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1 Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten sind Hauptakteure der frihen Infektabwehr. Ein extrazelluldrer
Effektormechanismus dieser Zellen ist die Bildung von neutrophil extracellular traps (NETS).
NETSs sind komplexe Fangnetze, die aus einem mit antimikrobiellen Proteinen assoziierten
DNA-Grundgerust bestehen. Sie werden von aktivierten neutrophilen Granulozyten im Zuge
eines Zelltodprogrammes (NETose), der abhangig von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist,
ausgestolRen. Neben ihrer antimikrobiellen Wirkung kénnen NETS jedoch auch unerwiinschte
Wirkungen haben. So spielen NETs z.B. bei der Entwicklung und Pathogenese von
Autoimmunkrankheiten eine Rolle, indem sie die Bildung von Autoantikérpern induzieren
und durch Exposition von toxischen Molekilen (ROS, Granulaproteine) Gewebeschéden
verursachen. Die molekularen Mechanismen der NETose, insbesondere die Rolle der
wahrscheinlich als Botenstoffe fungierenden ROS, sind bisher noch weitgehend unverstanden.
Ziel dieser Arbeit war es daher, die zugrundeliegenden Mechanismen der ROS-abhangigen
NET-Bildung invitro naher zu untersuchen. Dazu wurden die DHR 123-, Luminol- und
Lucigenin-Methode zur Detektion von ROS sowie die SYTOXgreen-Methode und die
mikroskopische Betrachtung zur Analyse der Bildung von NETs durch humane neutrophile
Granulozyten verwendet. Erstes Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Beteiligung von
ROS und ROS-bildenden Signalwegen auf die PMA-induzierte NET-Bildung. Durch
Verwendung spezifischer Inhibitoren wurde die Rolle von NADPH-Oxidase- und
mitochondrial gebildeten ROS sowie die Beteiligung der Superoxiddismutase und
Myeloperoxidase auf die NET-Bildung betrachtet. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen
erstmals, dass mitochondriale ROS und die Superoxiddismutase in vitro keinen Einfluss auf
die Bildung der NETs austben. AuRerdem wurde bestatigt, dass die ROS-produzierenden
Enzyme NADPH-Oxidase und Myeloperoxidase essentiell fir die ROS-abhangige
NET-Bildung sind. Da NETs bei der Entwicklung und Pathogenese von
Autoimmunkrankheiten eine Rolle spielen, konnte das Abfangen der fir die NET-Bildung
essentiellen ROS ein neuer Angriffspunkt bei NET-assoziierten Autoimmunkrankheiten
darstellen. Hier kdnnten Antioxidantien, die als Radikalfanger wirken und ROS neutralisieren,
zum Einsatz kommen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob Antioxidantien
die ROS-abhangige NET-Bildung PMA-stimulierter neutrophiler Granulozyten in vitro
inhibieren konnen. Die Ergebnisse zeigen, dass Antioxidantien wie Flavonoide,

Ascorbinsiure, N-Acetylcystein und 5-Aminosalicylsdure signifikant die PMA-induzierte



ROS- und NET-Bildung neutrophiler Granulozyten hemmen. Antioxidantien kénnten daher

therapeutisch bei NET-assoziierten Krankheiten zum Einsatz kommen.

Da Orte einer Entzindung durch Sauerstoffmangel (Hypoxie) gekennzeichnet sind, war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, den Effekt von Hypoxie (2 % O,) auf die ROS- und NET-Bildung
aktivierter neutrophiler Granulozyten in vitro im Vergleich zu Normoxie (20 % O,) zu
untersuchen. Hypoxie fihrte zur Hemmung der ROS-und NET-Bildung in aktivierten

neutrophilen Granulozyten.

Die im Rahmen dieser Arbeit erlangten neuen Erkenntnisse tragen zum einen zum
Verstandnis der ablaufenden Prozesse wahrend der NET-Bildung bei, zum anderen bieten sie
neue Ansatzpunkte im Kampf gegen Autoimmunkrankheiten. Des Weiteren zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass der am Entzlindungsort vorliegende Sauerstoffmangel
(Hypoxie) die Effektorfunktionen der neutrophilen Granulozyten, wie die Bildung von ROS
und NETS, beeinflusst.
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2 Einleitung

Der Mensch ist standig in der Umgebung vorhandenen Mikroorganismen ausgesetzt. Eine
Infektion durch Mikroorganismen wird jedoch meistens durch die mechanische und
chemische Barriere der sich auf der Haut und den Schleimhduten des Korpers befindenden
Epithelzellen abgewehrt. Durchbricht der Mikroorganismus diesen Schutz und dringt in
darunter liegende Gewebeschichten ein, setzt die angeborene Immunabwehr ein.
Makrophagen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten erkennen als Zellen der
angeborenen Immunabwehr die eingedrungenen Mikroorganismen Uber verschiedene
Mechanismen, unter anderem Mustererkennungsrezeptoren. Die Mikroorganismen werden
durch Phagozytose von diesen Phagozyten (Fresszellen) aufgenommen und intrazellular
abgetotet. Neben diesen zellularen Komponenten zahlt auch das humorale
Komplementsystem zum angeborenen Immunsystem. Es besteht aus verschiedenen
Plasmaproteinen, welche durch Interaktionen miteinander extrazelluldare Krankheitserreger
angreifen, selbst abtoten oder die Aufnahme und Zerstérung des Krankheitserregers durch
Phagozyten stimulieren. Dendritische Zellen induzieren zeitlich parallel zu den beschriebenen
Abwehrmechanismen das adaptive Immunsystem, bestehend aus B-Zellen und T-Zellen.
Dabei werden antigenspezifische Effektorzellen ausgebildet, die den Krankheitserreger gezielt
angreifen konnen. AufRerdem bilden sich Geddachtniszellen, die eine erneute Infektion mit

diesem Erreger verhindern sollen [1].
2.1 Neutrophile Granulozyten

Die kurzlebigen neutrophilen Granulozyten stellen den Hauptbestandteil der weil3en
Blutzellen (Leukozyten) im peripheren Blut des Menschen dar. Sie entstehen aus
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und zirkulieren im Blut. Neutrophile
Granulozyten sind die ersten aus dem Blutstrom rekrutierten Zellen am Infektionsherd und
damit wichtige Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems. Durch freigesetzte
Botenstoffe, sogenannte Zytokine, werden sie zum Ort der Entziindung gelockt. Die
neutrophilen Granulozyten verlassen die Blutbahn und wandern im Gewebe entlang eines
Gradienten aus Zytokinen zum Entziindungsort, um dort eingedrungene Mikroorganismen zu
bekampfen. Dort erkennen sie die infektiosen Mikroorganismen und nehmen diese durch
Phagozytose auf. Die anschlielende, intrazelluldre Abtdtung der phagozytierten
Mikroorganismen erfolgt durch mikrobizide Proteine, die in Granula im Zytoplasma
gespeichert sind. Die azurophilen oder priméren Granula enthalten antimikrobielle Proteine,

3
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z.B. das auch auf der Plasmamembran exprimierte bactericidal permeability-
increasing protein. Aullerdem sind unter anderem die Myeloperoxidase und Serin Proteasen,
z. B. Proteinase 3 und Elastase, in den primdren Granula lokalisiert. Die sekundaren,
spezifischen Granula enthalten Lactoferrin, Cathelicidin LL37 und Kollagenase, die tertidren
Granula Gelatinase. Ein vierter Typ von Granula, die sekretorischen Vesikel, enthalten z. B.
das Plasmaprotein Albumin [1, 2]. Granulozyten werden aufgrund der unterschiedlichen
Farbeeigenschaften ihrer Granula in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten
unterteilt. Neutrophile Granulozyten besitzen einen unregelmalig geformten, segmentierten
Zellkern und werden daher auch als polymorphkernige neutrophile Granulozyten bezeichnet
(Abbildung 1) [1].
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Abbildung 1: Isolierte neutrophile Granulozyten, angefarbt mittels Diff-Quik-Farbung

Zur Bekampfung eingedrungener Mikroorganismen nutzen neutrophile Granulozyten
verschiedene Mechanismen, wie die Abtétung durch antimikrobielle Proteine durch
Degranulation und die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und neutrophil
extracellular traps (NETS) [1, 3].

2.2 Ablauf der akuten Entziindung

Uberwinden Mikroorganismen die schiitzende mechanische und chemische Barriere der
Epithelzellschicht und wandern in das darunter liegende Gewebe werden die angeborenen
Abwehrmechanismen aktiv, um die Mikroorganismen abzuwehren. Dabei werden die
eingedrungenen Mikroorganismen durch sich im Gewebe befindliche Makrophagen und
dendritische Zellen erkannt. Diese setzen daraufhin pro-entziindliche Zytokine wie
z. B. Interleukin-18 und den Tumornekrosefaktor (TNF)-o frei. Die durch Erkennung der

Mikroorganismen aktivierten Makrophagen setzen Chemokine wie CXCL-8 (Interleukin-8)
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frei und 16sen am Infektionsherd die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten aus. Die
freigesetzten Zytokine flihren zur Erweiterung der lokalen, kleinen Blutgefalie und sorgen fir
die Reduzierung der FlieBgeschwindigkeit des Blutes am Entziindungsort. Der verlangsamte
Blutfluss erleichtert es den neutrophilen Granulozyten an das aktivierte Endothel zu binden.
Die neutrophilen Granulozyten verlassen nun das Blutgefd® und migrieren durch die
Endothelzellschicht in das tiefer liegende Gewebe. Sie wandern schliellich als erste
Abwehrzellen entlang eines Konzentrationsgradienten von am Infektionsherd produzierten
Chemokinen, z.B. CXCL-8, zum Entziindungsort. Dort vernichten sie zusammen mit
ebenfalls aus den BlutgefaBen eingewanderten Monozyten, die sich im Gewebe zu

Makrophagen differenziert haben, die eingedrungenen Mikroorganismen [1].

Um Mikroorganismen aufnehmen und vernichten zu kénnen, missen sie zunéchst erst erkannt
werden. Die Zellen des angeborenen Immunsystems besitzen dafir Rezeptoren an ihrer
Zelloberflache, welche ihnen die Erkennung koérperfremder Mikroorganismen ermdglichen.
Diese Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRR)  erkennen
charakteristische Muster an Oberflachenstrukturen, die pathogenassoziierten molekularen
Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMP), welche nicht auf korpereigenen
Zellen vorkommen. Es gibt verschiedene Mustererkennungsrezeptoren. Eine wichtige Gruppe
der PRR sind die Toll-&hnlichen Rezeptoren (toll-like receptors, TLR). Sie erkennen viele
PAMPs, wie z. B. das auf der Zellhille lokalisierte Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer
Bakterien (TLR-4), Lipopeptide der Bakterien (TLR-2) oder Flagellin (TLR-5). Bakterielle
oder virale Nukleinsduresequenzen werden durch intrazellulare TLR (TLR 3,7,9)
erkannt [1, 4]. Neben diesen Mustererkennungsrezeptoren exprimieren Phagozyten auch
Komplementrezeptoren auf ihrer Oberflache, welche die Erkennung, Aufnahme und
Vernichtung mit Komplementproteinen bedeckter Krankheitserreger ermdglichen. Des
Weiteren konnen auf der Oberflaiche von Mikroorganismen haftende Antikorper durch

Fc-Rezeptoren der Phagozyten erkannt werden [1].

Die Bindung eines Pathogens an diese Mustererkennungsrezeptoren vermittelt unter anderem
die Aufnahme (Phagozytose) des Krankheitserregers mit der anschlieBenden Abtétung im
Inneren des Phagozyten. Bei der Phagozytose wird das gebundene Pathogen von der
Zellmembran des Phagozyten umhillt und in ein Vesikel, das Phagosom, aufgenommen.
Dieses verschmilzt schlieRlich mit den Granula (Lysosomen) der Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten zu einem Phagolysosom. Die Granula der Phagozyten besitzen den

Mikroorganismus angreifende antimikrobielle Enzyme und Peptide, welche im Phagolysosom
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freigesetzt werden und den Mikroorganismus zerstéren [1]. Die Freisetzung der in den
Granula enthaltenen Proteine nach auBen wird auch als Degranulation bezeichnet. Bei der
Phagozytose werden zusatzlich toxische reaktive Sauerstoffspezies gebildet, welche zur
intrazellularen Abtdtung des Mikroorganismus beitragen (siehe 2.3). Neben diesen
Effektormechanismen locken die neutrophilen Granulozyten nach Erkennung des Erregers
weitere Abwehrzellen durch Ausschuttung von Zytokinen an. Des Weiteren kénnen die
neutrophilen Granulozyten uber ihren Tod hinaus in Form von neutrophil extracellular traps

eingedrungene Mikroorganismen abfangen, einddmmen und téten (siehe 2.4) [1, 5].

Sind die eingedrungenen Mikroorganismen erfolgreich bekdmpft, wird die Entziindung durch
anti-entzlindliche Signalwege aufgeldst. Dazu wird die Einwanderung der neutrophilen
Granulozyten durch anti-entzindliche Zytokine und Chemokine gestoppt. Die neutrophilen
Granulozyten sterben den programmierten Zelltod (Apoptose) und werden schlie3lich durch
andere neutrophile Granulozyten oder Makrophagen beseitigt [2, 6]. Gehen neutrophile
Granulozyten in die Apoptose, pridsentieren sie sogenannte ,,iss mich“-Signale auf ihrer
Zelloberflache, z.B. durch Umlagerung des in der inneren Membran liegenden
Phosphatidylserins nach auBen [7]. Die Phagozytose der apoptotischen neutrophilen
Granulozyten hemmt schlieflich die Bildung von z.B. CXCL-8 und TNF-a durch
Makrophagen und tragt zur Auflésung der Entziindung bei [2].

2.3 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in neutrophilen Granulozyten

Ein wichtiger antimikrobieller Mechanismus neutrophiler Granulozyten ist die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (Abbildung 2). Diese toxischen Sauerstoffmetaboliten tragen zum
Abtoten eingedrungener Mikroorganismen bei, kénnen jedoch aufgrund ihrer Reaktivitat auch
korpereigene  Strukturen  zerstoren. Schlusselmolekul der ROS-Bildung ist die
NADPH-Oxidase. Diese bildet unter Verbrauch von Sauerstoff Superoxidanionradikale (0,%).
Dieser Prozess wird als respiratorische Entladung oder auch als oxidativer burst oder
respiratory burst bezeichnet. Mitochondrien kdnnen als Nebenprodukte der Atmungskette
auch  Superoxidanionradikale  bilden.  Die  anschlieBende  Dismutation  der
Superoxidanionradikale in Wasserstoffperoxid (H.O,) und Sauerstoff (O,) erfolgt spontan
oder wird durch die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert. Wasserstoffperoxid reagiert in der
Fenton-Reaktion mit Eisenionen (Fe’*) zu Hydroxylradikalen ("OH). Des Weiteren dient
Wasserstoffperoxid als Substrat fir die antimikrobielle Myeloperoxidase (MPO). Diese bildet
unter Nutzung von Wasserstoffperoxid und hypohalogene ROS, z. B. Hypochlorit (OCI") [1].



Einleitung

Zusatzlich wird Singulett Sauerstoff (*0,) durch Reaktion von Hypochlorit mit H,O,
gebildet [8].

DPI Aminopyrin, Dipyron
Aroclor, DETC |
NOX | H,0+0, MPO
S
d SOD 1
A
0, =—— 0" » H,O0, =——— OCI
4 spontan . | Fenton-
] ] Fe Reaktion l H;0,
Mitochondrien v

-lil! V "OH + *OH + Fe®* 10,
_l_

DPI, Rotenon,
Dinitrophenol, FCCP

Abbildung 2: Bildung und Hemmung der ROS-Produktion in neutrophilen Granulozyten

Die Bildung von Superoxidanionradikalen (O,*) durch Sauerstoff (O,) erfolgt sowohl durch die
NADPH-Oxidase (NOX) als auch durch die Cytochrom C Peroxidase der Mitochondrien. Die sich
anschlieende Dismutation der Superoxidanionradikale in Wasserstoffperoxid (H,O,) und O, lauft
spontan oder katalysiert durch die Superoxiddismutase (SOD) ab. H,0, ist die Quelle zur Bildung
von Hydroxylradikalen ("OH) durch die Fenton-Reaktion. Zusatzlich nutzt die Myeloperoxidase
(MPO) H,0, zur Bildung halogenierter ROS, wie z.B. Hypochlorit (OCI"). Singulett Sauerstoff (*O,)
wird durch Reaktion von hypochloriger S&ure mit H,O, gebildet. Die Angriffsorte der in dieser Studie
verwendeten Inhibitoren DPI, Rotenon, Dinitrophenol, FCCP, Aroclor, DETC, Aminopyrin und
Dipyron sind dargestellt.

Die Bildung von ROS wird durch die Aktivierung der aus mehreren Untereinheiten
bestehenden NADPH-Oxidase ausgelost. Die auf der Zellmembran oder der Membran von
Phagolysosomen lokalisierten Untereinheiten gp91°"* und gp22°"* bilden das heterodimere
Cytochrom bssg. Die anschlieBende Translokation der zytosolischen Untereinheiten p47°"
p67°"* p40P"* zur Plasmamembran bzw. Membran der Phagolysosomen und Bindung an den
Cytochrom bssg-Komplex ist zur Aktivierung der NADPH-Oxidase erforderlich. Die
Phosphorylierung der zytosolischen Untereinheit p47°"* ist VVoraussetzung zur Translokation
und unterstiitzt die Bindung der anderen Untereinheiten an das Cytochrom bssg [9]. Die
Proteinkinase C und die mitogen-aktivierten Proteinkinasen p 38 wund extrazelluléar
Signal-regulierende Kinasen ERK1/2 phosphorylieren die Untereinheit p47°" und werden
durch z. B. Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) aktiviert [10]. Zudem sind sie an der
NET-Bildung beteiligt [11, 12].
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In dieser Arbeit wurde der oxidative burst neutrophiler Granulozyten naher untersucht. Dazu
wurden verschiedene Inhibitoren der ROS-bildenen Enzyme NADPH-Oxidase, SOD und
MPO, sowie der mitochondrialen Atmungskette verwendet. Diphenyleniodiniumchlorid (DPI)
hemmt die NADPH-Oxidase und den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette [13]. Die
Inhibitoren Dinitrophenol und Carbonylcyanid p-[trifluoromethoy]-phenyl-hydrazon (FCCP)
storen und entkoppeln das Membranpotential der Mitochondrien, wéhrend Rotenon
Komplex | der mitochondrialen Atmungskette hemmt. Das Membranpotential der
Mitochondrien bildet sich als Folge der ablaufenden Elektronentransportketten und dem damit
verbundenen Protonentransport von der Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum
wéhrend der Atmungskette aus. Durch die Entkopplungsreagenzien lauft die
Elektronentransportkette starker ab, um den zerstdrten Protonengradienten wieder
herzustellen. Aufgrund der erhohten Aktivitdat der Atmungskette stehen weniger freie
Elektronen zur Verfugung, was zu verminderter ROS-Produktion fiihrt [14-16]. Aroclor und
Diethyldithiocarbaminsédure (DETC) wurden als Hemmstoffe der SOD eingesetzt [17, 18].
Aminopyrin und Dipyron senken die ROS-Produktion der MPO durch Abfangen von
Hypochlorit [19] und im Fall von Aminopyrin zusatzlich durch Hemmung der MPO [20].
Neben der Betrachtung des Einflusses verschiedener Inhibitoren auf den oxidativen burst

wurde auch dessen Rolle bei der Bildung von ROS-abhéngigen NETSs untersucht.
2.4 Neutrophil extracellular traps (NETS)

Neutrophile Granulozyten konnen selbst Gber ihren Tod hinaus eingedrungene
Mikroorganismen extrazelluldr durch neutrophil extracellular traps (NETs) bekampfen und
abtoten. Dieser Mechanismus neutrophiler Granulozyten wurde erstmals 2004
beschrieben [3]. Dabei sterben neutrophile Granulozyten einen aktiven Zelltod, die NETose
[21], wobei sie ein Netzwerk, bestehend aus Chromatinfaden assoziiert mit Peptiden der
Granula neutrophiler Granulozyten, auswerfen [5]. NETs konnen fluoreszenzmikroskopisch
durch Markierung der DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYTOXgreen dargestellt werden
(Abbildung 3) und sind als fadige (Pfeil, Abbildung 3) oder wolkenéhnliche (Pfeilspitze,
Abbildung 3) Strukturen zu erkennen. Aufgrund der netzartigen Struktur von NETSs verfangen
sich Mikroorganismen, dhnlich wie Insekten in einem Spinnennetz, in ihnen und kdnnen
durch die mit den NETSs assoziierten zahlreichen antibakteriellen Proteine abgetttet werden.
Zu diesen Proteinen zahlen unter anderem die Myeloperoxidase und neutrophile Elastase
(primare Granula), sowie Lactoferrin und Pentraxin 3 (sekundére Granula) und die Matrix
Metalloproteinase 9 (tertiare Granula) [22]. Des Weiteren tragen Komponenten des Zellkerns,
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wie z. B. Histone, zur antibakteriellen Wirkung der NETs bei [5]. Einige Krankheisterreger
haben jedoch Strategien entwickelt, um den NETs zu entkommen. Dazu zahlt unter anderem
die Maskierung der Krankheitserreger durch Anderung der Oberflachenladung, wodurch die
auf Wechselwirkungen verschiedener Ladungen beruhende Bindung an NETSs verhindert
wird. Des Weiteren besitzen z.B. Staphylococcus aureus und Streptococcus pneumoniae
DNAsen (Nukleinsdure abbauende Nukleasen) an ihrer Oberflache, wodurch sie die
DNA-Grundstruktur der NETs abbauen und sich so von NETs befreien koénnen. Die
Freisetzung extrazellularer Chromatinfallen (extracellular traps) wurde auch in anderen

Granulozyten wie Eosinophilen und Mastzellen beobachtet [5, 23].

a) b)

Abbildung 3: Fluoreszenzpraparat neutrophiler Granulozyten und NETS

Nach 3 h Inkubation der neutrophilen Granulozyten im Brutschrank wurden die Préparate fixiert und
die DNA mit SYTOXgreen fluoreszenzmarkiert. Es sind a) nicht stimulierte neutrophile
Granulozyten und b) mit PMA stimulierte neutrophile Granulozyten dargestellt. Die Pfeilspitze weist
auf eine wolkendhnliche NET-Struktur hin, der Pfeil auf eine fadige NET-Struktur. Der
MaRstabsbalken entspricht 10 um. Die dargestellten Fluoreszenzbilder entsprechen alle der gleichen
Grole und Auflésung.

Die Bildung von NETs kann durch Infektionen mit Bakterien, Pilzen, Viren und Parasiten
ausgeldst werden. Zu den verschiedenen Stimuli der NETose zahlen Mikroorganismen und
deren mikrobiellen Komponenten, wie z. B. LPS, formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
(fMLP) der Bakterien und Lipophosphoglykane des Parasiten Leishmania amazonensis. Die
pro-entzlindlichen Zytokine TNF und Interferon-y, sowie die Interaktion zwischen TLR-4
aktivierten Blutplattchen und dem TLR-4-Liganden auf den neutrophilen Granulozyten,
flhren ebenfalls zur Induzierung von NETs. AuBerdem konnen Stickstoffmonoxid,
Mononatrium Harnsédurekristalle und Immunkomplexe (Antikdrper-Antigen-Komplexe) die
Bildung von NETSs induzieren. Der am h&ufigsten verwendete Stimulus zur Induzierung von
NETSs in vitro ist der synthetische Aktivator PMA [5, 24].
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2.4.1 Mechanismus der Bildung von NETs

Nach Aktivierung durch Mikroorganismen oder Proteinkinase C (PKC)-aktivierenden
Stimuli, wie z. B. PMA, bilden 20-60 % der isolierten neutrophilen Granulozyten innerhalb
von 2 h bis 4 h NETSs [24]. Die C-Typ-Proteinkinasen werden in verschiedene PKC-Subtypen,
die konventionellen, neuen und atypischen, unterteilt. Der synthetische Stimulus PMA ahmt
den zur Aktivierung der PKC notwendigen Liganden Diacylglycerol nach und fuhrt dadurch
zur direkten Stimulation der konventionellen (PKC o, PKC Bl, PKC BIl und PKC y) und
neuen PKC (PKC 3, PKC e, PKCn und PKC 0). PMA ist ein etablierter Stimulus zur
Induzierung von NETs. Die Stimulation der konventionellen PKC, insbesondere der
PKC B-Isoform, tragt zur Bildung der NETs bei [12]. Die PKC fihrt zur Aktivierung der
NADPH-Oxidase, welche durch Bildung von Superoxidanionradikalen die Produktion
weiterer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bewirkt (siehe 2.3) [9, 12]. Die Rolle der
essentiellen ROS in der NET-Bildung ist bisher nicht eindeutig geklart. Vermutlich fungieren
sie als sekundare Botenstoffe fir die zur NET-Bildung erforderlichen nachgeschalteten

Signalwege.

Stimulus
(hier PMA)

Aktivierung ~ Desintegrationder  Mischen der DNA  Abrunden der Zelle,
Kernmembran und  und Komponenten Kontraktion und
Granula der Granula Auswurf der NETs

Abbildung 4: Bildung von neutrophil extracellular traps (NETS)

Die Aktivierung neutrophiler Granulozyten durch Stimulation mit PMA fihrt zur Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Es folgt die Desintegration der Kern- und Granulamembran
gefolgt von der Freisetzung der Inhaltsstoffe der Granula (antibakterielle Proteine wie MPO) ins
Zytoplasma. Der Kern verliert seine Form, das Chromatin dekondensiert und die Inhalte des Kerns
und der Granula fillen das Innere der Zelle. Die Integritdt des Kerns und der Granula ist vollstandig
aufgelost. Die Zelle rundet sich ab, kontrahiert und wirft den kompletten Zellinhalt in Form von
dreidimensionalen Strukturen, den neutrophil extracellular traps (NETS), aus. Dabei bildet das
Chromatin das Ruckgrat der NETS, welches mit den ausgeworfenen Proteinen assoziiert ist.

Nach Aktivierung der neutrophilen Granulozyten bilden diese ROS (Abbildung 4), wobei der
respiratory burst durch Stimulation mit PMA sein Maximum nach 30 min erreicht. Innerhalb
der ersten 60 min desintegrieren die Granula der neutrophilen Granulozyten und der Kern

verliert seine Struktur. Die aus den primédren Granula freigesetzte neutrophile Elastase
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wandert in den Kern und fordert zusammen mit der spater zum Kern migrierenden,
freigesetzten Myeloperoxidase die Dekondensation des Chromatins. Die Histone werden
zusétzlich  zum  Abbau  durch die neutrophile  Elastase mit Hilfe der
Peptidyl-Arginin-Deiminase 4 citrulliniert. Auflerdem lésen sich die inneren und &uReren
Kernmembranen voneinander, bis nach 1 h die Kernmembran in kleine Vesikel zerfallt. Es
bildet sich eine einheitliche Masse aus Kern- und Zytoplasma, in dem sich Chromatin und
Komponenten des Zytoplasmas und der aufgelosten Granula befinden (Abbildung 4).
SchlieBlich rundet sich die Zelle ab, die Zellmembran reif3t und die Zelle wirft ihren Zellinhalt
in den extrazellularen Raum in Form von NETSs aus (Abbildung 4) [5, 25]. Es wurden auch
andere Mechanismen der NET-Bildung, wie die extrazelluldre Freisetzung von nuklearer
DNA durch Vesikel ohne Lyse der neutrophilen Granulozyten und Zerstérung der
Plasmamembran [26], oder die Freisetzung mitochondrialer DNA durch lebende eosinophile
und neutrophile Granulozyten [27, 28] beschrieben. Allerdings befindet sich in neutrophilen
Granulozyten eine verhéltnismaRig geringe Anzahl von Mitochondrien verglichen zu anderen
Zellen. Mitochondriale DNA kommt 100 000 fach weniger in extracellular traps vor als
nukleare DNA [5].

Die Bildung von NETs ist die Folge des ,(freiwilligen Selbstmordes neutrophiler
Granulozyten, wobei sie eine neue Form des Zelltodes, die NETose [21], sterben. Dieser
Zelltod unterscheidet sich von der Apoptose oder Nekrose [29]. NETotische Zellen
prasentieren im Gegensatz zu apoptotischen neutrophilen Granulozyten kurz vor dem Reif3en
der Plasmamembran keine ,,iss mich“-Signale wie Phosphatidylserin auf der Plasmamembran.
Dadurch umgehen NETotische Zellen einer Beseitigung durch andere Phagozyten [23, 29].
Anders als bei apoptotischen Zellen desintegriert in NETotischen Zellen die Kernhlle,
vermischen sich Kern- und Zytoplasmabestandteile, verschwinden zytoplasmatische
Organellen und verlieren NETotische Zellen innere Membranen [29]. Die fehlende
Caspase-Aktivitat der PMA-induzierten NETose grenzt diesen Zelltod weiterhin von dem der
Apoptose ab [23]. Im Unterschied zur Nekrose sind die Apoptose und NETose
Zelltodprogramme mit regulierter Freisetzung der Bestandteile neutrophiler Granulozyten.

2.4.2 Durch reaktive Sauerstoffspezies-induzierte NETose

Zur Bildung von ROS-induzierten NETs sind die NADPH-Oxidase und MPO
essentiell [29, 30]. Stimulierte neutrophile Granulozyten von Patienten mit chronisch
granulomatéser Erkrankung (chronic granulomatous disease) konnen weder ROS noch NETs
bilden. Diese Patienten besitzen Mutationen in den Untereinheiten der NADPH-Oxidase [31].

11
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Mit Wasserstoffperoxid behandelte neutrophile Granulozyten von Patienten mit chronisch
granulomato6ser Erkrankung bilden jedoch NETS, was darauf hindeutet, dass auch andere ROS
neben den durch Aktivierung der NADPH-Oxidase gebildeten Superoxidanionradikalen eine
Rolle spielen [29]. Patienten mit chronisch granulomatdser Erkrankung leiden oft an einer
Infektion mit Candida species. Dies wird auf die fehlende Bildung der NETs und fehlende
abtotende Wirkung der mit den NETSs assoziierten MPO zuruckgefuhrt [30, 32]. Aktivierte
neutrophile Granulozyten von Patienten mit Mutationen in der MPO produzieren ebenfalls

vermindert bis gar keine NETs [30].

Als an der NETose beteiligte ROS wurden Superoxidanionradikale [33], hypochlorige
Saure [34, 35] und Singulett Sauerstoff [36] beschrieben. Die reaktive Stickstoffverbindung
Stickstoffmonoxid spielt ebenfalls eine Rolle in der NET-Bildung [37]. In Abbildung 5 ist die
Bildung von ROS und NETs in stimulierten neutrophilen Granulozyten schematisch

dargestellt.
H,O
Stimulus 22
(z. B. PMA)

OCI-

Abbildung 5: ROS-abhangige NET-Bildung

Die Stimulation neutrophiler Granulozyten mit ROS-induzierenden Stimuli (z. B. PMA) fuhrt zur
Bildung von NETs. Nach Aktivierung der NADPH-Oxidase (NOX) bildet diese
Superoxidanionradikale (O,*), welche spontan oder katalysiert durch die Superoxiddismutase zu
Wasserstoffperoxid (H,O,) dismutieren. Wasserstoffperoxid dient wiederum zur Bildung von
halogenierten ROS, z.B. Hypochlorit (OCI). Die produzierten ROS induzieren weitere
Signalkaskaden und tragen zur Bildung von NETS bei.

Es wurde jedoch auch ein anderer Mechanismus der NET-Bildung nach Stimulation mit
Staphyloccoccus aureus beschrieben, der innerhalb der ersten zwei Stunden zur ROS
unabhdngigen NET-Bildung fiihrt [26]. AuRRerdem flhrt z. B. der pro-entziindliche Stimulus
LPS zwar zur NET-Bildung, kann jedoch selbst nicht direkt die Aktivierung der
NADPH-Oxidase auslosen [23]. Es ist daher davon auszugehen, dass die Bildung von NETs
durch das Zusammenspiel mehrerer Signalwege, ausgelést durch verschiedene Stimuli,
erfolgt. Welche Rolle dabei die von den Mitochondrien gebildeten Superoxidanionradikale

und die Superoxiddismutase spielen, ist unbekannt. Der Einfluss von ROS, gebildet durch die
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NADPH-Oxidase, der Mitochondrien, der SOD und der MPO auf die NET-Bildung wurde
daher in dieser Arbeit durch Hemmung der einzelnen Enzyme mit spezifischen Inhibitoren
untersucht (siehe 2.3, Abbildung 2).

2.4.3 NETSs - Strukturen mit zwei Gesichtern

NETs werden durch zahlreiche Bakterien, wie z. B. Staphylococcus aureus, Haemophilus
influenzae, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri  und Mycobacterium tuberculosis,
induziert [24]. Am Ort der Entzindung kénnen NETSs durch ihre netzartige Struktur zum
Abfangen, Abschwéchen, Einddmmen und Abtoten eingedrungener Mikroorganismen,
unabhéngig von der Aufnahme durch Phagozytose, beitragen. NETs sind mit zahlreichen
antimikrobiellen Proteinen der neutrophilen Granulozyten assoziiert. Dazu zahlt unter
anderem die neutrophile Elastase, welche Virulenzfaktoren von Bakterien wie
z. B. Shigella flexneri, abbaut [5]. Andere mit NETs verbundene antibakterielle Proteine,
welche Mikroorganismen hemmen und tdten konnen, sind Proteasen und Lysozyme. Die
antimikrobiellen Defensine, bactericidal permeability-increasing proteine und Histone stellen
weitere antibakterielle Komponenten der NETSs dar [5]. Die essentielle Aktivitat der mit NETs
assoziierten MPO zur Abtdtung von Staphylococcus aureus unterstreicht die antimikrobielle
Rolle der NETs [32]. Die Kombination aller sich auf NETs befindlichen antimikrobiellen
Proteine, aber auch die Wirkung einzelner Enzyme wie der MPO, tragen zur antibakteriellen

Effizienz der NETs im Kampf des Immunsystems gegen eingedrungene Pathogene bei.

Neben dieser flr die antimikrobielle Abwehr wichtigen Rolle der NETs deuten in den letzten
Jahren veroffentlichte Studien auch auf pathologische Wirkungen der NETSs hin [38-41]. In
zahlreichen Krankheiten wird eine pathophysiologische Rolle der NETs vermutet (Tabelle 1).

Tabelle 1: Dysregulation der NET-Bildung in pathologischen Situationen [41, 42]

Autoimmunkrankheiten andere Krankheiten
- Systemischer Lupus erythematodes - Arteriosklerose
e Lupus nephritis - Transfusions-bezogene akute
- Vaskulitis der kleinen Gefalie Lungenverletzung
- Psoriasis - Zystische Fibrose
- Thrombose
- Praeklampsie
- Peridontitis
- Appendizitis
- Sepsis
- Morbus Crohn
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In Autoimmunkrankheiten, bei denen sich der Korper gegen kérpereigene Molekiile richtet,
wurden ebenfalls NETs nachgewiesen (Tabelle 1). Die Mechanismen und Grunde zur
Entstehung von Autoimmunkrankheiten sind bisher weitgehend unverstanden. Die
Entdeckung der Verbindung von NETs und Autoimmunkrankheiten wirft viele neue Fragen
auf und gibt zugleich einen mdglichen neuen Hinweis zur Entstehung von
Autoimmunkrankheiten. In den Autoimmunkrankheiten Vaskulitis der kleinen GeféRe
(small vessel vasculitis, SVV), Systemischer Lupus erythematodes (SLE), Lupus nephritis
und Psoriasis wurde eine Beteiligung von NETSs beschrieben [41, 42]. Es wird vermutet, dass
mit NETs assoziierte Proteine als Autoantigene zur Verschlechterung der Krankheit beitragen.
Die Proteine fordern zum einen die Bildung von Autoantikdrpern und zum anderen werden
die Autoantigene durch Autoantikdrper erkannt. Systemischer Lupus erythematodes ist durch
Bildung von Autoantikérpern gegen Kernantigene, verbunden mit der Bildung von
Immunkomplexen, Entziindung und Organschaden, gekennzeichnet. Im Serum von Patienten
mit SLE wurde eine gehemmte Aktivitdit von DNase |l und ein damit verbundener
verminderter Abbau von NETSs festgestellt. Die detektierte, abnormale NETose in Patienten
mit SLE bestatigt diese Ergebnisse [43]. Bei der Autoimmunkrankheit Vaskulitis der kleinen
GefédBe wurde erstmals eine Verbindung zwischen NETs und Autoimmunitat
beschrieben [38]. Diese systemische Autoimmunkrankheit ist durch nekrotische Entziindung
kleinerer Blutgefale und Kapillaren gekennzeichnet. Hierbei sind vor allem die Blutgefaliie
der Nieren, Lungen, Haut und peripheren Nerven betroffen. Typisch flr die Mehrheit der
Patienten sind anti-neutrophile zytoplasmatische Antikérper (ANCA) im Blut, welche sich
gegen die in den neutrophilen Granulozyten und NETs enthaltenen Granulaproteine
Proteinase 3 oder MPO richten. Binden ANCAs an Proteinase 3 oder MPO, aktivieren sie
neutrophile Granulozyten. Der damit verbundene oxidative burst fihrt zur Induzierung der
NET-Bildung, wodurch erneut Proteinase 3 und MPO extrazellular prasentiert werden und
neue Bindestellen fir ANCAs bereitstellen [38, 43]. Unter pathologischen Bedingungen
konnte die Hemmung der ROS-abhdngigen NET-Bildung zur Verbesserung des

Krankheitsbildes bei Autoimmunkrankheiten beitragen.

