darstellt.

Besonders interessant an den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen hinsichtlich der
Produktion von Sauerstoffradikalen ist die fehlende Abhangigkeit dieses Effektes von der
Anwesenheit humanen Serums. In der Literatur wird beschrieben, dass der anti-entziindliche
Effekt apoptotischer Zellen auf Makrophagen durch Serum potenziert wird (Kurosaka et al.,
2002). Diese Beobchtung stellte sich ebenfalls in den eigenen Versuchen dar. Es kam nur in
der Anwesenheit von humanem Serum zu einer deutlichen Phagozytose apoptotischer Zellen
durch PMN (Essmann, 2008). Auch die Einflisse auf das Sekretionsverhalten von Zytokinen
der PMN durch apoptotische Zellen traten nur auf, wenn in den Ansdtzen humanes Serum
vorhanden war. (siche 4.3.1 und 4.3.2). Es ist denkbar, dass es verschiedene
Erkennungsmoglichkeiten fiir apoptotische Zellen gibt und ein Erkennungssystem nur
bestimmte Funktionen des PMN beeinflusst. Einige wiren demnach abhingig von der
Anwesenheit bestimmter Serumbestandteile und andere nicht. Zum Beispiel wire es moglich,
dass bestimmte Rezeptoren fiir die Erkennung apoptotischer Zellen zustindig sind und
andere wiederum fir die eigentliche Phagozytose. Die Einflisse auf bestimmte Funktionen
der phagozytierenden Zelle wiren dabei von dem einen Rezeptorsystem abhingig und
Einflisse auf andere Funktionen von dem zweiten System. Diese Theorie stiitzt sich auf die
Vielzahl von Rezeptoren, fiir die bereits ein Einfluss auf die Phagozytose nachgewiesen
wurde. Aullerdem wird diese Theorie durch die bereits erwihnte Beobachtung gestiitzt, dass
verschiedene Induktionsarten von Apoptosen zu unterschiedlichen Einflissen in den
phagozytierenden Zellen fiihren. Unter Umstinden kommt es aber auch zu einer
Ausschiittung eines noch unbekannten Botenstoffs aus apoptotischen Zellen, der wiederum
einen Finfluss auf bestimmte Funktionen der Phagozyten hat und unabhingig von der
Anwesenheit von Serum ist. Fiir die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Versuche wiirde
das bedeuten, dass der Botenstoff aus den apoptotischen Zellen zu einer verminderten
Produktion von  Sauerstoffradikalen  fihrt, aber keinen Einfluss auf deren

Zytokin-Sekretionsmuster hat.
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5.2. Verinderungen der Zytokinsekretion durch Co-Kultur

apoptotischer und nicht-apoptotischer PMN

Apoptotische Zellen entstehen permanent unter physiologischen Bedingungen im Kérper. Es
wire schidlich, wenn diese Zellen andauernd zu Entziindungsreaktionen fihren wirden.
Apoptotische Zellen fithren deswegen nach den bisher in der Literatur genannten Studien in
den erwihnten Phagozyten zu einer verminderten Sekretion von pro-entziindlichen Zytokinen
und zu einer verstirkten Sekretion von anti-entzindlichen Zytokinen (Byrne et al., 2002 ;
Huynh et al., 2002; Barker et al., 2002 ; Zhang et al., 2003). Deswegen wurde in dieser Arbeit
der Einfluss der apoptotischen Zellen auf die Zytokin-Sekretion der PMN untersucht. Es
wurde nach der Inkubation von PMN mit apoptotischen Zellen der Gehalt dieser Zytokine in
den zellfreien Uberstinden gemessen und mit dem Gehalt der zellfreien Uberstinden der
entsprechenden Monokulturen aus PMN und aus apoptotischen Zellen verglichen. Diese
Inkubationen wurden sowohl mit als auch ohne humanes Serum durchgefiihrt, da die
Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN abhingig von der Anwesenheit humanen
Serums ist. Als pro-entziindliche Zytokine wurde dabei die Sekretion von TNF-o, IP-10 und
IL-8 von PMN untersucht und als anti-entztiindliche Zytokine IL-10 und TGF-.

