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Einleitung
| Einleitung
1. Sepsis

1.1 Hintergrund und Epidemiologie

Die Sepsis als schweres, potentiell todliches Krankheitsbild ist bereits seit der
Antike bekannt. Der Begriff stammt aus dem Griechischen [onwig] und
bezeichnet in den Werken des griechischen Arztes und Philosophen Hippocrates
als sepidon [onTredwv] den Zerfall von Gewebe. [1] Im 19. Jahrhundert begannen
Forscher die pathophysiologischen Zusammenhange der Entstehung und
Ubertragung von Infektionen und somit auch der Sepsis aufzudecken. Der
franzosische Arzt Casimir Davaine etablierte mit seinen Versuchen zur
Ubertragung von Blut kranker auf gesunde Tiere den Begriff der ,Septikdmie*“. In
der Folge wurde die Sepsis zunehmend als systemische Infektion betrachtet.
Neben den Erkenntnissen des Chirurgen Ignaz Philipp Semmelweis Uber den
Einfluss der Handehygiene auf die Ubertragung von Infektionskrankheiten waren
es vor allem die Wissenschaftler Louis Pasteur und Robert Koch, welche
Mikroorganismen als Ursache von Infektionserkrankungen identifizierten. [2]
Doch auch nach der Entdeckung der antibiotischen Therapie und der hierdurch
ermoglichten Behandlung und Eradikation der krankheitsauslosenden Erreger
verstarb weiterhin eine hohe Anzahl an Patienten an einer Sepsis, sodass der
Wirtsorganismus selbst als pathophysiologischer Faktor in den Vordergrund
ruckte. [3-5] Die Sepsis wird mittlerweile als hochkomplexes Krankheitsbild
verstanden, bei dem es zu einer Dysregulation der Immunantwort kommt. [6-10]
Auch heutzutage stellt die Sepsis in Bezug auf Inzidenz und Mortalitat eine
weltweit bedeutende Erkrankung dar. Dies zeigt sich anschaulich an einer im
Jahr 2017 veroffentlichten Resolution der Weltgesundheitsorganisation (WHO).
In dieser wurde die Sepsis als aulerordentliche globale Belastung benannt und
das Kollektiv der Mitgliedsstaaten der WHO dazu aufgefordert, konkrete
Malnahmen zur besseren Pravention, Diagnostik und Therapie der Sepsis zu
implementieren. [11]

In Deutschland erkrankten 2013 knapp 280.000 Menschen an einer Sepsis, was
einer Inzidenz von 335 Fallen pro 100.000 Einwohnern entsprach. [12] In den
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USA variierten im Zeitraum von 2004-2009 die Inzidenzen zwischen 300 und
1031 Fallen pro 100.000 Einwohnern. [13] Gleichzeitig stellte die Sepsis
innerhalb des amerikanischen Gesundheitssystems das mit Abstand
kostenintensivste Krankheitsbild dar. [14]

Ein Grolteil der Erkenntnisse zur Inzidenz der Sepsis beruht auf Daten aus
einkommensstarkeren Landern mit entsprechend weitreichenderen Ressourcen
zur adaquaten medizinischen Versorgung. Global gehen Studien von etwa 31 bis
49 Millionen Sepsiserkrankten und elf Millionen hierdurch verursachten
Todesfallen pro Jahr aus, was wiederum fast einem Funftel aller weltweiten
Todesfalle entspricht. Es wird dabei angenommen, dass die Einwohner
einkommens- und strukturschwacher Regionen haufiger und schwerer von einer
Sepsis betroffen sind. [15, 16]

Sepsis incidence per 100000
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Abbildung 1. Globale Verteilung der Sepsis-Inzidenz pro 100.000 Einwohner ([16]).

Obwohl die Sepsis ein derart haufiges und lebensbedrohliches Krankheitsbild
darstellt, besteht in der Gesellschaft lediglich ein vergleichsweise geringes
Wissen Uber die mogliche Pravention und Fruherkennung der Symptome. [17]

Auf der Basis neuer wissenschaftlicher Erkenntnisse konnte die Letalitat der
Sepsis vor allem in den Industrienationen reduziert werden. So trug

beispielsweise die EinfGhrung standardisierter, zeitkritischer
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Behandlungsprotokolle zur weiteren Optimierung der Sepsistherapie bei. In
Deutschland reduzierte sich die Krankenhaussterblichkeit zwischen 2007 und
2013 von 27,0% auf 24,3%. [12] In Australien und Neuseeland betrug die Letalitat
im Jahre 2000 noch 35% und verringerte sich bis 2012 auf 18,4%. [18]
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Abbildung 2. Graphische Darstellung der jéhrlichen Krankheits- und Todesfélle fiir
Deutschland zwischen 2007 und 2014, Orange=Krankheitsfalle pro Jabhr,
Rot=Todesfélle pro Jahr (modifiziert nach [19], Daten basierend auf [12] sowie der
fallzahlbezogenen Krankenhausstatistik 2014 des FDZ der statistischen Amter des
Bundes und der Lénder).