2.4.4 Interaktion von NETs mit dem Immunsystem

NETs wirken nicht nur antimikrobiell, sondern auch modulatorisch auf das Immunsystem.
Das angeborene Immunsystem detektiert (ber TLRs PAMPs eingedrungener
Mikroorganismen und bek&mpft diese. Aullerdem erkennt es danger-associated molecular
patterns (DAMPSs), endogene Molekile, welche durch Zell- und Gewebeschadigung gebildet
werden. Solche DAMPs sind z. B. die Hitzeschockproteine und die high-mobility group box 1
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(HMGBL1) oder extrazellulare DNA. Komplexe aus HMGB1 oder dem antimikrobiellen
Cathelicidin LL37 und DNA aktivieren dendritische Zellen starker als DNA allein. NETs
besitzen neben DNA auch LL37 und aktivieren TLR-9 in dendritischen Zellen [5]. Weiterhin
kénnen NETs auch mit dem adaptiven Immunsystem interagieren, indem sie T-Zellen Uber
einen bisher unbekannten Rezeptor sensibilisieren und ihre Schwelle zur Aktivierung senken
[44]. Neben DNA konnen auch Histone TLR-2 und TLR-4 aktivieren, was vermuten l&sst,

dass NETs das Immunsystem durch verschiedene Wege aktivieren kénnen [5].
2.5 Antioxidantien

Antioxidantien sind Substanzen, welche einen durch z. B. ROS hervorgerufenen oxidativen
Schaden an einem Zielmolekul verhindern, verzégern oder entfernen kdénnen [45]. ROS
fungieren als sekundare Botenstoffe in einer Reihe physiologischer Signalkaskaden, unter
anderem dem oxidativen burst und der Ausldsung von NETSs, um Bakterien abzutdten. Neben
der Abtdtung von Mikroorganismen kdnnen ROS aber auch korpereigene Zielstrukturen, z.B.
Proteine, Lipide oder DNA, angreifen und schadigen. Ursache hierfir ist ein Ungleichgewicht
zwischen oxidativen Stress durch extensive ROS-Produktion und antioxidativer Beseitigung

durch korpereigene Substanzen.

Aktivierung — ROS_—BHdung I— Antioxidantien
oxidativer Stress |
NOX H,0+0O, MPO
i SOD 1 1
\ 6 G .y X
O, ========= >0, T o H0, —========- > OCl
T spontan a2+ E Fenton- E HzofZ
Reaktion
Mitochondrien \

\
OH + 'OI—ZI% Fe3* ©

Zﬁ Abfangen durch Antioxidantien | Hemmung durch Antioxidantien

Abbildung 6: Angriffsorte von Antioxidantien

Antioxidantien tragen als Radikalfdnger von ROS zur Senkung der ROS-Bildung bei. Des Weiteren
kénnen sie als Inhibitoren der NADPH-Oxidase (NOX) und Myeloperoxidase (MPO) zur Senkung
des oxidativen Stresses beitragen. SOD: Superoxiddismutase
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Natdrliche in neutrophilen Granulozyten vorkommende antioxidativ wirkende Substanzen
sind unter anderem die SOD, welche Superoxidanionradikale zu Wasserstoffperoxid
umwandelt, sowie die Glutathionperoxidase und Katalase, die gebildetes Wasserstoffperoxid
abfangen [46]. Der antioxidative Effekt der Substanzen beruht auf ihrer Fahigkeit, ROS, wie
Superoxidanionenradikale, Hydroxylradikale oder Hypochlorit, abzufangen (Abbildung 6).
AuBerdem konnen einige Antioxidantien zusatzlich die ROS-bildenden Enzyme
NADPH-Oxidase und MPO hemmen (Abbildung 6). Dadurch wird der oxidative Stress

vermindert.

Wie bereits beschrieben (siehe 2.4.3) wird eine unerwinschte Rolle der NETs in
Autoimmunkrankheiten diskutiert. Die ROS-abhangige NETose, ausgeldst durch synthetische
(PMA) oder biologische (LPS) Stimuli, benétigt die von den Enzymen NADPH-Oxidase und
MPO gebildeten ROS [29, 30]. Eine mdogliche Therapieoption in NET-assoziierten
Krankheiten kénnte die Hemmung der Bildung von NETs durch Abfangen der essentiellen
ROS darstellen. Hier konnten Antioxidantien, die als Radikalfanger wirken und ROS
neutralisieren, zum Einsatz kommen. Dazu zahlen die Flavonoide (+)-Catechinhydrat,
(-)-Epicatechin und Rutintrihydrat, die Vitamine Ascorbinsaure (Vitamin C), a-Tocopherol
(Vitamin E) und andere pharmakologische Substanzen, wie 5-Aminosalicylsdure, Melatonin
und Acetylsalicylséure. Die Flavonoide gehoren zur Klasse der Polyphenole und kommen in
sehr vielen Pflanzen vor. lhnen werden antioxidative und immunmodulatorische
Eigenschaften zugeschrieben. Die als Radikalfanger beschriebenen Flavonoide wurden auch
als Inhibitoren der MPO [47] und NADPH-Oxidase [48] diskutiert. Die im griinen Tee, Kakao
und Rotwein vorkommenden Flavonoide (+)-Catechinhydrat und (-)-Epicatechin [49-51]
wirken z. B. antikancerogen und positiv bei Entziindungsprozessen. Diese Eigenschaft wird
auf den antientzundlichen Effekt der Catechine auf neutrophilen Granulozyten zurlickgefiihrt
[52]. Ein weiteres Flavonoid ist Rutintrihydrat, welches in Buchweizen, weiller Maulbeere
und wildem Veilchen zu finden ist [53]. Fir Rutintihydrat wurden ebenfalls antientziindliche
Effekte auf neutrophile Granulozyten beschrieben [54]. Die Vitamine Ascorbinsdure
(Vitamin C) und o-Tocopherol (Vitamin E) sind fir viele biologische Funktionen im
Menschen wichtige antioxidative Mikronahrstoffe [55, 56]. Vitamin C dient z. B. als Kofaktor
fur Enzyme und Vitamin E wirkt gegen die Lipidperoxidation. Da die essentiellen Vitamine
nicht vom Korper selbst synthetisiert werden konnen, mussen sie Uber die Nahrung
aufgenommen werden. Ein hoher Vitamin C-Gehalt ist z. B. in Pfeffer und Hagebutten zu
finden [57, 58], wahrend hohe Vitamin E-Konzentrationen in Weizenkeim- und Olivendl

vorkommen [59, 60]. Neben diesen natlrlich vorkommenden Flavonoiden und Vitaminen
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konnen auch pharmakologische Wirkstoffe antioxidativ wirksam sein. Dazu zéhlt z. B. die
antientzindliche 5-Aminosalicylsdure [61], welche neben anderen Medikamenten zur
Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (inflammatory bowel disease)
eingesetzt wird [62]. Fur den pharmakologischen Wirkstoff N-Acetyl-L-cystein, der Vorstufe
des natdrlichen Glutathion, wurde eine antientziindliche und antioxidative Wirkung in der
Behandlung von Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung beschrieben [63].
Die Verwendung des in der Zirbeldriise des Menschen gebildeten Hormons Melatonin wirkt
positiv in der Therapie von Schlaganfall und Herzinfarkt [64, 65]. Es wurden auch
anti-kanzerogene Eigenschaften des Radikalfdngers beschrieben [66, 67]. Ein weiterer
Wirkstoff mit antioxidativen Eigenschaften ist die nichtsteroidale anti-entzlndliche
Acetylsalicylsdure, welche unter anderem gegen Schmerzen eingesetzt wird [68]. Neben
ihrem antioxidativen Effekt wirken die anti-entziindlichen Wirkstoffe 5-Aminosalicylsaure

und Acetylsalicylsdure auch inhibitorisch auf die hypochlorige Séure bildende MPO [20].
2.6 Hypoxie und HIF-1a vermittelte Zellfunktionen

Die Aufnahme von Sauerstoff und dessen Diffusion in die Gewebe ist essentiell fir das
Uberleben. Unter pathologischen Bedingungen, wie Krebs oder Entziindungen durch
infektiose Pathogene, ist die Balance zwischen Sauerstoffverbrauch und —aufnahme im
Gewebe gestort [69]. So weist gesundes Gewebe einen Sauerstoffgehalt von 2,5 - 9 % O, auf,
wéhrend in Wunden und am Ort einer Entzlindung ein Sauerstoffmangel mit <1 % O,
herrscht. Die physiologische Sauerstoffkonzentration im gesunden Gewebe wird auch als
Normoxie bezeichnet, wahrend Hypoxie immer dann herrscht, wenn weniger Sauerstoff
vorhanden ist als gebraucht wird. Fur Zellkulturexperimente werden der atmosphérische
Sauerstoffgehalt (21 % O,) bzw. der im Brutschrank herrschende Sauerstoffgehalt (20 % O,)
als Normoxie und Sauerstoffmangel (<3 % O,) als Hypoxie definiert [70].

Die zum Entzlindungsort ins Gewebe eingewanderten neutrophilen Granulozyten miissen sich
schnell an die dort herrschenden sauerstoffarmen Bedingungen (< 1 % O,), verglichen zu den
sauerstoffreichen Bedingungen im Blut (>10 % O,), anpassen [70] (Abbildung 7). Die
Adaption der neutrophilen Granulozyten an diese Bedingungen wird durch den
Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF) gesteuert. HIF kommt in allen
Saugerzellen vor und reguliert mehr als 100 Gene. Ausgeldst durch niedrige
Sauerstoffkonzentrationen werden sie aufgrund zelluldrer und systemischer Antworten
HIF-vermittelt hochreguliert [70]. Durch HIF kontrollierte Signalwege fihren z. B. zur

Hemmung der Apoptose und zur Erhéhung der Permeabilitat fiir erleichtertes Einwandern der

17



Einleitung

Zellen durch Ausschitten von vascular endothelial growth factor (VEGF). Die Phagozytose
wird verstarkt, pro-entzindliche Zytokine, wie z. B TNF und antimikrobielle Peptide, sowie
Granulaproteasen, freigesetzt. Erkennen die Phagozyten durch z.B. TLRs die
Mikroorganismen, werden sie aktiviert und l6sen tUber den nuklearen Faktor-xB (NF-xB) die

verstarkte Transkription von HIF-1a aus (Abbildung 7).

\ I = = = - - e — > (=) [ =)
Hoher O, HIF-1a 4% 8 P B ndothelzellen
(> 10 %) i i .84 &) @ )
(=) <) <) =) =) =) <) <) =) =
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Bakterien
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Prozesse werden verstarkt Granulaproteasen

Abbildung 7: HIF reguliert zahlreiche angeborene Immunfunktionen der Phagozyten
(modifiziert nach Nizet und Johnson [70])

Im sauerstoffreichen Blut zirkulierende Phagozyten, wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen,
besitzen geringe Level an Hypoxie-induzierbarem Faktor (HIF). Werden sie zum Entziindungsherd
rekrutiert, passieren sie die Epithelzellschicht und wandern anschlielend durch verschiedene
Gewebeschichten, deren Sauerstoffgehalt in Richtung des Infektionsortes abnimmt. Durch die
Abnahme des Sauerstoffgehaltes erfolgt die Stabilisierung von HIF-1a und Bindung an die
HIF-1B-Untereinheit zum Heterodimer. Die Apoptose wird verhindert, die Phagozytose gefdrdert.
AuBRerdem werden antimikrobielle Peptide, Granulaproteasen, der vascular endothelial growth factor
(VEGF) zur Erhéhung der Permeabilitdt und pro-entziindliche Zytokine wie Tumornekrosefaktor
(TNF) freigesetzt. Die HIF-1a-Transkription wird durch Bakterien tber auf Phagozyten exprimierte
TLR-Rezeptoren und Aktivierung von nuklearem Faktor-kB (NF-kB) erhoht.

HIF ist ein Heterodimer, welches aus einer sauerstoffregulierten o-Untereinheit und
konstitutiven f-Untereinheit besteht. Als a-Untereinheiten kommen HIF-10 oder HIF-1p vor,
wobei die Expression von HIF-lao in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen
wurde [70, 71]. Die HIF-1a-Untereinheit wird unter normoxischen Bedingungen abgebaut.
Bei Verfligbarkeit von Sauerstoff katalysieren Prolylhydroxylasen die Hydroxylierung
spezifischer Prolylreste von HIF-1a. Die Hydroxylierung markiert die HIF-1a-Untereinheit
zur Erkennung durch die Ubiquitinligase, welche das von Hippel-Lindau Protein (pVHL)

enthdlt. Dies fihrt zur Ubiquitin vermittelten Markierung von HIF-1a flr die Zerstérung
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durch Proetasomen. Zusétzlich wird ein Asparaginrest von HIF-la mittels der
Asparaginylhydroxylase, dem factor inhibiting HIF (FIH), hydroxyliert (Abbildung 8),
wodurch die Rekrutierung von Ko-Aktivatoren von HIF verhindert wird. Unter hypoxischen
Bedingungen (Sauerstoffmangel) werden die Prolyl- und Asparagylhydroxylasen gehemmt.
HIF-1o kann durch die Stabilisierung akkumulieren und transloziert zum Zellkern. Dort
bindet HIF-1a an die HIF-1p-Untereinheit. Das gebildete Heterodimer bindet schlieBlich an
die hypoxic-response elements (HRE), Nukleotidsequenzen in der Promotorregion der
Zielgene (Abbildung 8). Klassische Zielgene von HIF-1 sind z. B. Glucose Transporter,
glycolytische Enzyme und Erythropoietin [70, 72].

20% O, + mpoxie (2% Oi_ Normoxie (20 % O,)

DMO

!
|Fe2+’ ||:ez+' O,
LMPHD% (Zoxogiurat 1PHDﬁ_‘Pﬁﬂ

keine Hydroxylierung, Hydroxylierung
keine Ubiquitinylierung

Abbau durch Proteasome

Abbildung 8: Stabilisierung von HIF-1a,

Schematische Darstellung der Stabilisierung von HIF-1a in Anwesenheit von 20 % O, und DMOG
sowie Hypoxie (2% O;) und des Abbaus von HIF-la unter Normoxie (20 % O,). Erfolgt die
Stabilisierung von HIF-1a, transloziert HIF-1a in den Zellkern und bindet an die HIF-1p-Untereinheit
zum Heterodimer, welches an hypoxic-response elements (HRE) in der Promotorregion der Zielgene
bindet. Es folgt die erhohte Expression von Genen, welche zur Abwehr eingedrungener
Mikroorganismen beitragen. Unter Normoxie werden die Asparagin (Asp)- und Prolin (Pro)-Reste von
HIF-1a durch Prolylhydroxylasen (PHD) und factor inhibiting HIF (FIH) hydroxyliert. Die folgende
Erkennung durch die Ubiquitinligase, welche das von Hippel-Lindau Protein (p\VVHL) enthalt, fuhrt zur
Ubiquitinylierung und dem Abbau von HIF-1a durch Proteasome.
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Die fur die Stabilisierung von HIF-1a essentielle Aktivitdt der Prolylhydroxylasen ist
abhangig von Sauerstoff, Eisen- (Fe?*) und 2-Oxoglutarat. Unter Hypoxie fiihrt der fehlende
Sauerstoff zur Inaktivierung der Prolylhydroxylasen und verhindert durch die fehlende
Hydroxylierung die Degradation von HIF-1a. Die Prolylhydroxylasen kdénnen durch
syntetische Verbindungen, wie z. B. Dimethyloxalylglycin (DMOG), unter normoxischen
Bedingungen inhibiert werden. Dabei verdrangt DMOG als Ester des N-Oxalylglycins das fur
die Prolylhydroxylasen essentielle 2-Oxoglutarat an seiner Bindungsstelle. Dadurch erfolgt,

ahnlich wie unter hypoxischen Bedingungen, die Stabilisierung von HIF-1a. [73].

Es ist bekannt, dass HIF-1a in neutrophilen Granulozyten unter Hypoxie oder in Anwesenheit
von DMOG stabilisiert wird [71]. Welche Rolle HIF-1a und Hypoxie bei der Bildung von
ROS und NETs in PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten spielen, ist bisher nahezu
unbekannt. Es gibt bisher eine Studie, die sich auf die ROS-Bildung aktivierter neutrophiler
Granulozyten unter Hypoxie im Vergleich zu Normoxie fokussiert hat. Darin wurde gezeigt,

dass Hypoxie den oxidativen burst aktivierter neutrophiler Granulozyten hemmt [74].
2.7 Zielstellung

Die Bildung von NETs durch stimulierte neutrophile Granulozyten dient einerseits der
antimikrobiellen Abwehr, andererseits wird jedoch eine unerwiinschte Rolle von NETs in
Autoimmunkrankheiten beschrieben. In dieser Arbeit sollten die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen der NET-Bildung in vitro néher untersucht werden. Insbesondere
der Einfluss von ROS und der ROS-produzierenden Enzyme und Mitochondrien auf die
NET-Bildung sollte geklart werden. Die Etablierung von ROS-Detektionsmethoden zur
Messung von ROS in PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten bildet die Grundlage
dieser Studie. AnschlieBend soll der Einfluss verschiedener Inhibitoren der
ROS-produzierenden Enzyme NADPH-Oxidase, Superoxiddismutase und Myeloperoxidase
sowie der mitochondrialen Atmungskette auf die ROS- und NET-Bildung in
PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten betrachtet werden. Da ROS einen guten
Angriffspunkt zur Hemmung der ROS-abhdngigen NET-Bildung darstellen, soll untersucht
werden, ob als Radikalfanger wirkende Antioxidantien modulatorisch beziiglich der

Hemmung von NETS in aktivierten neutrophilen Granulozyten wirken kénnen.

Orte einer Entzindung sind durch Sauerstoffmangel (Hypoxie) gekennzeichnet, wobei
HIF-1a zur Adaption an hypoxische Bedingungen in den Zellen stabilisiert wird. Daher soll in
dieser Arbeit der Effekt von Hypoxie (2 % O;) auf die Bildung von ROS und NETSs in

20



Einleitung

stimulierten neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu Normoxie (20 % O,) untersucht

werden.

Zusammenfassend soll diese Arbeit dazu dienen, die molekularen Mechanismen der
NET-Bildung né&her zu verstehen, um gerade im Hinblick auf die pathologische Rolle von

NETs in Autoimmunkrankheiten neue Ansatzpunkte fur mégliche Therapien zu finden.

21



3 Materialien
3.1 Chemikalien

Bezeichnung

Materialien

Firma (Name, Ort, Land)

Aceton

Merck, Darmstadt, D

5-ASA (5-Aminosalicylséure)

TCI Europe N.V., Eschborn, D

Aminopyrin (4-Dimethylaminoantipyrin)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Annexin V-Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

Promokine, Heidelberg, D

APS (Ammoniumpersulfat)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, D

Agua dest.

Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene,
Libeck, D

Aroclor (Aroclor 1242)

Supelco Analytical, Bellefonte,
USA

Ascorbinséure (L-Ascorbinséure)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

ASS (Acetylsalicylséure)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Bromphenolblau Na-Salz

Serva, Amstetten, A

Calciumchlorid- Dihydrat

Merck KGaA, Darmstadt, D

Catechinhydrat ((+)-Catechinhydrat)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Cytochrom C

Sigma, Steinheim, D

D-(+)-Glucose

Sigma, Steinheim, D

DETC (Diethyldithiocarbaminsdure)

Alexis, Lorrach, D

DHR 123 (Dihydrorhodamin 123)

Molecular Probes, Invitrogen,
Eugene, USA

Diff-Quik®-L0dsungen

Medion Grifols Diagnostics,
Dudingen, Schweiz

Dinitrophenol (2,4-Dinitrophenol)

Supelco Analytical,
Bellefonte, USA

Dipyron (Dipyronhydrat)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

DMEM-High Glucose-Medium

PAA Laboratories GmhbH,
Pasching, A

DMOG (Dimethyloxalylglycin)

BIOZOL Diagnostica, Eching, D

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

DNAZzol

Molecular Research Center,
Cincinnati, USA

DPBS, 10 x (Dulbeccos phosphatgepufferte Salzlésung)

Gibco, Invitrogen, Paisley, UK

DPI (Diphenyleniodiniumchlorid)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

DTT (1,4-Dithiothreitol)

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Epicatechin ((—)-Epicatechin)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D




Materialien

EtOH (Ethanol), 100 %, 75 %

Baker, Deventer, NL

FCS (fetal calf serum, fetales Kalberserum)

Sigma, Steinheim, D

FCCP

(Carbonylcyanid p-[trifluoromethoxy]-phenyl-hydrazon)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

fMLP (formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Gelatine aus der Haut von Kaltwasserfischen

Sigma, Steinheim, D

Gentamycin Sigma, Steinheim, D
Glycerol Sigma, Steinheim, D
Glycin Sigma, Steinheim, D
Harnstoff Sigma-Aldrich, Steinheim, D

HCI (Salzsaure), 25 %

HEPES (Hydroxyethylpiperazinethansulfonséure)-
Puffer

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, A

Histopaque 1119

Sigma, Steinheim, D

HSA (Humanes Serumalbumin)

Behring, Marburg, D

ibidi Eindeckmedium

Ibidi, Martinsried, D

Immobilon™ Western Chemiluminescent HRP substrat

Millipore, Billerica, USA

Kristallviolett

Sigma, Steinheim, D

L-Glutamin

Biochrom, Berlin, D

LPS (Lipopolysaccharid)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Lucigenin (N,N'-Dimethyl-9,9'-biacridiniumdinitrat)

Alexis, Lorrach, D

Luminol (5-Amino-2,3-dihydrophthalazin-1,4-dion)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Lymphozytenisolationsmedium 1077

PAA Laboratories GmbH,
Pasching, A

Magermilchpulver

Fluka analytical,
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Magnesiumchlorid, 1M

Sigma, Steinheim, D

Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase,HRP)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Melatonin

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

MeOH (Methanol)

Th. Geyer, Renningen, D

Mnase (Mikrokokken-Nuklease)

Worthington, Lakewood, USA

Monti-Graziadei-L6sung

zur Verfugung gestellt vom
Institut fur Anatomie, Libeck, D

NAC (N-Acetylcystein)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Natriumchlorid

J. T. Baker, Miinchen, D

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt, D

normales Ziegenserum

Jackson Immuno Research,
Newmarket, GB

nukleasefreies Wasser

Sigma, Steinheim, D

PageRuler™Plus Prestained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
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Institut fir Medizinische

PBS, 1x (phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Mikrobiologie und Hygiene,

Salzlésung)

Libeck, D
PBS, 1x PromoCell, Heidelberg, D
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin, D
Percoll™ GE Healthcare, Miinchen, D
Phenolrot Natriumsalz Sigma, Steinheim, D
PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Molecular Research Center,

s TM
Polyacryl Carrier Cincinnati. USA

Ponceau S Sigma-Aldrich, Steinheim, D
ProLong Gold® Antifade Reagent ll;/luoglsgg,laL;SPK)bes, Invitrogen,
Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Quant-iT™ Picogreen® Invitrogen, Karlsruhe, D
Rinderserumalbumin (BSA), Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe, D

Rotenon Calbiochem, Merck, Darmstadt, D

Rotiphorese®Gel 40

(40 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammldsung) Carl Roth, Karlsruhe, D

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640-Medium  Sigma-Aldrich, Steinheim, D

RPMI 1640 Medium, modifiziert Biochrom, Berlin, D
Rutintrihydrat Carl Roth, Karlsruhe, D

SDS (Natriumdodecylsulfat) Sigma, Steinheim, D
SYTOXgreen Invitrogen, Karlsruhe, D
TEMED (Tetramethylendiamin) Carl Roth, Karlsruhe, D
TE-Puffer, 20 x (Tris-EDTA-Puffer) Eﬂuﬂggg"%gfbes’ Invitrogen,
Trichloressigsaure Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Tris Roth, Karlsruhe, D

Triton-X Merck, Darmstadt, D

Tween 20 Serva, Amstetten, Osterreich
Tocopherol ((z)-a-Tocopherol) Sigma-Aldrich, Steinheim, D

3.2 Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Firma (Name, Ort, Land)
Cellstar 24-well Suspenionszellkulturplatte Greiner BioOne, Frickenhausen, D
Cellstar Zellkultur-Platten (6, 96-well) Greiner BioOne, Frickenhausen, D
Cellstar Pipetten (2, 5, 10, 25 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
FACS-R06hrchen (1,4 ml, U-Boden) Micronic B.V., Lelystad, NL
FACS-Ro6hrchen (5 ml, U-Boden) Becton Dickson, Heidelberg, D
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Falcon-Réhrchen (15, 50 ml)

Sarstedt, Nurmbrecht, D

Filterpapier (extra dickes Blotfilterpapier)

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, D

Kaniilen BD Microlance ™3, 23G

Becton Dickson, Heidelberg, D

p-Slides 8-well ibi Treat

Ibidi, Martinsried, D

p-Zellkulturplatte 96-well ibidi Treat

Ibidi, Martinsried, D

Mini Protean 3 Gelkamm

BioRad, Miinchen, D

Mini Protean System Glas Platten

BioRad, Miinchen, D

Multiple well-Plate (96-well, V-Boden)

Sarstedt, Nirmbrecht, D

Nitrozellulosemembran 0,45 pum

BioRad, Minchen, D

Nunclon™Delta Surface weiR3 (96-well)

Nunc, Roskilde, DK

Nunclon™Delta Surface schwarz (96-well)

Nunc, Roskilde, DK

Objekttrager Menzel

Thermo Scientific, Braunschweig, D

Pipettenspitzen (10, 100, 1000 pl)

Sarstedt, Nirmbrecht, D

Pipettenspitzen (10-1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, D

Poly-L-Lysin beschichtete Deckgléschen

Becton Dickson BioCoat Cellware,
Bedford, USA

ReaktionsgeféRe (0,5, 1,5, 2 ml)

Sarstedt, Nirmbrecht, D

Safety Multifly®Kanilen-Set

Sarstedt, Nirmbrecht, D

S- Monovette 9ml Lithium/Heparin

Sarstedt, Nirmbrecht, D

Spritzen (2,5 ml)

Becton Dickson, Heidelberg, D

Sterilfilter, 0,2 um

Whatman, Dassel, D

Thermanoxdeckgléschen

Nunc, Rochester, NY, USA

Transferpipetten (3,5 ml)

Sarstedt, Nirmbrecht, D

3.3 Gerate und Software

Bezeichnung
Durchflusszytometer
CellQuest Pro Software
FACS-Calibur™ Durchflusszytometer
Mikroskope
Axiocam HRc
Axio Vision Rel. 4.8-Software
Axioskop 40
Axiostar Plus
Axiovert 25
BZ9000E All in one Mikroskop
BZ Il Analyser Software
SEM 505 Rasterelektronenmikroskop
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Firma (Name, Ort, Land)

BD Biosciences, Heidelberg, D
BD, Biosciences, Heidelberg, D

Carl Zeiss, Jena, D
Carl Zeiss, Jena, D
Carl Zeiss, Jena, D
Carl Zeiss, Jena, D
Carl Zeiss, Jena, D
Keyence, Oskana, Japan
Keyence, Oskana, Japan
Philips, Eindhoven, NL



Platten-Reader

Mikroplattenreader Infinite M200 PRO
i-control 1.8 Software

Pipetten

Accu-Jet Pipettierhilfe

Kolbenhubpipetten (0,5 pl - 2000 pl)
Mehrkanalpipette (Pelpette, 50 pul)
Mehrkanalpipette (Transferpette®-8, 10 — 100 pl)
Mehrkanalpipette (10 - 100 pl)
Mehrkanalpipette (20 - 200 pl)

Multipipette

Sonstiges

Forma Series Il Water Jacket CO, Brutschrank
Hypoxie-Kammer THCO08 124

Magnetrithrer MR 3003

Minishaker MS2

Neubauer Improved Zéhlkammer
pH-Meter Inolab

Schiittler KS 250 basic

Software Adobe Photoshop CS2
Software GraphPad Prism 5
Thermomixer Comfort
Vortex-Schuttler

Wasserbad

Werkbank Clean Air EF A6, EN 12469

Waagen

Analysenwaage BP61S
Préazisionswaage BL150

Western Blot

Elektrophorese-Kammer
Elektrophoresezubehér (Consort pvba)
Imagingsystem Fusion FX7

Trans-Blot®SD Semi-Dry Transfer Kammer
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Materialien

Tecan, Méannerdorf, CH
Tecan, Méannerdorf, CH

Brand, Wertheim, D
Eppendorf, Hamburg, D
Peglab, Erlangen, D
Brand, Wertheim, D
Eppendorf, Hamburg, D
Brand, Wertheim, D
Eppendorf, Hamburg, D

Thermo Scientific, Braunschweig, D
Toepffer Lab Systems, Goppingen, D
Heidolph, Schwabach, D

IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, D

Karl Hecht, Sondheim, D
WTW GmbH, Weilheim, D

IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, D

Adobe Systems Inc., San Jose, USA
GraphPad Software, La Jolla, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Heidolph, Schwabach, D
Kottermann, Uetze/Hanigsen, D

Telstar Laboratory Equipment
(friher CleanAir), Wérden, NL

Sartorius, Gottingen, D
Sartorius, Gottingen, D

Bio-Rad, Munchen, D
Pequlab, Erlangen, D
Vilber Lourmat, Eberhardzell, D
Bio-Rad, Minchen, D



Zentrifugen
Cytospin 3 Zentrifuge
Megafuge 2.0
Megafuge R 40
Multifuge 3 S-R

Materialien

Shandon, Frankfurt, D

Heraeus, Langenselbold, D

Thermo Scientific, Braunschweig, D
Heraeus, Langenselbold, D

Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg, D
Zentrifuge Multi-Spin MSC-3000 Lab4You GmBH, Berlin, D

3.4 Antikorper

Bezeichnung

Firma (Name, Ort, Land)

Anti-Human-HIF-1a aus Maus, monoklonal BD, Heidelberg, D

Anti-Maus 1gG HRP-gekoppelt, polyklonal Cell-Signaling, Frankfurt/Main, D
Anti-Human-B-Aktin aus Kaninchen, polyklonal Cell-Signaling, Frankfurt/Main, D
Anti-Kaninchen IgG HRP-gekoppelt, polyklonal Cell-Signaling, Frankfurt/Main, D

Anti-Human-Neutrophil Elastase,
aus Kaninchen, polyklonal

Cy™3-konjugiertes-AffiniPure

Calbiochem, Merck, Darmstadt, D

Jackson ImmunoResearch,

Anti-Kaninchen IgG aus Ziege, polyklonal Newmarket, GB

Anti-Human-Myleoperoxidase 1gG1 aus Maus,

monoklonal, Klon: 2C7

AbD Serotec, Disseldorf, D

Cy"™3-konjugierte-AffiniPure-F(ab'),-Fragmente Jackson ImmunoResearch,
Anti-Maus 1gG (H+L) aus Ziege, polyklonal Newmarket, GB

3.5 Medien und Puffer
Kristallviolettlosung

RPMI-Komplettmedium

Chemilumineszenz (CL)-Medium

NET-Medium

0,1 % Kristallviolett in 50 % Methanol

RPMI 1640 Medium, versetzt mit 10 mM
HEPES-Puffer, 50 uM B-Mercaptoethanol, 10 %
hitzeinaktiviertem FCS, 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

modifiziertes RPMI-Medium ohne Phenolrot und
Hydrogenkarbonat, mit 20 mM HEPES-Puffer

CL-Medium, versetzt mit 0,5 % humanen Serumalbumin
und 10 mM HEPES-Puffer
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HEp-2 Kulturmedium

Lysispuffer, 4 x

Trenngel

Sammelgel

Laufpuffer, 5 x

TBS, 10 x

T-TBS

Transferpuffer

Blockierungslésung

Materialien

DMEM-High Glucose Medium (enthalt L-Glutamin und
4,59/l Glucose), versetzt mit 10 % FCS, 20 pg/mil
Gentamycin, 33,2 mM HEPES-Puffer

HEp-2 Zellen: 160 mM Tris HCI (pH7,8), 20%
Glycerol, 4% SDS, 100mM DTT, Spatelspitze
Bromphenolblau ad 200 ml A. dest.

Neutrophile Granulozyten: 160 mM Tris (pH 6,8),
30 % Glycerol, 4% SDS, 715 mM B-Mercaptoethanol,
Spatelspitze Bromphenolblau ad 10 ml Aqua dest.

375 mM Tris (pH 8,4), 10 % Rotiphorese® Gel 40, 0,1 %
SDS ad 10 ml Aqua dest. + 0,05 % TEMED und 0,05 %
APS

125 mM Tris (pH 6,8), 5 % Rotiphorese® Gel 40, 0,1 %
SDS ad 10 ml Aqua dest. + 0,1 % TEMED, 0,05 % APS

124 mM Tris, 960 mM Glycin, 0,5 % SDS, einstellen mit
25 % HCI auf pH 8,4 in Aqua dest.

200 mM Tris, 1,4 M NaCl, einstellen mit 25 % HCI auf
pH 7,6 in Aqua dest.

0,1 % Tween in 1 x TBS in Aqua dest.

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol ad 11
Aqua dest.

5 % Magermilch in T-TBS
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4 Methoden

4.1 Isolation neutrophiler Granulozyten aus humanem Vollblut

Alle in dieser Arbeit verwendeten neutrophilen Granulozyten wurden frisch aus humanem
Vollblut isoliert. Die Blutentnahme erfolgte nach Aufklarung mit dem Einverstandnis jedes
Spenders und wurde durch die ethische Kommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat zu Libeck bewilligt (05-124). Das Blut wurde durch Venenpunktion von
gesunden, freiwilligen Erwachsenen zur Vermeidung der Gerinnung in 9 ml
Lithium-Heparin-Monovetten abgenommen. Die Isolation der neutrophilen Granulozyten

wurde mithilfe von zwei Dichtegradientenzentrifugationen durchgefihrt.

Zu Beginn wurde das Blut vorsichtig im Verhéltnis 1:1 auf einen bereits vorbereiteten
Gradienten, bestehend aus gleichen Teilen Histopaque 1119 und
Lymphozytenisolationsmedium 1077 (gesamt 25 ml), geschichtet (Abbildung 9a). Die
anschlieBende Zentrifugation (ohne Bremse, 34 min, 216 x g) diente zur Auftrennung der
einzelnen Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte. Hierbei bildeten die schweren
Erythrozyten die unterste Schicht, gefolgt von der zu gewinnenden Phase der neutrophilen
Granulozyten und einer Schicht aus Lymphozyten und mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (PBMCs) sowie dem Blutplasma. Das Lymphozytenseparationsmedium 1077 trennte
hierbei die Lymphozyten und Monozyten von den schwereren neutrophilen Granulozyten und

Erythrozyten sowie den leichteren Thrombozyten im Plasma ab (Abbildung 9 b).

e ——
— Plasma
— Blut
— PBMCs
Lymphozyten- c .
— separations- Zentrifugation .
medium ___ Neutrophile
Granulozyten
Histopaque — Erythrozyten
a) b)

Abbildung 9: Isolierung neutrophiler Granulozyten Teil 1

Die Isolierung der neutrophilen Granulozyten aus dem humanen Blut erfolgte Uber zwei
Dichtegradientenzentrifugationen a) Das Blut wurde auf einen Gradienten, bestehend aus
Lymphozytenseparationsmedium und Histopaque geschichtet und zentrifugiert. b) Die dadurch
aufgetrennten Schichten sind dargestellt.
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Nach Verwerfen der Schichten von Blutplasma und PBMCs wurde die Phase der neutrophilen
Granulozyten in ein Roéhrchen (50 ml) Gberfihrt und mit PBS gewaschen (10 min, 863 x g).
Zur besseren Separation der Zellen wurde das von Erythrozyten noch rotlich geféarbte
Zellpellet in 2ml RPMI-Komplettmedium resuspendiert und auf einen zweiten
Dichtegradienten (11 ml) gegeben (Abbildung 10 c). Dieser bereits vorbereitete Gradient
bestand aus Percoll in 10 x DPBS in den Konzentrationen 85 %, 80 %, 75 %, 70 % und 65 %.
Hierfir wurde Percoll mit 10x DPBS 10:1 vermischt und anschlieBend mit
RPMI-Komplettmedium verdiinnt. Die Verdinnungen wurden mit absteigender Dichte
Ubereinander geschichtet (85%-70% je 2ml, 65% 3 ml). Dieser mit neutrophilen
Granulozyten der zuvor gewonnenen Zellsuspension tberschichtete Dichtegradient wurde fir

25 min, ohne Bremse, bei 863 x g zentrifugiert.

-— Zellsuspension —
— PBMCs

— 65%
0 ‘ ‘r N
— 70% . . __ Neutrophile
— 75% Zentrifugation _ Granulozyten
— 80 %
U — 85%
\e/ — Erythrozyten
c) d)

Abbildung 10: Isolierung neutrophiler Granulozyten Teil 2

Nach der ersten Dichtegradientenzentrifugation wurde die Phase der neutrophilen Granulozyten
gewonnen und in PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in 2 ml
RPMI-Komplettmedium resuspendiert und c) auf einen Percollgradienten bestehend aus
ibereinandergeschichteten Percollverdiinnungen unterschiedlicher Dichte aufgetragen und erneut
zentrifugiert. Die Percollverdiinnungen wurden mit absteigender Dichte (bereinander geschichtet
(85 %, 80 %, 75 %, 70 % je 2 ml, 65 % 3 ml). d) Der nach der Zentrifugation gebildete Gradient ist
dargestellt. Die einzelnen Zellen wurden entsprechend ihrer Dichte in verschiedenen Schichten
aufgetrennt. Die neutrophilen Granulozyten wurden gewonnen, in PBS gewaschen und anschlielend
die Zellzahl bestimmt.