5.2.1. Verminderte IP-10-Sekretion von PMN durch Co-Kultur mit

apoptotischen Zellen

Bei den Messungen des IP-10-Gehalts in den zellfreien Uberstinden zeigte sich, dass auch
dieses pro-entziindliche Zytokin vermindert durch PMN ausgeschiittet wurde, wenn diese mit
apoptotischen Zellen inkubiert wurden. Dieser Effekt stellte sich jedoch nur dar, wenn die
Co-Inkubation in der Anwesenheit von humanem Serum stattfand. Diese verminderte
Sekretion des IP-10 durch PMN fand unter einer Stimulation mit IFN-y und LPS in der
Co-Kultur statt, was normalerweise einen idealen Stimulus fur die Sekretion von IP-10
darstellt (Tamassia et al., 2007).

Diese Ergebnisse einer verminderten Sekretion von IP-10 aus PMN durch apoptotische
Zellen zeigen somit Parallelen zu den bisherigen Beobachtungen bei Makrophagen,
Monozyten und Dendritischen Zellen: Die Sekretion pro-entztindlicher Zytokine wird
vermindert (fur die entsprechende Literatur tber die Effekte apoptotischer Zellen auf die
Funktionen anderer Phagozyten sei auf die Einleitung unter Kapitel 1.3 verwiesen). Es bleibt

jedoch die Frage ungeklirt, ob tatsichlich weniger IP-10 sezerniert wird oder ob das
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ausgeschiittete Zytokin schneller entfernt wird, wenn apoptotische Zellen im Ansatz
vorhanden sind. Es konnte namlich gezeigt werden, dass apoptotische PMN wihrend einer
Immunreaktion Chemokine aufnehmen und anschlieBend entsorgen kénnen (Ariel et al.,
20006). Sie konnten auch in diesem Falle als eine Art ,,Milleimer® fiir pro-entziindliche
Zytokine dienen, um eine iberschieBende Immunreaktion zu unterbinden. Deswegen wire es
sinnvoll, in weiteren Versuchen die Verinderungen in PMN durch apoptotische Zellen auf der
Ebene der Gen-Expression anzuschauen. Dadurch wire ersichtlich, ob sich die Produktion
von IP-10 in PMN nach einer Stimulation ohne Kontakt zu apoptotischen Zellen
unterscheidet zu denen, die mit apoptotischen Zellen inkubiert wurden. Ein Hinweis darauf,
dass tatsichlich weniger IP-10 sezerniert wird, ist die Abhingigkeit dieses Effektes von der
Anwesenheit von Serum. Es wurde nur dann vermindert IP-10 in der Co-Kultur aus PMN
und apoptotischen Zellen detektiert, wenn Serum in diesen Ansitzen vorhanden war (siche
Abbildung 9). Fehlte Serum in den Ansitzen, so zeigten sich diese Effekte nicht (siehe
Abbildung 11). Es ist bekannt, dass die effektive Phagozytose apoptotischer Zellen durch
Makrophagen nur dann moglich ist, wenn Serum vorhanden ist (Kurosaka et al., 2002;
Essmann, 2008). Da auch die Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN abhingig von der
Anwesenheit von Serum ist, kann daraus geschlossen werden, dass die Effekte der
verinderten Zytokinkonzentrationen eher auf der Erkennung apoptotischer Zellen durch
PMN beruht, als auf einer erhéhten Aufnahme von IP-10 durch die apoptotischen Zellen.

Die leicht erhohte IP-10 Sekretion der Co-Kultur ohne Anwesenheit von Serum im Vergleich
zur Monokultur aus PMN lisst sich auf einen Zellzahl-Effekt zuriickfithren. Schlief3lich
kommt es in dem Kontrollansatz mit der finffachen Konzentration von PMN zu einem
zehnmal héheren Gehalt an IP-10 als in der Monokultur der PMN. Ohne einen Einfluss der
erhohten Zellzahl wire ansonsten in diesem Kontrollansatz lediglich ein fiinfmal héherer IP-

10-Gehalt zu erwarten gewesen (siche Abbildung 11).

5.2.2. Gesteigerte IL-8-Sekretion von PMN durch Co-Kultur mit

apoptotischen Zellen

IL-8 wird als klassisches pro-entzundliches Zytokin betrachtet (Gillitzer et al, 2001).
Deswegen sind die Ergebnisse aus Versuchen mit Makrophagen und apoptotischen Zellen
und die daraus resultierende verminderete IL-8-Sekretion gut verstindlich, da eine
anti-entzindliche Wirkung der apoptotischen Zellen als allgemein akzeptiert gilt (Fadok et al.,
2001). Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnisse scheinen in dieses Bild nicht