Danach wurde die obere Schicht, welche die PBMCs enthielt (Abbildung 10 d), entfernt und
die darunter liegenden 2-3 Ringe der neutrophilen Granulozyten mit einer Transferpipette
zligig in ein neues Rohrchen (50 ml) Uberfihrt. Durch Erythrozyten rotlich gefarbte,
verunreinigte Ringe neutrophiler Granulozyten wurden jedoch verworfen. Die gewonnenen
neutrophilen Granulozyten wurden mit PBS gewaschen (10 min, 863 xg) und das
entstandene, weille Pellet in 5-10 ml RPMI-Komplettmedium aufgenommen. Anschliel3end

erfolgte die Bestimmung und Einstellung der Zellzahl im jeweiligen VVersuchsmedium.
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4.1.1 Bestimmung und Einstellung der Zellzahl

In eine Neubauer-Zahlkammer wurden 10 pl eines Gemisches aus Zellsuspension, PBS und
Kristallviolett (1:6:3) pipettiert und die angefarbten Zellen in den vier auBeren Grof3quadraten
ausgezahlt. Durch Multiplikation des Mittelwertes der vier GroRquadrate, des
Verdinnungsfaktors 10 der Zellsuspension und des VVolumenfaktors 10 000 der Zahlkammer,

wurde die Zellzahl pro ml errechnet.

Anschlielend wurde die Zellzahl auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Fir die
Aufnahme der Zellen in einem anderen Medium als das RPMI-Komplettmedium wurden die
Zellen in PBS gewaschen (10 min, 1045 x g). Danach wurde der Uberstand verworfen und
das Zellpellet im entsprechenden Versuchsmedium in der gewinschten Konzentration

aufgenommen.

4.1.2 Uberpriifung der Reinheit der isolierten neutrophilen Granulozyten

Die Reinheit der frisch isolierten neutrophilen Granulozyten wurde durch ein mit Diff-Quik
gefarbten Zytospin-Praparat analysiert. Hierfir wurden 100 000 Zellen fur 5 min bei
28,23 x g mit der Zytozentrifuge auf einem Objekttrager zentrifugiert und mit der
methanolhaltigen Diff-Quik Farbelosung fixiert (3 min). Anschlieend wurden fur je 3 min
die eosinophilen Granula mit Eosin Y (Diff-Quik I) rot und die Zellkerne durch Thiazin
(Diff-Quik 1) blau angefarbt. Nach Abspilen der Farbelésungen in Aqua dest. wurde das
Praparat mit Olimmersion unter dem Mikroskop betrachtet. Die Reinheit der neutrophilen
Granulozyten lag durchschnittlich bei > 99 %. Je nach Spender wurden 2 - 5 % eosinophile

Granulozyten festgestellt.
4.2 Zellkulturbedingungen

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente wurden ausschlie3lich mit frisch
isolierten humanen neutrophilen Granulozyten in vitro durchgefiihrt. Alle Inkubationsschritte
erfolgten bei 37 °C und einer Konzentration von 5 % CO, sowie 20 % O, im Brutschrank. Flr
die Messung der Apoptose- und Nekroserate (siehe 4.6.1) und Experimente zur Detektion
intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies (siehe 4.7.1) der in dieser Arbeit benutzten
Substanzen wurden 5 x 10%ml neutrophile Granulozyten, eingestellt in NET-Medium,
verwendet. Je Ansatz wurden 100 pul Zellsuspension eingesetzt. Die Detektion intra- und
extrazelluldarer ROS mit der Luminol-Methode (siehe 4.7.2) sowie extrazellularer ROS
anhand der Lucigenin-Methode (siche 4.7.3), erfolgte mit 2 x 10%ml neutrophilen
Granulozyten in CL-Medium (siehe 3.5). Je Ansatz wurden 200 pl Zellsuspension eingesetzt.
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Alle Experimente zur Detektion und Analyse von NETs wurden im NET-Medium
durchgefiihrt. Hierfur wurden die neutrophilen Granulozyten auf eine Konzentration von
1 x 10°ml eingestellt. Die Induzierung des oxidativen burst und der NETSs erfolgte, wenn
nicht anders angegeben, mit 20 nM Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA). Alle in dieser
Arbeit genannten Konzentrationen entsprechen den finalen Endkonzentrationen. Sofern von
den in diesem Abschnitt genannten Versuchsbedingungen abgewichen wurde, wird darauf

hingewiesen.

4.3 Inhibitoren der ROS-bildenden Enzyme und der mitochondrialen

Atmungskette

In dieser Arbeit wurden verschiedene Inhibitoren verwendet, um den oxidativen burst
aktivierter neutrophiler Granulozyten n&her zu untersuchen. Die eingesetzten Inhibitoren
hemmen die ROS produzierenden Enzyme NADPH-Oxidase, Superoxiddismutase (SOD),
Myeloperoxidase (MPO) und die mitochondriale Atmungskette. Diphenyleniodiniumchlorid
(20 uM, DPI) hemmt neben der NADPH-Oxidase auch Komplex | der mitochondrialen
Atmungskette. Inhibitoren der SOD waren Diethyldithiocarbaminsdure (10 uM, DETC) und
Aroclor 1242 (38 uM, Aroclor). Als Inhibitoren der MPO wurden Dipyronhydrat (200 pM,
Dipyron) oder 4-Dimethylaminoantipyrin (200 uM, Aminopyrin) verwendet. Der
Elektronentransport der mitochondrialen Atmungskette wurde durch Hemmung von
Komplex | mit Rotenon (10 puM) gestort. Mit den Entkopplungsreagenzien 2,4-Dinitrophenol
(10 pM,  Dinitrophenol)  und  Carbonylcyanid p-[trifluoromethoxy]-phenyl-hydrazon
(500 nM, FCCP) wurde das durch die Bildung von ATP entstandene Membranpotential der
Mitochondrien abgebaut. Um den Protonengradienten wieder aufzubauen, lauft die
Elektronentransportkette ~ verstarkt ab. Dadurch  wird der  Stoffwechsel und
Sauerstoffverbrauch erhéht und die Bildung der ROS reduziert.

Frisch isolierte neutrophile Granulozyten wurden in den jeweiligen Experimenten fiir 30 min
mit den Inhibitoren im Brutschrank vorinkubiert, bevor die PMA-Stimulation zur Induzieung
der ROS bzw. NETs erfolgte. Als Kontrollen wurden nicht stimulierte neutrophile
Granulozyten mit und ohne Inhibitoren sowie die Losungsmittelkontrollen DMSO (0,01 %)
und Methanol (1 %) mitgefiihrt. Die Bestimmung des Einflusses der verwendeten Inhibitoren
auf die Apoptose, Nekrose und Zellvitalitat der neutrophilen Granulozyten und die Detektion
intrazellularer ROS durch die DHR 123-Methode (siehe 4.7.1,4.6.1) wurde mit im

RPMI-Komplettmedium eingestellten neutrophilen Granulozyten durchgefiihrt. Die
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Induzierung der ROS-Produktion zur Detektion mittels der DHR 123-Methode erfolgte mit
4 uM PMA.

4.4 Antioxidantien

Antioxidantien sind Radikalfanger reaktiver Sauerstoffspezies. Sie wurden in der
vorliegenden Arbeit verwendet, um ihren Einfluss auf die ROS-Produktion und
NET-Freisetzung in PMA stimulierten neutrophilen Granulozyten zu untersuchen. In allen
Experimenten wurden die frisch isolierten neutrophilen Granulozyten fir 30 min mit den
Antioxidantien im Brutschrank vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit PMA.
Es wurden die Antioxidantien L-Ascorbinsdure (0,2-2mM, Ascorbinsaure),
(x)-a-Tocopherol (50 uM, Tocopherol) und die zu der Klasse der Flavonoide gehdrenden
Substanzen (-)-Epicatechin (4 - 100 uM, Epicatechin), (+)-Catechinhydrat (4 - 100 uM,
Catechinhydrat) sowie Rutintrihydrat (0,1 - 150 uM) verwendet. Pharmakologische
Antioxidantien wie Melatonin (10 x 10° - 2 10 M), 5-Aminosalicylsaure (0,25, 0,05 mM,
5-ASA), Acetylsalicylséure (0,02 - 1 mM, ASS) und N-Acetylcystein (0,01 - 10 mM, NAC)
wurden ebenfalls eingesetzt. Als Kontrollen wurden nicht stimulierte und stimulierte
neutrophile Granulozyten, vorinkubiert mit oder ohne Antioxidans mitgefuhrt. Harnstoff
(1 mM) hat selbst keinen Einfluss auf die ROS-Bildung und diente als Kontrolle. DMSO
(1:667) und Ethanol (EtOH, 1:4400, 1:76) wurden als Losungsmittelkontrollen flr
Epicatechin, Catechinhydrat, Rutintrinydrat, ASS sowie Tocopherol und Melatonin
mitgeflhrt. Alle Antioxidantien wurden am Tag des Experimentes frisch hergestellt und steril
filtriert. Alle Versuche wurden unter sterilen Bedingungen und ohne Licht durchgefiihrt. Die
Experimente mit den Antioxidantien Ascorbinsdaure, Tocopherol, 5-ASA und Harnstoff

wurden teilweise im Rahmen einer Bachelorarbeit unter meiner Anleitung durchgefihrt [75].
4.5 Hypoxie und Nachahmung hypoxiedhnlicher Bedingungen mit DMOG

Um den Einfluss von verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen auf die Bildung von ROS und
NETs durch neutrophile Granulozyten zu untersuchen, wurden die Experimente unter
Hypoxie (2% O,;) und Normoxie (20% O,) sowie in An-bzw. Abwesenheit von
Dimethyloxalylglycin (DMOG) bei 20 % O, durchgefihrt.

45.1 Versuche bei 2 % O, (Hypoxie) und 20 % O, (Normoxie)
Es wurden in allen Experimenten immer Versuche unter Hypoxie und Normoxie

durchgefiihrt. Die Experimente unter Hypoxie erfolgten in der Hypoxie-Kammer bei 2 % O,
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5% CO; und 37 °C. Die Versuche unter Normoxie wurden im Brutschrank bei 20 % O,
5% CO; und 37 °C durchgefihrt. Neutrophile Granulozyten und Zellkulturmedium wurden
vor dem Start der Experimente flr 2 h in der Hypoxie-Kammer vorinkubiert, um sich an die

hypoxischen Bedingungen zu adaptieren.

Die Detektion der intrazellularen Produktion reaktiver Sauerstoffspezies nicht stimulierter und
stimulierter neutrophiler Granulozyten erfolgte mit Hilfe der DHR 123-Methode (siehe 4.7.1)
in CL-Medium. Zur Induzierung der Bildung von ROS wurden verschiedene Stimuli
eingesetzt. Hierzu z&hlten neben PMA (20 nM, 20 puM) auch 125 ng/ml LPS und 1 uM fMLP.
Die Kombination von LPS mit fMLP wurde gewahlt, da die beiden Substanzen allein nicht
ausreichen, um eine starke ROS-Produktion hervorzurufen. Die neutrophilen Granulozyten
wurden mit LPS in den entsprechenden Ansatzen 1 h vorinkubiert, wobei eine Vorstimulation

der Zellen erfolgte.

Zur Quantifizierung der NET-Bildung wurden je Ansatz 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten,
eingestellt auf eine  Konzentration von 1X 10%ml  in  NET-Medium, in
24-well-Zellkulturplatten vorgelegt und fir 2 h bei 2% O, bzw. 20 % O, im Brutschrank
inkubiert. Als Kontrollen wurden nicht stimulierte neutrophile Granulozyten mitgefiihrt. Nach
Stimulation mit 20 nM PMA fur 30, 60, 90 und 150 min, wurde die gebildete extrazellulare
DNA mit 2 mM CacCl, und 0,5 U/ml MNase fur 10 min gespalten. Durch Zugabe von 10 mM
EDTA, welches die fiir die MNase Aktivitat erforderlichen Ca®* lonen chelatierte, wurde die
Reaktion gestoppt. AnschlieBend wurden die Proben nach starkem Durchmischen in kleine
ReaktionsgefaRe Gberfuhrt und bei 425x g fiir 5min zentrifugiert. Die im Uberstand
enthaltene, fragmentierte NET-DNA wurde bis zur Messung bei 4 °C gelagert. Die DNA
Quantifizierung (siehe 4.9) erfolgte durch Fluoreszenzmessung mit dem DNA Farbstoff
Quantlt-Picogreen (Anregung: 485 nm, Emission: 535 nm) am Tecan Plattenreader. Dazu
wurden die Proben der NET Uberstande und die genomische DNA 1:2,5 in 1 x TE Puffer
verdiinnt und mit der Picogreen Ldsung (1:200 in 1 x TE Puffer) 1:5 — 1:10 versetzt. Aus der
detektierten Fluoreszenz der genomischen DNA (100 %) wurde der Anteil der gebildeten
NET DNA prozentual berechnet.

Um zu zeigen, dass die in der Hypoxie-Kammer durchgefiihrten Versuche tatsachlich unter
hypoxischen Bedingungen stattfanden, musste der Hypoxie-induzierbare Faktor (HIF)-1a als
Marker fur Hypoxie mittels Western Blot (siehe 4.11) nachgewiesen werden. Da bisher in
dieser Arbeitsgruppe HIF-l1a in neutrophilen Granulozyten noch nicht im Western Blot

detektiert werden konnte, wurde zunédchst eine Positivkontrolle vorbereitet. Hierflr dienten

34



Methoden

unter  Hypoxie inkubierte  HEp-2 Zellen,  kultiviert —aus der epidermoiden
Larynxkarzinom-Zelllinie (Nummer CCL-23, von ATCC, Manassas, USA). Dazu wurden je
250 000 HEp-2 Zellen in HEp-2 Kulturmedium (siehe 3.2) in 6-well-Zellkulturplatten tber
Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen zusammen mit Medium
fir 1 h in der Hypoxie-Kammer an das hypoxische Millieu adaptiert. Parallel dazu wurden
Ansatze unter Normoxie mit und ohne DMOG (0,5 mM) zur Nachahmung hypoxischer
Bedingungen bei 20 % O, im Brutschrank fur 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde sowohl
unter 2 % O, als auch unter 20 % O, ein Teil der Ansétze mit 20 nM PMA fir 4 h stimuliert.
Danach erfolgte die Lyse aller Ansatze sowie die Durchfuhrung des Western Blot zur
Detektion des Signals von HIF-1a (siche 4.11). Die unter Hypoxie gewonnenen, nicht
stimulierten Lysate der HEp-2 Zellen wurden in der folgenden Studie zur Untersuchung des
Einflusses der Sauerstoffkonzentration auf die Funktionen neutrophiler Granulozyten als

Positivkontrolle fiir das HIF-1a-Signal verwendet.

4.5.2 Nachahmung hypoxiedhnlicher Bedingungen mit DMOG

In allen Experimenten wurden die frisch isolieren neutrophilen Granulozyten mit DMOG
(0,5mMund 1 mM) fir 1h im Brutschrank inkubiert. Dies diente der Adaption der
neutrophilen Granulozyten an die durch DMOG induzierten hypoxiedhnlichen Bedingungen.
Es wurden immer Experimente parallel unter Normoxie mit und ohne DMOG durchgefiihrt,
wobei die Ansdtze ohne DMOG wahrend der Inkubationszeit ebenfalls im Brutschrank
belassen wurden. Es wurden Kontrollansitze mit DMSO mitgefiihrt, da DMOG in DMSO
gelost wurde. Teile dieser Studie wurden im Rahmen einer Bachelorarbeit mit meiner

Unterweisung durchgefihrt [76].

Mittels der DHR 123-Methode (siehe 2.7.1) wurde die intrazellulare ROS-Produktion im
NET-Medium gemessen. Als Ansétze wurden stimulierte und nicht stimulierte Neutrophile,
vorinkubiert mit oder ohne 0,5 mM DMOG, verwendet. Die Induzierung der ROS-Produktion
erfolgte mit PMA (20nM, 20puM) und LPS (125ng/ml) mit fMLP (1 puM). Bei
LPS-Stimulation wurden die neutrophilen Granulozyten mit LPS fur 1 h im Brutschrank

vorinkubiert und dann mit fMLP stimuliert.

Zur Quantifizierung der NET-Bildung wurden 0,2 x 10° neutrophile Granulozyten, eingestellt
auf eine Konzentration von 1 x 10%ml in NET-Medium, in schwarze 96 Nunclon delta
Zellkulturplatten vorgelegt. Als Kontrollen wurden nicht stimulierte und stimulierte
neutrophile Granulozyten mit oder ohne DMSO mitgefuhrt. Die genomische DNA eines

Ansatzes wurde isoliert. Nach 1 h Inkubation der neutrophilen Granulozyten mit 0,5 mM
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DMOG wurden die Ansatze mit 5 uM SYTOXgreen versetzt und die NET-Bildung durch
Zugabe von 20 nM PMA induziert. Der detektierte Fluoreszenzwert der genomischen DNA
wurde als 100 % Wert zur Quantifizierung der NET-Bildung nach 30 min, 60 min, 90 min

und 150 min herangezogen.
4.6 Durchflusszytometrische Analyse von Zellsuspensionen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es mdoglich, die Eigenschaften einzelner Zellen zu
analysieren, sowie verschiedene Zelltypen innerhalb einer Zellpopulation zu definieren.
Durch hydrodynamische Fokussierung wird die Zellsuspension in einen Strahl einzelner
Zellen bzw. Partikel aufgetrennt (Abbildung 11 a), welche anschlieRend durch einen Laser,
der Licht einer definierten Wellenldnge produziert, angestrahlt werden. Die daraus
resultierende Lichtstreuung oder Ausstrahlung (Emission) von Fluoreszenz im Falle
fluoreszenzmarkierter Zellen gibt Aufschluss Uber die Grofe und Beschaffenheit der
einzelnen Zelle. Das vorwaérts gestreute Licht, Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC), ist
ein Mal3 fur die GroRe der Zelle und dient der Unterscheidung zwischen verschiedenen

Zelltypen oder zwischen Zelltrimmern und lebenden Zellen.

~
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse neutrophiler Granulozyten

Mittels der Durchflusszytometrie ist die Analyse einzelner Zellen mdglich. a) Der um die
Zellsuspension geleitete Hiillstrom und die konische Anordnung des Kanals bewirken einen Sogeffekt.
Durch diese hydrodynamische Fokussierung wird die Zellsuspension in einzelne Zellen aufgetrennt.
Dadurch trifft und analysiert der Laser genau eine Zelle. b) Représentatives, Punktdiagramm
neutrophiler Granulozyten in dem der FSC gegen den SSC aufgetragen ist. Das gelegte Ausschnitt R1
markiert die Population der neutrophilen Granulozyten.
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Das seitlich gestreute Licht, Seitwértsstreulicht (sideward scatter, SSC), gibt Aufschluss tber
die Granularitdt und Komplexitat der Zelle. In Abbildung 11 b ist der FSC gegen den SSC
aufgetragen, wobei jeder Punkt ein detektiertes Ereignis darstellt. Durch legen eines
Ausschnittes (Gate) wird die Zellpopulation definiert, welche analysiert werden soll. In
Abbildung 11 b ist der Ausschnitt R1 um die Population der neutrophilen Granulozyten
gelegt. Alles aul’erhalb des Ausschnittes stellen, je nach FSC und SSC, andere Zelltypen oder
Zellschrott dar. Bei fluoreszenzmarkierten Zellen wird deren Fluorochrom durch das
Laserlicht angeregt. Das neben freigewordener Wéarme vom Fluorochrom ausgesendete Licht
langerer Wellenldnge (Emission) wird elektronisch umgewandelt und mittels Computer
gemessen. Die Versuche dieser Arbeit erfolgten durch Anregung der Fluorochrome mit dem
Argon-Laser bei 488 nm (blaues Licht) und Messung der Emission in den dem Fluorochrom
entsprechenden Fluoreszenzkanalen FL-1 (grunes Licht, 530 + 15 nm) und FL-2 (gelbes
Licht, 585 * 21 nm). Durch teilweise Uberlagerung der Emissionsspektren der verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe wurden zu Beginn jeder Messung Einzelfarbungen durchgefihrt und

gegeneinander kompensiert.

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Messung der Zellvitalitdt der
neutrophilen Granulozyten durch Fluoreszenzmarkierung mit Annexin V-FITC und
Propidiumiod genutzt. Dies ist mdoglich, weil die verwendeten Fluorochrome zwar im
gleichen Wellenlangenbereich angeregt werden (488 nm, blau), aber in unterschiedlichen
Wellenléngen ihr Licht aussenden (Annexin V-FITC: 530 nm, griin, FL-1 und Propidium
iodid ab 550 nm, Maximum: 617 nm, gelb, FL-2). Des Weiteren erfolgte die Detektion
intrazellular gebildeter ROS mittels des Fluoreszenzfarbstoffes Dihydrorhodamin 123
(Anregung: 488 nm, Emission: ~550 nm) (siehe 4.6.1 und 4.7.1). Es wurden je Ansatz
jeweils 10 000 Ereignisse am Durchflusszytometer BD FACSCalibur mit Hilfe der CellQuest

Pro Software eingelesen.

4.6.1 Bestimmung der Apoptose, Nekrose und Zellvitalitat

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Substanzen zur Modulation der
Effektorfunktionen neutrophiler Granulozyten wurden auf ihre Wirkung auf die Apoptose und
Vitalitat der Zellen getestet. Hierzu wurden die neutrophilen Granulozyten im entsprechenden
Medium (siehe 3.2) aufgenommen und auf eine Konzentration von 5 x 10%/ml eingestellt. Je
Ansatz  wurden  0,5x10° neutrophile  Granulozyten in  eine  transparente
96-well-Flachbodenzellkulturplatte pipettiert und fir 4h bzw. 5h mit den jeweiligen
Substanzen (Inhibitoren, DMOG, Antioxidantien) und (ber 18 h bzw. 19 h (Inhibitoren,
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Antioxidantien) im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Zusatzlich wurden Versuche mit
Stimulation der neutrophilen Granulozyten durch 20 nM PMA fur 4 h durchgefiihrt. Die
Reaktion wurde auf Eis abgestoppt und 90 ul je Ansatz in kleine FACS-R6hrchen uberfihrt.
AnschlieBend erfolgte die Farbung apoptotischer Zellen mittels Annexin V-FITC und
nekrotischer Zellen mit Propidiumiodid. Apoptotische neutrophile Granulozyten exponieren
an der Aullenseite ihrer Membran Phosphatidylserin, an welches Annexin V calciumabhéngig
bindet. Das nicht membrangéangige Propidiumiodid kann aufgrund der defekten Zellmembran
nekrotischer neutrophiler Granulozyten diese passieren. Dort lagert sich Propidiumiodid in die
DNA ein und férbt diese an [7]. Vitale Zellen mit intakter Zellmembran kann Propidiumiodid
somit nicht durchdringen. Die Farbelésung bestehend aus Annexin V-FITC, Propidiumiodid,
Calciumchlorid und dem jeweiligen Versuchsmedium (1:1:1:10) wurde fir 10 min bei 4 °C
lichtgeschitzt mit den Zellen im Verhdltnis 1:10 inkubiert. Nach Verdinnung der Proben mit
dem jeweiligen Versuchsmedium (1:2) erfolgte die sofortige Analyse der eingelesenen
Ereignisse. Die jeweiligen Fluoreszenzen wurden im Kanal FL-1 bzw. FL-2 gemessen (siehe
4.6). Es wurden Ansétze mit neutrophilen Granulozyten im jeweiligen Medium ohne Substanz
(Inhibitor, DMOG, Antioxidans) als Kontrollen mitgefiihrt. Einige Substanzen wurden
anstelle von PBS in den Lésungsmitteln DMSO, Methanol oder EtOH geldst (siehe 4.3 - 4.4).

Fir diese wurde eine zusatzliche Losungsmittelkontrolle durchgefihrt.
4.7 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) werden nach der Aktivierung neutrophiler Granulozyten
durch PMA oder die Kombination von LPS mit fMLP intra- und extrazellular gebildet.
Intrazelluldr gebildete ROS koénnen aus der Zelle heraus diffundieren. Um intra- und
extrazellulare ROS unterscheiden zu koénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit vier
verschiedene Methoden zur Detektion der ROS in vitro etabliert. Intrazellulér gebildete ROS
(hauptséchlich  H,0,) wurden mittels Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) gemessen.
Extrazellulaire ROS  (vor allem  Superoxidanionradikale) wurden durch die
Cytochrom C- und Lucigenin-Methode detektiert. Des Weiteren wurden die Phenolrot- und
Luminol-Methode zur Detektion intra- und extrazellularer ROS (speziell H,0,) etabliert und
angewendet. Die einzelnen Methoden werden in den folgenden Abschnitten néher erldutert.
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4.7.1 Messung der intrazellularen ROS

DHR 123-Methode

Dihydrorhodamin 123 diffundiert in die Zellen und wird dort durch ROS zum grin
fluoreszierenden Rhodamin 123 oxidiert. Mittels Durchflusszytometrie konnen hiermit
intrazellular gebildete ROS, speziell H,0,, gemessen werden. Des Weiteren ermdglicht diese
Methode die Detektion der ROS-Produktion individueller Zellen. Die Fluoreszenz des

oxidierten Rhodamin 123 wurde im Fluoreszenzkanal FL-1 eingelesen.

Fur die Versuche wurden die frisch isolierten neutrophilen Granulozyten auf eine
Konzentration von 5 x 10%/ml im entsprechenden Medium (siehe 4.2) eingestellt. Je Ansatz
wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 96-well-Flachbodenzellkulturplatten vorgelegt
und entsprechend der Versuchsbedingung (siehe 4.3 und 4.5.) fur 30 min bis 120 min im
Brutschrank inkubiert. Mit LPS (125 ng/ml) vorstimulierte neutrophile Granulozyten wurden
60 min im Brutschrank vorinkubiert (siehe 4.5). Nach anschlieRender Farbung mit 2 uM
DHR 123 wurden die Zellen mit PMA (20 nM, 4 uM, 20 puM) bzw. fMLP (1 uM) fir 5 min
bzw. 30 min bei 37 °C im Brutschrank stimuliert (siehe 4.3 und 4.5). Daraufhin wurde die
Reaktion auf Eis abgestoppt und die Fluoreszenzintensitat von 10 000 Zellen sofort
durchflusszytometrisch mittels des FACS Calibur und der CellQuest Pro Software analysiert.
Die Detektion der Fluoreszenz des Rhodamin 123 erfolgte im Fluoreszenzkanal FL-1, da das
gebildete Fluorophor Licht der Wellenldnge 536 nm emittiert.

4.7.2 Nachweis der intra- und extrazellularen ROS

Phenolrot-Methode

Diese Methode dient der Detektion von intra- und extrazelluldaren ROS, wobei hierbei
Wasserstoffperoxid (H,0O,) detektiert wird. Es wird das Enzym Meerrettichperoxidase
(horseradish peroxidase, HRP) als Substrat fir H,O, genutzt, welches das Enzym oxidiert.
Durch eine Redoxreaktion wird anschlieend Phenolrot als Wasserstoffgeber durch das
Enzym oxidiert, wobei dieses wieder mittels Reduktion regeneriert wird [77]. Das oxidierte
Phenolrot fuhrt zu einer erhohten Absorption bei 610 nm. Die Reaktion wird durch Zugabe
von 1 N Natriumhydroxid gestoppt. Die Messung stellt eine Endpunktmessung dar, da das
zugesetzte Natriumhydroxid toxisch fir die neutrophilen Granulozyten ist. Zur Etablierung
der Methode wurden angelehnt an Pick etal. [77] verschiedene Konzentrationen der
Zellzahl, von Phenolrot und dem Enzym Meerrettichperoxidase getestet. Die isolierten

neutrophilen Granulozyten wurden in PBS aufgenommen, welches 10 mM Glucose, 1,5 mM
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Magnesiumchlorid und 1 mM Calciumchlorid enthielt. Die besten Ergebnisse zur Detektion
von ROS wurden mit einer Zellzahl von 5 x 10%/ml neutrophilen Granulozyten, sowie 1 U/ml
HRP und 0,28 mM Phenolrot erzielt. Die 200 pul Ansédtze wurden in einer transparenten
96-well-Flachbodenzellkulturplatte vorgelegt und mit 20 uM PMA stimuliert. Nach 20 min
Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion mit 1 N Natriumhydroxid abgestoppt. Die
Zusammenfassung aus 3 Versuchen ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Detektion von ROS mit der Phenolrot-Methode in stimulierten neutrophilen
Granulozyten

Intra- und extrazelluldre Produktion reaktiver Sauerstoffspezies neutrophiler Granulozyten, detektiert
durch die Phenolrot-Methode. Frisch isolierte neutrophile Granulozyten wurden mit Phenolrot
(0,28 mM) und HRP (1 U/ml) fir 20 min mit PMA (20 uM) stimuliert und bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion mit 1 N Natriumhydroxid abgestoppt und die Absorption bei 610
nm gemessen. Es sind die Daten von drei unabhdngigen Experimenten mit Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. **:p< 0.01 verglichen mit den nicht stimulierten Ansatzen.

Die Phenolrot-Methode ist weniger sensitiv im Vergleich zu anderen Detektionsmethoden.
Des Weiteren storen andere reduzierende Substanzen, wie z.B. Ascorbinsdure, diese Methode
[77, 78]. Daher wurde die Chemilumineszenz-Messung mit Luminol im Labor etabliert,
welche nicht nur sensitiver ist, sondern auch die Mdéglichkeit einer kontinuierlichen Messung
der Produktion von ROS bietet.

Luminol-Methode

Luminol reagiert spezifisch mit ROS, die durch die Myeloperoxidase produziert werden, wie
Hypochlorit (OCI’), unter Emission von bl&ulichem Licht (Chemilumineszenz) [79]. Nach
Stimulation degranulieren neutrophile Granulozyten und setzen MPO aus den azurophilen
Granula frei. Da Luminol die Zellmembran durchdringen kann, sind sowohl intra- als auch
extrazelluldare ROS anhand der Chemilumineszenz-Messung mit Luminol messbar. In allen
Versuchen wurden die neutrophilen Granulozyten auf eine Konzentration von 2 x 10%/ml in

CL-Medium (siehe 3.1) eingestellt. Danach wurden 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in
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weille 96-Nunclon Delta Microwell-Platten vorgelegt und mit oder ohne Inhibitoren bzw.
Antioxidantien (siehe 4.2-4.4) fir 30 min bei 37 °C im Brutschrank (5% CO;, 20 % Oy)
vorinkubiert. Daraufhin wurden die Ansdtze mit 0,06 mM Luminol versetzt und mit 20 nM
PMA stimuliert. Die sofort einsetzende ROS-Produktion, sichtbar am Anstieg der
Chemilumineszenz von Luminol, wurde kontinuierlich tiber 1 h bei 37 °C mittels des Infinite
M200 PRO Plattenreaders und der Tecan i-control Software gemessen. Proben ohne PMA-
Stimulation (Medium) mit den entsprechenden Inhibitoren bzw. Antioxidantien dienten als
Kontrollen. Einige Substanzen wurden anstelle von PBS in den L&sungsmitteln DMSO,
Methanol oder EtOH gelost (siehe 4.3-4.4). Fur diese wurde eine zusatzliche

Losungsmittelkontrolle durchgefuhrt.

4.7.3 Detektion der extrazellularen ROS

Cytochrom C-Methode

Anhand dieser Methode konnen extrazelluldr vorliegende ROS detektiert werden [80].
Besonders sensitiv ist die Reduktion von Cytochrom C durch Superoxidanionradikale (O;").
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Abbildung 13: Messung extrazellularer ROS stimulierter neutrophiler Granulozyten mit der
Cytochrom C-Methode

Detektion extrazellulérer reaktiver Sauerstoffspezies von neutrophilen Granulozyten, detektiert durch
die Cytochrom C-Methode. Neutrophile Granulozyten (2 x10%ml) wurden mit Cytochrom C (0,1 mM)
versetzt und anschlieBend die ROS-Produktion mit PMA (10 uM) bei 37 °C induziert. (a) Freisetzung
von O,%, detektiert durch den Extinktionsanstieg von Cytochrom C bei 550 nm. Der Anfangswert
wurde von den darauffolgenden abgezogen. (b) Quantifizierung der O,*-Freisetzung durch
Berechnung der Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC). Dargestellt ist ein
représentatives Experiment.
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Der neu entstandene Peak des reduzierten Cytochrom C ist bei einer Wellenldnge von 550 nm
messhar (siehe Abbildung 13). Optimale Bedingungen wurden mit 2 x10%ml neutrophile
Granulozyten in CL-Medium, 0,1 mM Cytochrom C und einer Stimulation mit 10 uM PMA
erzielt. Die Absorptionsédnderung tber die Zeit wurde tber 1 h bei 37 °C jede Minute in einer
transparenten 96-well-Flachbodenzellkulturplatte gemessen. Ein beispielhaftes Experiment ist
in Abbildung 13 dargestellt. Es ist die O,* -Freisetzung, sichtbar durch den Extinktionsanstieg
bei 550 nm, dargestellt. Des Weiteren wurde die Flache unter der jeweiligen Kurve
entsprechend der Ansatze berechnet. Die Absorptionsanderung an reduziertem Cytochrom C
bei 550 nm ist wenig sensitiv fir die Detektion kleinster Mengen an O,°*" [78]. Deshalb wurde

eine weitere Methode, die Chemilumineszenz-Messung mit Lucigenin, durchgefuhrt.

Lucigenin-Methode

Lucigenin wird spezifisch durch Superoxidanionradikale oxidiert, wobei &hnlich wie bei der
Luminol-Methode (siehe Abschnitt Luminol-Methode), Energie in Form von Licht freigesetzt
wird (Chemilumineszenz). Myeloperoxidase spezifische ROS (z.B. OCI") werden nicht durch
Lucigenin reduziert [79, 81]. Aufgrund der MolekilgroRe von Lucigenin kann es nicht die
Zellmembran der neutrophilen Granulozyten durchdringen [82] und somit auch nicht
intrazellulare ROS detektieren. Daher wurde diese Methode zur Messung von extrazelluldren
ROS (Superoxidanionradikale, O,*") gewéhlt. Die neutrophilen Granulozyten wurden, wie
bereits in Abschnitt Luminol-Methode (siehe 4.7.2) beschrieben, behandelt. Anstelle von
0,06 mM Luminol wurden jedoch 0,2 mM Lucigenin zugesetzt.

4.8 Induzierung und Detektion von neutrophil extracellular traps

Der nicht zellpermeable DNA-Farbstoff SYTOXgreen wurde zur Kkinetischen Analyse der
NET-Bildung verwendet. SYTOXgreen bindet an die extrazellular freigesetzte DNA wéhrend
der Bildung von NETs und kann nicht in lebende Zellen eindringen. Die Bindung des
Fluoreszenzfarbstoffes SYTOXgreen an die Nukleinséuren der extrazellularen DNA fihrt zu
einer 500 fach erhdhten Fluoreszenzemission. Je Ansatz wurden 2 x 10° neutrophile
Granulozyten, eingestellt auf eine Konzentration von 1x10%ml in NET-Medium, in
schwarze 96 Nunclon delta Zellkulturplatten vorgelegt und je nach Fragestellung mit oder
ohne Substanzen im Brutschrank inkubiert. Nach der Zugabe von 5 puM SYTOXgreen
erfolgte die Stimulation der Ansédtze mit 20 nM PMA. Die Fluoreszenz des NET-gebundenen
SYTOXgreen-Farbstoffes (Anregung: 488 nm, Emission: 510 nm) wurde (ber 4-5h alle
5 min bei 37 °C am infinite M200 PRO Plattenreader mit der Tecan i-control 1.8 Software

gemessen. Neutrophile Granulozyten allein (Medium) und die Losungsmittelkontrollen der
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jeweiligen Substanzen (DMSO, EtOH, EtOH:PBS, siehe 4.3 - 4.4) wurden als Kontrollen
mitgefihrt.

4.9 Quantifizierung von NET-DNA

In der Studie zu Hypoxie und Nachahmung hypoxischer Bedingungen durch DMOG
(siehe 4.5) wurden aus technischen Griinden Endzeitmessungen statt kinetischer Analysen
durchgefuhrt. Die gebildete NET-DNA der einzelnen Ansdtze und die gesamte genomische
DNA eines Ansatzes wurden gewonnen. Durch Berechnung der prozentualen-NET-DNA von
der gesamten genomischen DNA wurde die gebildete NET-DNA quantifiziert. Die einzelnen

Versuchsansétze wurden bereits in den Abschnitten 4.5.1 und 4.5.2 beschrieben.

Zur prozentualen Berechnung der gebildeten NET-DNA wurde die gesamte genomische DNA
in einer Doppelbestimmung isoliert. Hierfir wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten fiir
5 min bei 425 x g abzentrifugiert und das Zellpellet mit 500 pl DNAzol und 20 pl Polyacryl
Carrier zur Lyse der Zellen resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pul 100 % EtOH prazipitierte
die DNA und wurde bei 5000 x g fiir 5 min pelletiert. AnschlieBend wurde das Pellet zweimal
in 75 % EtOH gewaschen und fir 1 min bei 1000 x g erneut zentrifugiert. Zum Schluss wurde
das Pellet im gleichen Volumen 1 x TE-Puffer (1:20 in nukleasefreiem Wasser aus
20 x TE-Puffer) aufgenommen, welches fiir den Versuch mit den neutrophilen Granulozyten

verwendet wurde.

Die DNA-Quantifizierung erfolgte je nach Versuchsbedingung durch Fluoreszenzmessung
der DNA-Farbstoffe Quant-it™ Picogreen oder SYTOXgreen am infinite M200 PRO
Plattenreader mit der Tecan i-control 1.8 (siehe 4.5). Aus der detektierten Fluoreszenz der
genomischen DNA (100 %) wurde der Anteil der gebildeten NET-DNA prozentual berechnet.

4.10 Mikroskopische Analyse der NETs

Zur Visualisierung der NETs wurden fluoreszenz- und rasterelektronenmikroskopische
Praparate angefertigt. Zum Nachweis der NETs wurden die NET-spezifischen
Granulaproteine MPO und neutrophile Elastase immunhistochemisch und die DNA mit
SYTOXgreen angeféarbt.

4.10.1 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Detektion der NETs unter dem Einfluss von DMOG, Hypoxie, Normoxie und Inhibitoren

wurden 5 x 10° neutrophile Granulozyten, welche auf eine Konzentration von 1 x 10%/ml in

NET-Medium eingestellt wurden, mit den entsprechenden Substanzen (Medium oder DMOG)
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auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckgldschen in einer 24-well-Suspenionszellkulturplatte
gegeben und fur 30 - 60 min im Brutschrank sedimentiert. Die NET-Bildung wurde durch
20 nM PMA fur 150 min induziert. Proben ohne PMA (nicht stimuliert, Medium) dienten als
Kontrolle. Nach Fixierung mit 4 % Paraformaldehyd (10 min, Raumtemperatur), wurde der
Uberstand verworfen und die luftgetrockneten Deckglaschen mit PBS rehydriert. Nach
30 minutiger Farbung mit 100 nM SYTOXgreen (im Dunkeln, Raumtemperatur) wurden die
Ansatze mit nukleasefreiem Wasser gewaschen (3 x). Abschliefend wurden die Proben mit
Pro-Long Gold antifade Reagent eingedeckt und unter dem  Axioskop 40-

Fluoreszenzmikroskop mit der Axio Vision Rel. 4.8-Software betrachtet und ausgewertet.

Zur Detektion der gebildeten NETs in Anwesenheit von Antioxidantien wurden 3 x 10°
neutrophile Granulozyten, eingestellt auf eine Konzentration von 1x10°%ml in
NET-Medium, auf einer 96-well p-Zellkulturplatte ausgesat und fur 30 min mit
Antioxidantien oder Medium/L6sungsmittelkontrolle im Brutschrank inkubiert. Anschlielend
wurden die Ansatze mit 100 nM SYTOXgreen gefarbt und die NET-Bildung mit 10 nM PMA
uber 3 h (im Brutschrank) induziert. Proben ohne PMA dienten als Kontrolle. Danach wurden
die Ansatze fur 10 min mit 4 % Paraformaldehyd fixiert (bei Raumtemperatur), der Uberstand
abgenommen und mit nukleasefreiem Wasser gewaschen. Zuletzt wurden die mit Ibidi
Eindeckmedium fixierten Proben mit dem Fluoreszenzmikroskop BZ9000E unter Nutzung

der BZ Il Analyser Software ausgewertet.

4.10.2 Immunhistochemie

Die neutrophilen Granulozyten wurden auf eine Konzentration von 1x10%ml in
NET-Medium  eingestellt. Es wurden 5 x 10° neutrophile  Granulozyten  auf
Poly-L-Lysin-beschichtete Deckglaschen oder 3 x 10°> neutrophile Granulozyten auf 8-well
u-Slides vorgelegt. Die jeweiligen Versuche erfolgten bis zur Abnahme des Uberstandes von
den fixierten Proben wie bereits im oberen Abschnitt beschrieben. Alle Proben wurden
anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen.

Zur Farbung der neutrophilen Elastase wurden die Proben tber Nacht mit einer PBS-L6sung,
versetzt mit 10 % normalem Ziegenserum, 5 % Gelatine aus der Haut von Kaltwasserfischen
und 0,05 % Tween 20, blockiert. AnschlieBend wurden die Ansdtze mit PBS gewaschen und
mit dem polyklonalen Primarantikorper Anti-Human-Neutrophil-Elastase aus dem Kaninchen
(1:200 in PBS mit 0,5% Rinderserumalbumin) fir 1 h im Brutschrank inkubiert. Nach
dreifachem Waschen mit PBS wurde der Primarantikdrper durch den Sekundarantikdrper
Cy3-AffiniPure anti-Kaninchen IgG aus der Ziege (1:100 in PBS mit 05%
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Rinderserumalbumin) fir 1 h im Brutschrank detektiert. Nach dreifachem Waschen der
Ansatze mit PBS wurde zum Schluss die DNA mit 100 nM SYTOXgreen gefarbt.

Zur Férbung der Myeloperoxidase wurden die Ansdatze mit 0,5 % Triton-X fur 1 min
permeabilisiert und anschlieBend mit PBS dreimal gewaschen. Die unspezifischen
Bindungsstellen wurden durch eine Blockierungslésung aus normalem Ziegenserum in PBS
(2:20) 30 min im Brutschrank geblockt. AnschlieBend wurde erneut mit PBS dreimal
gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primdrantikdrper anti-human
Myleoperoxidase aus der Maus (1:500 in Blockierungslésung) und nach dreimaligem
Waschen mit PBS die Detektion mit dem Sekundarantikorper
Cy™3 konjugierte-AffiniPure-F(ab'),-Fragmente Anti-Maus IgG (H+L) aus der Ziege (1:500
in Blockierungslosung) jeweils fur 1 h im Brutschrank. Die weitere Farbung der DNA mit
SYTOXgreen wurde wie im vorherigen Abschnitt beschrieben durchgefuhrt.

4.10.3 Rasterelektronenmikroskopie

Zur rasterelektronischen Analyse wurden 5x 10° bzw. 1 x 10° neutrophile Granulozyten,
eingestellt auf eine Konzentration von 1x10%ml in NET-Medium, je Ansatz auf
Thermanoxdeckglaschen in  24-well-Suspensionszellkulturplatten  sedimentiert.  Nach
30 minutiger Inkubation mit Inhibitoren oder Antioxidantien und den Kontrollen Medium,
DMSO und EtOH wurde die NET-Bildung durch 20 nM PMA induziert. Nach 4 h Inkubation
im Brutschrank wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und die Praparate mit 1 ml
Monti-Graziadei-Losung (2%  Glutaraldeyd, 0,6 % Paraformaldehyd in 0,1 M
Cacodylatpuffer, pH 7,2) fur 2 Tage bei 4 °C fixiert. Die weitere Verarbeitung der Proben flr
die Rasterelektronenmikroskopie erfolgte im Institut der Anatomie der Universitat zu Libeck
in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. M. Klinger. Hierbei wurden die Ansatze in einer
ansteigenden Alkoholreihe (je 15 min in 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 und 100 %) dehydriert.
Nach der kritischen Punkt-Trocknung zur Entfernung restlicher Flissigkeit aus den
Préparaten wurden die Proben schlielich auf Aluminiumdeckgléschen gegeben und mit Gold
oder Platin bespriint. Die Analyse der Proben erfolgte mit dem SEM 505

Rasterelektronenmikroskop.
4.11 Nachweis von HIF-1a im Western Blot

Die Western Blot-Technik dient dem Nachweis eines spezifischen Proteins innerhalb eines
durch Zelllyse gewonnenen Proteingemisches. In dieser Arbeit wurde sie zum Nachweis von

HIF-1a angewendet. Dessen Stabilisierung erfolgt nur unter hypoxischen Bedingungen und

45



Methoden

belegt bei positivem Nachweis des Signales vorherrschende Hypoxie in den durchgefihrten

Experimenten in der Hypoxie-Kammer oder in Anwesenheit von DMOG (siehe 4.5).

Die Zellen werden zuné&chst nach dem Ende des Versuches zur Losung und Freisetzung der
zellularen Proteine lysiert. Danach erfolgt die Separierung der Proteine mittels
Gelelektrophorese mit anschlieBender Ubertragung der Proteine auf eine Membran.

AbschlieBend wird das Zielprotein durch spezifische Antikorper detektiert.

4.11.1 Versuchsdurchfihrung und Zelllyse

Die isolierten neutrophilen Granulozyten wurden auf 5 x 10%/ml eingestellt und jeweils 1 ml
je Ansatz in 24-well- Suspensionszellkulturplatten vorgelegt. Je nach Versuchsaufbau wurden
die Proben mit und ohne DMOG vorinkubiert und mit 20 nM PMA oder 100 ng/ml LPS fir
3 h bzw. 4 h stimuliert (siehe 4.5). Die Probenvorbereitung der Positivkontrolle mit HEp-2
Zellen sowie die experimentellen Bedingungen der Versuche, welche unter Hypoxie,

Normoxie, DMOG stattfanden, wurden bereits in Abschnitt 4.5.1 beschrieben.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Ansatze gut resuspendiert und fur 5 min bei
800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 pl kaltem
PBS gelost, sowie fir 5 min bei 800 x g gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Lyse der
Zellen mit 500 pl 10 % iger eiskalter Trichloressigsaure fur 5 min auf Eis. Die ndchsten
Schritte erfolgten auch bei Versuchen, welche in der Hypoxie-Kammer durchgefuhrt wurden,
bei Raumtemperatur und atmosphadrischem O,-und CO,-Gehalt. Der nach der Lyse
gewonnene Proteincocktail wurde fir 5 min bei 14000 x g und 4 °C zentrifugiert und das
entstandene Pellet mit 500 pl Aceton gewaschen (5 min, 14000 x g, 4 °C). Dieser Schritt
wurde dreimal wiederholt. Danach wurden die Proteine mit 100 pl Probenpuffer (siehe 3.2)
resuspendiert und fir 7 min bei 100 °C denaturiert. Nach Entfernung moglicher Zellreste
durch Zentrifugation (5 min, 15800 x g) wurden die erhaltenen Uberstande der gelGsten

Proteine bei -20 °C bis zur weiteren Benutzung aufbewahrt.

4.11.2 Gelelektrophorese

Die  Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer GroRe erfolgte  durch
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Durch das im Probenpuffer enthaltene
SDS (Natriumdodecylsulfat) wurden die Proteine denaturiert und negativ geladen. Hierdurch
wandern sie im elektrischen Feld durch das Gelgeflecht zur positiven Kathode und werden
entsprechend ihrer MolekilgroRe aufgetrennt. Kleinere Proteine wandern dabei schneller

durch das Gelgeflecht als grofiiere.
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Das 10 % ige Trenngel wurde in die Gelkammer pipettiert und fir 15 min auspolymerisiert.
Das anschlieBend dartiber geschichtete 5% ige Sammelgel wurde ebenfalls fur 15 min
auspolymerisiert. Dieses hergestellte SDS-Gel wurde in die mit 1 x Laufpuffer gefllte
Laufkammer eingesetzt und durch Auftragen von je 20 ul der Proben in die Geltaschen
beladen. Die Proben wurden hierfiir vorher 10 min bei 95 °C aufgekocht. Um spéter die
Grolie der detektierten Proteine bestimmen zu kdnnen, wurden 10 pl eines Proteinmarkers auf
das Gel aufgetragen (10 - 250 kDa). Bei einer Spannung von 75 V wanderten die Proteine flr
15 min vom Sammelgel zum Trenngel, in welchem dann bei 125V dber 1,5h die
Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe stattfand. Nachdem die vordere Lauffront das Gel
verlassen hatte, wurde es aus der Apparatur entnommen und zusammen mit der Membran und
dem Filterpapier fiir 20 min fur das spatere Ubertragen der Proteine vom Gel auf die

Membran in eiskaltem Transferpuffer eingeweicht.

4.11.3 Blotting

Die aufgetrennten Proteine wurden durch eine senkrecht zum Gel angelegte elektrische
Spannung vom SDS-Gel zur stabileren Nitrocellulose-Membran tbertragen. Dieser Schritt
diente zur spéteren Detektion der Proteine mit spezifischen Antikorpern.

In die Blottingkammer wurde unter Beachtung der korrekten Polaritat ein Sandwich in der
Reihenfolge Filterpapier, Nitrocellulose-Membran, Gel, Filterpapier geschichtet und mit
Transferpuffer feucht gehalten. Das Feucht-Blotten zur Proteinlbertragung erfolgte
anschlieBend bei 25 V, 145 mA fiir 100 min. Danach wurde die Membran (Blot) zweimal mit
T-TBS gewaschen und der Transfer der Proteine auf die Membran wurde mittels
Ponceau Rot, welches unspezifisch Proteine farbt, Oberprift. Die Farbung wurde im

Anschluss daran mit T-TBS ausgewaschen.

4.11.4 Immunodetektion

Nach dem Blotting wurde das Zielprotein durch Markierung mit spezifischen Antikdrpern
detektiert. Hierfir wurden zuerst die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit
Blockierungslosung fur 1 h blockiert. Danach wurde die Membran mit dem Primérantikorper
gegen humanes HIF-1a aus der Maus iiber Nacht bei 4 °C im standigen Kontakt mit der
Antikorperlosung (1:500 in Blockierungsldsung) inkubiert. Nach mehrfachem Waschen mit
T-TBS fur 15 min erfolgte die Farbung mit dem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper
anti-Maus IgG (1:4000 in Blockierungslésung) fiir 1 h bei Raumtemperatur. Nach erneutem
mehrfachen Waschen in T-TBS erfolgte die Detektion des HIF-1a Signales am Western Blot
Imager mit der FUSION-Software. Hierfir wurde der Blot mit einem
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Detektionslosungsgemisch  aus  Wasserstoffperoxid-Lésung  und  Luminol-Reagenz
(Immobilon™ Western) entsprechend der Angaben des Herstellers versetzt. Die entstehende
Lumineszenz, hervorgerufen durch die HRP katalysierte Oxidation des Luminols durch H,O»,
ist der Beleg fur das Vorhandensein des nachzuweisenden Proteins HIF-1a. Die gleichmafige
Proteinbeladung wurde anschliefend durch die Detektion der B-Aktin Bande nach dem eben
beschriebenen Prinzip tberprift. Hierflr wurden der Primérantikorper gegen B-Aktin aus dem
Kaninchen (1:2000 in Blockingpuffer) und der HRP-gekoppelte Sekundé&rantikorper
anti-Kaninchen IgG (1:4000 in Blockingpuffer) verwendet.

4.12 Statistische Auswertung

Die Experimente zur Bestimmung der ROS- und NET-Freisetzung mittels des
Tecan-Plattenreaders wurden durch Berechnung der Flache unter der Kurve (area under the
curve, AUC) jeder Probe ausgewertet. Diese AUCs wurden in Form von Balkendiagrammen
dargestellt (siehe Abbildung 13). Die statistische Analyse der Daten wurde mit der Software
GraphPad Prism 5 unter Nutzung des Einweg Anova (Analyse der Varianz) mit dem
Bonferroni posttest durchgefiihrt. Aufgrund von spenderabhangigen Unterschieden wurde ein
Teil der Experimente auf die unbehandelten, stimulierten neutrophilen Granulozyten
normalisiert. Zur Bestimmung der Signifikanz wurden in der Studie zum Einfluss der
Antioxidantien auf die ROS- und NET-Bildung neutrophiler Granulozyten stimulierte
neutrophilen Granulozyten als Vergleichswert herangezogen. Wurde das untersuchte
Antioxidans in DMSO oder EtOH gelost, dienten die mit dem jeweiligen Losungsmittel

inkubierten stimulierten neutrophilen Granulozyten als Referenzwert.
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5 Ergebnisse

5.1 Wirkung von ROS auf die Bildung von NETs

5.1.1 Einfluss von Inhibitoren auf die Apoptose und Zellvitalitdit von neutrophilen

Granulozyten

NET-Medium

Es wurde beschrieben, dass NETs nur bei geringen Serumkonzentrationen gebildet werden.
Weiterhin werden NETs vom im RPMI-Komplettmedium zugesetzten fetalen Kéalberserum
(FCS) abgebaut [83]. Vorversuche in der Arbeitsgruppe bestétigten, dass Konzentrationen
uber 5 % FCS die Bildung der NETs unterbinden. Des Weiteren stort das enthaltene Phenolrot
die Messung von reaktiven Sauerstoffspezies mit der Luminol- bzw. Lucigenin-Methode. Um
eine optimale Bildung der NETs zu ermdglichen, wurde daher ein spezielles NET-Medium
verwendet. Als Grundlage flr dieses Medium diente speziell angefertigtes, modifiziertes
RPMI-Komplettmedium ohne Phenolrot und ohne Hydrogenkarbonat. Optimale Bedingungen
zur Bildung von NETs wurden unter Zusatz von HEPES-Puffer (10 mM) und humanen
Serumalbumin (0,5 %) zum NET-Medium erreicht. Es wurde humanes Serumalbumin
verwendet, da die in dieser Arbeit durchgefilhrten Studien mit frisch isolierten humanen
neutrophilen Granulozyten erfolgten. Alle im Folgenden beschriebenen NET-Studien wurden
in diesen NET-Medium durchgefuhrt. Daher wurde zundchst geklért, ob dieses einen Einfluss
auf die Apoptose und/ oder Vitalitat der neutrophilen Granulozyten hat. Als Vergleich diente
das fir die Zellkultur verwendete RPMI-Komplettmedium. Die auf eine Konzentration von
5 x 10%ml eingestellten neutrophilen Granulozyten wurden fiir 4h im Brutschrank im
jeweiligen Medium inkubiert. Ein Teil der Ansédtze wurde zusétzlich mit 20 nM PMA
stimuliert. Die Bestimmung der Apopose und Zellvitalitdit wurde wie im Abschnitt 4.6.1

beschrieben mittels Annexin V-FITC- und Propidiumiodid-Farbung durchgefihrt.

Das NET-Medium erhoht weder die Apoptose noch die Nekrose neutrophiler Granulozyten.
Nach 4 h wiesen die im NET-Medium inkubierten Zellen eine Nekroserate von 3 % im
Vergleich zum RPMI-Komplettmedium mit 0,3 % auf. Der Anteil apoptotischer Zellen betrug
8 % im RPMI-Komplettmedium und 10 % im NET-Medium (Abbildung 14). In den mit PMA
stimulierten Proben wurde eine Apoptoseserate von 6 % im NET-Medium bzw. 3% im

RPMI-Komplettmedium festgestellt. Die Nekroseraten unterschieden sich nur geringfiigig
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(15% zu 13%). Alle Unterschiede waren nicht signifikant. Somit eignet sich das

NET-Medium zur Kultur von neutrophilen Granulozyten tiber mehrere Stunden.
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Abbildung 14:  Apoptose und  Vitalitit von  neutrophilen  Granulozyten im
RPMI-Komplettmedium und NET-Medium

Es wurden je Ansatz 0,5x 10° nicht stimulierte oder mit 20 nM PMA stimulierte neutrophile
Granulozyten in 100 pl fur 4 h in RPMI-Komplett- bzw. NET-Medium (RPMI, NET) im Brutschrank
inkubiert. Die  Apoptose- und Nekroserate wurden mittels Annexin V-FITC- und
Propidiumiodid- Féarbung durchflusszytometrisch bestimmt. Es sind die Daten der Mittelwerte und
die Standardabweichungen von 3 unabhdngigen Experimenten gezeigt.

Einfluss der Inhibitoren auf die Apoptose und Zellvitalitit neutrophiler Granulozyten

Alle in der Studie verwendeten Inhibitoren greifen an verschiedenen Stellen der ROS-Bildung
ein. Die gewahlten Konzentrationen basierten auf den bereits in anderen Studien verwendeten
Konzentrationen [17, 19, 29, 84-86] oder auf eigenen Vorversuchen. Um einen Einfluss der
Inhibitoren auf die Apoptose und die Vitalitat der neutrophilen Granulozyten auszuschlieRRen,
wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten, eingestellt auf eine Konzentration von 5 x 10%/mll,
fur 4h mit oder ohne Inhibitoren bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde eine
Annexin V-FITC- und Propidiumiodid-Doppelfarbung durchgefiihrt (siehe 4.6.1). Als
Losungsmittelkontrollen fir Rotenon und Aroclor wurden DMSO und Methanol mitgefiihrt.
Keiner der getesteten Inhibitoren zeigte nach 4h einen Nekrose- oder Apoptose-
induzierenden Effekt (Abbildung 15 a). Auch nach langerer Inkubation (18 h) wurden keine
erhohte Nekrose und Apoptose detektiert (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 15 b wurden die
gemessenen Fluoreszenzintensitaten von Propidiumiodid (FL-2) gegen Annexin V-FITC einer
Probe neutrophiler Granulozyten ohne Inhibitor als Beispiel aufgetragen. Wahrend das nicht
membrangéngige Propidiumiodid nur die DNA toter neutrophilen Granulozyten anfarben

kann, bindet Annexin V-FITC calciumabhédngig an Phosphatidylserin, welches nur von
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apoptotischen Zellen an der &ufleren Membranseite exponiert wird [7]. Die beiden oberen
Quadranten repréasentieren daher die nekrotischen neutrophilen Granulozyten (0,6 %),
wéhrend der untere rechte Quadrant die apoptotischen (1,1 %) und der untere linke die vitalen
neutrophilen Granulozyten (98,4 %) darstellt (Abbildung 15 b).
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Abbildung 15: Apoptose und Vitalitat von neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit Inhibitoren
der verschiedenen Stufen der ROS Bildung

Es wurden je Ansatz 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 100 ul mit oder ohne Inhibitoren (10 pM
Rotenon, 10 uM Dinitrophenol, 500 nM FCCP, 20 uM DPI, 38 uM Aroclor, 10 uM DETC, 200 uM
Dipyron und 200 uM Aminopyrin) fiir 4 h bei 37 °C inkubiert. DMSO und Methanol dienten als
Losungsmittelkontrollen fir Rotenon und Aroclor. Die Apoptose- und Nekroseraten wurden
durchflusszytometrisch durch Farbung mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid bestimmt. a) Effekt
der verwendeten Inhibitoren auf die Apoptose und Nekrose. Es wurden die Mittelwerte und die
Standardabweichungen von 3 unabhdngigen Experimenten dargestellt. b) Repréasentatives
Punkte-Diagramm einer durchflusszytometrischen Bestimmung der Zellvitalitdt neutrophiler
Granulozyten, die ohne Inhibitor inkubiert wurden. Es wurde die Annexin V-FITC-Fluoreszenz auf
der x-Achse gegen die Propidiumiodid-Fluoreszenz auf der y-Achse aufgetragen. Die Ereignisse im
unteren, rechten Quadranten (1,1 %) repréasentieren die apoptotischen Zellen, wahrend die in den
oberen Quadranten (0,6 %) die nekrotische Population darstellen. Die Population der lebenden,
ungefarbten Zellen befindet sich im unteren linken Quadranten (98,4 %).

5.1.2 Effizienz der verschiedenen Inhibitoren auf die ROS-Bildung in neutrophilen
Granulozyten

Zunachst wurde getestet, inwieweit die verwendeten Inhibitoren die PMA-induzierte Bildung

von ROS in neutrophilen Granulozyten hemmen. Hierflir wurden drei Methoden zur

Detektion von ROS angewendet. In allen getesteten Methoden fiihrten mit den Inhibitoren

inkubierte nicht stimulierte neutrophile Granulozyten zu keiner ROS-Bildung (Daten nicht

gezeigt).
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Effekt verschiedener Inhibitoren auf die intrazelluldare ROS-Produktion

Zuerst wurde die DHR 123-Methode zur Detektion intrazellular gebildeter ROS gewahlt. Die
mit DHR 123 beladenen neutrophilen Granulozyten (5 x 10%/ml, 100 pl je Ansatz) wurden
durchflusszytometrisch analysiert. Das Prinzip beruht auf der Oxidation von DHR 123 durch
ROS, wie H,0,, zum fluoreszierenden Rhodamin 123-Derivat [87]. Die Produktion der ROS
wurde durch Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit 4 uM PMA induziert. In einem
Vorversuch wurden Konzentrationen von 20 nM bis 20 uM PMA fiir die DHR 123-Methode
getestet. Im Konzentrationsbereich von 20 nM bis 4 uM PMA stieg die ROS-Bildung parallel
zur Konzentration an, wahrend unter hohen PMA-Konzentrationen (10 uM, 20 uM) die
gemessene ROS-Produktion kaum grolRer wurde und ein Plateau erreichte (Abbildung 16 a).
Fur die nachfolgend beschriebenen Versuche wurde die Konzentration von 4 uM PMA
verwendet (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Detektion gebildeter ROS in neutrophilen Granulozyten mit der
DHR 123-Methode in Abhangigkeit von der PMA-Konzentration

In einem Vorversuch wurden je Ansatz 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 100 pl mit DHR 123
gefarbt und fir 5min mit 20 nM -20 pM PMA stimuliert. Die PMA-induzierte Bildung der
intrazelluliren ROS wurde durchflusszytometrisch bestimmt. a) Es wurden die jeweiligen
PMA-Konzentrationen auf der x-Achse gegen die geometrischen Mittelwerte (GeoMean) der
Fluoreszenzintensitaten auf der y-Achse dargestellt. b) Uberlagerte Histogramme der
Fluoreszenzintensitaten des oxidierten Rhodamin 123 nicht stimulierter neutrophiler Granulozyten
(grau, ausgefillt) und mit 20 nM (rot), 100 nM (griin), 4 uM (blau) und 10 uM PMA (orange)
stimulierter neutrophiler Granulozyten. Es wurde die Anzahl der detektierten neutrophilen
Granulozyten gegen die Fluoreszenzintenitét des oxidierten Rhodamin 123 aufgetragen.

DPI, der Inhibitor des Enzyms NADPH-Oxidase und des Komplex | der mitochondrialen
Atmungskette, wirkte stark hemmend auf die intrazellulare ROS-Bildung (Abbildung 17). Die

Verschiebung der Fluoreszenzintensitdten hin zu niedrigeren Werten auf der Xx-Achse
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(Linksverschiebung), verglichen mit der stimulierten Kontrolle (Medium mit PMA), zeigte
eine verminderte ROS-Bildung an (Abbildung 17 b).
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Abbildung 17:  Durchflusszytometrische Analyse der intrazellularen ROS-Produktion
neutrophiler Granulozyten nach Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren

Es wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten je 100 pl-Ansatz mit oder ohne Inhibitoren (10 pM
Rotenon, 10 uM Dinitrophenol, 500 nM FCCP, 20 uM DPI, 38 uM Aroclor, 10 uM DETC, 200 pM
Dipyron und 200 uM Aminopyrin) bei 37 °C inkubiert. Nach anschlielender Farbung mit DHR 123
wurden die Ansatze mit 4 uM PMA fir 5 min stimuliert. Die PMA-induzierte Bildung der
intrazellularen ROS wurde durchflusszytometrisch bestimmt. a) Es wurden die geometrischen
Mittelwerte (GeoMean) der Fluoreszenzintensitaten, normalisiert auf die PMA-induzierte
ROS-Bildung in der Abwesenheit von Inhibitoren (Medium), dargestellt. Die Mittelwerte mit
Standardabweichungen von 4 unabhéngigen Experimenten wurden aufgetragen. *p: <0,001,
verglichen zur PMA-stimulierten Kontrolle ohne Inhibitor (Medium). b) Représentative tberlagerte
Histogramme der Fluoreszenzintensitdten nicht stimulierter neutrophiler Granulozyten (Medium ohne
PMA), PMA-stimulierter neutrophiler Granulozyten ohne Inhibitor (Medium mit PMA) und
beispielhaft fir den hemmenden Effekt, PMA-stimulierte neutrophile Granulozyten nach Behandlung
mit DPI (Medium mit DPI, PMA). Die Daten sind aus einem Experiment, représentativ fur 4
unabhéngige. Es wurde die Anzahl der detektierten neutrophilen Granulozyten gegen die
Fluoreszenzintenitét des oxidierten Rhodamin 123 aufgetragen.

Die Inhibitoren der SOD, Aroclor und DETC, wiesen keinen hemmenden Effekt auf. Dipyron
und Aminopyrin senkten als Inhibitoren der MPO die Bildung von ROS drastisch um 79 %
beziehungsweise 76 % (Abbildung 17 a). Die DHR 123-Methode ist zwar einfach und schnell
durchzufuhren, aber nicht sehr sensitiv [88]. Die zur Detektion des oxidativen burst nétige
relativ hohe PMA-Konzentration (4 uM) und die nicht eindeutigen Ergebnisse zum Einfluss
der Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette Rotenon, Dinitrophenol und FCCP
beziglich ihrer Hemmung der ROS-Bildung (Abbildung 17 a) bestétigten dies. Daher wurden
weitere Experimente durch die sensitiveren Bestimmungen anhand der Luminol- und

Lucigenin-Methode zur Detektion von ROS etabliert und durchgefiihrt.
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Einfluss von Inhibitoren der ROS-Produktion auf intra- und extrazellulare ROS

Zunéachst wurde die Luminol-amplifizierte Chemilumineszenz-Methode als sensitivere
Technik zur Analyse der Bildung von ROS in PMA stimulierten neutrophilen Granulozyten
etabliert und durchgefuhrt. Mit der Luminol-Methode wurde der Einfluss der verwendeten
Inhibitoren der ROS-Produktion auf die Bildung intra- und extrazelluldarer ROS in

neutrophilen Granulozyten untersucht.
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Abbildung 18: Detektion intra- und extrazellularer ROS neutrophiler Granulozyten nach
Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren

Es wurden je Ansatz 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Inhibitoren (10 uM
Rotenon, 10 uM Dinitrophenol, 500 nM FCCP, 20 uM DPI, 38 uM Aroclor, 10 uM DETC, 200 uM
Dipyron und 200 uM Aminopyrin) bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde Luminol zugegeben und
die ROS-Bildung mit 20 nM PMA induziert. Die Detektion der ROS erfolgte durch Messung der
gebildeten Chemilumineszenz tber 1 h bei 37 °C. Die Kontrolle ohne PMA zeigt die ROS nicht
stimulierter neutrophiler Granulozyten. a) Zeitkinetik der detektierten intra- und extrazellularen ROS
(Lumineszenz) von einem reprasentativen Experiment. b) Durch Berechnung der Flache unter der
Kurve (area under the curve, AUC) quantifizierte ROS-Bildung. Es wurden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen von 3 unabhédngigen Experimenten dargestellt. **p: <0,001; *p< 0,01
verglichen zur PMA-stimulierten Probe ohne Inhibitor (Medium), n.d.: nicht detektierbar.

Nach Inkubation der neutrophilen Granulozyten (2 x 10%ml) mit den Inhibitoren wurde
Luminol zugegeben und mit PMA (20 nM) die ROS-Bildung induziert. Luminol wird durch
H,0,, HO und MPO-spezifische ROS wie OCI" oxidiert. Die wahrend dieser Reaktion
freigesetzte Energie wurde in Form von Chemilumineszenz gemessen. Mit zunehmender
Bildung von ROS stieg die detektierte Chemilumineszenz aufgrund der Oxidation von

Luminol (Abbildung 18 a, schwarze Linie). Nicht stimulierte neutrophile Granulozyten
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wiesen keine ROS-Bildung auf (Abbildung 18 a). Die Ergebnisse der Luminol-Methode
zeigten eine komplette Hemmung des oxidativen burst durch DPI (Abbildung 18). Die
mitochondrialen Entkopplungsreagenzien Dinitrophenol und FCCP wiesen ebenfalls einen
signifikant hemmenden Effekt auf (Abbildung 18 b). Rotenon hingegen hemmte die
PMA-induzierte ROS-Produktion nicht. Aroclor senkte signifikant die Chemilumineszenz von
Luminol wéhrend der zweite getestete Inhibitor der SOD, DETC, keinen statistisch
signifikanten Effekt aufwies (Abbildung 18 b). Die beiden MPO-Inhibitoren Dipyron und
Aminopyrin verhinderten die MPO-induzierte Oxidation von Luminol sehr effizient
(Abbildung 18).

Beeinflussung extrazellularer ROS durch Inhibitoren der ROS-Produktion

Als dritte  Technik wurde die Lucigenin-amplifizierte Chemilumineszenz-Methode
angewendet, um den Einfluss der verschiedenen Inhibitoren auf die PMA-induzierte
ROS-Bildung zu untersuchen. Mit dieser Methode werden extrazellulare ROS, vor allem
Superoxidanionradikale (O,*), gemessen [79, 81]. Hierfir wurden je Ansatz 0,4 x 10°
neutrophile Granulozyten in 200 pl (2 x 10%/ml) mit je einem Inhibitor vorinkubiert und nach
anschlieBender Zugabe von Lucigenin, sowie PMA (20 nM), die extrazellularen ROS
gemessen. Die Oxidation von Lucigenin durch PMA-induziertes, gebildetes O, ist
proportional zu dem Anstieg der detektierten Chemilumineszenz (Abbildung 19 a). Mit der
Lucigenin-Methode wurde bestatigt, dass DPI die extrazellularen ROS komplett hemmt
(Abbildung 19). Des Weiteren wurde eine signifikant verminderte Oxidation von Lucigenin in
Anwesenheit von den Entkopplungsreagenzien der mitochondrialen Atmungskette FCCP und
Dinitophenol detektiert (Abbildung 19 b). Rotenon zeigte auch mit dieser Methode keinen
hemmenden Effekt auf die extrazelluliren ROS der neutrophilen Granulozyten. Die
Inhibitoren der SOD, Aroclor und DETC, hatten keinen sichtbaren Effekt auf die
extrazellularen ROS (Abbildung 19). Die MPO-Inhibitoren Dipyron und Aminopyrin hatten
keinen hemmenden Effekt in der Lucigenin-Methode, was darauf hindeutet, dass sie auch
keine hemmenden Einfluss auf die NADPH-Oxidase haben. Da die Oxidation von Luminol
jedoch effektiv durch die MPO-Inhibitoren Dipyron und Aminopyrin verhindert wurde
(Abbildung 18) wird deutlich, dass Luminol durch MPO-induzierte ROS oxidiert wird und
die MPO-spezifischen ROS keinen Effekt auf die Oxidation von Lucigenin haben. Daher
konnte auch kein Einfluss von Dipyron und Aminopyrin auf die Lucigenin-Methode
gemessen werden. Die nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten produzierten auch in
dieser Methode keine detektierbaren ROS (nicht detektierbar, n.d., Abbildung 19).
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Abbildung 19: Detektion extrazellulairer ROS neutrophiler Granulozyten, inkubiert mit
verschiedenen Inhibitoren

Es wurden je Ansatz 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Inhibitoren (10 pM
Rotenon, 10 uM Dinitrophenol, 500 nM FCCP, 20 uM DPI, 38 uM Aroclor, 10 uM DETC, 200 uM
Dipyron und 200 uM Aminopyrin) bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde Lucigenin zugegeben
und die ROS-Bildung mit 20 nM PMA induziert. Die Detektion des extrazellularen O,* erfolgte durch
Messung der gebildeten Chemilumineszenz (ber 1h bei 37 °C. Die Probe nicht stimulierter
neutrophiler Granulozyten (ohne PMA) diente als Kontrolle. a) Zeitkinetik der extrazellular
vorliegenden O, (Lumineszenz) von einem reprasentativen Experiment. b) Extrazelluldare O,%,
quantifiziert durch die Berechnung der Fl&che unter der Kurve (area under the curve, AUC). Es
wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen von 4 unabhéngigen Experimenten dargestellt.
**p: <0,001; *p< 0,01 verglichen zur PMA-stimulierten Probe ohne Inhibitor (Medium), n.d.: nicht
detektierbar.

5.1.3 Einfluss verschiedener Inhibitoren der ROS-Produktion auf die Bildung von
NETSs

Die PMA-induzierte NET-Bildung ist von ROS abhéngig [3]. Es ist daher zu erwarten, dass
eine Hemmung der an der ROS-Bildung involvierten Signalwege zur verminderten Bildung
von NETs fuhrt. Ein hemmender Effekt auf die Bildung von ROS in neutrophilen
Granulozyten wurde fur DPI, Dinitrophenol, FCCP, Aroclor, Dipyron und Aminopyrin mit
den in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Methoden nachgewiesen. Es wurde der
Einfluss auf die NET-Bildung jener Inhibitoren getestet, welche in den durchgefiihrten
Methoden zur Detektion von ROS einen hemmenden Effekt auf die ROS-Bildung zeigten.
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Detektion der NET-Freisetzung

Die frisch isolierten humanen neutrophilen Granulozyten (1 x 10%ml) wurden vor der
Induzierung der NETs durch 20 nM PMA fur 30 min mit den Inhibitoren inkubiert. Die
Bildung der NETs wurde quantitativ anhand der Fluoreszenz des DNA gebundenen
SYTOXgreen iber 4 h gemessen. SYTOXgreen ist nicht zellpermeabel und detektiert
extrazellulare DNA. Mit Inhibitoren inkubierte, nicht stimulierte neutrophile Granulozyten
zeigten keine NET-Bildung (Daten nicht gezeigt). Die Hemmung der NADPH-Oxidase durch
DPI verhinderte die NET-Bildung (Abbildung 20). DPI hemmt jedoch neben der
NADPH-Oxidase auch die Elektronentransportkette der Mitochondrien. Um zu untersuchen,
ob der beobachtete Effekt auf die Hemmung der NADPH-Oxidase oder die Inhibierung der
mitochondrialen Atmungskette zurtickzufiihren war, wurden Studien mit den mitochondrialen
Entkopplungsreagenzien Dinitrophenol und FCCP durchgefiihrt. Die Entkopplungsreagenzien
der mitochondrialen Atmungskette, Dinitrophenol und FCCP, dienten zusatzlich zur
Feststellung eines Einflusses der mitochondrialen ROS auf die PMA-induzierte NET-Bildung.
Sie bauen das mitochondriale Membranpotential ab und stéren dadurch die ablaufenden
Oxidations- und Phosphorylierungsprozesse in der Atmungskette. Obwohl Dinitrophenol und
FCCP die Bildung der ROS hemmten (Abbildung 18, Abbildung 19), wurde keine Reduktion
der NET-Bildung detektiert (Abbildung 20). Die mitochondrialen ROS scheinen daher keinen
Einfluss auf die Bildung von NETs zu haben. Weiterhin deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass die durch DPI verursachte Hemmung der NET-Bildung durch die Inhibierung der
NADPH-Oxidase verursacht wurde. Aroclor, eingesetzt als Inhibitor der SOD, zeigte in der
durchgefuhrten Luminol-Methode eine deutliche Senkung der ROS-Bildung (Abbildung 18).
Die Inkubation von neutrophilen Granulozyten mit SOD bewirkte jedoch keinen signifikanten
Effekt auf die PMA-induzierte NET-Bildung (Abbildung 20 b). Die SOD scheint daher fur
die Bildung von NETSs keine entscheidende Rolle zu spielen. Die neutrophilen Granulozyten
einiger Spender zeigten allerdings eine erhéhte NET-Bildung bei der Behandlung mit Aroclor
(Abbildung 20 a). Wie bereits beschrieben wurde spielt die MPO eine wichtige Rolle in der
Bildung von NETSs [30]. Um einen genaueren Einblick in die Rolle der MPO-gebildeten ROS
bei der Bildung von NETs zu erhalten, wurden die Inhibitoren der MPO, Dipyron und
Aminopyrin, getestet. Dipyron fangt Hypochlorit (OCI") und Hydroxylradikale ("OH) ab,
wéhrend Aminopyrin zusatzlich die MPO hemmt [19, 20]. In den bereits vorgestellten
Studien zur Messung der gebildeten ROS wurde gezeigt, dass Dipyron und Aminopyrin die
MPO-induzierte Oxidation von DHR 123 und Luminol bewirken (Abbildung 17 a,

Abbildung 18), aber keine Hemmung der superoxidanionabhdangigen Oxidation von
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Lucigenin (Abbildung 19). Beide Inhibitoren hemmten die NET-Bildung signifikant
(Abbildung 20 b). Dies bestéatigt, dass den MPO-spezifischen ROS eine wichtige Rolle bei der
NET-Bildung zukommt.
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Abbildung 20: Bildung von NETs durch neutrophile Granulozyten, inkubiert mit Inhibitoren

Je Ansatz wurden 0,2 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Inhibitoren (10 uM
Dinitrophenol, 500 nM FCCP, 20 uM DPI, 38 uM Aroclor, 200 uM Dipyron und 200 uM
Aminopyrin) bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde SYTOXgreen zu den Proben gegeben und die
Bildung der NETs mit 20 nM PMA induziert. Proben ohne PMA dienten als Kontrolle. Die Detektion
der NET-Bildung erfolgte tiber 4 h bei 37 °C durch Messung der Fluoreszenz des DNA gebundenen
SYTOXgreen. a) Zeitkinetik der NET-Bildung (Fluoreszenzintensitdt) von einem repréasentativen
Experiment. b) NET-Bildung, quantifiziert durch die Berechnung der Flache unter der Kurve (area
under the curve, AUC). Es wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen von 3 unabhéngigen
Experimenten dargestellt. *p: <0,01 verglichen zur PMA-stimulierten Probe ohne Inhibitor (Medium).