wirklich zu passen. Die Anwesenheit apoptotischer Zellen fithrt in der Co-Kultur mit
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nicht-apoptotischen PMN in der Anwesenheit von Serum zu einer gesteigerten
IL-8-Freisetzung (siche Abbildung 12). Dieses konnte bedeuten, dass apoptotische Zellen sehr
wohl eine pro-entztindliche Wirkung auf PMN haben. Da es aber in den gleichen Ansitzen zu
einer verminderten IP-10-Sekretion unter Stimulation mit IFN-y und LPS kommt, ist diese
Schlussfolgerung nicht passend. Wahrscheinlich ist die Unterteilung in pro-entziindliche und
anti-entztindliche Zytokine zu eng gefasst. Anstatt einer klaren Unterteilung in ,,.Schwarz und
Weil3*“ existieren wohl mehrere Zwischenstufen. Es wire besser, die einzelnen Botenstoffe in
diesem Zusammenhang in ,,eher pro-entziindlich® und ,,eher anti-entziindlich zu unterteilen.
Die Auswirkung der apoptotischen Zellen auf die Zytokinsekretion der PMN kann dann
daran bestimmt werden, ob die Botenstoffe mit ,.cher pro-entziindlicher oder ,eher
antientziindlicher Komponente tberwiegen.

Doch warum ist die Freisetzung von IL-8 aus PMN durch apoptotische Zellen sinnvoll? 11.-8
wird zum einen von PMN sezerniert und wirkt zum anderen chemotaktisch auf PMN
(Kobayashi, 2008). In verschiedenen Studien konnte 7n witro gezeigt werden, dass eine
Erhohung der IL-8 Konzentration auf einer Seite einer Endothel-Zellschicht zur Adhision
und Transmigration von PMN durch diese Endothel-Zellschicht hin zur erhohten IL-8-
Konzentration fithrt (Smith et al., 1993). Ein wichtiger Stimulus fiir die Freisetzung von IL-8
aus PMN ist bakterielle DNA, welche durch TLR-9 an der Oberfliche von PMN erkannt
wird. Dadurch sollen weitere PMN an den Ort der Infektion rekrutiert werden, um eine
suffiziente Immunreaktion und damit Entziindung zu initiieren (Jozsef et al., 20006). Dies ist
jedoch mit zusitzlichen pro-entziindlichen Effekten verbunden, wie vermehrte Sekretion
weiterer ,,cher pro-entziindlicher* Zytokine, Erhchung der Dichte von Adhisionsmolekiilen
an der Zelloberfliche, verstirkte Phagozytose-Aktivitit und einer verlingerten Lebenszeit (El
Kebir et al., 2008). Es konnte in anderen Versuchen gezeigt werden, dass apoptotische Zellen
n vivo im Gewebe zu einer Immigration von PMN aus der Blutbahn in dieses Gewebe fiithren.
Bei der Injektion apoptotischer Zellen in das Peritoneum von Miusen kam es kurze Zeit
spater zu einer erhéhten Einwanderung von PMN (Shiratsuchi et al., 2007). Dieser Effekt
wurde von den Autoren als Reaktion auf die erhohte Ausschiittung von MCP-1 aus
Makrophagen im Peritoneum gewertet. Es wurde jedoch kein I1.-8-Aquivalent der Maus (z. B.
KC oder MIP-2) bestimmt. Es ist durchaus denkbar, dass es zu einer erthohten Freisetzung
von einem IL-8-Aquivalent aus PMN gekommen ist und dieses chemotaktisch zu einer
PMN-Infiltration gefithrt hat. Es konnte sein, dass PMN in Anwesenheit von apoptotischen
Zellen IL-8 als chemotaktischen Botenstoff ausschiitten, um weitere PMN aus der Blutbahn

an den gleichen Ort im Gewebe zu locken, die dann die apoptotischen Zellen phagozytieren.
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Es wird dadurch keine Entziindung initiiert, da z. B. weniger IP-10 freigesetzt wird. Auch
wenn IL-8 als ein ,,eher pro-entziindliches® Zytokin betrachtet wird, so existieren fir PMN
wahrscheinlich keine weiteren Méglichkeiten, um chemotaktisch auf andere PMN zu wirken.
Bei einem erhohten Anfallen von apoptotischen Zellen werden Phagozyten benétigt, um die
apoptotischen Zellen zu entfernen, bevor es durch die sekundire Nekrose zu einer
Freisetzung ihres gewebeschiddigenden Inhalts kommt. Dass PMN fiir diese Phagozytose
geeignet sind, wurde bereits beschrieben, doch wurde es als ein ,,Notfall-System* gewertet,
falls die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen insuffizient ist
(Rydell-T6rminen et al., 2000).