Mikroskopische Analyse der gebildeten NETs

Zur Verifizierung der mittels der SYTOXgreen-Methode detektierten Effekte der Inhibitoren
auf die NET-Bildung wurden Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie durchgefihrt.
Zunéchst wurden immunfluoreszenzmikroskopische Praparate nach 4 h PMA-Stimulation zur
Detektion der typischen NET-Struktur angefertigt (Abbildung 21). Hierbei erfolgte die
Féarbung der DNA mit SYTOXgreen und des mit den NETSs assoziierten Proteins neutrophile
Elastase mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper. Die typische dreidimensionale
Struktur, bestehend aus einem DNA-Rickgrat, auf welchem neutrophile Elastase gebunden
ist, wurde deutlich sichtbar. Weiterhin waren auch intakte neutrophile Granulozyten mit
gelappten Zellkern zu erkennen (Abbildung 21 a, untere Reihe). Die nicht stimulierten
neutrophilen Granulozyten wiesen keine NET-Bildung auf (Abbildung 21 a, obere Reihe). In
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den parallel angefertigten rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten die
neutrophilen Granulozyten eine intakte Struktur, die stimulierten bildeten ein flachiges Netz
aus NETs (Abbildung 21 b).

Neutrophile DNA + Neutrophile
) DNA Elastase Elastase b)
: - -
>
o
<
>
o
+
F .

Abbildung 21: NET-Bildung, dargestellt durch Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie

Es wurden je Ansatz 5 x 10° neutrophile Granulozyten (1 x 10 %ml) mit 20 nM PMA bei 37 °C fiir 4 h
stimuliert und anschlieRend fixiert. Die obere Reihe zeigt nicht stimulierte neutrophile Granulozyten,
die untere mit PMA stimulierte neutrophile Granulozyten. Die Malistabsbalken entsprechen 10 um
(Fluoreszenzmikroskopie) beziehungsweise 5 um (Rasterelektronenmikroskopie, REM) a) Die DNA
wurde mit SYTOXgreen (grin) und das Protein neutrophile Elastase durch einen Antikérper
immunfluoreszent (rot) angefarbt. b) Rasterelektronenmikroskopische Darstellung nicht stimulierter
und PMA-stimulierter neutrophiler Granulozyten.

Die NET-Bildung der neutrophilen Granulozyten unter Einfluss der Inhibitoren wurde nach
4 h Stimulation mit PMA mikroskopisch betrachtet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYTOXgreen
diente zur Markierung der DNA. Die Inhibitoren allein induzierten in nicht stimulierten
neutrophilen Granulozyten keine NETs (Daten nicht gezeigt). In Anwesenheit von DPI und
Dipyron war keine NET-Bildung bei PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten
detektierbar (Abbildung 22 b, d). Des Weiteren bestétigte die mikroskopische Analyse, dass
der SOD-Inhibitor Aroclor die PMA-induzierte NET-Bildung nicht hemmt (Abbildung 22 c).
Die mikroskopischen Préparate stimulierter neutrophiler Granulozyten (Medium) und mit
Aroclor inkubierter stimulierter neutrophiler Granulozyten wiesen eine vergleichbare
NET-Bildung auf (Abbildung 22 a, c). Die parallel angefertigten,
rasterelektronenmiskroskopischen  Aufnahmen  zeigten die gleichen  Tendenzen
(Abbildung 22, untere Reihe).
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REM

a) Medium b) DPI c) Aroclor d) Dipyron

Abbildung 22: Bildung von NETs durch neutrophile Granulozyten, inkubiert mit Inhibitoren

Es wurden je Ansatz 5x 10° neutrophile Granulozyten (1 x 10%ml) fir 30 min mit oder ohne
Inhibitoren (20 uM DPI, 38 uM Aroclor, 200 uM Dipyron) bei 37 °C inkubiert. Die PMA-induzierte
NET-Bildung wurde nach 4 h durch Fixieren abgestoppt und fluoreszenzmikroskopisch durch Féarbung
der DNA mit SYTOXgreen (obere Reihe, FM, Fluoreszenzmikroskopie)  bzw.
rasterelektronenmikroskopisch (untere Reihe, REM, Rasterelektronenmikroskopie) visualisiert. Die
MaRstabsbalken  entsprechen 10 um  (Fluoreszenzmikroskopie)  beziehungsweise 5 pum
(Rasterelektronenmikroskopie). Alle Fluoreszenzbilder wurden in der gleichen Grélke und Auflésung
dargestellt. Dies gilt auch fur die abgebildeten REM-Aufnahmen.

In der hier durchgefuhrten Studie wurde erstmals gezeigt, dass die mitochondrialen ROS und
die Superoxiddismutase keine Rolle in der Bildung von NETSs spielen. ROS, gebildet durch
die NADPH-Oxidase und MPO, sind jedoch fur die Bildung der NETs essentiell. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass die als Radikalfanger wirkenden Inhibitoren der MPO Dipyron
und Aminopyrin die NET-Bildung effizient unterdriicken kénnen.

5.2  Wirkung von Antioxidantien auf die Bildung von NETSs

NETSs scheinen eine pathophysiologische Rolle in verschiedenen Autoimmunkrankheiten zu
spielen [38, 39, 42, 89, 90]. Eine Inhibierung der NET-Bildung koénnte ein neuer
therapeutischer Ansatz in diesen Krankheiten sein. Da die Bildung von NETs in
PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten abh&ngig von der Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies ist, kdnnten Antioxidantien die NET-Bildung vermindern. Die zuvor
beobachtete Hemmung der Bildung von NETs in stimulierten neutrophilen Granulozyten
durch die Radikalfanger Dipyron und Aminopyrin unterstitzt die These. Daher wurde in der
folgenden Studie analysiert, ob Antioxidantien die NET-Bildung hemmen kdnnen. Die
untersuchten Antioxidantien lassen sich in drei Gruppen einteilen: Flavonoide, Vitamine und

weitere pharmakologische Substanzen.
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5.2.1 Einfluss der Antioxidantien auf die Zellvitalitat und Apoptose der neutrophilen
Granulozyten

Zunachst wurde geprift, ob die verwendeten Antioxidantien die Zellvitalitat beeinflussen und

die Apoptose oder Nekrose der neutrophilen Granulozyten induzieren. Hierflir wurden je

Ansatz 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 100 pl fiir 5 h mit oder ohne Antioxidantien bei

37° C inkubiert. Anschlieend wurde eine Annexin V-FITC und Propidiumiodid-Féarbung

durchgefuhrt (siehe 4.6.1) und diese anschlieBend mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Mitgeflhrte Losungsmittelkontrollen waren DMSO und Ethanol.
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Abbildung 23: Effekt verschiedener Antioxidantien auf die Apoptose- und Nekroseraten
neutrophiler Granulozyten, bestimmt mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Je Ansatz wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 100 pl mit oder ohne Antioxidantien (10 mM
N-Acetylcystein, NAC, 1 mM Harnstoff, 2 mM Ascorbinséure, 0,5 mM 5-Aminosalicylsaure, 5-ASA,
0,1 mM Epictaechin, 0,1 mM Catechinhydrat, 0,15 mM Rutintrihydrat, 1 mM Acetylsalicylsdure,
ASS, 2 mM Melatonin und 0,05 mM Tocopherol) fiir 5 h bei 37 °C inkubiert. Uberleben, Apoptose
und Nekrose wurden nach Farbung mit Annexin-V-FITC und Propidiumiodid durchflusszytometrisch
bestimmt. Als Losungsmittelkontrolle fur Epicatechin, Catechinhydrat, Rutintrihydrat diente DMSO
und fiir ASS, Melatonin und Tocopherol Ethanol (1:76 bzw. 1:4400). a) Es wurden die Mittelwerte
und die Standardabweichungen von 3 unabhdngigen Experimenten dargestellt. b) Reprasentatives
Punkte-Diagramm einer durchflusszytometrischen Bestimmung von nicht mit Antioxidantien
vorinkubierten neutrophilen Granulozyten (Medium). Es wurde die Propidiumiodid-Fluoreszenz auf
der y-Achse gegen die Annexin V-FITC-Fluoreszenz auf der x-Achse aufgetragen. Die Ereignisse im
unteren, rechten Quadranten (6,6 %) représentieren apoptotische, die in den beiden oberen Quadranten
die nekrotische (1,3 %) und die im unteren rechten Quadranten die lebende Population (92,1 %).

Die verwendeten Konzentrationen der verschiedenen Substanzen wurden der Literatur
entnommen [20, 37, 54, 63, 68, 91-98] oder durch eigene Versuche ermittelt. Keines der

getesteten Antioxidantien erhohte die Nekrose oder Apoptose nach 5h verglichen zum
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Medium oder der entsprechenden Lésungsmittelkontrolle (Abbildung 23 a). Auch nach 19 h
war kein Nekrose- oder Apoptose-induzierender Effekt der verwendeten Antioxidantien
detektierbar (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 23 b wurden beispielhaft die in einem
Experiment gemessenen Fluoreszenzintensitaten von Propidiumiodid (FL-2) gegen die von
Annexin V-FITC (FL-1) von gefarbten neutrophilen Granulozyten ohne Antioxidans
aufgetragen. Die beiden oberen Quadranten représentieren die nekrotischen neutrophilen
Granulozyten (1,3 %), wahrend der untere rechte Quadrant die apoptotischen (6,6 %) und der
untere linke die vitalen (92,1 %) neutrophilen Granulozyten darstellt (Abbildung 23 b).

5.2.2 Effizienz der eingesetzten Antioxidantien auf die ROS-Bildung in neutrophilen
Granulozyten
Zunachst wurde der Einfluss der Antioxidantien auf die Bildung von ROS in
PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten untersucht. Dafur wurden die Luminol- und die
Lucigenin-Methode zur Detektion der ROS angewendet. Die intra- und/oder extrazelluldren
ROS wurden in mit PMA stimulierten neutrophilen Granulozyten, welche mit den
Antioxidantien vorinkubiert wurden, ber einen Zeitraum von 1h gemessen. In den
durchgefiihrten Methoden wiesen nicht stimulierte neutrophile Granulozyten, inkubiert mit
Medium oder Antioxidantien (Daten nicht gezeigt), keine ROS-Bildung auf. Die bei diesen
Methoden gewonnenen Kinetikkurven der detektierten ROS wurden durch Berechnung der
Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) ausgewertet und in einem

Balkendiagramm dargestellt.

Intra- und extrazellulare ROS-Bildung der neutrophilen Granulozyten in Anwesenheit

von Antioxidantien

Es wurde die Luminol-amplifizierte Chemilumineszenz-Methode angewendet, um den Effekt
der Antioxidantien auf die intra- und extrazellulare ROS-Produktion zu bestimmen. Nachdem
die neutrophilen Granulozyten (2 x 10%/ml) mit den Antioxidantien inkubiert wurden, erfolgte
die Zugabe von Luminol und Induzierung der Bildung von ROS durch 20 nM PMA. Bei
dieser Methode wird Luminol durch H,O,, ‘'OH und MPO-spezifische ROS, wie OCI,
oxidiert [99, 100]. Dabei wird die entstandene Reaktionsenergie in Form von Licht als
Chemilumineszenz freigesetzt. Wirken die verwendeten Antioxidantien hemmend auf ROS,
werden diese abgefangen und Luminol dadurch weniger stark oxidiert. Die detektierte
Intensitat der Chemilumineszenz wird gegentber den neutrophilen Granulozyten, welche nur
mit PMA stimuliert aber nicht mit Antioxidantien vorinkubiert wurden (Med. mit PMA, bzw.

Lésungsmittelkontrolle mit PMA), vermindert.
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Einfluss von Flavonoiden auf intra- und extrazellulare ROS

Zunéchst wurden die Flavonoide Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrinydrat beziglich
ihrer Wirkung auf die intra-und extrazellularen ROS PMA-stimulierter neutrophiler
Granulozyten untersucht. Die Antioxidantien Epicatechin und Rutintrinydrat hemmten
konzentrationsabhangig stark die gebildeten ROS (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einfluss der Antioxidantien Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihydrat auf
die intra- und extrazellulare ROS-Bildung neutrophiler Granulozyten

Je Ansatz wurden 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidantien bei
37 °C inkubiert. Nach Zugabe von Luminol wurden die neutrophilen Granulozyten zur Induzierung
der ROS-Bildung mit 20 nM PMA stimuliert und die Kinetik der ROS-Bildung tber 1 h bei 37 °C
gemessen. Die ROS-Bildung der neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit (a) Epicatechin,
Catechinhydrat und (c) Rutintrihydrat, wurde durch Berechnung der Flache unter der Kurve (area
under the curve, AUC) ermittelt und anhand eines Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne
PMA (Medium, Med.) repréasentiert unbehandelte, nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die
Daten wurden auf die stimulierten neutrophilen Granulozyten ohne Antioxidans (Med. mit PMA)
normalisiert. Es wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen von 5 (Epicatechin,
Rutintrinydrat) beziehungsweise 7 (Catechinhydrat) unabhangigen Experimenten dargestelit.
***:p< 0,001, **:p< 0,01, *:p<0,05, verglichen zur schwarz markierten Sdule (PMA-stimulierte
Probe ohne Antioxidans in Medium mit DMSO (DMSO) als Lésungsmittelkontrolle).

Eine signifikante Hemmung der ROS wurden bei neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit
16 puM und 100 uM Epicatechin oder 25-150 uM Rutintrihydrat, detektiert (Abbildung 24).

Dies deutet darauf hin, dass diese Antioxidantien MPO-spezifische ROS abfangen koénnen.
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Mit Catechinhydrat inkubierte stimulierte neutrophile Granulozyten zeigten keinen
signifikanten hemmenden Effekt auf ROS (Abbildung 24 a).

Bildung intra- und extrazellularer ROS neutrophiler Granulozyten, inkubiert mit
Vitaminen als Antioxidantien

Die Vitamine Ascorbinsdaure (Vitamin C) und Tocopherol (Vitamin E) wurden hinsichtlich
ihrer Effekte auf die Bildung von intra- und extrazelluldrer ROS in stimulierten neutrophilen
Granulozyten  untersucht.  Ascorbinsaure  wirkte als starker Radikalfanger der
MPO-spezifischen ROS und hemmte konzentrationsabhéngig die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (Abbildung 25 a).
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Abbildung 25: Intra- und extrazellulare ROS-Bildung neutrophiler Granulozyten, inkubiert mit
den Antioxidantien Ascorbinsaure oder Tocopherol

Je Ansatz wurden 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidantien bei
37 °C inkubiert. Nach anschlieendem Zusatz von Luminol wurden die neutrophilen Granulozyten zur
Induzierung der ROS-Bildung mit 20 nM PMA stimuliert. Die Messung der Kinetik der gebildeten
ROS erfolgte ber 1 h bei 37 °C. Die ROS-Bildung der neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit
() Ascorbinséure und (b) Tocopherol, wurde durch Berechnung der Flache unter der Kurve (area
under the curve, AUC) ermittelt und anhand eines Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne
PMA (Medium, Med.) repréasentiert unbehandelte, nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die
Daten wurden auf die stimulierten neutrophilen Granulozyten ohne Antioxidans (Med. mit PMA)
normalisiert. Es wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen wvon 5 unabhéngigen
Experimenten dargestellt. **:p< 0,01, *p:<0,05, verglichen zur schwarz markierten Saule
(PMA-stimulierte Probe ohne Antioxidans in Medium (Med.) beziehungsweise Medium mit Ethanol
(EtOH) als Losungsmittelkontrolle).

Die Luminol-amplifizierte Chemilumineszenz wurde mit 0,2 mM und 2 mM Ascorbinsdure
signifikant gegenlber der von stimulierten neutrophilen Granulozyten in  Medium
(Medium, Med., mit PMA) gehemmt (Abbildung 25 a). Das Vitamin E Tocopherol hatte
keinen Einfluss auf die ROS in stimulierten neutrophilen Granulozyten (Abbildung 25 b).
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Einfluss pharmakologisch wirksamer antioxidativer Substanzen auf die intra- und
extrazellulare ROS-Bildung neutrophiler Granulozyten

Neben den Flavonoiden und Vitaminen wurden noch weitere pharmakologisch relevante,
antioxidative Substanzen bezlglich ihrer Wirkung auf die Produktion von intra- und

extrazelluldaren ROS in stimulierten neutrophilen Granulozyten untersucht.
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Abbildung 26: Intra- und extrazellulare ROS-Bildung neutrophiler Granulozyten, inkubiert mit
verschiedenen Antioxidantien

Je Ansatz wurden 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidantien bei
37 °C inkubiert. Nach anschlieBender Farbung mit Luminol wurden die neutrophilen Granulozyten mit
20nM PMA stimuliert und die Kinetik der ROS-Bildung iber 1h bei 37 °C gemessen. Die
ROS-Bildung der neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit (a) Melatonin, Acetylsalicylsdure (ASS)
und (b) N-Acetyl-L-cystein (NAC), Harnstoff und 5-Aminosalicylsaure (5-ASA), wurde durch
Berechnung der Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) ermittelt und anhand eines
Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne PMA (Medium, Med.) représentiert unbehandelte,
nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die Daten wurden auf die stimulierten neutrophilen
Granulozyten ohne Antioxidans (Med. mit PMA) normalisiert. Es wurden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen von 3 (NAC), 6 (Harnstoff) und 5 (5-ASA) unabhdngigen Experimenten
dargestellt. *:p< 0,001, verglichen zur schwarz markierten Sé&ule (PMA-stimulierte Probe ohne
Antioxidans in Medium (Med.) bzw. Medium mit Ethanol (EtOH) oder DMSO (DMSO) als
Ldsungsmittelkontrolle).

Hierfir wurden neutrophile Granulozyten mit Melatonin, Acetylsalicylsdure (ASS),

N-Acetylcystein (NAC), Harnstoff und 5-Aminosalicylsdure (5-ASA) vorinkubiert und nach

anschlieBender Stimulation die gebildeten ROS mittels der Luminol-Methode analysiert. Der
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entziindungshemmende Arzneistoff 5-ASA wirkte konzentrationsabhéngig antioxidativ und
zeigte eine signifikante Hemmung (0,25 mM, 0,5 mM) der Luminol-Chemilumineszenz
verglichen zur Mediumkontrolle (Med. mit PMA) (Abbildung 26 b). NAC zeigte die Tendenz
einer konzentrationsabhéngigen Inhibierung der ROS, die jedoch nicht signifikant war
(Abbildung 26 b). Melatonin, ASS und Harnstoff hatten keinen signifikanten Effekt auf die
ROS-Bildung stimulierter neutrophiler Granulozyten (Abbildung 26).

Einfluss von Antioxidantien auf extrazellulare ROS neutrophiler Granulozyten

Als weitere Methode wurde die Lucigenin-amplifizierte Chemilumineszenz-Methode
angewendet, um den Effekt der Antioxidantien auf extrazellulare ROS zu bestimmen. Es
wurden je Ansatz 200 pl 0,4x10° neutrophile Granulozyten, inkubiert mit den
Antioxidantien, mit Lucigenin versetzt und die Bildung von ROS durch 20 nM PMA
induziert. Bei dieser Methode werden vor allem O,* detektiert, welche Lucigenin oxidieren
[79, 81, 99]. Die Reaktionsenergie wird in Form von Licht als Chemilumineszenz freisetzt
und gemessen. Die Hemmung der ROS wird sichtbar durch eine geringere Intensitat der
Lucigenin-Chemilumineszenz stimulierter neutrophiler Granulozyten, vorinkubiert mit
Antioxidantien, gegeniiber stimulierten neutrophilen Granulozyten ohne Antioxidans
(Medium, Med. mit PMA, bzw. Lésungsmittelkontrolle mit PMA).

Einfluss von Flavonoiden auf extrazellulare ROS

Es wurden die Flavonoide Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihydrat bezuglich ihrer
Wirkung auf die Bildung von ROS in stimulierten neutrophilen Granulozyten untersucht. Wie
bereits in der Luminol-Methode detektiert (Abbildung 24), hemmten die Antioxidantien
Epicatechin und Rutintrihydrat signifikant und konzentrationsabhéngig die extrazellul&ren
ROS (Abbildung 27). Die beiden Flavonoide hemmen daher nicht nur die Produktion von
MPO-spezifischen ROS wie OCI’, HO', sondern auch O,*. Im Gegensatz zu den Ergebnissen
der Luminol-Methode (Abbildung 24 a) wies auch Catechinhydrat einen inhibitorischen
Effekt in der hochsten getesteten Konzentration von 100 uM auf (Abbildung 27 a).
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Abbildung 27: Detektion extrazellularer ROS neutrophiler Granulozyten, inkubiert mit den
Antioxidantien Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihydrat

Je Ansatz wurden 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidantien bei
37 °C inkubiert. Nach anschlieBender Zugabe von Lucigenin wurden die neutrophilen Granulozyten
zur Induzierung der ROS-Bildung mit 20 nM PMA stimuliert. Die Kinetik der gebildeten,
extrazellularen O,* wurde Uber 1 h bei 37 °C gemessen. Die detektierten extrazellularen O,° der
neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit (a) Epicatechin, Catechinhydrat und (b) Rutintrihydrat,
wurden durch Berechnung der Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) ermittelt und
anhand eines Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne PMA (Medium, Med.) représentiert
unbehandelte, nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die Daten wurden auf die stimulierten
neutrophilen Granulozyten ohne Antioxidans (Med. mit PMA) normalisiert. Es wurden die
Mittelwerte mit Standardabweichungen von 5 (Epicatechin), 6 (Rutintrihydrat) beziehungsweise 7
(Catechinhydrat) unabhdngigen Experimenten dargestellt. ***:p< 0,001, **:p< 0,01, **:p<0,05,
verglichen zur schwarz markierten Saule (PMA-stimulierte Probe ohne Antioxidans in Medium mit
DMSO (DMSO) als Lésungsmittelkontrolle).

Detektion extrazellularer ROS von mit Vitaminen als Antioxidantien inkubierten
neutrophiler Granulozyten

Ascorbinsdure hemmte signifikant die extrazellular vorliegenden ROS (2 mM,
Abbildung 28 a), wahrend die Inkubation neutrophiler Granulozyten mit Tocopherol keinen
Einfluss auf die Produktion der ROS hatte (Abbildung 28 b). Diese Ergebnisse stimmten mit
denen der Luminol-Methode Uberein, womit eine signifikante Hemmung der ROS durch
Ascorbinsdure detektiert wurde, wahrend unter Inkubation mit Tocopherol kein Einfluss auf
die Bildung von MPO-spezifischen ROS festgestellt wurde (Abbildung 25).
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Abbildung 28: Detektion extrazellularer ROS neutrophiler Granulozyten, inkubiert mit den
Antioxidantien Ascorbinsdure oder Tocopherol

Je Ansatz wurden 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidantien bei
37 °C inkubiert. Nach anschlieBender Zugabe von Lucigenin wurden die neutrophilen Granulozyten
zur Induzierung der ROS-Bildung mit 20 nM PMA stimuliert. Die Messung der Kinetik der
gebildeten, extrazellularen O,* erfolgte tber 1 h bei 37 °C. Die detektierten extrazellularen O,* der
neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit (a) Ascorbinsdure und (b) Tocopherol, wurden durch
Berechnung der Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) ermittelt und anhand eines
Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne PMA (Medium, Med.) reprasentiert unbehandelte,
nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die Daten wurden auf die stimulierten neutrophilen
Granulozyten ohne Antioxidans (Med. mit PMA) normalisiert. Es wurden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen von 5 unabhéngigen Experimenten dargestellt. *:p< 0,001, verglichen zur
schwarz markierten Sdule (PMA-stimulierte Probe ohne Antioxidans in Medium (Med.)
beziehungsweise Medium mit Ethanol (EtOH) als Losungsmittelkontrolle).

Einfluss pharmakologisch antioxidativer Substanzen auf extrazellulare ROS in
neutrophilen Granulozyten

Weiterhin wurde die Wirkung der pharmakologischen Substanzen Melatonin, ASS, NAC,
Harnstoff und 5-ASA auf die extrazellular vorliegende ROS stimulierter neutrophiler
Granulozyten anhand der Lucigenin-Methode betrachtet. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der Luminol-Methode (Abbildung 26 b) hemmte 5-ASA die ROS signifikant und
konzentrationsabhangig (Abbildung 29 b). AuRerdem inhibierte NAC die Oxidation von
Lucigenin  durch O,* signifikant (5mM, 10mM) und konzentrationsabhéngig
(Abbildung 29 b). Im Gegensatz zu den mit der Luminol-Methode erhaltenen Ergebnissen
hemmte das Hormon und Antioxidans Melatonin konzentrationsabhangig und signifikant
(50 uM - 2000 uM) die extrazellularen ROS, detektiert durch die Lucigenin-Methode
(Abbildung 29 a). Kein inhibitorischer Effekt wurde auf die extrazellularen ROS nach
Inkubation neutrophiler Granulozyten mit ASS und Harnstoff detektiert (Abbildung 29). Dies

stimmt mit den in der Luminol-Methode erhaltenen Ergebnissen uberein (Abbildung 26).
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Abbildung 29: Detektion extrazellularer ROS neutrophiler Granulozyten, inkubiert mit
verschiedenen Antioxidantien

Je Ansatz wurden 0,4 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidantien bei
37 °C inkubiert. Nach anschlieBender Zugabe von Lucigenin erfolgte die Stimulation der neutrophilen
Granulozyten zur Induzierung der ROS-Bildung mit 20 nM PMA. Die Kinetik der gebildeten,
extrazellularen O,* wurde Uber 1 h bei 37 °C gemessen. Die detektierten extrazellularen O,* der
neutrophilen Granulozyten, inkubiert mit (a) Melatonin, Acetylsalicylsaure (ASS) und (b)
N-Acetyl-L-cystein (NAC), Harnstoff und 5-Aminosalicylséure (5-ASA), wurden durch Berechnung
der Fl&che unter der Kurve (area under the curve, AUC) ermittelt und anhand eines
Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne PMA (Medium, Med.) reprasentiert unbehandelte,
nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die Daten wurden auf die unbehandelten, stimulierten
neutrophilen Granulozyten (Med. mit PMA) normalisiert. Es wurden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen von 3 (NAC), 5 (Melatonin, ASS, 5-ASA), 6 (Harnstoff) unabhédngigen
Experimenten dargestellt. **:p< 0,001, *:p<0,05, verglichen zur schwarz markierten Séaule
(PMA-stimulierte Probe ohne Antioxidans in Medium (Med.) beziehungsweise Medium mit Ethanol
(EtOH) oder DMSO (DMSO) als Losungsmittelkontrolle).

5.2.3 Einfluss verschiedener Antioxidantien auf die Bildung von NETs

Da die Bildung von NETs ROS-abhangig ist [34, 36], wurde untersucht, ob Radikalféanger die
NET-Bildung hemmen. Die vorher beschriebenen ROS-Detektionsmethoden zeigten, dass
Epicatechin, Catechinhydrat, Rutintrihydrat, Ascorbinsdure, sowie Melatonin, NAC und
5-ASA ROS in Kulturen PMA-stimulierter neutrophiler Granulozyten reduziert. Zur
Untersuchung des Einflusses auf die NET-Bildung wurden nur die Konzentrationen an

Antioxidantien verwendet, welche intra- und/oder extrazelluldare ROS signifikant gehemmt
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haben. Der Einfluss auf die Bildung von NETs wurde bei Antioxidantien, welche keinen
Einfluss auf die Bildung von ROS hatten, mit der hdchsten getesteten Konzentration

untersucht.

Detektion der gebildeten NETs

Vor der Induzierung der NET-Bildung durch 20 nM PMA wurden je Ansatz 200 pl 0,2 x 10°
neutrophile Granulozyten mit den angegebenen Antioxidantien bei 37° C inkubiert. Nach
Zusatz von SYTOXgreen erfolgte anschlieend die Analyse der NETs durch Messung der
Fluoreszenz von DNA-gebundenem SYTOXgreen ber 5h. Alle getesteten Substanzen
induzierten allein keine Bildung von NETSs in nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten
(Daten nicht gezeigt). Aus den erhaltenen Kurven der ansteigenden Fluoreszenz von
SYTOXgreen wurde die Flache unter der Kurve (AUC) berechnet. Diese wurde flr jeden
Ansatz auf stimulierte neutrophile Granulozyten ohne Antioxidans normalisiert und mittels
Balkendiagramm dargestellt. Die Probe stimulierter neutrophiler Granulozyten in Medium
stellte den 100 % Wert dar. Zur Analyse der Unterschiede in der NET-Bildung dienten jeweils
die Ansédtze stimulierter neutrophiler Granulozyten in  Medium beziehungsweise

Losungsmittelkontrolle als Vergleichswerte (schwarze Balken).

Bildung von NETSs in Anwesenheit von Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihdrat
Die Inkubation neutrophiler Granulozyten mit Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihydrat
fuhrte zur signifikanten Reduktion der detektierten Fluoreszenz von SYTOXgreen und somit
der NET-Bildung (Abbildung 30). Dies steht mit der signifikanten Hemmung der
ROS-Bildung im Einklang (Abbildung 24, Abbildung 27).
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Abbildung 30: Bildung von NETs durch PMA stimulierte neutrophile Granulozyten,
vorinkubiert mit verschiedenen Flavonoiden

Es wurden je Ansatz 0,2 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidans
vorinkubiert und danach mit SYTOXgreen versetzt. Anschliefend wurde die NET-Bildung durch
Stimulation mit 20 nM PMA induziert und die fluoreszierte DNA uber 5 h bei 37 °C durch Detektion
des DNA-Farbstoffes SYTOXgreen gemessen. Die Bildung der NETs in Anwesenheit von den
Flavonoiden Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihydrat wurde durch Berechnung der Flache
unter der Kurve (area under the curve, AUC) ermittelt. Diese wurde anhand eines Balkendiagrammes
dargestellt. Die Kontrolle ohne PMA (Medium, Med.) reprasentiert unbehandelte, nicht stimulierte
neutrophile Granulozyten. Die Daten wurden auf die unbehandelten, stimulierten neutrophilen
Granulozyten (Med. mit PMA) normalisiert. Es wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen
von 6 (Epicatechin, Catechinhydrat) beziehungsweise 8 (Rutintrihydrat) unabhangigen Experimenten
dargestellt. ***:p< 0,001, **:p<0,01, **:p<0,05, verglichen zur schwarz markierten Sdule
(PMA-stimulierte  Probe ohne Antioxidans in Medium mit DMSO (DMSO) als
Losungsmittelkontrolle).

Einfluss von Ascorbinsdure und Tocopherol auf die Bildung von NETSs

Von den untersuchten antioxidativen Vitaminen Ascorbinsaure und Tocopherol hemmte die
hdchste Konzentration von Ascorbinsdure die Bildung der NETs, wahrend Tocopherol keinen
Effekt aufwies (Abbildung 31). Stimulierte neutrophile Granulozyten, welche mit
Ascorbinsdure inkubiert worden waren, bildeten weniger ROS als unbehandelte, stimulierte
neutrophile Granulozyten (Abbildung 25 a, Abbildung 28 a). Tocopherol hatte keinen
Einfluss auf die ROS-Bildung in aktivierten neutrophilen Granulozyten (Abbildung 25 b,
Abbildung 28 b). Erfolgte eine Hemmung der ROS-Bildung, wurde auch die NET-Bildung
inhibiert.
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Abbildung 31: Bildung von NETs durch PMA stimulierte neutrophile Granulozyten,
vorinkubiert mit Ascorbinsdure oder Tocopherol

Es wurden je Ansatz 0,2 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 ul mit oder ohne Antioxidans
vorinkubiert und danach mit SYTOXgreen versetzt. AnschlieBend wurde die NET-Bildung durch
Stimulation mit 20 nM PMA induziert und die fluoreszierende DNA durch SYTOXgreen uber 5 h bei
37 °C gemessen. Die Bildung der NETs in Anwesenheit von den Vitaminen Ascorbinsdure oder
Tocopherol wurde durch Berechnung der Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC)
ermittelt und anhand eines Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne PMA (Medium, Med.)
représentiert unbehandelte, nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die Daten wurden auf die
stimulierten neutrophilen Granulozyten ohne Antioxidans (Med. mit PMA) normalisiert. Es wurden
die Mittelwerte mit Standardabweichungen von 5 unabhdngigen Experimenten dargestellt. *:p< 0,01
verglichen zur schwarz markierten Sdaule (PMA-stimulierte Probe ohne Antioxidans in Medium
(Medium) mit DMSO (DMSO) beziehungsweise Ethanol (EtOH) als Lésungsmittelkontrolle).

Antioxidative, pharmakologische Substanzen und deren Effekt auf die NET-Bildung
Neutrophile Granulozyten, welche mit NAC und 5-ASA vorinkubiert wurden, reduzierten
signifikant die NET-Bildung (Abbildung 32 b). Im Gegensatz zur hemmenden Wirkung von
Melatonin auf extrazellulare ROS (Abbildung 29 a) war keine inhibitorische Wirkung auf
NETs messbar (Abbildung 32 a). Harnstoff und ASS hatten keinen Einfluss auf die Bildung
der NETs (Abbildung 32 b). Dies ist Ubereinstimmend mit den erhaltenen Daten der
ROS-Detektionsmethoden. Sowohl in der Luminol-, als auch in der Lucigeninmethode hatten
Harnstoff und ASS keinen Einfluss auf die ROS-Bildung stimulierter neutrophiler
Granulozyten (Abbildung 26, Abbildung 29).
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Abbildung 32: Bildung von NETs durch PMA stimulierte neutrophile Granulozyten,
vorinkubiert mit verschiedenen Antioxidantien

Es wurden je Ansatz 0,2 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 pl mit oder ohne Antioxidans
vorinkubiert und danach mit SYTOXgreen versetzt. Anschliefend wurde die NET-Bildung durch
Stimulation mit 20 nM PMA induziert und die fluoreszierte DNA durch SYTOXgreen Uber 5 h bei
37 °C gemessen. Die Bildung der NETs in Anwesenheit von den pharmakologischen Substanzen a)
Melatonin, (b) N-acetyl-L-cystein (NAC), Harnstoff, Acetylsalicylsdure (ASS), 5-Aminosalicylsaure
(5-ASA) wurde durch Berechnung der Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) ermittelt.
Diese wurde anhand eines Balkendiagrammes dargestellt. Die Kontrolle ohne PMA (Medium, Med.)
représentiert unbehandelte, nicht stimulierte neutrophile Granulozyten. Die Daten wurden auf die
stimulierten neutrophilen Granulozyten ohne Antioxidans (Med. mit PMA) normalisiert. Es wurden
die Mittelwerte mit Standardabweichungen von 5 unabhangigen Experimenten dargestellt. *:p< 0,001,
verglichen zur schwarz markierten Sdule (PMA-stimulierte Probe ohne Antioxidans in Medium
(Medium) oder wenn nétig in Medium mit Ethanol (EtOH) oder DMSO (DMSO) als
Ldsungsmittelkontrolle).

Mikroskopische Betrachtung der NETs

Um die bei der SYTOXgreen-Methode erhaltenen Ergebnisse zu validieren, wurden
Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie (FM und REM) zur Analyse der NETs
durchgefuhrt. Die NET-Bildung unbehandelter oder mit Antioxidantien behandelter
neutrophiler Granulozyten (FM: 3x10°, REM: 1x10% wurde nach 3h (FM)
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beziehungsweise 3,5 h (REM) Stimulation mit PMA (20 nM) durch Fixieren gestoppt und

analysiert.

Zunéachst wurde die DNA mit SYTOXgreen und das mit NETs assoziierte Protein
Myeloperoxidase mit einem fluoreszenzmarkierten Antikdrper immunhistochemisch
angefarbt. Nach der Stimulation mit PMA wurden die neutrophilen Granulozyten aktiviert
und setzten NETs frei (Abbildung33). Die immunhistochemische Farbung flr
Myeloperoxidase und DNA bestatigte die typische Struktur der NETs. Es war das
DNA-Grundgeriist, assoziiert mit dem antimikrobiellen Protein  MPO, sichtbar
(Abbildung 33). Die NETs waren entweder als fadrige (Abbildung 33 a, groRer Pfeil und
Abbildung 33 b) oder wolkenahnliche Strukturen (Abbildung 33 a, kleiner Pfeil) zu erkennen.
Diese wolkenéhnlichen Strukturen hatten ein vielfach groReres Volumen als das der lebenden

Zellen, aus denen sie entstanden waren (Abbildung 33) [5, 25].

a)

-PMA

+ PMA

Abbildung 33: NET-Bildung nach PMA-Stimulation, visualisiert durch Fluoreszenz- und
Rasterelektronenmikroskopie

Es wurden je Ansatz 0,3 x 10° neutrophile Granulozyten in 300 pl mit oder ohne Antioxidans bei
37° C vorinkubiert und danach die NET-Bildung durch Stimulation mit PMA induziert. In der oberen
Reihe sind nicht stimulierte neutrophile Granulozyten abgebildet, in der unteren Reihe stimulierte
neutrophile Granulozyten, welche NETSs bilden. a) Es wurde die DNA mit SYTOXgreen (grtin) und
die Myeloperoxidase (MPO, rot) durch einen fluoreszenzmarkierten Antikérper angefarbt. Dargestellt
sind die jeweiligen Einzelfarbungen sowie deren Uberlagerung. Die NET-Freisetzung wurde nach 3 h
PMA-Stimulation (10nM) durch Fixieren gestoppt und die Prdparate anschliefend
immunhistochemisch gefarbt. Die Pfeile markieren die typische féadrige (grofRer Pfeil) oder
wolkenéhnliche (kleiner Pfeil) Strukturen der NETSs. Die Pfeilspitze verdeutlicht die Durchmischung
von Chromatin und zelluldren Komponenten. Die MaRstabskala entspricht 10 um. Die dargestellten
Fluoreszenzbilder entsprechen alle der gleichen Grole und Aufldsung.
b) Rasterelektronenmikroskopische Analyse der NET-Bildung, induziert durch PMA (20 nM) und
fixiert nach 3,5h. Die dargestellten REM-Aufnahmen sind gleich gro und der Malstabsbalken
entspricht 5 pm.
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Neutrophile Granulozyten, welche in die NETose gehen, unterscheiden sich stark von
lebenden oder apoptotischen neutrophilen Granulozyten. Typisch ist die Durchmischung der
zellularen Komponenten wie Nukleus und Granula. Dies konnte auch in der durchgefiihrten
immunhistochemischen Féarbung gezeigt werden (Abbildung 33 a, Pfeilspitze). Die nicht
stimulierten neutrophilen Granulozyten, welche nicht in die NETose gingen, zeigten eine
klare Trennung zwischen Nukleus und Chromatin sowie Granula und Myeloperoxidase
(Abbildung 33 a).

Die durchgefiihrte fluoreszenzmikroskopische Analyse zur Untersuchung des Einflusses der
Flavonoide Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihnydrat zeigten einen Kklaren
inhibitorischen Effekt auf die NET-Bildung, verglichen zu den stimulierten neutrophilen
Granulozyten, welche nicht mit den Flavonoiden behandelt wurden (DMSO,
Losungsmittelkontrolle) (Abbildung 34 a). Es waren weniger und zarte NETs sowie mehr
intakte neutrophile Granulozyten in den PMA stimulierten neutrophilen Granulozyten
sichtbar, welche mit Epicatechin, Catechinhydrat und Rutintrihydrat inkubiert worden waren.
Die dazugehdrige Probe der Losungsmittelkontrolle (DMSQO) wies breitflachige, kompakte
NETs auf (Abbildung 34a). Die verwendeten Antioxidantien 5-ASA, NAC und
Ascorbinsdure bestatigten einen starken hemmenden Effekt auf die NET-Bildung
(Abbildung 34 b). Verglichen zur Kontrolle der stimulierten neutrophilen Granulozyten
(Medium mit PMA) wurden fast keine NETs durch mit 5-ASA, NAC oder Ascorbinsaure
inkubierte und stimulierte neutrophile Granulozyten freigesetzt (Abbildung 34 b). Des
Weiteren blieben die mit diesen Antioxidantien behandelten stimulierten neutrophilen
Granulozyten intakt (Abbildung 34 b). Die parallel dazu angefertigten REM-Bilder stimmten
mit denen der fluoreszenzmikroskopischen Analyse (berein (Abbildung 34). Die
Antioxidantien, welche keinen signifikanten Einfluss auf die quantifizierte NET-Bildung
hatten, zeigten auch in den durchgefiihrten FM- und REM-Analysen keinen Effekt auf die
NET-Bildung (Daten nicht gezeigt).
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Medium 5-Aminosalicylsdure N-Acetylcystein Ascorbinséure

Abbildung 34: Bildung von NETs in PMA stimulierten neutrophilen Granulozyten, inkubiert
mit verschiedenen Antioxidantien

Die Bildung der NETs wurde durch Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie (FM und REM)
visualisiert. Die isolierten neutrophilen Granulozyten (FM: 0,3 x 10%/300 pl, REM: 1 x 10%/1000 pl)
wurden mit oder ohne Antioxidans bei 37° C vorinkubiert. Die DNA wurde durch SYTOXgreen zur
FM-Analyse versetzt. Die Induzierung von NETs erfolgte anschlieBend durch Zugabe von PMA
(10nM FM, 20nM REM). Die Proben wurden nach 3h (FM) und 3,5h (REM) fixiert. Die
MaRstabsbalken entsprechen 5 pm (REM) beziehungsweise 10 um (FM). Alle Bilder wurden
innerhalb der durchgefiihrten Technik (REM oder FM) in der gleichen Auflésung und GroRe
dargestellt. a) NET-Bildung von 0,1 mM Epicatechin, 0,1 mM Catechinhydrat und 0,075 mM
Rutintrihydrat. Neutrophile Granulozyten, stimuliert mit PMA und koinkubiert mit DMSO als
Ldsungsmittelkontrolle (DMSQO) dienten als Vergleichskontrolle. b) Bildung von NETs stimulierter
neutrophiler Granulozyten in Anwesenheit von 0,5 mM 5-Aminosalicylsaure, 10 mM N-acetylcystein
und 2 mM Ascorbinsédure. Mit PMA stimulierte neutrophile Granulozyten (Medium) dienten als
Vergleichskontrolle.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Antioxidantien wie (-)-Epicatechin und
(+)-Catechinhydrat, Rutintrihydrat, Ascorbinséure, N-acetyl-L-cystein und
5-Aminosalicylsdure die ROS-abhéngige NET-Bildung in neutrophilen Granulozyten

hemmen. Mit der Ausnahme von Melatonin hemmten alle Antioxidantien, welche signifikant
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die ROS in neutrophilen Granulozyten inhibierten, auch die NET-Bildung. Dieser hemmende

Effekt auf NETs wurde hier erstmals fur die meisten Antioxidantien gezeigt.

5.3 Einfluss von Hypoxie und hypoxiedhnlichen Bedingungen auf die

Funktionen neutrophiler Granulozyten

Wahrend gesundes Gewebe einen Sauerstoffgehalt von 2,5-9 % aufweist, herrscht in
Wunden und am Ort einer Entziindung eine deutlich geringere Sauerstoffkonzentration
(1% 0Oy [101]. In Zellkulturexperimenten wird Hypoxie bei Vorliegen einer
Sauerstoffkonzentration von <3 % O, definiert und der atmospharische Sauerstoffgehalt
(21 % O,) beziehungsweise der im Brutschrank herrschende Sauerstoffgehalt (20 %) als
Normoxie bezeichnet [70]. Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe wiesen auf eine erhohte
ROS- und NET-Bildung der neutrophilen Granulozyten unter Hypoxie (2 % Oy) im Vergleich
zur Normoxie im Brutschrank (20 % O,) hin [102]. Um zu kl&ren, inwieweit Hypoxie die
Bildung von ROS und NETSs beeinflusst, wurden parallel Versuche unter 2 % O, (Hypoxie)
und 20 % O, (Normoxie) durchgefiihrt. Zusatzlich wurden Experimente bei 20 % O,, in

Anwesenheit von DMOG, welches hypoxische Bedingungen nachahmt, ausgefihrt.

5.3.1 Einfluss von Hypoxie auf die Funktionen neutrophiler Granulozyten

Nachweis hypoxischer Bedingungen durch Stabilisierung von HIF-1a,

In den folgenden Studien wurden neutrophilen Granulozyten (5x 10%ml) in der
Hypoxie-Kammer bei 2 % O, 5% CO,, 37 °C unter Hypoxie inkubiert. Die Detektion des
Transkriptionsfaktors Hypoxie-induzierbarer Faktor (HIF)-1a mittels Western Blot beweist
das Vorhandensein hypoxischer Bedingungen. HIF-1o. wird unter Hypoxie in Zellen
stabilisiert, wo er maBgeblich zur zellularen Anpassung an den Sauerstoffstress
beitragt [70, 101]. Um sicher zu stellen, dass die Zellen sich an die Hypoxie adaptiert haben
und tatséchlich hypoxische Bedingungen wahrend des Experimentes vorherrschten, wurde ein
Western Blot zur Detektion des stabilisierten HIF-1a etabliert und durchgefiihrt.

Als Positivkontrolle fir HIF-1a wurden Lysate von HEp-2-Zellen hergestellt. Dazu wurden
0,25 x 10° HEp-2-Zellen fir 2h bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen (2% O,,
20 % O,) oder in Anwesenheit von DMOG (0,5 mM, 1 h Vorinkubation) zur Nachahmung
hypoxiedhnlicher Bedingungen inkubiert. Anschlielend wurden die Ansétze fir 4 h mit
20 nM PMA stimuliert und danach lysiert. Es wurden nicht stimulierte und mit PMA (20 nM)

stimulierte Ansétze verwendet (Abbildung 35). Die Detektion von HIF-1a erfolgte mittels
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SDS-PAGE und Western Blot-Analyse des mit spezifischen Antikdrpern markierten Proteins.
Bei der anschlielend durchgefiihrten Detektion von B-Aktin wurde sichergestellt, dass die
Menge an aufgetragenem Protein zwischen den Proben vergleichbar war (Abbildung 35).

Alle bei 2% O, oder mit DMOG inkubierten und anschlielend lysierten Ansétze der
HEp-2-Zellen wiesen ein Signal fir HIF-1o auf. In den Ansédtzen mit HEp-2-Zellen, welche
bei 20 % O, inkubiert wurden, konnte hingegen erwartungsgeméal kein Signal fur HIF-1a
detektiert werden. Die starksten Banden des Proteins wurden hierbei durch Inkubation der
HEp-2-Zellen mit DMOG erhalten (Abbildung 35).

HIF-1a WN

B-Aktin VN s TR —— B i V‘Al

HEp-2-Zellen (Postivkontrolle)

Abbildung 35: Detektion von HIF-1a in lysierten HEp-2-Zellen mittels Western Blot

Nach 2 h Inkubation von 0,25 x 10° HEp-2-Zellen bei einem O,-Gehalt von 2% , 20 % O, oder
20 % O, mit DMOG-Vorinkubation (0,5 mM, 60 min), erfolgte die Stimulation mit 20 nM PMA fiir
4 h. Danach erfolgte die Lyse der Ansatze und die Durchfiihrung des Western Blots. Der Nachweis
von B-Aktin wurde als Kontrolle des gleichmaRigen Proteingehaltes zwischen den aufgetragenen
Proben durchgefihrt.

Als Positivkontrolle fur alle folgenden Western Blot-Analysen zum Nachweis der
Stabilisierung von HIF-1a in neutrophilen Granulozyten wurden Lysate nicht stimulierter,
unter 2 % O, inkubierter HEp-2-Zellen, verwendet. Fir die Detektion von HIF-1a in
neutrophilen  Granulozyten mittels Western-Blot wurden alle Ansdtze vor der
Versuchsdurchfihrung fur 2h bei 2% O, bzw. 20 % O, inkubiert. Danach wurden die
neutrophilen Granulozyten je nach Versuchsansatz fir 4 h mit bzw. ohne PMA bei 2% O,
bzw. 20 % O, inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Lyse der nicht stimulierten und flr 4 h mit
PMA stimulierten neutrophilen Granulozyten. Um einen maoglichen Einfluss von ROS auf die
Stabilisierung von HIF-1a zu untersuchen, wurden neutrophile Granulozyten (5 x 10%/ml) vor
der Induzierung der ROS-Bildung durch PMA (20 nM) mit DPI unter 2 % O, inkubiert. DPI
hemmt die NADPH-Oxidase und die Atmungskette der Mitochondrien, wodurch auch die
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durch PMA induzierte ROS-Produktion neutrophiler Granulozyten inhibiert wird. Die
Proteine der gewonnen Zelllysate wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und nach dem
anschlieenden Blotting das HIF-1a-Protein detektiert.

Erstmals wurde in dieser Arbeitsgruppe ein Signal fir HIF-1a von nicht stimulierten
neutrophilen Granulozyten, kultiviert unter 2 % O,, detektiert (Abbildung 36). Des Weiteren
wurde die Stabilisierung des Proteins von PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten
sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie nachgewiesen. In einem Pilotversuch wurden
bei einer Stimulation mit 100 ng/ml LPS ahnliche Ergebnisse erzielt (Daten nicht gezeigt). In
Makrophagen wurde bereits die Induzierung des Proteins HIF-1a unter Normoxie durch LPS
beschrieben [103]. Das Signal unter Hypoxie (2 % O,) kultivierter neutrophiler Granulozyten
fir HIF-1a mit PMA-Stimulation war deutlich stérker als die Bande der mit DPI inkubierten
PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten in Anwesenheit von 2 % O, (Abbildung 36,
obere Reihe). Die als Negativkontrolle mitgefiuhrten unter Normoxie (20 % O,) kultivierten
nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten wiesen erwartungsgemall keine Bande fur
HIF-1a auf (Abbildung 36).
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HIF-1a
B -Aktin

-PMA +PMA
Abbildung 36: Nachweis von HIF-1a in Lysaten neutrophiler Granulozyten mittels Western Blot

Nach 2 h Inkubation von 5 x 10%ml neutrophilen Granulozyten bei einem O,-Gehalt von 2 % bzw.
20 % O, und je nach Ansatz Vorinkubation mit DPI (20 uM, 30 min) erfolgte die Stimulation mit
20 nM PMA fiir 4 h. Danach erfolgte die Lyse der Ansatze und die Durchfiihrung des Western Blots.
Lysate nicht stimulierter und unter Hypoxie inkubierter HEp-2-Zellen dienten als Positivkontrolle fir
das HIF-1a-Signal. Der Nachweis von B-Aktin wurde als Kontrolle des gleichmaRigen Proteingehaltes
zwischen den aufgetragenen Proben durchgefiihrt.

Die Ergebnisse deuten auf eine ROS-abhéngige Stabilisierung von HIF-1a hin. Die Proben
nicht stimulierter neutrophiler Granulozyten, welche mit DPI vorinkubiert wurden, wiesen

unter Hypoxie (Abbildung 36) keine Stabilisierung von HIF-1a auf. Die Banden des zur
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Beladungskontrolle markierten B-Aktins belegen, dass die Proben gleichméRig aufgetragen
wurden. Die B-Aktin-Bande der aufgetragenen, unter Hypoxie gewonenen HEp-2-Zellysate,
war aufgrund der verwendeten geringeren Zellzahl (0,25 x 10°%) im Vergleich zu den Lysaten

der neutrophilen Granulozyten (5 x 10°) diinner (siehe Abbildung 36, untere Reihe).

Detektion intrazelluldarer ROS unter Hypoxie (2 % O»)

Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ist ein wichtiger Abwehrmechanismus
neutrophiler Granulozyten gegenuber Pathogenen. Der Einfluss von niedriger (2 %) und
hoher (20 %) Sauerstoffkonzentration auf diesen wichtigen Effektormechanismus der
neutrophilen Granulozyten wurde daher untersucht. Hierfiir wurde die DHR 123-Methode zur
Detektion intrazellulirer ROS angewendet. Die neutrophilen Granulozyten (5 x 10%/ml)
wurden 2 h bei 2% O, bzw. 20 % O, inkubiert. Bei Kostimulation mit LPS und fMLP
wurden die Ansatze zundchst 1 h mit LPS (125 ng/ml) im Brutschrank vorinkubiert.
AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit fMLP (1 uM). Alle anderen Proben wurden mit
PMA (20 nM, 20 uM) zur Induzierung der ROS-Produktion versetzt. Die intrazellulare
ROS-Bildung wurde nach 5min bzw. 30 min analysiert. Als Kontrolle wurden nicht

stimulierte neutrophile Granulozyten mitgefihrt.

Die in der DHR 123-Methode gemessene Fluoreszenzintensitat ist proportional der Menge an
gebildeten intrazellularen ROS in den stimulierten neutrophilen Granulozyten. Eine
Rechtsverschiebung der Fluoreszenzkurven hin zu hdoheren Intensitdten des gebildeten
Rhodamins 123 bedeutet eine starkere Bildung von ROS. In Abbildung 37 a, b sind die
Histogramme der Fluoreszenzen eines Experimentes beispielhaft dargestellt. Hierbei wurden
jeweils die Kurven der verschiedenen Stimuli unter 20 % und 2 % O, nach 5 min und 30 min
aufgetragen. Das errechnete geometrische Mittel (GeoMean) wurde als Mittelwert von
3 unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung in Balkendiagrammen aufgetragen
(Abbildung 37 c, d). Nach 5 min Stimulation in Anwesenheit von 2 % O, mit 20 uM PMA
war die ROS-Bildung gegenuber der 20 % igen O,-Konzentration stark und signifikant erhéht
(Abbildung 37 a, c¢). Jedoch kehrte sich dieser Effekt nach 30 min Stimulation deutlich um.
Hier war die Bildung der ROS unter Normoxie hoher und signifikant starker als unter
Hypoxie (20 uM PMA, Abbildung 37 b, d). Die Proben unter fMLP und LPS-Kostimulation
wiesen &hnliche, aber nicht signifikante Tendenzen zwischen den verschiedenen
0,-Konzentrationen in der ROS-Bildung nach 5 min und 30 min auf (Abbildung 37 c, d). Mit
20 nM PMA stimulierte neutrophile Granulozyten wiesen keine detektierbare ROS-Bildung
verglichen zu den nicht stimulierten Ansétzen auf (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Produktion intrazelluldrer ROS unter verschiedenen O,-Konzentrationen

Nach 2 h Inkubation von 0,5 x 10° neutrophilen Granulozyten in 100 pl je Ansatz bei einem Gehalt
von 2% bzw. 20 % O, und Stimulation wurde die intrazellulare ROS-Produktion anhand der
DHR 123-Methode analysiert. Die Zellen wurden mit fMLP + LPS (1 uM + 125 ng/ml) oder PMA
(20nM, 20 uM) zur Bildung von ROS fir 5 min bzw. 30 min angeregt. (a, b) Beispielhafte
Darstellung der Uberlagerten Histogramme der Fluoreszenzintensitaten von Rhodamin 123 (FL1) als
Mag fir die Bildung von ROS nach 5 und 30 min Stimulation von einem Experiment in Anwesenheit
von 2% O, (hellgrau; gestrichelte Linien) und 20 % O, (dunkelgrau; durchgezogene Linien). Es
wurden die Fluoreszenzintensitdten neutrophiler Granulozyten stimuliert mit fMLP + LPS
(1 M + 125 ng/ml, grin) bzw. mit PMA (20 pM, rot) sowie als Kontrolle die nicht stimulierte Probe
(grau, ausgefullt) dargestellt. (c, d) Auswertung der intrazelluldren ROS-Produktion nach 5 und
30 min. Es wurden die geometrischen Mittelwerte (GeoMean) und die Standardabweichungen von
3 unabhéngigen Experimenten dargestellt. ***: p< 0,001, **: p<0,01, *: p< 0,05.
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Einfluss unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen auf die Bildung von NETs

Es wurde eine erhdhte ROS-Produktion nach 5 min und eine gehemmte ROS-Produktion nach
30 min Stimulation unter 2 % O, gegeniiber 20 % O, detektiert. Der Einfluss verschiedener
Sauerstoffkonzentrationen auf die ROS-abhéngige NET-Bildung bis 150 min wurde daher als
néchstes untersucht. Hierfir wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten, eingestellt auf eine
Konzentration von 1x10%ml, zur Adaption fiir 2h unter Hypoxie bzw. Normoxie
vorinkubiert. Durch anschlieBende Zugabe von PMA (20 nM) wurde die NET-Bildung
induziert. Nach dem Abstoppen der Reaktion (30,60 und 150 min) erfolgte die
Quantifizierung der gebildeten NET-DNA. Die im Experiment isolierte genomische DNA der

neutrophilen Granulozyten wurde hierfir als 100 % Wert angenommen.

Nach 150 min bei 2 % O,-wurde die Bildung von NETs im Vergleich zu 20 % O signifikant
gehemmt. Wahrend nach 150 min die NET-Bildung bei 20 % O, bereits ~ 28 % betrug, lag
sie bei 2% O, bei 7% (Abbildung 38 a). Nach 150 min bei 2 % O, wurde keine erhohte
NET-Bildung verglichen mit den nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten unter 2 % O,
(3 %) gemessen. Es wurde nach 30 min, 60 min und 90 min Induzierung von NETSs durch
PMA keine signifikante NET-Bildung sowohl unter 2 % O, als auch bei 20 % O, detektiert
(Abbildung 38 a). Die mikroskopischen Analysen deuten ebenfalls auf die Hemmung der
NET-Bildung unter 2 % O,, verglichen zu 20 % O,, hin (Daten nicht gezeigt). Eine
Induzierung von NETSs von nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten konnte bei 2 % O,

nicht nachgewiesen werden (Abbildung 38 a).

Zuséatzlich wurden neben PMA auch Pilotversuche mit Glucoseoxidase (5 mU/ml) und
Staphylococcus aureus (RN 4220, 5 Mio/ml) als weitere Stimuli zur Induzierung von NETSs
durchgefuhrt (Abbildung 39). Auch hier schien die NET-Bildung, induziert durch
Glucoseoxidase, bei 2 % O, im Vergleich zu 20 % O, gehemmt zu werden (Abbildung 39 a).
Bei der Induzierung von NETs nach Stimulation mit Staphylococcus aureus konnte jedoch
unter 2 % O, eine tendentiell erhdhte NET-Bildung, verglichen zu den nicht stimulierten
Ansatzen nach 210 min, detektiert werden (Abbildung 39 b). Es wurde beschrieben, dass nach
Stimulation mit Staphylococcus aureus innerhalb der ersten zwei Stunden ROS unabhéngig
NETs gebildet werden [26]. Da in dieser Arbeit die ROS-abhéngige NET-Bildung im
Vordergrund stand, wurde die Staphylococcus aureus induzierte NET-Bildung neutrophiler
Granulozyten nicht n&her untersucht. Die Daten dieser Arbeit deuten allerdings darauf hin,
dass Hypoxie die ROS-abhéngige Bildung von NETSs inhibiert.
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Abbildung 38: Einfluss von Hypoxie (2 % O,) auf die NET-Bildung

(a) Je Ansatz wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 500 pl 2 h unter 2 % O, bzw. 20 % O,
vorinkubiert und anschlieBend zur Induzierung von NETs mit PMA (20 nM) fir 30 - 150 min
stimuliert. Die gebildete  NET-DNA wurde prozentual zur parallel gewonnenen gesamten
genomischen DNA errechnet. Es wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen von
7 unabhangigen Experimenten dargestellt. ***: p< 0,001. (b) Zur Visualisierung der NETs wurden
0,2 x 10° neutrophile Granulozyten (1 x 10%ml) mit SYTOXgreen (200 nM) angefarbt und
anschliefend mit PMA (10 nM) stimuliert. Die Ansatze wurden tber 10 h bei 37 °C, 5 % CO, und
20 % bzw. 2 % O, inkubiert. Uber diesen Zeitraum wurde alle 10 min ein Bild im Durchlicht- und
Fluoreszenzkanal aufgenommen. Die Uberlagerungen des Durchlichtbildes mit dem Fluoreszenzbild
nach 150 min bei 20% O, beziehungsweise 2% O, wurden dargestellt. Der MaRstabsbalken
entspricht 10 um. Beide Bilder entsprechen gleicher GroRe und Auflésung.

In den durchgefiihrten Experimenten zur Rolle von Hypoxie auf die NET-Bildung konnten
aus technischen Griinden nur Endpunktzeitmessungen durchgefiihrt werden. Da die Bildung
von NETs je nach Spender unterschiedlich schnell verlauft wiirde eine Zeitkinetik zur
Detektion der NET-Bildung unter Hypoxie klarere Ergebnisse liefern. Um einen Hinweis zur
Rolle von Hypoxie auf die NET-Bildung (ber einen langeren Zeitraum zu erhalten, wurden
uber 4 h alle 30 min ein Durchlicht- und Fluoreszenzbild mit dem BZ9000E-Mikroskop von
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stimulierten (10 nM PMA) und mit dem DNA-Farbstoff SYTOXgreen (200 nM) versetzten
neutrophilen Granulozyten (1 x 10%ml) erstellt. Der Versuch wurde an einem Tag unter
Hypoxie und am darauffolgenden Tag unter Normoxie durchgefuhrt. Hierfir wurden die vom
gleichen Spender isolierten neutrophilen Granulozyten in einer speziellen Inkubatorkammer
des Mikroskopes wahrend des Experimentes inkubiert. Diese wurde je nach Experiment auf
2 % O, bzw. 20 % O, und 5 % CO,, 37 °C eingestellt. Als Kontrolle dienten nicht stimulierte
neutrophile Granulozyten. Die Ubereinandergelegten Durchlicht- und Fluoreszenzbilder nach
150 min Inkubation von stimulierten neutrophilen Granulozyten sind in Abbildung 38 b
dargestellt und zeigen eine verringerte NET-Bildung in Anwesenheit von 2 % O, verglichen
zur Probe unter 20 % O,. Dies stimmt mit den vorherigen Daten (berein und bestatigt, dass

Hypoxie die Bildung von NETSs inhibiert.
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Abbildung 39: Einfluss von Hypoxie (2% O,) auf die NET-Bildung, induziert durch
Glucoseoxidase und Staphylococcus aureus

Je Ansatz wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 500 pl 2 h unter 2% O, bzw. 20% O,
vorinkubiert und anschlieend zur Induzierung von NETs mit a) Glucoseoxidase (GOD, 5 mU/ml)
oder b) Staphylococcus aureus (S. aureus, RN 4220, 5 Mio/ml) fiir 90 - 210 min stimuliert. Die
gebildete NET-DNA wurde prozentual zur parallel gewonnenen gesamten genomischen DNA
errechnet. Es wurden die Mittelwerte mit Standardabweichungen von 3 (GOD) beziehungsweise
2 (S. aureus) unabhdangigen Pilotversuchen dargestelit.

5.3.2 Nachahmung hypoxischer Bedingungen durch DMOG und dessen Einfluss auf
die Funktionen neutrophiler Granulozyten

In den in dieser Arbeit vorgestellten Studien bewirkt Hypoxie (2 % O;) in PMA stimulierten

neutrophilen Granulozyten eine Hemmung der Produktion von ROS und der Bildung von

NETs. Die in Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe gemessene Induzierung von NETs durch
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Hypoxie steht im Gegensatz zu den hier detektierten Ergebnissen. Daher wurde eine weitere
Studie mittels DMOG durchgefuhrt, um die Rolle von Hypoxie beziehungsweise HIF-1a auf
NETs zu untersuchen. DMOG stabilisiert HIF-1a. unter Normoxie (20 % O2) und bewirkt

daher hypoxiedhnliche Bedingungen fir die Zellen.

Einfluss von DMOG auf die Apoptose und Zellvitalitdt neutrophiler Granulozyten

Um einen schadlichen Einfluss von DMOG auf die neutrophilen Granulozyten (5 x 10%/ml)
auszuschlieen, wurden die Apoptose- und Nekroseraten in Anwesenheit von DMOG
bestimmt. Hierfiir wurden die neutrophilen Granulozyten mit DMOG (0,5 mM, 1 mM) fiir 4 h
in NET-Medium inkubiert. Um den Effekt von PMA (20 nM) in Kombination mit DMOG zu
untersuchen, wurde ein Teil der Proben 3 h mit PMA stimuliert. DMOG beeinflusst weder die
Apoptose noch die Nekrose neutrophiler Granulozyten verglichen zu unbehandelten Zellen.
Nach 4 h Inkubation der neutrophilen Granulozyten mit DMOG wurden keine erhohten
Apoptose- und Nekroseraten gegentber den Zellen, die in Medium allein oder mit DMSO als
Losungsmittelkontrolle inkubiert wurden, festgestellt (DMOG: ~ 10 % Apoptose, 2 %
Nekrose, Medium und DMSO: ~ 13 % Apoptose, 2 % Nekrose; Abbildung 40 a). Wurden die
neutrophilen Granulozyten wéhrenddessen zusatzlich fir 3 h mit PMA stimuliert, erhdhte sich
der Anteil nekrotischer neutrophiler Granulozyten gegentber den nicht stimulierten Ansatzen
(Abbildung 40). Des Weiteren wurde bei 1 mM DMOG-Inkubation in Kombination mit
Stimulation durch PMA eine erhdhte Nekroserate von 1 mM DMOG im Vergleich zur
0,5 mM DMOG-Konzentration (0,5 mM: 5%, 1 mM: 10 %) gemessen. Die Nekroserate der
stimulierten neutrophilen Granulozyten inkubiert mit 1 mM DMOG (10 %) war gegenuber
unbehandelten Kontrolle stimulierter neutrophiler Granulozyten (Medium: 4 %) ebenfalls
erhdht (Abbildung 40 b). Daher wurde fiir die weiteren Versuche die Konzentration von
0,5 mM DMOG gewahlt, welches die Apoptose und Nekrose sowohl nicht stimulierter als

auch stimulierter neutrophiler Granulozyten nicht beeinflusst.
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Abbildung 40: Bestimmung der Apoptose-, Nekrose- und Uberlebensrate in neutrophilen
Granulozyten unter Einfluss von DMOG

Je Ansatz wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten in 100 pl 4 h mit DMOG (0,5 mM, 1 mM) bei
37 °C inkubiert. Durch anschlieBende Farbung apoptotischer Zellen mit Annexin V-FITC und
nekrotischer Zellen mit Propidiumiodid wurde der Anteil lebender, apoptotischer und nekrotischer
Zellen bestimmt. Als Kontrollen dienten Zellen ohne DMOG (Medium) und mit DMSO
(Losungsmittelkontrolle). a) Anteil lebender, apoptotischer und nekrotischer Zellen nach 4h
Inkubation mit DMOG (n = 3) und b) gleichzeitiger Stimulation mit PMA fiir 3 h (n = 2). Es wurden
die Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt.

Stabilisierung von HIF-10 durch DMOG

Zunachst wurde verifiziert, dass nach 1 stiindiger Inkubation der neutrophilen Granulozyten
mit DMOG der Transkriptionsfaktor HIF-1a stabilisiert vorliegt. Dies belegt das
Vorhandensein hypoxiedhnlicher Bedingungen. Um das Signal fir HIF-1a nachzuweisen,
wurde ein Western Blot durchgefiihrt. Dafiir wurden die fir 1 h mit DMOG (0,5 mM) oder
Medium (Kontrolle) vorinkubierten neutrophilen Granulozyten (5 x 10%/ml) fiir 3 h stimuliert
(20 nM PMA) und anschlielend lysiert. Als Kontrolle wurden nicht stimulierte, mit DMOG
inkubierte neutrophile Granulozyten mitgefiihrt. Die Detektion der Bande von HIF-1a und der

Beladungskontrolle B-Aktin mittels Western Blot erfolgte wie bereits unter 5.3.1 beschrieben.

Es wurden Banden fir HIF-1o in allen mit DMOG behandelten Ansitzen sowie in der
Positivkontrolle lysierter HEp-2-Zellen detektiert. Zusétzlich wurde auch ein Signal fir
stimulierte neutrophile Granulozyten detektiert (Abbildung 41). Die gleichmé&Rigen Banden
des Proteins p-Aktin deuten auf eine einheitlich aufgetragene Menge an Zelllysaten hin. Die
Lysate der HEp-2-Zellen wiesen aufgrund der geringeren Zellzahl im Ansatz im Vergleich zu

den neutrophilen Granulozyten eine diinnere Bande auf (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Nachweis von HIF-1a in Lysaten von mit DMOG inkubierten neutrophilen
Granulozyten mittels Western Blot

Je Ansatz wurden 5 x 10° neutrophile Granulozyten in 1 ml mit bzw. ohne 0,5 mM DMOG bei
20 % O, fir 1 h inkubiert und anschlieend mit 20 nM PMA 3 h stimuliert. Danach erfolgte die Lyse
der Ansétze und die Durchfuhrung des Western Blots. Ein Zelllysat von nicht stimulierten unter
Hypoxie inkubierten HEp-2-Zellen (0,25 x 10°) diente als Positivkontrolle. Der gleichmaRige
Probenauftrag wurde mit der Detektion von B-Aktin Uberprift.

Detektion intrazellularer ROS in Anwesenheit von DMOG

Einfluss verschiedener Zellkulturmedien auf intrazellulare ROS, detektiert mit
DHR 123

Da sich das NET-Medium vom bisher in der DHR 123-Methode verwendeten CL-Medium
durch das zugesetzte humane Serumalbumin und HEPES unterscheidet (siehe Abschnitt 5.1),
wurde in einem Vorversuch getestet, ob das NET-Medium fir die DHR 123-Methode
geeignet ist. Aus dem in Abbildung 42 dargestellten Vorversuch ergeben sich keine
Unterschiede beziiglich der Detektion der intrazellulér gebildeten ROS. Daher wurde fir die
folgenden Experimente dieser Arbeit das NET-Medium in der DHR 123-Methode verwendet.
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Abbildung 42: Vergleich der intrazellularen ROS-Produktion zwischen NET- und CL-Medium

Durchflusszytometrische Bestimmung der intrazellularen Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
neutrophiler Granulozyten, detektiert durch die DHR 123-Methode. Die frisch isolierten neutrophilen
Granulozyten (5 x 10°/ml) wurden fiir 3 h bei 37°C im Brutschrank in NET- bzw. CL-Medium
inkubiert. Nach 2 h Inkubation erfolgte die Vorstimulation mit 125 ng/ml LPS. Anschlielend wurden
die Zellen mit DHR 123 gefarbt und mit fMLP (1 pM) bzw. PMA (20 nM, 20 uM) fur 5 min
stimuliert. Es wurden die Werte des geometrischen Mittelwertes (GeoMean) der gemessenen
Fluoreszenzintensitaten von Rhodamin 123 eines Vorversuches im Balkendiagramm dargestellt.

Intrazelluldare ROS-Bildung von DMOG-behandelten neutrophilen Granulozyten

Um die bereits in der Hypoxie-Studie erhaltenen Ergebnisse zu validieren, wurde die
DHR 123-Methode zur Messung der gebildeten ROS von neutrophilen Granulozyten
(5 x 10%ml) unter 20 % O,, inkubiert mit und ohne DMOG, nach 5min und 30 min,
gemessen. Die Bildung der ROS wurde durch die Stimulation mit LPS und fMLP (1 pM und
125 ng/ml) oder PMA (20 nM) induziert.

Im Gegensatz zu den unter Hypoxie gewonnenen Ergebnissen ergab sich unabhangig vom
Stimulus in Anwesenheit von DMOG nach 5 min kein Unterschied in der Produktion von
ROS zwischen den mit und ohne DMOG-inkubierten neutrophilen Granulozyten. Auch nach
30 min Stimulation wurde kein signifikanter Einfluss von DMOG auf die Produktion der ROS
festgestellt (Abbildung 43). Nach 30 min Stimulation zeigte DMOG bei einzelnen Spendern
eine tendenzielle Hemmung der ROS-Bildung, was die repréasentative Grafik in
Abbildung 43 b bestatigt.
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Abbildung 43: Intrazellulare ROS-Produktion von neutrophilen Granulozyten unter
Nachahmung hypoxischer Bedingungen durch DMOG

Nach 1 h Inkubation von 0,5 x 10° neutrophilen Granulozyten in 100 pl bei einem Gehalt von 20 % O,
mit oder ohne DMOG und Stimulation wurde die intrazellulare ROS-Produktion anhand der
DHR 123-Methode analysiert. DMOG diente zur Nachahmung hypoxieahnlicher Bedingungen durch
Stabilisierung von HIF-1a. Die Zellen wurden mit fMLP + LPS (1 uM + 125 ng/ml) oder PMA
(20 nM, 20 puM) zur Bildung von ROS fiir 5 min bzw. 30 min angeregt. (a,b) Beispielhafte Darstellung
der Uberlagerten Histogramme der Fluoreszenzintensitaten von Rhodamin 123 als Mal fir die Bildung
von ROS nach 5und 30 min Stimulation von einem Experiment in Anwesenheit von DMOG
(hellgrau; gestrichelte Linien) oder Medium (dunkelgrau, durchgezogene Linien). Es wurden die
Uberlagerungen mit PMA (rot) und fMLP + LPS (griin) stimulierter sowie nicht stimulierter
neutrophiler Granulozyten (grau, ausgefillt) aufgetragen. (c,d) Auswertung der intrazelluldren
ROS-Produktion nach 5 min und 30 min. Es wurden die geometrischen Mittelwerte (GeoMean) und
die Standardabweichungen von 5 unabhé&ngigen Experimenten dargestellt.