Vor dem Hintergrund der in der vorliegenden Arbeit prisentierten Ergebnisse einer erhohten
IL-8 Sekretion von PMN in Anwesenheit apoptotischer Zellen kann in der Phagozytose der
apoptotischen Zellen durch PMN mehr als nur ein ,,Notfall-System* gesehen werden. Kommt
es zu einem erhohten Anfallen apoptotischer Zellen, so schiitten die PMN IL-8 aus, um mehr
PMN zur Entfernung der apoptotischen Zellen zu rekrutieren. Sie gehen dann im Verlauf der
Entzindungsreaktion  selbst in  die  Apoptose und werden ebenfalls von
noch-nicht-apoptotischen PMN phagozytiert. Makrophagen und Dendritische Zellen wandern
erst verzogert in das entziindete Gewebe ein und kénnen deswegen auch erst verspatet diese
Aufgabe tbernehmen. Auch weitere Publikationen kénnen so unter einem ganz anderen
Gesichtspunkt betrachtet werden. Es wurde gezeigt, dass das Abrdumen apoptotischer Zellen
im Thymus stark vermindert war, wenn die Einwanderung von PMN verhindert wurde. Es
wurde daraus geschlossen, dass die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen
anscheinend PMN-abhingig ist (Iyoda et al., 2005). Diese Beobachtung kénnte aber auch so
interpretiert werden, dass die apoptotischen Zellen nicht phagozytiert werden, da die PMN als
Phagozyten fehlen. Ein wichtiger Botenstoff, der die Einwanderung von PMN durch seine
chemotaktischen Eigenschaften bewirkt, ist 11.-8.

IL-8 verlingert zusitzlich die Lebenszeit der PMN (Acorct et al., 2009). Eine verlingerte
Lebenszeit von PMN wire ebenfalls in der Abriumung apoptotischer Zellen durchaus
sinnvoll. Fallen apoptotische Zellen in einer grolen Zahl im Gewebe an, so werden
ausreichend Phagozyten zur Abriumung der apoptotischen Zellen bendtigt, damit die
Zellinhalte der apoptotischen Zellen nicht durch eine sekundire Nekrose freigesetzt werden.
IL-8 wiirde zum einen chemotaktisch wirken, um weitere PMN zur Phagozytose der
apoptotischen Zellen in das Gewebe zu leiten. Zum anderen verhindert es, dass die PMN, die
sich bereits im Gewebe befinden, ebenfalls in Apoptose gehen. Stattdessen konnen sie die

apoptotischen Zellen weiter abrdaumen. Ob die PMN in der Co-Inkubation mit apoptotischen
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Zellen in der Anwesenheit von humanem Serum jedoch wirklich durch IL-8 eine verlingerte
Lebenszeit haben, muss erst noch gezeigt werden.

Auch im Falle der erhohten Sekretion von IL-8 wire die Gen-Expression der PMN
interessant. In den Ansitzen der Co-Kultur aus apoptotischen und nicht-apoptotischen PMN
kann durch die Detektion mit einem ELISA nicht darauf geschlossen werden, welcher Zelltyp
tatsichlich 11.-8 sezerniert hat. Es ist sehr wahrscheinlich, dass IL-8 durch die
nicht-apoptotischen PMN sezerniert wird. Aus der Literatur ist bekannt, dass apoptotische
Zellen ihre physiologischen Funktionen verlieren, wozu auch die Sekretion von Zytokinen
gehort (Maianski et al., 2004). Aulerdem kommt es im Einzelansatz aus apoptischen PMN zu
keiner erh6hten IL-8 Freisetzung durch die Stimulation mit IFN-y und LPS, wobei dies auch
an einer verminderten Stimulierbarkeit apoptotischer Zellen liegen konnte (Daten nicht
gezeigt). Deswegen kann diese Frage nur durch eine Analyse auf der Ebene der

Gen-Expression oder auf der Einzelzell-Ebene geklirt werden.

5.2.3. Verminderte TNF-«- Sekretion von PMN durch Co-Kultur mit
apoptotischen Zellen, keine Sekretion von IL-10 und TGF-§

Bei den Messungen des TNF-a konnte dieses in den Ansitzen nicht nachgewiesen werden, da
der Gehalt jedes Mal unterhalb der Nachweisgrenze des verwendeten ELISA-Kits lag.
Inzwischen wurden die Versuche jedoch mit einem abgewandelten Protokoll des
TNF-o-ELISA durch Arup Sakar — einen Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe — wiederholt. Es
konnte dabei gezeigt werden, dass es im Vergleich zur Monokultur aus PMN durch den
Kontakt mit apoptotischen Zellen auch unter zusitzlicher Stimulation zu einer verminderten
Sekretion von TNF-a durch PMN kommt, wenn diese mit apoptotischen Zellen inkubiert
wurden (Daten nicht gezeigt).

Als ,,eher anti-entztindliche® Zytokine wurden IL-10 und TGF-8 untersucht. In den
Untersuchungen waren diese beiden Zytokine in den zellfreien Uberstinden, die durch die
Inkubation der Mono- und Co-Kulturen aus PMN und apoptotischen Zellen gewonnen
wurden, nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Dabei ist jedoch zu beachten, dass das
verwendete industrielle ELISA-Kit fiir den Nachweis von TGF-3 eine untere Nachweisgrenze
von 1 ng/ml hatte, welche eine sehr hohe Konzentration darstellt. Diese Ergebnisse konnen
auf verschiedene Weise gedeutet werden. Einerseits besteht die Moglichkeit, dass beide
Zytokine in den verwendeten Bedingungen gar nicht produziert werden. Andererseits besteht

auch die Moglichkeit, dass die Zytokine durch Serumbestandteile gebunden oder durch die

- 58 -



5. Diskussion

Zellen wieder aufgenommen werden und sie deswegen nicht messbar sind. Deswegen ist es
wichtig, hierfiir ebenfalls die Gen-Expression der PMN zu untersuchen, um die Umstidnde

naher zu beleuchten.

5.3. Verminderte Phagozytose apoptotischer Zellen durch
PMN bei Fehlen von Clq

Bei Fehlen von Clq im allogenen, humanen Serum kommt es zu einer stark verminderten
Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN im Vergleich zur Verwendung von normalem,
autologem, humanem Serum (siche Abbildung 15). Dieser Vergleich zwischen allogenem und
autologem Serum wurde gewihlt, da fiir diese Versuche noch keine Methode vorhanden war,
um aus dem autologem Serum das Clq zu entfernen oder zu inaktivieren. AuBlerdem wurde in
den Vorversuchen gezeigt, dass es bei der Verwendung von normalem, allogenem humanem
Serum zu einer unverandert starken Phagozytose apoptotischen Materials durch PMN kommt,
wie bei der Verwendung von normalem, autologem, humanem Serum (siche Abbildung 0).
Das Komplementsystem spielt eine entscheidende Rolle im Immunsystem. Seine einzelnen
Faktoren und deren Spaltprodukte erfiilllen wihrend einer Abwehrreaktion mehrere Aufgaben,
z. B. Chemotaxis, Opsonisierung oder als Botenstoff (Nielsen et al., 2002). Dementsprechend
befinden sie sich in einer erh6hten Konzentration im entzindlichen Gewebe, wo auch eine
erhohte Zahl von apoptotischen Zellen anfillt. Aullerdem konnte ein Zusammenhang
zwischen Clq, der Phgozytose apoptotischer Zellen und der Entwicklung eines systemischen
Lupus erythematodes aufgezeigt werden. Fin Mangel an Clq fithrt zu einem erhohten Risiko,
eine solche Autoimmunerkrankung zu entwickeln. Es kommt durch den Mangel an Clq zu
einer verminderten Erkennung apoptotischer Zellen durch Phagozyten, wie z. B.
Makrophagen (Donnelly et al., 2000).

Strukturanalysen zeigten, dass es verschiedene Oberflichenrezeptoren fiir Clq gibt, wodurch
die unterschiedlichen Wirkungen von Clq vermittelt werden, z. B. ein Rezeptor fir die
Kollagen-Domine von Clq (cC1qR). Dieser Rezeptor ist identisch mit Calreticulin (CRT),
welches urspriinglich als Ca®’-bindendes Protein im sarkoplasmatischem Retikulum von
quergestreifter Muskultur beschrieben wurde. An der Zelloberfliche konkurriert cC1qR/CRT
mit Immunglobulin G (IgG) um die Bindung an Clq. Clq wiederum konnte an der
Zelloberfliche von apoptotischen Zellen gefunden werden. cClgR/CRT ist an der
Zelloberfliche von Monozyten an CD91 angebunden und kann tiber das Clq auf der

Zelloberfliche von apoptotischen Zellen die Phagozytose durch Monozyten vermitteln
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(McGteal et al., 2002). Da CD91 jedoch nicht auf der Zelloberfliche von PMN zu finden ist,
existieren unter Umstinden noch andere Molekiile, die die Erkennung apoptotischer Zellen
durch PMN mittels C1q vermitteln.