89



Ergebnisse

Einfluss von DMOG auf die Bildung von NETs

In der durchgefuhrten DHR 123-Methode zur Detektion intrazellularer ROS wurde kein
Unterschied in der Bildung von ROS zwischen mit Medium oder DMOG behandelten
stimulierten neutrophilen Granulozyten gemessen. Um zu klaren, ob DMOG dennoch einen
Einfluss auf die Bildung von NETs hat, wurde die NET-Bildung mittels SYTOXgreen
quantifiziert. Hierfur wurden 0,2 x 10° neutrophile Granulozyten (1 x 10%ml) mit DMOG
(0,5 mM) flir 1 h bei 37° C zur Anpassung der Zellen an die durch DMOG eingestellten

hypoxiedhnlichen Bedingungen inkubiert.
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Abbildung 44: Einfluss von DMOG auf die NET-Bildung

(@) Je Ansatz wurden 0,2 x 10° neutrophile Granulozyten in 200 ul mit Medium oder DMOG
(0,5 mM) fiir 1 h bei 37° C vorinkubiert, mit SYTOXgreen (5 uM) versetzt und zur Induzierung von
NETs mit PMA (20 nM) fiir 30 min - 150 min stimuliert. Die gebildete NET-DNA wurde prozentual
zur parallel gewonnenen gesamten genomischen DNA errechnet. Es wurden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen von 3 unabhdngigen Experimenten dargestellt. (b) NET-Bildung nach
150 min PMA-Stimulation in unbehandelten (Medium) oder mit DMOG behandelten (DMOG)
neutrophilen Granulozyten. Zur Visualisierung der NETs wurden 0,5 x 10° neutrophile Granulozyten
(1 x 10%ml) mit Medium oder DMOG (0,5mM) fir 1h im Brutschrank vorinkubiert. Nach
anschlieender Stimulation der Ansétze fir 150 min mit PMA (20 nM), wurde die Reaktion durch
Fixieren abgestoppt und mit SYTOXgreen zur mikroskopischen Analyse versetzt. Der
MalRstabsbalken entspricht 10 um. Nicht stimulierte neutrophile Granulozyten dienten als Kontrolle.
Alle Bilder wurden in der gleichen GroRe und Auflésung dargestellt.

Als  Kontrollen wurden Ansdtze mit Medium beziehungsweise DMSO als
Lésungsmittelkontrolle fur DMOG durchgefiihrt.  Nach anschlieBender Zugabe wvon
SYTOXgreen zu den Ansatzen wurde die NET-Bildung durch 20 nM PMA induziert. Zur
spateren Quantifizierung der NETs wurde die genomische DNA entsprechend der Zellzahl der
Ansitze (0,2 x 10° neutrophile Granulozyten) isoliert und durch Detektion der Fluoreszenz
mit SYTOXgreen ermittelt. Die erhaltenen Werte fir SYTOXgreen nach 30, 60, 90 und
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150 min wurden zur genomischen DNA ins Verhaltnis gesetzt und die prozentuale
NET-Bildung zum jeweiligen Zeitpunkt errechnet. Nach 150 min wurden je nach Spender
zwischen 12 - 20 % NETs gebildet (Abbildung 44 a). Zwischen den mit Medium, DMOG
oder DMSO behandelten stimulierten neutrophilen Granulozyten war kein Unterschied in der
Bildung von NETs sichtbar (Abbildung44a). Zur Validierung der mit der
SYTOXgreen-Methode quantifizierten NET-Bildung erfolgte parallel eine
fluoreszenzmikroskopische Analyse der NETs. Hierfir wurden 0,5x 10° neutrophile
Granulozyten, eingestellt auf eine Konzentration von 1 x 10%ml, nach einstiindiger
Vorinkubation mit DMOG (0,5 mM) oder Medium mit 20 nM PMA zur Induzierung von
NETs stimuliert. Nach 150 min PMA-Stimulation wurde die Bildung der NETs durch
Fixieren abgestoppt und nach anschlieBender Farbung der DNA mit SYTOXgreen
fluoreszenzmikroskopisch betrachtet. Die nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten
wiesen keine NETs nach 150 min auf, wahrend in den mit PMA behandelten Ansatzen eine
deutliche NET-Bildung sichtbar war (Abbildung 44 b). Visuell waren jedoch keine
Unterschiede zwischen den mit DMOG oder Medium behandelten stimulierten neutrophilen
Granulozyten sichtbar (Abbildung 44 b).

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigten, dass HIF-1a in nicht stimulierten neutrophilen
Granulozyten sowohl unter 2 % O, (Hypoxie) als auch unter Inkubation mit DMOG bei
20 % O, (Normoxie) stabilisiert wird. AulRerdem wurde eine Stabilisierung von HIF-1a in
stimulierten neutrophilen Granulozyten auch unter 20 % O, gezeigt. Weiterhin fiihrten 2 % O,
zur Hemmung von ROS und NETSs in PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten. DMOG
fuhrt durch Hemmung der Prolylhydroxylasen zur Stabilisierung von HIF-1a. Unter
Inkubation PMA-stimulierter neutrophiler Granulozyten mit DMOG unter 20 % O, wurde im
Gegensatz zur Inkubation unter 2 % O, keine Inhibierung der ROS und NETSs beobachtet.
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6 Diskussion

6.1 Hemmung von ROS und NETSs durch Inhibitoren

Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in neutrophilen Granulozyten erfolgt hauptséchlich
durch die enzymatischen Reaktionen der Enzyme NADPH-Oxidase und MPO [19, 104].
Weiterhin werden ROS unter anderem in der Elektonentransportkette der Mitochondrien
(Atmungskette) gebildet. Es ist bekannt, dass biologische (z. B. LPS) und synthetische
(z. B.PMA) Stimuli zur ROS-abhangigen NET-Bildung fihren [5]. Die molekularen
Mechanismen, insbesondere die Rolle der wahrscheinlich als Botenstoffe fungierenden ROS,

sind bisher noch weitgehend unverstanden.

In der vorliegenden Studie wurde systematisch und umfassend die Beteiligung verschiedener
ROS und ROS-bildender Signalwege an der PMA-induzierten NET-Bildung neutrophiler
Granulozyten untersucht. Dazu wurden spezifische Inhibitoren der ROS-bildenden Enzyme
und der Elektronentransportkette der Mitochondrien verwendet (Abbildung2). Die
Superoxidanionbildende NADPH-Oxidase wurde durch DPI gehemmt. DPI wirkt auch
hemmend auf den Komplex | der mitochondrialen Atmungskette. Die Mitochondrien bilden
wahrend der ablaufenden Prozesse der Atmungskette Superoxidanionadikale. Die
Elektronentransportkette der Mitochondrien wurde durch die Entkopplungsreagenzien
Dinitrophenol und FCCP und durch Hemmung von Komplex | der mitochondrialen
Atmungskette von Rotenon gestort. Die Superoxiddismutase katalysiert die auch spontan
ablaufende Dismutation der Superodianionradikale zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff.
Aroclor und DETC wurden zur Hemmung der SOD eingesetzt. Das Enzym Myeloperoxidase
nutzt Wasserstoffperoxid zur Bildung hypohalogener ROS, z. B. hypochlorige Saure.

Aminopyrin und Dipyron wurden zur Inhibierung dieses Prozesses verwendet.

Die in dieser Studie eingesetzten Inhibitoren induzierten weder die Apoptose noch erhdhten
sie die Nekrose in neutrophilen Granulozyten. Dies wurde anhand der Doppelfarbung mit
Annexin V-FITC und Propidiumiodid mittels anschlieRender durchflusszytometrischer

Analyse der neutrophilen Granulozyten festgestellt.
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6.1.1 Intra- und/ oder extrazellulare ROS werden durch Inhibitoren signifikant
gehemmt

Zunachst wurden alle Inhibitoren dieser Studie bezuglich ihrer Effektivitat, die ROS-Bildung

stimulierter neutrophiler Granulozyten zu hemmen, getestet. Zur Detektion der ROS wurden

die DHR 123-, Luminol- und Lucigenin-Methode verwendet.

Das nicht fluoreszierende DHR 123 wird durch Wasserstoffperoxid (H,O;) zum
fluoreszierenden Derivat Rhodamin 123 oxidiert [87]. Diese Reaktion wird durch Enzyme mit
Peroxidaseaktivitat, wie der MPO, katalysiert. Aufgrund der spontanen oder durch die SOD
katalysierten Dismutation von Superoxidanionradikalen (0,*) zu H,O, und O, kann die

DHR 123-Methode auch zur Detektion von O,* herangezogen werden [87].

DPI hemmte als Inhibitor der Superoxidanionradikalbildenden NADPH-Oxidase und
Hemmstoff von Komplex | der mitochondrialen Atmungskette stark und signifikant die
intrazellulare ROS-Bildung. Die Oxidation von DHR 123 durch MPO-spezifische ROS
(z. B. OCI') wurde anhand der verwendeten Inhibitoren der MPO (Aminopyrin und Dipyron)
verhindert. Trotz der einfach und schnell durchzufiihrenden DHR 123-Methode ist diese
Technik nicht sehr sensitiv [88]. So zeigten die Inhibitoren der SOD (Aroclor und DETC)
sowie der mitochondrialen Atmungskette (Rotenon, Dinitrophenol und FCCP) keinen Effekt
auf die PMA-induzierte ROS-Bildung in neutrophilen Granulozyten. AuRBerdem waren hohe
PMA-Konzentrationen (4 uM) notwendig, um einen ausreichend hohen und damit
detektierbaren oxidativen burst zu erzeugen. Deswegen wurden zwei weitere, sensitivere
Techniken, die Luminol- und die Lucigenin-Methode, zur Detektion von ROS in stimulierten
neutrophilen Granulozyten durchgefuhrt.

Die Luminol-Methode zur Messung intra- und extrazelluldrer ROS beruht auf der Oxidation
von Luminol durch H,0,, Hydroxylradikale (HO") und MPO-spezifischen ROS, wie
OCI" [99, 100]. In der Lucigenin-Methode oxidieren extrazellulare ROS (vor allem O,*)
Lucigenin. Das dabei freigesetzte Licht wird als Chemilumineszenz detektiert [79, 81].
Ubereinstimmend mit den in der DHR 123-Methode gewonnenen Ergebnissen wurde eine
signifikante Hemmung der Oxidation von Luminol und Lucigenin in Anwesenheit des
NADPH-Oxidase-Inhibitors DPI detektiert. In beiden Methoden verhinderte DP1 komplett die
Bildung von intra- und extrazellularen ROS. Die Inhibitoren der MPO, Dipyron und
Aminopyrin, reduzierten die MPO-induzierte Oxidation von Luminol und DHR 123
signifikant, zeigten jedoch keinen Effekt in der Lucigenin-Methode. Hieraus lasst sich

schlussfolgern, dass Dipyron und Aminopyrin zwar inhibitorisch auf die MPO wirken, jedoch

93



Diskussion

keinen Einfluss auf die NADPH-Oxidase ausiiben. Das eisenhaltige, native Enzym MPO
bildet durch Reaktion mit Wasserstoffperoxid Komplex | der MPO. Dieser wird durch
Reaktion mit Chloridionen unter Bildung von hypochloriger Saure wieder zum nativen
Enzym regeneriert [105]. Aminopyrin hemmt diesen Peroxidasezyklus durch Reaktion mit
Komplex | der MPO zu Komplex Il der MPO. Komplex Il der MPO ist fur die
Chlorierungsaktivitat inaktiv, sodass die Bildung hypohalogener S&uren, wie z.B.
hypochorige Sédure, unterbunden wird [20]. AuBerdem konnen Dipyron und Aminopyrin
Hydroxylradikale und MPO-generierte hypochlorige Séaure abfangen [19]. Die Studie von
Costa et al. bestétigt die Hemmung der PMA-induzierten ROS-Bildung durch Dipyron und
Aminopyrin. In dieser Studie wurde, dhnlich wie in der vorliegenden Arbeit, die Hemmung
der Oxidation von Luminol durch Hydroxylradikale und MPO-generierte hypochlorige S&ure
gemessen. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen wurde kein Einfluss der MPO-Inhibitoren
auf die Lucigenin-Methode detektiert [19].

Die Entkopplungreagenzien der mitochondrialen Atmungskette FCCP und Dinitrophenol
fihrten zur starken Inhibierung der ROS-Produktion, detektiert durch die Luminol- und
Lucigenin-Methode. Die fehlende nachweisbare Hemmung der Inhibitoren mit der
DHR 123-Methode lasst sich durch die geringere Sensitivitat erklaren [88]. Fur die hier
verwendeten Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette (Dinitrophenol und FCCP) wurde
bereits eine Hemmung der ROS-Produktion in PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten
gezeigt [106, 107]. Die durch FCCP vermittelte Reduktion der ROS wird durch die Storung
und Entkopplung des Membranpotentials der Mitochondrien ausgel6st [106].
Entkopplungsreagenzien bauen das Membranpotential der Mitochondrien ab. Das
Membranpotential der Mitochondrien bildet sich als Folge der ablaufenden
Elektronentransportketten wahrend der Atmungskette aus. Dinitrophenol wird als schwache
Sdure im Membranzwischenraum an der inneren Mitochondrienmembran aufgrund des durch
den Protonengradienten vorliegenden erhéhten pH Wertes protoniert. Danach gelangt
Dinitophenol entlang des Protonengradienten in die Matrix und wird dort wegen des
vorliegenden niedrigeren pH Wertes wieder deprotoniert. Die bei der Deprotonierung frei
werdenden Elektronen fiihren dazu, dass Entkopplungsreagenzien die Ubertragung der
Elektronen erhohen. Der aufgebaute Protonengradient wird zerstért. Um den Gradienten
wieder aufzubauen, laufen die Schritte der Atmungskette in den Komplexen I bis IV der
Mitochondrien schneller ab. Dies hat einen verstarkten Stoffwechsel, Sauerstoffverbrauch und
reduzierte ROS-Bildung zur Folge [14, 16].
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Rotenon hemmt Komplex I der mitochondrialen Atmungskette. Zum Einfluss von Rotenon
auf die Bildung von ROS gibt es kontroverse Daten. Zum einen fiihrte Rotenon zur erhéhten
ROS-Bildung in isolierten neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark von ménnlichen
C57BL/6 Mausen und isolierten Mitochondrien von HL-60-Zellen [84, 85]. Zum anderen
wurde die Hemmung der PMA-induzierten ROS-Produktion in humanen neutrophilen
Granulozyten durch Rotenon beschrieben. Die Detektion der ROS erfolgte dort mit der
Cytochtrom C-Methode [107]. In der durchgefiihrten Studie dieser Arbeit zeigte Rotenon in
keiner der drei durchgefihrten ROS-Detektionsmethoden (DHR 123-, Luminol- und
Lucigenin-Methode) einen Einfluss auf die ROS. Die Verwendung humaner neutrophiler
Granulozyten anstelle von neutrophilen Granulozyten aus dem Knochenmark der Maus oder
isolierten Mitochondrien aus HL-60-Zellen zur Analyse des Effektes von Rotenon auf die
ROS-Bildung koénnte ursachlich fur die verschiedenen Ergebnisse sein. Des Weiteren wurde
eine  andere  ROS-Detektionsmethode  (Cytochrom C-Methode) sowie niedrigere
Konzentrationen an Rotenon und PMA als in dieser Arbeit verwendet. Zusammenfassend
konnte gezeigt werden, dass die mitochondrialen Entkopplungsreagenzien FCCP und
Dinitrophenol zur starken Inhibierung intra- und extrazellularer ROS in aktivierten
neutrophilen Granulozyten flhrten, wahrend die Hemmung von Komplex | der

mitochondrialen Atmungskette durch Rotenon keinen Einfluss auf die Bildung der ROS hatte.

Unter Nutzung der Luminol-Methode wurde fir den SOD-Inhibitor Aroclor eine signifikante
Reduzierung intra- und extrazellularer ROS detektiert, wéhrend der SOD-Inhibitor DETC
keinen nachweisbaren Effekt zeigte. Dies stimmt mit den in der Literatur berichteten Daten
Uberein, in denen bei Inkubation humaner neutrophiler Granulozyten mit Aroclor die
PMA-induzierte ROS-Freisetzung durch Hemmung der SOD verschlechtert wird [17].
Aroclor und DETC hatten keinen Einfluss auf die extrazelluldr vorliegenden ROS. Die
fehlende hemmende Wirkung von DETC kann durch Unterschiede im Versuchsaufbau, wie
z.B. der Stimulation mit PMA anstelle von fMLP, begriindet sein [108]. Auch der nicht
detektierbare Einfluss von Aroclor auf die extrazellularen ROS kann durch die
unterschiedliche Stimulation verursacht worden sein. Aullerdem wurde in dieser Studie die
Cytochrom C-Methode anstelle der hier verwendeten Lucigenin-Methode zur Detektion

extrazelluldrer ROS verwendet [109].
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6.1.2 NADPH-Oxidase- und MPO-gebildete ROS sind fur die Bildung von NETSs
erforderlich, wahrend mitochondriale und SOD gebildete ROS keine Rolle in der
Bildung von NETS spielen

In den durchgefiihrten Methoden zur Detektion von ROS wurde in Anwesenheit von DPI,

Dinitrophenol, FCCP, Aroclor und Dipyron, Aminopyrin ein hemmender Effekt auf die

ROS-Bildung stimulierter neutrophiler Granulozyten nachgewiesen. Der Einfluss dieser

Inhibitoren auf die Freisetzung von ROS-induzierten NETs in PMA-stimulierten neutrophilen

Granulozyten wurde daher untersucht.

Die Inhibierung der NADPH-Oxidase durch DPI verhinderte die NET-Bildung nahezu
komplett. Da DPI auch die Atmungskette der Mitochondrien hemmen kann [13], kdnnte
dieser hemmende Effekt sowohl auf die Hemmung der mitochondrialen-, als auch der
NADPH-Oxidase-produzierten ROS zuriickzufuhren sein. Um zu klaren, welche der beiden
maoglichen Ziele durch DPI wirklich fur die Hemmung der NETs verantwortlich sind, wurden
weitere Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette eingesetzt. Diese Studie diente
gleichzeitig zur Klarung der bisher unbeantworteten Frage, ob mitochondriale ROS die
Bildung der NETSs beeinflussen. Als Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette wurden
Dinitrophenol und FCCP eingesetzt. Beide storen die ROS-Bildung in Mitochondrien, indem
sie die Phosphorylierung der mitochondrialen Atmungskette entkoppeln [106, 110]. Obwohl
die Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette Dinitrophenol und FCCP die ROS-Bildung
signifikant gehemmt haben, wurde kein hemmender Effekt der Inhibitoren auf die Bildung
von NETSs beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die in den Mitochondrien gebildeten ROS
wie O,* und H,0; [14, 111] keine wesentliche Rolle in der ROS-induzierten NET-Bildung
spielen. Weiterhin deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der hemmende Effekt von DPI auf
die NETs durch den Effekt von DPI auf die NADPH-Oxidase zuruickzufiihren ist. Es gibt
kontroverse Daten zur Rolle von ROS in der Bildung von NETSs [26, 29, 112]. Wahrend fiir
die meisten biologischen und synthetischen Stimuli eine ROS-abhéngige NET-Bildung
beschrieben wurde [3, 29, 30], werden nach Stimulation mit Staphylococcus aureus innerhalb
der ersten zwei Stunden ROS unabhdngig NETs gebildet [26]. In der vorliegenden Arbeit
wurde PMA als artifizieller Stimulus zur Induzierung von NETs verwendet. Die in dieser
Arbeit gezeigte ROS-abhéngige Bildung von NETs durch PMA bestétigen bereits bekannte
Daten aus der Literatur [3, 29, 30, 112]. Die Hemmung der NETs durch Blockade der
NADPH-Oxidase mit DPI stimmt mit den Ergebnissen der Literatur Gberein [29, 33, 34].
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Es wurde bereits beschrieben, dass die MPO bei der PMA-induzierten Bildung von NETS eine
wesentliche Rolle spielt [30, 112, 113]. Welche Rolle die durch das Enzym Myeloperoxidase
gebildeten ROS hierbei spielen, wurde durch die Inhibitoren Dipyron und Aminopyrin néher
untersucht. Dipyron und Aminopyrin verhinderten die MPO-induzierte Oxidation von
DHR 123 und Luminol, hemmten jedoch nicht die von Superoxidanionen vermittelte
Oxidation von Lucigenin. Diese Ergebnisse stimmen mit der Literatur tberein [19] und
zeigen, dass Dipyron und Aminopyrin die MPO-spezifischen ROS beeinflussen. Aullerdem
deuten die Daten darauf hin, dass Aminopyrin und Dipyron keine Radikalfangereigenschaften
gegen Superoxidanionen besitzen und keine hemmende Wirkung auf die NADPH-Oxidase
ausliben. Dipyron und Aminopyrin hemmten signifikant die NET-Bildung. Diese Ergebnisse
liefern den experimentellen Beweis, dass die enzymatische Aktivitat der MPO und die
gebildeten ROS des Enzyms fir die Bildung von NETSs erforderlich sind. Die von der MPO
gebildete hypochlorige Sdure scheint hierbei eine wesentliche Rolle in der Bildung von NETSs
zu spielen. Andere Studien bestéatigten die Regulation der NET-Freisetzung durch
hypochlorige Sdure [34, 35]. Das Salz der hypochlorigen S&ure, Hypochlorit (OCI’), reagiert
zusammen mit H,O, unter Bildung von Singulett Sauerstoff (*O.). Singulett Sauerstoff wurde
neben H,0O, als essentielle ROS fur die NET-Bildung beschrieben [34, 36]. Die in der
vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse zur Rolle der MPO in NETS bestatigt die wichtige
Rolle der MPO in der NET-Bildung. Neutrophile Granulozyten von Patienten mit chronischer
granulomatoser Erkrankung bilden keine NETs [29]. Die neutrophilen Granulozyten dieser
Patienten besitzen Mutationen in der NADPH-Oxidase, wodurch keine ROS-Bildung mdglich
ist [31]. Unter Inkubation der neutrophilen Granulozyten dieser Patienten mit der
MPO-gebildeten hypochlorigen Séure bildeten sich jedoch NETs [29]. Die Bildung von
NADPH-Oxidase unabhéngigen NETs durch MPO-spezifische ROS kdnnte ein neuer

Therapieansatz fur Patienten mit chronisch granulomattser Erkrankung sein.

Als Inhibitor der SOD wurde Aroclor, ein Mix aus polychlorinierten Biphenylen, verwendet.
Wahrend Aroclor H,0,, HO® und MPO-spezifische ROS deutlich verminderte, hatte es keinen
Einfluss auf die extrazelluldr vorliegenden Superoxidanionradikale. Die Anwesenheit von
Aroclor in Kultur mit stimulierten neutrophilen Granulozyten hatte keinen Effekt auf die
ROS-induzierte Bildung von NETSs. Die SOD ist fur die Bildung von H,0O, nicht essentiell.
Superoxidanionradikale kénnen spontan ohne die enzymatische Dismutaseaktivitat der SOD
in  Wasserstoffperoxid und  Sauerstoff  dismutieren  [114]. Diese  spontane
Dismutations-Reaktion steigt mit sinkendem pH-Wert an und kann signifikante Mengen von

0,* in H,0, und O, im neutralen pH mit einer Rate von 2 x 10° M™ s™ umsetzen [114]. Des
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Weiteren ist die SOD fiir die PMA-induzierte Produktion von OCI" durch die MPO nicht
notwendig [115]. Obwohl Aroclor die H,0,-Bildung signifikant senkte, hatte es keinen
signifikanten Effekt auf die Bildung von NETSs. Allerdings zeigten neutrophile Granulozyten
einiger Spender eine erhohte NET-Bildung. Dies kénnte an einem Ungleichgewicht zwischen
der Produktion an freien Radikalen liegen, welches durch die Hemmung der SOD
hervorgerufen wird. So wurde bereits gezeigt, dass in Anwesenheit von Aroclor parallel zum
Abfall der H,O,-Bildung die O,*-Bildung anstieg [17]. Ein in der DHR 123-Methode mittels
Rhodamin 123-Fluoreszenz gemessener geringer, statistisch nicht signifikanter Anstieg der
0, -Produktion unterstitzt diese These. Dieser Effekt konnte fiir die in einigen Experimenten

beobachtete leicht erhdhte NET-Bildung verantwortlich sein.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Fluoreszenz- und Rasterelektronenmikroskopie zeigten die
Hemmung der NET-Bildung durch DPI und Dipyron. Ubereinstimmend mit den bereits
indirekt durch die SYTOXgreen-Methode erhaltenen Ergebnissen wurde bestétigt, dass der
Inhibitor der SOD Aroclor keinen Einfluss auf die NET-Bildung ausbt.

Neben ihrer antimikrobiellen Wirkung wird fir NETs auch eine unerwiinschte Rolle bei
Autoimmunkrankheiten diskutiert. In Autoimmunkrankheiten, wie systemischer Lupus
erythematodes und ANCA assoziierter Vaskulitis kleiner GeféaRe, konnen die mit den NETs
assoziierten Proteine als Autoantigene und Mediatoren eine unerwinschte Rolle zur Bildung
von Autoantikdrpern beitragen. AuBerdem wurde in diesen Autoimmunkrankheiten auch der
verminderte Abbau der NETSs festgestellt [38, 40, 43]. Ein umfassenderes Wissen Uber die
Ablaufe zur Bildung von NETs trdgt zum besseren Verstdndnis der Pathophysiologie der
Selbstentziindungsprozesse in Autoimmunkrankheiten bei. Die Ergebnisse dieser Arbeit
belegen, dass NADPH-Oxidase- und MPO-gebildete ROS wichtig flr die Freisetzung von
NETs sind. Des Weiteren wurde in dieser Studie erstmals gezeigt, dass die mitochondrialen
ROS und die Superoxiddismutase keine Rolle in der NET-Bildung spielen. Auf’erdem konnte
eine Hemmung der NET-Bildung durch die Radikalfanger Aminopyrin und Dipyron dargelegt
werden. Radikalfanger konnten daher einen potentiellen neuen Therapieansatz zur
Unterdriickung von NETs darstellen. Ob Radikalfanger wie Antioxidantien die NET-Bildung
hemmen konnen wurde daher in einer weiteren Studie dieser Arbeit untersucht. Eine

Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Hemmung der ROS-Bildung aktivierter neutrophiler Granulozyten durch
Inhibitoren der ROS-bildenden Enzyme und mitochondrialen Atmungskette

Die Effekte der verschiedenen Inhibitoren ROS-bildender Enzyme und der Atmungskette der
Mitochondrien auf die Bildung von ROS und NETSs in stimulierten neutrophilen Granulozyten sind
dargestellt. DPI hemmt die NADPH-Oxidase (NOX) und Atmungskette der Mitochondrien.
Dinitrophenol und FCCP inhibieren ebenfalls die mitochondriale Atmungskette. Aroclor hemmt die
Superoxiddismutase (SOD). Die hypohalogene Sauren bildende Myeloperoxidase (MPO) wird durch
die Radikalfanger Aminopyrin und Dipyron gehemmt. Die NET-Bildung wird durch Inhibierung der
MPO und NADPH-Oxidase unterdriickt, wéhrend mitochondriale ROS und die SOD die
NET-Bildung nicht beeinflussen.

6.2 Antioxidantien reduzieren ROS und verhindern die NET-Bildung in

neutrophilen Granulozyten

Einerseits besitzen NETs die antimikrobielle Funktion Mikroorganismen zu fangen,
abzuschwachen und abzutdten [5]. Andererseits konnen wahrend der NETose extrazellular
freigesetzte Molekile selbst Ziele von Auto-Antikorpern in Autoimmunkrankheiten sein. In
den Autoimmunkrankheiten systemischer Lupus erythematodes [116, 117], Lupus nephritis
[42], Vaskulitis der kleinen GefédRe [38, 90] wund Psoriasis [89] wurde eine
pathophysiologische Rolle der NETs beschrieben. In anderen Krankheiten wie zystische
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Fibrose [118], Praeklampsie [119] und Periodontitis [120] scheinen NETs ebenfalls eine
unerwiinschte Wirkung zu haben. NADPH-Oxidase- und MPO-gebildete ROS sind fur die
ROS-abhéngige NETose, ausgelost durch synthetische und biologische  Stimuli,
essentiell [29, 30, 37].

In dieser Studie wurde gezeigt, dass diejenigen antioxidativen Substanzen, welche die
ROS-Bildung stimulierter neutrophiler Granulozyten signifikant hemmten, auch die Bildung
von NETSs inhibierten. Sowohl alle getesteten Flavonoide (Epicatechin, Catechinhydrat und
Rutintrihydrat), das Vitamin Ascorbinsédure, als auch die Arzneistoffe 5-ASA und NAC hatten
einen inhibitorischen Effekt auf die NET-Bildung PMA-aktivierter neutrophiler
Granulozyten. Ursache der hemmenden Wirkung der Antioxidantien auf die NET-Bildung
konnte ihre Fahigkeit, Radikale abzufangen und den oxidativen burst neutrophiler
Granulozyten zu hemmen, sein. Zusétzlich konnen einige Antioxidantien die
ROS-produzierenden Enzyme MPO und NADPH-Oxidase hemmen und dadurch zur
Hemmung der NET-Bildung beitragen. Alle in dieser Studie getesteten Antioxidantien

induzierten weder die Apoptose noch Nekrose in neutrophilen Granulozyten.

6.2.1 Flavonoide hemmen ROS und NETS in neutrophilen Granulozyten

Flavonoide sind beschrieben als Radikalfanger von Stickstoff, reaktivem Sauerstoff,
Superoxidanionradikalen, Hydroxylradikalen, Peroxylradikalen, Wasserstoffperoxid und
Chlorspezies, wie hypochlorige Saure [121, 122]. Des Weiteren wurden sie als Inhibitoren der
MPO [47] und NADPH-Oxidase [48] diskutiert. Das Flavonoid Quercetin (Abbildung 46 a)
und dessen Metabolite binden an die hydrophobe Region der distalen Hadmtasche der MPO,
was zur Hemmung der MPO und zum Abfall der MPO-abhdngigen gebildeten ROS fiihrt
[47]. Die Aktivitat der MPO sowie MPO-abhangigen ROS sind fiir die NETose essentiell [30,
32]. Fur die Bindung und den hemmenden Effekt auf die MPO benétigen die Flavonoide die
C,-Cs-Doppelbindung und die Hydroxylgruppen an den 3, 5 und 4'-Positionen (Abbildung 46)
[47]. Das in dieser Studie verwendete Rutintrihydrat ist das Glykosid des Quercetins und
erfillt bis auf die fehlende Hydroxylgruppe am C; diese strukturellen Voraussetzungen
(Abbildung 46 b). Ein konzentrationsabh&ngiger hemmender Effekt durch Rutintrinydrat auf
ROS wurde mittels der Luminol-Chemilumineszenzmethode detektiert und es ist generell
anerkannt, dass die Oxidation von Luminol in neutrophilen Granulozyten hauptsachlich von
der Reaktion des MPO-H,0,-Systems unter Bildung von z.B. OCI" abhédngt [68, 79, 99].
Daher konnten die ROS- und NET-reduzierenden Effekte von Rutintrihydrat nicht nur durch
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dessen Eigenschaft Superoxidanionradikale abzufangen [123], sondern auch durch einen

MPO-inhibierenden Effekt hervorgerufen worden sein.

(-)-Epicatechin (+)-Catechinhydrat

Abbildung 46: Strukturformeln der verwendeten Flavonoide

Die Strukturformeln der Referenzstruktur a) Quercetin und der verwendeten Flavonoide
b) Rutintrihydrat, c) (-)-Epicatechin und d) (+)-Catechinhydrat sind dargestellt.

Epicatechin und Catechinhydrat (Abbildung 46 c, d) besitzen viele physiologische und
pharmakologische Funktionen. Sie sind antioxidativ, Radikalfanger und wirken antibakteriell
[124]. Catechin, Epicatechin und zahlreiche Metabolite sind im Plasma nach dem Konsum
von Flavanol-haltigem Kakao nachweisbar [125, 126]. Sie wurden als Radikalfanger fiir OCI’
[127] und Inhibitoren der NADPH-Oxidase-Translokation und intrazellul&ren
ROS-Produktion beschrieben [128]. Ihre hemmende Wirkung bei Krebs, Allergien und
Entzindungsprozessen wird auf den antientziindlichen Effekt der Catechine auf neutrophile
Granulozyten zurlckgefiihrt. So hemmen Catechine die ROS-Bildung und Expression der
Adhasions- und Aktivierungsmolekile CD11b, CD18, CD62 [52, 128, 129]. In einem
Tiermodell zur intestinalen Entziindung wurde durch Hemmung des oxidativen burst mittels
Aufrechterhaltung des antioxidativen Glutathionlevels die antioxidative Aktivitét
Epicatechins auf neutrophile Granulozyten bestatigt [52]. Des Weiteren schitzte die
Inhibierung des oxidativen burst durch Epicatechin die Mucosa gegen Schaden durch
einwandernde neutrophile Granulozyten [52]. Diese Ergebnisse deuten auf Epicatechin als
nitzliches Agens in der Vorbeugung und Behandlung intestinaler Entziindungen hin. In der in
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dieser Arbeit durchgefiihrten Studie wurde ein signifikant hemmender Effekt flir Epicatechin
und Catechinhydrat auf Superoxidanionradikale, sowie zusétzlich fur Epictaechin auf
MPO-abhéngige ROS gemessen. Da diese ROS eine essentielle Rolle bei der NET-Bildung
spielen und Epicatechin und Catechinhydrat die NETs ebenfalls signifikant hemmten,
scheinen Epicatechin und Catechinhydrat die NETose durch ihre antioxidativen Funktionen
zu beeinflussen. Allerdings wurde fir Flavonoide auch die Hemmung der Proteinkinase C
(PKC) und Phosphoinositid-3-Kinase beschrieben [130]. Da dies in der vorliegenden Studie
mit humanen neutrophilen Granulozyten nicht getestet wurde, kann dieser zusétzliche Effekt
als Ursache fir die Hemmung der ROS- und NET-Bildung nicht ausgeschlossen werden.
Zusammenfassend konnten die hemmenden Effekte von Epicatechin und Catechinhydrat auf
die ROS- und NET-Bildung therapeutisch als antientziindliche Aktiviat gegen durch
neutrophile Granulozyten vermittelte Entziindungen, wie die instestinale Entziindung,

beitragen.

6.2.2 Ascorbinsdure reduziert im Gegensatz zu Tocopherol die Produktion von ROS
und NETSs in neutrophilen Granulozyten
Ascorbinsdure (Vitamin C) und Tocopherol (Vitamin E) sind flr eine Reihe biologischer
Funktionen im Menschen wichtige antioxidative Mikronahrstoffe. Sie besitzen die Fahigkeit,
als Radikalfanger gegen oxidative Schéden von Proteinen und Lipiden zu schitzen und
scheinen zelluldare Schaden zu verhindern [55, 56]. Ascorbinsédure akkumuliert in ihrer
oxidierten Form in grof’en Mengen in humanen neutrophilen Granulozyten (10-40 fach héher
verglichen zur Serumkonzentration) [131]. Die Aufnahme von Ascorbinsdure in humane
neutrophile Granulozyten wird durch Aktivierung zusétzlich erhoht, was ihre Wichtigkeit in
diesen Zellen bestétigt [92, 94, 131]. Ein Mangel an Ascorbat, dem Salz der Ascorbinsaure,
fihrt zu reduzierter Chemotaxis und Phagozytose [132], sowie zur verschlechterten Apoptose
und Beseitigung der neutrophilen Granulozyten [133]. Die Daten beziiglich des Effektes von
Ascorbat auf die Produktion von ROS in neutrophilen Granulozyten sind kontrovers. So
wurden einerseits pro-oxidative Effekte auf neutrophile Granulozyten berichtet, indem
Ascorbat die intrazelluldre Produktion von Superoxidanionradikalen nach Stimulation mit
fMLP, PMA oder Bakterien aufrechterhdalt [134]. Andererseits wurden signifikante
antioxidative Effekte auf die intra- und extrazellulare ROS-Bildung nach Stimulation mit
PMA und auf extrazellulare ROS (H,O, und OCI") als Antwort auf die Aktivierung durch
Toll-ahnliche Rezeptoren (toll-like receptors, TLR) beschrieben [135]. Generell ist die
Oxidation von Ascorbinséure durch zelluldare ROS anerkannt [92]. In den in dieser Arbeit

gewdhlten experimentellen Bedingungen wurde ein signifikant hemmender Effekt von
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Ascorbinséure auf die ROS sowohl mit der Lucigenin-, als auch mit der Luminol-Methode
gemessen. Die Daten deuten daher auf einen hemmenden Effekt von Ascorbinsdure auf die
extrazellularen Superoxidanionradikale und die intra- und extrazellularen MPO-spezifischen
ROS, OCI" und HO® hin. Da Superoxidanionradikale und MPO-spezifische ROS, wie OCI’,
die NET-Freisetzung regulieren [33, 34], ist die in dieser Arbeit detektierte Hemmung der
NETSs durch Ascorbinsiure nicht iberraschend. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser
Studie wurde die Hemmung der durch Harnsaurekristalle ausgelosten ROS-abhéngigen
NET-Bildung durch Ascorbinsdure kirzlich beschrieben [95]. ROS und NETs sind in
anti-neutrophilen zytoplasmatischen Antikdrper (ANCA)-assoziierten Krankheiten wie
Vaskulitis der kleinen GeféalRe beteiligt [38, 136]. Die hier erhaltenen Ergebnisse lassen
vermuten, dass Ascorbinsdure als therapeutisches Ziel in diesen Krankheiten fungieren
konnte. Dies wird durch eine Studie unterstiitzt, wonach die adjuvante Behandlung von
Patienten mit ANCA-assoziierter Vaskulitis mit Vitamin C und E zur reduzierten Bildung von

Superoxidanionradikalen fiihrte [137].