Doch die vielen in Kapitel 1.3 beschriebenen Faktoren, fir die eine Beteiligung an der
Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen durch andere Phagozyten gezeigt wurde,
lassen die Vermutung zu, dass C1q nicht die einzige entscheidende Komponente fiir PMN ist.
Andere Komplementfaktoren beziehungsweise deren Spaltprodukte, wie z. B. C5a, sind in
diesem Zusammenhang von Interesse. Fiir C5a wurde beschrieben, dass es durch die Bindung
an den Cha-Rezeptor auf Dendritischen Zellen dazu fiihrt, dass diese wiederum nicht CD4
positive T-Zellen aktivieren, also eine Immunreaktion unterbinden kann (Kéhl, 20006). Frihere
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass eine Blockierung von CD32 zu einer
verminderten Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN fihrt (Essmann, 2008). CD32
gehort zu den Fe-Rezeptoren. Auf PMN kommt es zu einer Bindung an das Fc-Fragment der
Antikérper mit CD32. Dadurch kénnen PMN in den Immunreaktionen z. B. Bakterien
phagozytieren, an die die Antikérper mit ihren spezifischen Antigen-Bindungsstellen
gebunden haben (Selvaraj et al, 2004). Zusammen mit den bereits beschriebenen Molektlen
und Rezeptoren fir die Erkennung und Phagozytose apoptotischer Zellen durch verschiedene
Phagozyten stirkt dieser bereits sehr gut erforschte Teil des Immunsystems die Hypothese,
dass mehrere Mechanismen existieren, durch welche PMN zum einen apoptotische Zellen
erkennen und zum anderen phagozytieren kénnen (Kapitel 5.1). Schlief3lich sollen sowohl die
Phagozytose eines Bakteriums durch die Bindung eines Antikérpers an PMN tber CD32, als
auch das Komplementsystem in der Bekimpfung von Mikroorganismen zu einer
pro-entziindlichen Reaktion fiihren, wihrend die Phagozytose einer apoptotischen Zelle iiber
die gleichen Wege zu einer eher anti-entziindlichen Reaktion im PMN fiihren soll. Die
vorliegende Arbeit liefert diesbeztiglich erste Hinweise, die Erkennung und Phagozytose

apoptotischer Zellen durch PMN zu verstehen.
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6. Schlussfolgerung und Ausblick

PMN stellen die grof3te Subpopulation der weilen Blutkérperchen im Organismus dar. Die
PMN sind als diejenigen Zellen charakterisiert, die zu Beginn einer akuten Entzindung am
starksten in das entsprechende Gewebe einwandern und durch die klassischen Funktionen —
Phagozytose und Abtétung von Mikroorganismen durch die Bildung verschiedener reaktiver
Sauerstoffradikale — die erste Linie der zelluliren Verteidigung im Immunsystem darstellen.
Andere Zellen des Immunsystems, wie z. B. Makrophagen, wandern erst verzogert in grof3erer
Zahl in das entziindete Gewebe ein. Die PMN gehen nach Erfillung ihrer Aufgaben in die
Apoptose und miissen dann entsorgt werden, damit ihr Zellinhalt das umliegende Gewebe
nicht zusitzlich schadigt. Fir diese Entsorgung waren bisher nur Makrophagen, Dendritische
Zellen und einige unprofessionelle Phagozyten in der Literatur beschrieben. In den
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte jedoch gezeigt werden, dass es unter den PMN zu
einer Art ,Kannibalismus® kommt, indem PMN ihre apoptotischen Artgenossen
phagozytieren.

In den bisher gingigen immunologischen Modellen hatten die PMN eine rein ausfithrende
Rolle. Sie reagieren auf die Stimuli der Entziindung, wandern dort ein, téten Mikroorganismen
ab und gehen in den programmierten Zelltod. Die regulatorischen Funktionen in der
Entzindungsreaktion wurden bisher den sekundir einwandernden Zellen, wie z. B.
Makrophagen und Dendritischen Zellen, zugesprochen. Dadurch, dass sie die apoptotischen
Zellen phagozytieren, kommt es zu einer eher anti-entzlindlichen Reaktion. Die darauthin
sezernierten Zytokine fihren zu der Beendigung der Entziindungsreaktion.