Obwohl auch Tocopherol (Vitamin E) als Radikalfanger sowie Inhibitor der PKC und
NADPH-Oxidase in Phagozyten (Fresszellen) beschrieben wurde [96, 138], hatte Tocopherol
in dieser Arbeit keinen hemmenden Effekt auf die ROS- und NET-Produktion neutrophiler
Granulozyten. Weiterhin konnte auch kein bereits in anderen Studien beschriebener additiver
Effekt von Ascorbinsdure in Kombination mit Tocopherol (Daten nicht gezeigt) detektiert
werden [55, 135]. Ursache fur den fehlenden Effekt von Tocopherol kdnnte die verwendete
synthetische Form des (x)-a-Tocopherols, welches eine gleiche Mischung von 8
verschiedenen Stereoisomeren besitzt [55], sein. Obwohl all diese Stereoisomere antioxidative
Eigenschaften aufweisen, sind nur die natdrlich in der 2R-Konfiguration vorkommenden
a-Tocopherole hoch biologisch aktiv [55]. Demnach kénnte fur den hier verwendeten starken
synthetischen Stimulus PMA zur Induzierung von ROS und NETS die Aktivitat des genutzten
synthetischen Tocopherols nicht effektiv genug gewesen sein, um die PMA-induzierten ROS

und NETSs zu inhibieren.

6.2.3 5-Aminosalicylsaure und N-Acetylcystein inhibieren die ROS- und NET-Bildung
neutrophiler Granulozyten

5-Aminosalicylsdure (5-ASA) ist auch unter dem Namen Mesalazin bekannt und wird als

zelldurchlassiger antientzlindlicher Wirkstoff in der Behandlung chronisch-entziindlicher

Darmerkrankungen, wie Colitis ulcerosa (ulcerative colitis) und Morbus Crohn eingesetzt

[139]. Diese Krankheiten sind durch die Einwanderung zahlreicher neutrophiler Granulozyten

103



Diskussion

in die unter den Epithelien liegende Schicht aus Bindegewebe, der Lamina propria,
gekennzeichnet. Die Einwanderung der neutrophilen Granulozyten, sowie deren Synthese und
Freisetzung von ROS, fuhrt zur Verletzung und Beschadigung der Epithelzellen [140].
Obwohl es bisher nicht beschrieben ist, kénnten NETs auch eine Rolle in der Pathogenese der
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen spielen. Diese Hypothese wird durch den
Nachweis extrazellularer DNA im Darmgewebe von Patienten mit Morbus Crohn, sowie
Patienten mit einer bakteriellen gastrointestinalen Infektion, unterstitzt [27]. Die Aktivierung
der NET-Freisetzung durch Pentraxin 3, welches als Protein der Akuten-Phase-Antwort wirkt
und mit aktiver Colitis ulcerosa assoziiert ist [141, 142], gibt einen zusatzlichen Hinweis einer
moglichen Rolle von NETSs in chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen. 5-ASA st ein
effektiver Radikalfanger der von neutrophilen Granulozyten gebildeten ROS, wie
Superoxidanionradikale, Hypochlorit, Hydroxylradikale und Aminochloride [61, 62, 97] und
damit auch hoch effizient im Schutz von Membranen gegen Lipidperoxidation [143]. In dieser
Studie wurde ein hemmender Effekt von 5-ASA auf Superoxidanionradikale und
MPO-gebildete ROS, wie OCI" und HO', beobachtet. Des Weiteren konnte die Hemmung der
NET-Bildung in Anwesenheit von 5-ASA detektiert werden. Neben der Eigenschaft als
Radikalfanger wurde fiir 5-ASA die Hemmung der Aktivierung von NF-xB diskutiert [144].
Die beobachtete NET-Hemmung durch 5-ASA kann daher nicht nur durch dessen Eigenschaft
als Radikalfanger verursacht worden sein. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstutzen den
therapeutischen Nutzen von 5-ASA in Krankheiten, welche mit neutrophilen Granulozyten

assoziiert sind und erweitern dessen Nutzung auch auf NET-assoziierte Krankheiten.

Fur den pharmakologischen Wirkstoff N-Acetylcystein (NAC) wurde die Hemmung der
ROS- und NET-Bildung detektiert. NAC ist die wasserlésliche Vorstufe des nicht
membrandurchléssigen  Antioxidans  Glutathion  [145].  Glutathion reagiert mit
Wasserstoffperoxid zum Glutathion-Disulfid, welches durch die Glutathion-Reduktase wieder
zum Glutathion regeneriert wird. Die Glutathion-Reduktase ist an der Bildung von NETSs
involviert [146]. Einige Studien belegten die Erhohung der Glutathionsynthese, Reduktion des
oxidativen burst und Hemmung der extrazellulér lokalisierten MPO-abhdngigen Aktivitaten
durch NAC [145, 147]. AuBerdem wurde eine antientzindliche Wirkung von NAC auf
neutrophile Granulozyten von Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung
beobachtet [63]. Der bereits beschriebene inhibitorische Effekt von NAC auf die
Stickstoffmonoxid- und PMA-induzierte NET-Freisetzung [34, 37] wurde durch die in dieser
Arbeit erhaltenen Ergebnisse bestétigt. Die Daten dieser Arbeit und die Ergebnisse anderer

Studien lassen daher eine hemmende Rolle von NAC auf neutrophile Granulozyten vermuten.
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6.2.4 Acetylsalicylsaure hat keinen Einfluss auf die ROS- und NET-Bildung und
Melatonin hemmt nur extrazellulare ROS in neutrophilen Granulozyten
Nach intraperitonealer Injektion von 100 pg/g (0,55 mM) Acetylsalicylsdure (ASS) wurde in
der Mikrozirkulation der Lunge von Mausen, welche an Transfusions-bezogener akuter
Lungenverletzung litten, ein hemmender Effekt auf NETSs festgestellt [148]. Eine inhibierende
Wirkung des nicht steroidalen anti-entzundlichen Wirkstoffes ASS auf die Bildung von ROS
und NETs PMA-stimulierter neutrophiler Granulozyten in vitro konnte jedoch in der hier
vorliegenden Arbeit bis zu einer Konzentration von 1 mM nicht detektiert werden. Diese
Ergebnisse stimmen mit der vor Kurzem ver6ffentlichten in vitro-Studie mit neutrophilen
Granulozyten (berein, wonach ein hemmender Effekt von ASS auf PMA- und
Tumornekrosefaktor (TNF)-o. induzierte NETs erst ab eciner Konzentration von 5 mM
beobachtet wurde, aber nicht fur eine Konzentration von 1 mM [149]. Zusammenfassend
scheinen daher hohe Konzentrationen an ASS notwendig zu sein, um die ROS- und

NET-Bildung neutrophiler Granulozyten zu beeinflussen.

Das Hormon Melatonin tragt zur Synchronisation der biologischen zirkadianen Uhr bei und
ist an der Regulation von zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt [66]. Zu diesen
zahlen Immunitat, die Antwort auf oxidativen Stress und Alterungsprozesse. Melatonin hat
eine starke antioxidative Aktivitat aufgrund der Eigenschaft als direkter Radikalfanger oder
durch Effekte auf die Zellaktivierung. Die Induzierung der Translokation von Proteinkinase C
vom Zytosol zur Plasmamembran kann durch Melatonin ausgeldst werden. Melatonin reagiert
als direkter Radikalfanger von ROS mit Hydroxyl- und Peroxylradikalen, aber nicht mit
Wasserstoffperoxid oder Sauerstoff [66, 98]. Des Weiteren wird Melatonin abhangig von
Superoxianionenradikalen durch die MPO oxidiert, was zur Verminderung der Produktion
von Superoxidanionradikalen fuhrt [150]. Zusétzlich hemmt Melatonin die MPO [151]. Durch
seine antioxidativen Eigenschaften wird Melatonin eine positive Rolle in der Alzheimer- und
Parkinson-Krankheit, sowie bei kardiovaskuldren, gastrointestinalen und renalen
Funktionsstorungen zugeschrieben [152]. AufRerdem wurden mehrfache Wirkungen von
Melatonin auf das Immunsystem beschrieben [153]. Melatonin reduziert dosisabhangig
intrazellulare ROS in neutrophilen Granulozyten [98, 154]. In dieser Arbeit wurde die
Reduzierung von extrazelluldren Superoxidanionradikalen in mit Melatonin behandelten
neutrophilen Granulozyten detektiert. Jedoch konnte kein hemmender Effekt von Melatonin
auf die MPO-abhéngigen intra- und extrazellularen ROS und die NET-Bildung beobachtet
werden. Die fehlende Reduzierung der MPO-abhéngigen ROS kann verschiedene Griinde

haben. Zum einen wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass in Ethanol gelGstes Melatonin
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weniger inhibitorisch auf die durch Luminol detektierte Lumineszenz wirkt als wassriges
Melatonin [154]. Zum anderen erfolgten alle vorherigen Studien beziiglich eines Effekts von
Melatonin auf die MPO und/oder ROS unter verschiedenen experimentellen Bedingungen,
wie z.B. unterschiedliche Konzentrationen an Luminol oder die Nutzung eines zellfreien
Systems. Die hemmende Wirkung von Melatonin in dem in dieser Arbeit gewéhlten
experimentellen Aufbau auf Superoxidanionradikale, aber nicht auf MPO-abhangige ROS,
schien nicht stark genug zu sein, um die Bildung der NETs zu hemmen. Die Ergebnisse
unterstiitzen die bereits vorher in dieser Arbeit und von Metzler et al. erhaltenen Ergebnisse,
wonach die MPO und MPO-abhédngige ROS wichtige Spieler in der NETose sind [30].

Der in dieser umfassenden Studie beobachtete Effekt von Antioxidantien auf die ROS- und
NET-Bildung in neutrophilen Granulozyten wird in Abbildung 47 veranschaulicht. Es wurde
gezeigt, dass ein breites Spektrum antioxidativer Substanzen, welche die ROS-Bildung
neutrophiler Granulozyten signifikant hemmen, auch die Bildung von NETS inhibiert. Fir die
meisten dieser Antioxidantien wird hier erstmals ein hemmender Effekt auf NETs gezeigt.
Anhand dieser Ergebnisse konnten Antioxidantien als therapeutische Strategien bei
Autoimmunkrankheiten, welche mit aktivierten neutrophilen Granulozyten und der Bildung

von ROS und NETSs assoziiert sind, in Betracht gezogen werden.
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ROS-Bildung

Aktivierung oxidativer Stress

 — NET-Bildung

Antioxidant
[

+ Stimulus (hier PMA)

B Abfangen durch I Hemmung durch

Antioxidantien Antioxidantien

Abbildung 47: Antioxidantien hemmen die ROS und NET Freisetzung aktivierter neutrophiler
Granulozyten

Durch Stimulation (hier PMA) werden neutrophile Granulozyten aktiviert und bilden reaktive
Sauerstoffspezies (ROS). Sauerstoff (O,) wird dabei durch den NADPH (NOX) -Oxidase-Komplex
zu Superoxidanionradikalen (0,*) umgesetzt. Neben der NADPH-Oxidase k&nnen auch
Mitochondrien O,* bilden. Die O,* dismutieren spontan oder mit Hilfe der Superoxiddismutase
(SOD) zu Wasserstoffperoxid (H,O,) und O,. Die Myeloperoxidase (MPO) bildet unter Nutzung von
H,O, schlieBlich hypohalogene Sduren, wie z. B. Hypochlorit (OCI"), das Salz der hypochlorigen
Saure. Die Bildung von ROS fiihrt zur Freisetzung von NETs durch neutrophile Granulozyten.
Antioxidantien fangen die einzelnen ROS-Spezies ab und konnen zusatzlich die NADPH-Oxidase
und MPO hemmen. Dies hat die Hemmung der ROS- und damit die verminderte NET-Bildung zur
Folge.

6.3 Hypoxie und die Stabilisierung von HIF-1a durch DMOG erhohen weder

den oxidativen burst noch die NET-Bildung neutrophiler Granulozyten

Orte einer Entziindung sind unter anderem durch Sauerstoffmangel (Hypoxie), verringerte
Glucosekonzentration im Blut (Hypoglycadmie), erhdhten pH-Wert (Azidose) und erhohte
ROS-Produktion gekennzeichnet [70]. Neutrophile Granulozyten sind essentielle
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Effektorzellen und migrieren als eine der ersten Zelltypen der angeborenen Immunabwehr aus
dem Blut zum Entzindungsherd [155]. Eine Anpassung an die dort herrschenden
Bedingungen ist fur neutrophile Granulozyten daher unabdingbar. Die zellulare Adaption an
Hypoxie wird durch den Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierbaren Faktor (HIF) gesteuert.
Die Untereinheit von HIF, HIF-1a, wird unter hypoxischen Bedingungen stabilisiert,
akkumuliert und fuhrt nach Verschmelzen mit der HIF-1p-Untereinheit zur Expression
zahlreicher Gene, welche unter anderem die Apoptose und bakterielle Aktivitat regulieren
[69-71]. Der Einfluss von Sauerstoffmangel durch Hypoxie (2 % O,) und der Stabilisierung
von HIF-1a entweder durch Hypoxie oder durch DMOG auf die Bildung von ROS und NETs
durch neutrophile Granulozyten wurde hier erstmals zusammenfassend untersucht. Die in
dieser Studie verwendete Konzentration von 0,5 mM DMOG induzierte weder die Apoptose

noch erhohte sie die Nekrose in neutrophilen Granulozyten.

6.3.1 Hypoxie, DMOG und PMA-Stimulation fuhren zur Stabilisierung von HIF-1a in
neutrophilen Granulozyten
Zunachst wurde berprift, ob die experimentellen Bedingungen sowohl unter Hypoxie
(2% Oy) als auch unter DMOG zur Stabilisierung von HIF-1a fiihren. Erstmals konnte in
dieser Arbeitsgruppe die Stabilisierung von HIF-1a durch nicht stimulierte neutrophile
Granulozyten, inkubiert in Anwesenheit von 2 % O, etabliert werden. Des Weiteren wurde
im durchgefuhrten Western Blot ein HIF-1a-Signal fir stimulierte neutrophile Granulozyten
sowohl unter Hypoxie (2 % O,) als auch Normoxie (20 % O,) detektiert. Dieser Effekt wurde
sowohl unter Stimulation mit PMA als auch in einem Pilotversuch mit fMLP und LPS (Daten
nicht gezeigt) beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die Stabilisierung von HIF-10 wéhrend
Infektionen auch sauerstoffunabhéngig erfolgen kann. Dabei fiihrt die Aufnahme von Eisen
durch Bakterien, wie z.B. Staphylococcus aureus, zur Schwachung der fir den Abbau von
HIF-1o. wichtigen Aktivitat der eisenabhangigen Prolylhydroxylasen, wodurch HIF-1a
stabilisiert wird [69, 156]. Die Induzierung des Proteins HIF-1o. unter Normoxie durch
Bakterien und durch das bakterielle Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) wurde bereits in
Makrophagen beschrieben [103, 156]. LPS fiihrt zur Aktivierung des proinflammatorischen
Mustererkennungsrezeptors TLR-4 in Phagozyten und somit zur Aktivierung des angeborenen
Immunsystems.  LPS  scheint  TLR-4-abhédngig die  mRNA-Expression  des
Transkriptionsfaktors HIF-1a zu erhéhen und die Prolylhydroxylase-Aktivitat zu senken, was
zum verminderten Abbau von HIF-1a fiihrt [103]. Da TLR-4 auch in neutrophilen
Granulozyten exprimiert ist [157], scheint die Stabilisierung von HIF-1a durch LPS, dhnlich

wie bereits bei Makrophagen beobachtet, logisch. Andere Stimuli, wie PMA, wirken zwar
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TLR-4 unabhéngig, kénnen jedoch Uber die Aktivierung der Proteinkinase C Signalwege
auslosen, wie z.B. die Bildung von ROS, welche auch nachfolgend der Aktivierung von
TLR-4 ausgelost werden. Die detektierte Stabilisierung von HIF-1la durch PMA unter
Normoxie konnte daher Uber &hnliche, TLR-4 unabhangige Signalwege und durch ROS

hervorgerufen worden sein.

DMOG (Dimethyloxalylglycin) ist ein Ester des N-Oxalylglycins und hemmt die
Prolylhydroxylasen [73]. Prolylhydroxylasen sind von den vier Faktoren 2-Oxoglutarat,
Sauerstoff, Eisen und Ascorbat abhéngig [158]. Durch kompetetive Hemmung der
Prolylhydroxylasen fiihrt DMOG zur Stabilisierung von HIF-1a unter normoxischen
Bedingungen [73]. Die Inkubation nicht stimulierter als auch mit PMA stimulierter
neutrophiler Granulozyten mit DMOG fuhrte dementsprechend zur Stabilisierung von
HIF-1a. Neutrophile Granulozyten, welche nur in atmosphérischem Sauerstoff (20 % O,)

ohne DMOG inkubiert wurden, zeigten erwartungsgemal kein Signal von HIF-1a.

Der Zusatz von DPI, dem Hemmstoff der NADPH-Oxidase, verminderte deutlich die
Stabilisierung von HIF-1a in stimulierten neutrophilen Granulozyten. Dies bestitigt, dass
ROS an der Stabilisierung von HIF-1a beteiligt sind. Eine Stabilisierung von HIF-1a durch
ROS wird in der Literatur gegensétzlich diskutiert [69, 72].

6.3.2 Die Bildung von ROS wird unter Hypoxie gehemmt und durch DMOG nicht
beeinflusst

Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies im oxidativen burst ist ein wichtiger
Effektormechanismus neutrophiler Granulozyten im Kampf gegen Pathogene. Dabei gebildete
mikrobizide Sauerstoffmetabolite und Radikale dienen der Abtétung aufgenommener Erreger,
wobei Sauerstoff stets die Quelle zur Bildung von ROS darstellt. Interessant ist es daher, die
Bildung von ROS durch neutrophile Granulozyten unter Entziindungsbedingungen mit
Sauerstoffmangel (Hypoxie) und Stabilisierung von HIF-la (Hypoxie, DMOG) =zu
untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurde hierfir die Bildung intrazellularer ROS
anhand der DHR 123-Methode analysiert.

Abhangig vom Stimulus findet die Bildung von ROS unterschiedlich schnell statt [159].
Waéhrend der oxidative burst nach der Kostimulation mit fMLP und LPS bereits innerhalb der
ersten 5 min ablief, erreichte er unter PMA (20 puM) erst nach ~ 30 min sein Maximum. Daher
wurde die Bildung der intrazellularen ROS nach 5min und 30 min gemessen. Die

Vorstimulation mit LPS fiihrt zur erhohten stimulierenden Wirkung von fMLP (priming). Das
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physiologische Agens und bakterielle Peptid fMLP bindet an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren auf der Zellmembran und flhrt Uber intrazellulare Signalkaskaden zur
Aktivierung von Proteinkinase C. Die aktivierte PKC lost Uber weitere Signalwege die
Phosphorylierung verschiedener Komponenten der NADPH-Oxidase, vor allem p47°" und
damit die Aktivierung der NADPH-Oxidase aus. PMA ist ein Modellstimulus, welcher eine
intensive und langanhaltende Aktivitat der NADPH-Oxidase durch Phosphorylierung tber die
Stimulation der Proteinkinase C hervorruft [159]. Die deutlich hoheren gemessenen Werte an
gebildeten ROS durch PMA im Vergleich zur fMLP und LPS-Stimulation lassen sich dadurch
erklaren. Das dabei hohe Konzentrationen an PMA erforderlich waren, um eine ausreichende
ROS-Bildung zu detektieren, liegt an der geringen Sensitivitat der verwendeten Methode [88]
und wurde bereits im Abschnitt 6.1 erwéhnt.

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten zeigen, dass Hypoxie je nach Stimulus einen Einfluss
auf die Bildung von ROS hat. Unter der Kostimulation mit fMLP und LPS war zu keinem der
gemessenen Zeitpunkte ein signifikanter Unterschied in der Bildung von ROS unter Hypoxie,
verglichen zur Normoxie, detektierbar. Wurden die neutrophilen Granulozyten jedoch mit
einer hohen PMA-Konzentration stimuliert, war die ROS-Bildung nach 5 min unter Hypoxie
signifikant erhéht, wahrend nach 30 min die Produktion an ROS unter Hypoxie signifikant
geringer war als die ROS-Produktion unter Normoxie. Ursache flr die Stimuli-abhéngigen
Ergebnisse liegen wahrscheinlich in der unterschiedlichen Aktivierung der NADPH-Oxidase
(siehe vorheriger Abschnitt). Interessanterweise fuhrte die Stimulation mit PMA nach 30 min
zur signifikant verminderten ROS-Produktion, die Kostimulation von fMLP und LPS zeigte
ahnliche, jedoch nicht signifikante Tendenzen. Sauerstoff ist neben NADPH essentiell fur das
Superoxidanionradikal produzierende Enzym NADPH-Oxidase. Superoxidanionradikale
legen die Grundlage fiir den oxidativen burst. Vorhergehende Studien in dieser Arbeitsgruppe
deuteten darauf hin, dass die Hemmung des oxidativen burst bei Hypoxie (2% O,) nicht
durch die limitierte Verfugbarkeit des Substrats NADPH hervorgerufen wurde [102]. Eine
Hemmung der NADPH-Oxidase durch den vorherrschenden Sauerstoffmangel (2 % O;) unter
Hypoxie ist daher als Ursache fiir die reduzierte ROS-Bildung unter Hypoxie wahrscheinlich.
Mc Govern et al. zeigten eine Inhibierung der extrazellularen ROS-Bildung unter Hypoxie
(3 % O,) im Vergleich zu Normoxie nach 30 min PMA- und fMLP-Stimulation [74]. Die dort
gemessene nicht veranderte Expression der NADPH-Oxidase-Komponenten unter Hypoxie
bestétigt die These, dass der fehlende Sauerstoff als Substrat der NADPH-Oxidase fir die
verminderte Bildung von ROS verantwortlich ist. Weitere Fuktionen neutrophiler

Granulozyten, wie Phagozytose und Chemotaxis, waren nicht durch Hypoxie beeinflusst.
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Jedoch wurde die Abtoétung von Staphylococcus aureus durch neutrophile Granulozyten unter
Hypoxie deutlich geschwécht. Vieles spricht dafir, dass ROS zur Stabilisierung von HIF-1a
beitragen. So wurde beschrieben, dass ROS das zweiwertige Eisen der Prolyldydroxylasen
hemmen und diese dadurch blockieren. Zusatzlich kénnten ROS die HIF-Hydroxylasen durch
irreversible Oxidation der sich an der aktiven Seite befindenden Aminosauren hemmen [160].
Die reduzierte ROS-abhangige Oxidation von DHR 123 durch den Verbrauch der ROS unter
Hypoxie, sowie die im Western Blot gemessenen, erhéhten Signale fir HIF-1o unter

Stimulation, stimmen mit dieser Theorie Uberein.

Es wurden unabhéangig vom Stimulus (fMLP + LPS, PMA) und Zeitpunkt (5 min, 30 min)
keine Unterschiede der ROS-Bildung zwischen mit DMOG behandelten und unbehandelten
neutrophilen  Granulozyten gemessen. Die gebildeten ROS wurden anhand der
Fluoreszenzintensitaten von Rhodamin 123 detektiert. Die Ergebnisse stehen im Gegensatz zu
den unter Hypoxie gewonnenen Daten, wonach die ROS-Bildung nach 30 min gehemmt wird.
DMOG  fihrt  durch  kompetitive ~ Hemmung der  Prolylhydroxylasen  zur
sauerstoffunabhangigen Stabilisierung von HIF-1a [73]. Da Sauerstoff als Substrat der
NADPH-Oxidase unter Inkubation mit DMOG nicht minimiert ist, scheint die gleiche
Produktion an ROS in neutrophilen Granulozyten mit oder ohne DMOG logisch. Die Literatur
zur Rolle von Hypoxie bzw. HIF auf die Bildung von ROS ist kontrovers. Hierbei muss genau
unterschieden werden, ob die Experimente unter Hypoxie oder stabilisierenden Substanzen
wie z.B. DMOG bzw. Agonisten von HIF-1a durchgefuhrt wurden. Eine Studie mit
Krebszellen wies eine erhthte ROS-Produktion durch Stabilisierung von HIF-1o. mit dem
Metallchelator CoCl, nach [161]. Die Deletion von HIF-1a oder Uberexpression durch
Eliminierung des fur die Degradation wichtigen von Hippel-Lindau Proteins beeinflusste die
Produktion von ROS durch den oxidativen burst jedoch nicht. Dies stimmt mit den
Ergebnissen dieser Arbeit Uberein. Die Expression zahlreicher anderer Effektormolekile der
angeborenen Immunabwehr wie die antimikrobiellen Proteine Cathepsin G, Elastase und
Stickstoffmonoxid, TNF-a wurden in HIF-l1a-defizienten neutrophilen Granulozyten
signifikant reduziert [156]. Paradoxerweise wurde gezeigt, dass Makrophagen durch
Aktivierung von HIF-1a unter hypoxischen Bedingungen Bakterien besser phagozytieren und
abtOten konnen als unter Normoxie. Zusatzlich scheint der bakterielle Stimulus starker zur
Stabilisierung von HIF-1a beizutragen als Hypoxie allein [101]. Die Inhibierung der
Prolylhydroxylase 2 durch das Pharmakon AKB-4924 erhohte jedoch die antimikrobielle
Aktivitét unter Stabilisierung von HIF-1a [162].
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6.3.3 Die NET-Bildung wird unter Hypoxie gehemmt und durch die Anwesenheit von
DMOG nicht beeinflusst

Die in dieser Arbeit erstmals durchgefuihrte Studie zur Rolle von Hypoxie auf die Bildung von
NETs zeigt eine Hemmung der NET-Bildung durch Hypoxie. Die PMA-induzierte
NET-Bildung ist ROS-abhéngig [3] und die Bildung von ROS unter Hypoxie wurde, wie im
vorhergehenden Abschnitt beschrieben, gehemmt. Die Inhibierung der NET-Bildung ist daher
wahrscheinlich auf die fehlende essentielle Produktion von ROS zurickzufiihren. In
Pilotversuchen dieser Arbeit schien die NET-Bildung, induziert durch das Enzym
Glucoseoxidase, bei Hypoxie ebenfalls gehemmt zu werden. Glucose und Sauerstoff
reagieren, katalysiert durch Glucoseoxidase, zu Gluconolacton und Wasserstoffperoxid [163].
Eine erhohte NET-Bildung erfolgte erwartungsgemal bei beiden Stimuli (PMA,
Glucoseoxidase) unter Normoxie. Der Substratmangel des fur die NADPH-Oxidase zur
Induzierung des oxidativen burst wichtigen Sauerstoffes bewirkte damit gleichzeitig die
Unterdriickung der Bildung von NETSs. Die in Pilotversuchen dieser Arbeit durchgefihrte
Induzierung der NET-Bildung durch Stimulation mit Staphylococcus aureus (RN4220) deuten
auf eine Staphylococcus aureus-induzierte NET-Bildung neutrophiler Granulozyten
unabhéngig von der vorherrschenden Sauerstoffkonzentration hin. Es konnte eine tendentiell
erhdhte NET-Bildung unter Hypoxie, verglichen zu den nicht stimulierten Ansatzen nach
210 min, detektiert werden. Es wurde beschrieben, dass die Induzierung der NET-Bildung
durch Staphylococcus aureus innerhalb der ersten zwei Stunden ROS-unabhéangig erfolgt
[26]. Nach 3 h wurde die NET-Bildung durch Inhibierung der NADPH-Oxidase mit DPI
jedoch gehemmt. Die Autoren spekulierten, dass dieser spatere scheinbar ROS-abhangige
Effekt durch den Abbau der NETs durch die DNAsen von Staphylococcus aureus
hervorgerufen wurde [26]. Die in Pilotversuchen der vorliegenden Arbeit beobachtete durch
Staphylococcus aureus induzierte NET-Bildung unter Hypoxie konnte auf die
ROS-unabhangige NET-Bildung zurlickzufuhren sein. Der fehlende Sauerstoff unter Hypoxie
fihrte daher wahrscheinlich zur Inhibierung der ROS und infolgedessen zur Hemmung der
ROS-abhangigen NET-Bildung.

Um einen Effekt von HIF-1a auf die NET-Bildung zu untersuchen, wurden die neutrophilen
Granulozyten mit dem HIF-1a-Stabilisator DMOG inkubiert und anschlieBend mit PMA
stimuliert. Es wurden keine Unterschiede in der Bildung von NETs zwischen mit DMOG
behandelten und unbehandelten neutrophilen Granulozyten detektiert. Unter beiden
Bedingungen wurden NETs gebildet. Auch diese Beobachtung bestétigt, dass Sauerstoff

essentiell fur die Bildung der PMA-induzierten NETs ist. Des Weiteren kann daraus
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geschlossen werden, dass HIF-1a keine Rolle bei der ROS-abhangigen Induzierung von NETs
spielt. Zur Rolle von HIF-1a wihrend der NET-Bildung gibt es verschiedene Daten. So
bewiesen Zinkernagel etal., dass ein Agonist von HIF-1a, Mimosin, die durch
Staphylococcus aureus induzierte NET-Bildung sowie den oxidativen burst nicht erhéht
[164]. Der Eisenchelator Mimosin hemmt &hnlich wie DMOG die Aktivitat der
Prolylhydroxlasen. Die von HIF-1a unabhingige ROS- und NET-Bildung, induziert durch
Staphylococcus aureus, stimmt mit den in dieser Arbeit erhaltenen Daten der
PMA-induzierten NETs in Anwesenheit von DMOG (berein. Eine andere Studie wies die
Regulation der LPS induzierten NET-Bildung durch HIF-1a nach [165]. Eine Inhibierung der
ROS-Bildung durch DPI hatte keinen Einfluss auf die HIF-1a induzierte Bildung der NETS.
Dies deutet auf zusétzliche, ROS-unabhangige Signalwege wahrend der NET-Bildung hin.
Des Weiteren scheint HIF-1a in nachgeschalteten Signalwegen durch das Enzym mamalian
target of rapamycin (mTOR) in neutrophilen Granulozyten reguliert zu werden [165]. Das
Enzym mTOR spielt eine wichtige Rolle in der |Initilerung der Proteinsynthese,
Autophagozytose (Autophagie) und Apoptose [72]. Die Abhédngigkeit der NET-Bildung von
der Autophagie [33] unterstltzt die These der Regulation von NETs durch mTOR. Neben
neutrophilen Granulozyten kénnen auch andere Zellen wie Mastzellen extracellular traps,
sogenannte mast cell extracellular traps bilden [166, 167]. Auch in Mastzellen spielt HIF-1a
eine entscheidende Rolle fur die antimikrobielle Aktivitat. Die Stabilisierung von HIF-1a
durch Hemmung der Prolylhydroxlysase mit dem neuen pharmakologischen Agens AKB-
4924 fihrte zur Induzierung von MCETSs [166]. Die unterschiedlichen Daten bezlglich der
Rolle von HIF-1a in der NET-Bildung lassen sich durch die unterschiedlichen Stimuli zur
Indizierung der NETs und verschiedenen Ansatze zur Stabilisierung von HIF-1a erkléren.

In diese Studie wurde bestatigt, dass HIF-1a in nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten
sowohl unter 2 % O; als auch bei 20 % O, in Anwesenheit von DMOG stabilisiert wird. Die
nachgewiesene Stabilisierung von HIF-1a in neutrophilen Granulozyten unter 20 % O, durch
Stimulation mit PMA deutet auf Stabilisierung von HIF-1a durch ROS hin. Die Stabilisierung
von HIF-1a in PMA-stimulierten neutrophilen Granulozyten unter 2 % O, wurde bei
Inkubation mit DPI vermindert. DPI fiihrt als Inhibitor der NADPH-Oxidase zur Hemmung
der ROS-Produktion. Das unterstutzt die Theorie der ROS-abhangigen Stabilisierung von
HIF-1a. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass neben der Bildung von ROS auch
noch andere durch PMA ausgel6ste Signalwege zur Stabilisierung von HIF-1a beitragen. Die
nicht detektierte Bildung von ROS unter 2 % O, konnte durch deren Verbrauch zur

Stabilisierung von HIF-la hervorgerufen worden sein. Der fehlende Sauerstoff als
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Substratmangel fur die zur Produktion von ROS essentiellen NADPH-Oxidase konnte jedoch
auch urséchlich fir die detektierte Inhibierung der ROS unter 2 % O, gewesen sein. Dafir
spricht, dass die ROS-Produktion sowohl unter 20 % O, als auch bei DMOG mit 20 % O,
nicht beeintrachtigt war. Die gehemmte Bildung der NETs unter 2 % O, im Vergleich zu
20% O, und DMOG mit 20 % O, ist die Konsequenz aus der vorher beobachteten
Inhibierung der ROS-Bildung unter Sauerstoffmangel (2 % O;). Die erhaltenen Ergebnisse
zur ROS- und NET-Bildung unter 2 % O,, DMOG mit 20 % O, sowie 20 % O, sind in der

untenstehenden Grafik noch einmal zusammenfassend dargestellt (Abbildung 48).

20% O, DMOG +20 % O, - 2% O
- PMA Keine Stabilisierung von Stabilisierung von
Stabilisierung von HIF-1la HIF-1lo
HIF-1a
+ PMA Stabilisierung von Stabilisierung von Stabilisierung von
HIF-1a HIF-1a HIF-1a
Bildung von ROS Bildung von ROS Keine Bildung von
und NETs und NETs ROS und NETs

Abbildung 48: Bildung von ROS und NETSs unter verschiedenen experimentellen Bedingungen

Es sind die Bildung von ROS und NETSs neutrophiler Granulozyten mit oder ohne Stimulation mit
PMA in Anwesenheit von 20 % O,, DMOG und 20 O, sowie 2 % O, dargestellt. Keine Stabilisierung
von HIF-1a erfolgte nur in nicht stimulierten neutrophilen Granulozyten in Anwesnheit von 20 % O,.
2% O, fihrten zur Hemmung der ROS und NETs wahrend unter den anderen experimentellen

Bedingungen keine veranderte ROS- und NET-Bildung beobachtet werden konnte.

6.4 Schlussbetrachtung und Ausblick

Die molekularen Mechanismen, welche zur Ausbildung von NETSs fiihren, sind komplex und
noch weitgehend ungeklart. Bekannt ist unter anderem, dass die Auslosung der NETs durch
biologische (z. B. LPS) und synthetische (z. B. PMA) Stimuli ROS-abhéngig ablauft. Die
Ergebnisse dieser Arbeit tragen dazu bei, die Rolle der dabei essentiellen ROS,
ROS-produzierenden Enzyme und Mitochondrien naher zu verstehen. Es wurde gezeigt, dass
die Superoxiddismutase und mitochondriale ROS keinen Einfluss auf die Bildung von NETSs
ausliben. Die Daten bestéatigten, dass die NADPH-Oxidase und Myeloperoxidase zur Bildung
von NETs wichtig sind. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein breites Spektrum
antioxidativer Substanzen die ROS- und NET-Bildung aktivierter neutrophiler Granulozyten

hemmt. Die Hemmung der NETs ist besonders in NET-assoziierten Krankheiten eine
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therapeutische Option. So wird spekuliert, dass NETs z. B. in Autoimmunkrankheiten wie
Vaskulitis der kleinen GefaRe oder systemischer Lupus erythematodes eine Rolle spielen,
indem sie die Bildung von Autoantikorpern induzieren und durch Exposition toxischer
Molekile (ROS, Granulaproteine) Gewebeschéden verursachen. Zugleich werden die
NET-Strukturen von Autoantikdrpern erkannt, verzdgert abgebaut und tragen so zur
Verschlechterung der Autoimmunkrankheit bei. In den Autoimmunkrankheiten Epidermolysis
bullosa acquisita und bulléses Pemphigoid fuhren Autoimmunkomplexe zur Rekrutierung und
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Es wurde gezeigt, dass die NADPH-Oxidase und
neutrophile Elastase zur Schadigung von Gewebe beitragen und so bei der Pathogenese dieser
Krankheiten eine wichtige Rolle spielen. Da die NADPH-Oxidase und neutrophile Elastase
fur die ROS-abhéngige NET-Bildung essentiell sind, konnten NETs auch in diesen
Autoimmunkrankheiten eine krankheitsférdende Rolle spielen. Die im Rahmen dieser Arbeit
erlangten neuen Erkenntnisse tragen zum einen zum Verstandnis der ablaufenden Prozesse
wahrend der NET-Bildung bei, zum anderen bieten sie neue Ansatzpunkte im Kampf gegen

Autoimmunkrankheiten.

Der synthetische Stimulus PMA fihrt durch Aktivierung der Proteinkinase C zur
ausgepragten ROS-Bildung in neutrophilen Granulozyten. Die Hemmung der ROS- und
NET-Bildung PMA-stimulierter neutrophiler Granulozyten unter Sauerstoffkonzentrationen,
die am Entziindungsherd vorherrschen (2 % O,, Hypoxie), kénnte an der Verwendung des
synthetischen Stimulus gelegen haben. Wichtig wére die Betrachtung des Einflusses von
Hypoxie vergleichend mit DMOG und Normoxie auf die ROS-und NET-Bildung
neutrophiler Granulozyten mit physiologischeren Stimuli, wie z. B. Immunkomplexen. Des
Weiteren sollte untersucht werden, ob Antioxidantien in Immunkomplex-induzierten NETS

immunmodulatorisch eingesetzt werden kdnnen.
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