Durch den Nachweis, dass PMN ebenfalls ihre apoptotischen Artgenossen phagozytieren
konnen, entstand die Frage, welchen Finfluss der Kontakt und die Phagozytose apoptotischer
Zellen auf die PMN hat. Diesem Thema ist die vorliegende Dissertation gewidmet. Es zeigte
sich bei der Zytokinsekretion, dass durch die Co-Kultur mit apoptotischen Zellen die
Sekretion von IP-10 aus PMN sinkt, was, dhnlich wie bei den zuvor genannten Immunzellen,
als anti-entziindliche Reaktion bezeichnet werden kann. Jedoch steigt die Sekretion von I1.-8
durch die PMN an, was dem klassischen Bild des anti-entziindlichen Effekts apoptotischer
Zellen widerspricht. IL-8 wird in der Literatur als ein pro-entziindliches Zytokin betrachtet
und wirkt stark chemotaktisch auf PMN. Es dient wahrscheinlich dazu, dass gentigend PMN
in das entziindliche Gewebe einwandern, um die anfallenden Mengen an apoptotischen Zellen

zu entsorgen und somit die Gewebeschidigung zu vermeiden.
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Eine andere Beobachtung dieser Arbeit war die verinderte Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen in PMN durch die Anwesenheit apoptotischer Zellen. Dies spricht fur
einen cher anti-entziindlichen Einfluss der apoptotischen Zellen auf PMN. Interessant an
dieser Beobachtung war jedoch, dass dieser Einfluss auf PMN unabhingig war von der
Anwesenheit humanen Serums. Die Einflisse auf die Zytokin-Sekretion traten hingegen nur
auf, wenn Serum in der Co-Kultur aus apototischen und nicht-apoptotischen PMN vorhanden
war. Ebenso kam es nur dann zur Phagozytose der apoptotischen Zellen durch PMN, wenn
Serum in der Co-Kultur vorhanden war.

Dieses fithrt zum nichsten Punkt dieser Dissertation: die Frage, iiber welche Molekiile die
apoptotischen Zellen von PMN erkannt und phagozytiert werden. Die Beobachtung, dass nur
bestimmte Verinderungen der PMN-Funktionen abhingig von der Anwesenheit von Serum
sind, weist darauf hin, dass es unterschiedliche Erkennungsmechanismen fiir unterschiedliche
Wirkungen gibt. Auf der Suche nach dem vermittelnden Serumbestandteil wurde Clq in dieser
Arbeit untersucht, da dieser Bestandteil des Komplementsystems im entziindlichen Gewebe
verstirkt vorkommt. In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass es in einem
Clg-depletierten Serum zu keiner Phagozytose apoptotischer Zellen durch PMN kam. Es
blieb jedoch der Nachweis schuldig, dass das Serum durch die Depletion nicht noch weiter
verindert wurde. Auflerdem konnte bisher noch nicht die erneute Phagozytose apoptotischer
Zellen durch PMN durch die Zugabe von Clq nachgewiesen werden, da noch kein biologisch
aktives Clq fiir 7z vitro Versuche verfigbar ist, wie es unter zz vzvo Bedingungen entsteht.
Bisher konnte nur ein grober Einblick in die Einflisse apoptotischer Zellen auf PMN durch
die hier prisentierten Untersuchungen gewonnen werden. Es missen zukiinftig weitere
Zytokine der PMN und deren Verinderungen im Sekretionsmuster durch apoptotische Zellen
untersucht werden. Besonders interessant sind in diesem Zusammenhang auch die
Verinderungen auf der Ebene der Gen-Expression. Durch den verminderten Gehalt an
reaktiven Sauerstoffradikalen in PMN durch apoptotische Zellen leitet sich zusitzlich die
Frage ab, ob es auch zu einer verminderten Abtétung von Krankheitserregern kommit.
Aullerdem wurde bisher nur eine Art der Apoptose-Induktion untersucht, denn unter
Umstinden hat die Apoptose-Induktion, z. B. durch bestimmte Mikroorganismen, einen ganz
anderen Einfluss auf die PMN, als die Induktion durch UV-Betrahlung. Auch die Frage nach
einer veranderten Zusammensetzung der Oberflichenmolekiile auf PMN durch den Kontakt
zu apoptotischen Zellen konnte bisher aufgrund technischer Schwierigkeiten bei der Stabilitat

der Farbungen noch nicht geklart werden.
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Besonders wichtig wird fur die Zukunft die Frage bleiben, welche Molekiile auf der
Zelloberfliche und welche Serumbestandteile die Erkennung und Phagozytose apoptotischer
Zellen durch PMN vermitteln. Bei den bisherigen Erkenntnissen und diesen offenen Fragen
darf man zusitzlich nicht vergessen, dass es sich bisher nur um 7 vitro Erkenntnisse handelt.
Die Komplexitit des menschlichen Organismus und die sich daraus ergebenden
Wechselwirkungen der verschiedensten Zellen tber Oberflichenmolekiile und Botenstoffe
stellen fir zukinftige Untersuchungen eine besondere Herausforderung dar. Ein wichtiger
Schritt in diese Richtung ist dabei sicherlich das Wechselspiel zwischen apoptotischen Zellen,
PMN und weiteren Zellen des Immunsystems. Besonders interessant ist dabei die Rolle von
T-Helferzellen. Sie kénnten schlief3lich eine wichtige Quelle fiir die Botenstoffe sein, die zu
einer erhéhten Phagozytose der apoptotischen Zellen durch die PMN fiihrt.

Wir stehen erst am Anfang, die Apoptose im Rahmen der Entziindung zu verstehen. Es ist
erkennbar, wie wichtig die Apoptose und die anderen Zelltod-Arten von PMN und deren
Auswirkungen im Rahmen der Entziindung sind. Es ist bekannt, dass lysierte PMN im
Gegensatz zu intakten apoptotischen PMN in Makrophagen zu einer Ausschittung der
pro-entziindlichen Zytokine TNF-«, IL-8 und MIP-2 fihren (Fadok et al, 2001). Unter
Umstinden entscheidet sich durch das Verhaltnis apoptotischer, intakter Zellen zu lysierten
Zellen, ob die Entzindung aufrechterhalten wird oder nicht. Die Relevanz der Apoptose zeigt
sich speziell in den Situationen, in denen dieser Zelltod-Weg oder die Abriumung der
apoptotischen PMN gestort sind. Apoptotic bodies beinhalten Zellbestandteile, die beim
systemischen Lupus erythematodes (SLE) als Autoantigen wirken, wie z. B. Kern-Histone. Da
vermutet wird, dass die Entfernung apoptotischen Materials bei dieser Erkrankung gestort ist,
konnte es so zur Prisentation der Autoantigene kommen, z. B. durch die sekundire Nekrose
(Schiller et al., 2008). Generell scheint die gestorte Phagozytose apoptotischer Zellen durch die
unterschiedlichen Phagozyten ein zentraler Grundstein fiir verschiedene Autoimmun-
Erkrankungen zu sein, so dass ein besseres Verstindniss der Phagozytose apoptotischer
Zellen eine wichtige Grundlage fir zukunftige Therapien darstellt (Lleo et al., 2008; Erwig et
al., 2008).
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7. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss apoptotischer Zellen auf die Funktionen
neutrophiler Granulozyten (PMN) untersucht. Dazu wurde als eine wichtige pro-entziindliche
Funktion die Produktion reaktiver Sauerstoffradikale durch apoptotische Zellen untersucht.
Es zeigte sich, dass die PMN, die mit apoptotischen Zellen inkubiert wurden, deutlich weniger
stimulierbar waren, um reaktive Sauerstoffradikale zu produzieren, als die PMN, welche ohne
apoptotische Zellen inkubiert wurden.

Eine weitere wichtige Funktion der PMN stellt die Sekretion von Zytokinen dar. Es zeigte
sich, dass durch die Ko-Inkubation der PMN mit apoptotischen Zellen die
IFN-y/LPS-induzierte Freisetzung des Zytokins IP-10 deutlich vermindert wat. In weiteren
Experimenten kam es durch die Ko-Inkubation mit apoptotischen Zellen zu einer
IL-8-Freisetzung aus den PMN. Diese Effekte auf die Zytokin-Sekretion waren nur bei
Anwesenheit von humanem Serum zu finden. Die Daten machen damit deutlich, dass die
Erkennung apoptotischer Zellen, ithre Aufnahme und die Aktivierung pro-inflammatorischer
Prozesse zwingend Serum-abhingig sind. Die Serum-Abhingigkeit wurde weiter untersucht.
Beim Vergleich der Phagozytose-Kapazitit der PMN unter verschiedenen Bedingungen stellte
sich heraus, dass die Komplementkomponente Clq einer der entscheidenden Serumfaktoren
ist.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass apototische Zellen die Physiologie und wichtige
Funktionalititen polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten modulieren und damit zur
Ausprigung des entziindlichen Geschehens mit den daran beteiligten weiteren zelluliren und

humoralen Komponenten einen wesentlichen Beitrag leisten.
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