1.1.1 Definition

Definiert wird der Begriff Sepsis nach der dritten internationalen
Konsensuskonferenz aus dem Jahre 2016 als eine lebensbedrohliche
Organdysfunktion infolge einer fehlregulierten Immunantwort des Korpers auf
eine Infektion. [20] Zur Beurteilung uber das Vorliegen einer Organdysfunktion
wird der 1996 von Vincent et al. erstmals publizierte, sogenannte Sequential
Organ Failure Assessment Score, kurz SOFA-Score verwendet. Die Sepsis ist
durch einen Anstieg des SOFA-Scores um mindestens 2 Punkte gekennzeichnet.
Neben der initialen Diagnosestellung kann der SOFA-Score auch als
regelmaldiger, prognoseassoziierter Verlaufsparameter erhoben werden. [21]

Eine in frGheren Versionen der Sepsis-Definitionen zusatzlich vorgenommene
9
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Klassifizierung in eine schwere Sepsis (Sepsis mit Organdysfunktion) ist mit der
aktuellen Konsensusdefinition nicht mehr gebrauchlich. [20, 22]

Als klinischer Test zur Fruherkennung potentiell septischer Patienten dient der
gSOFA (quick SOFA) Score. Dieser umfasst eine Atemfrequenz >22/min, einen
systolischen Blutdruck von <100mmHg sowie einen veranderten mentalen
Status. [20, 22]

Der septische Schock stellt eine Sonderform der Sepsis dar, bei der eine
besonders ausgepragte Beeintrachtigung der Zirkulation, der Zellfunktionen und
des Metabolismus zu einer hoheren Mortalitat im Vergleich zur alleinigen Sepsis
fuhren. Patienten mit septischem Schock erfullen die o.g. Kriterien der Sepsis,
bendtigen jedoch zusatzlich trotz adaquater Volumentherapie Katecholamine zur
Aufrechterhaltung eines arteriellen Mitteldrucks (mean arterial
pressure/MAP)>65mmHg und/oder weisen ein Serumlaktat von mindestens 2
mmol/L (>18 mg/dL) auf, jeweils Zeichen einer metabolisch wirksamen

Hypoperfusion des Gewebes. [20, 23]
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SOFA-Score- 0 1 2 3 4

Punkte

Lunge: 2400 <400 <300 <200 <100

PaO 2 /FiO 2, mit mechanischer | mit mechanischer
mmHg Ventilation Ventilation
Gerinnung: =150 <150 <100 <50 <20

Thrombozyten

x 10/mm 3

Leber: <1,2 (<20) 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 (102-204) >12,0 (>204)
Bilirubin  mg/dl (20-32) (33-101)

(pumoll)

Herz/Kreislauf: | MAD MAD Dopamin < 5* Dopamin 5,1-15* Dopamin > 15*
Hypotension =70 mmHg <70mmHg | oder Dobutamin | oder Adrenalin £0,1* | oder Adrenalin >0,1*

(jede Dosierung) | oder Noradrenalin | oder Noradrenalin

<0,1* >0,1*
ZNS: 15 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow Coma
Scale
Niere: <1,2(<110) 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 (300-400) | >5,0 (>440)
Kreatinin mg/dl (110-170) (171-299) oder <500 ml/d oder <200 ml/d

(umol/l)  oder
Diurese

Abbildung 3. Sequential Organ Failure Score (SOFA-Score) zur Beurteilung der
Organdysfunktion und Diagnostik der Sepsis (* = Katecholamindosis in ug/kgKG/min fiir
mindestens eine Stunde, modifiziert nach [22]).

1.1.2 Pathophysiologie

Infolge einer Infektion mit pathogenen Erregern kommt es regelhaft zu einer
akuten Immunreaktion durch den infizierten Organismus. Diese unmittelbare
Immunantwort des Wirtes zielt darauf ab, die ursachlichen Erreger zu
lokalisieren, diese mit verschiedensten Abwehrmechanismen zu bekampfen und
Reparaturprozesse des betroffenen Gewebes einzuleiten. [24, 25] Diese
Vorgange beruhen auf der Aktivitat gewebsstandiger phagozytarer Zellen wie
z.B. Makrophagen oder dendritischer Zellen, zirkulierender Phagozyten wie vor
allem neutrophiler Granulozyten, sowie der Initierung pro- und
antiinflammatorischer Signalkaskaden durch humorale Faktoren. [24-28]

Bei der Sepsis kehrt die durch einen Erreger verursachte Immunantwort des
Organismus nicht auf ein homoostatisches Niveau zurtck, sondern fuhrt durch
eine Dysregulation zu dem im vorherigen Abschnitt definierten klinischen
Syndrom. [9, 10] Lange wurde allein eine UbermafRige Aktivierung des

Entzindungssystems auf das eingedrungene Pathogen fur die Entstehung der
11
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Sepsis verantwortlich gemacht. Mittlerweile hat sich jedoch gezeigt, dass die
Antwort des Organismus auf eine komplexere und umfassendere Art und Weise
beeintrachtigt ist. [3, 8] Hierbei spielen die genannte Uberschiellende
Entzindungsreaktion, aber auch eine Immunsuppression und die fehlende
Ruckkehr der korpereigenen Abwehr in ein Gleichgewicht zwischen
entzindungsférdernden und -hemmenden Prozessen eine entscheidende Rolle.
[9, 10, 29]

Im Rahmen einer physiologischen akuten Entzindungsreaktion wird ein in den
Korper eingedrungenes Pathogen zunachst von Zellen des angeborenen
Immunsystems erkannt. [24, 25, 30] Die |dentifikation erfolgt anhand von, fir
diesen Mikroorganismus spezifischen, im Wirt jedoch nicht vorkommenden,
Strukturen, den sogenannten pathogen associated molecular patterns (PAMPs).
PAMPs konnen beispielsweise Lipopolysaccharide oder Peptidoglykane von
Bakterien aber auch virale RNA sein. [24, 25, 30-32]

Die Zellen des angeborenen Immunsystems, wie z.B. neutrophile Granulozyten,
Monozyten  oder  Makrophagen, exprimieren eine  Auswahl an
Erkennungsrezeptoren, sogenannte pattern recognition receptors (PRRs), mit
denen sie die spezifischen PAMPs pathogener Erreger erkennen konnen. Es
existieren verschiedene Formen von PRRs wie beispielsweise Toll-like
Rezeptoren (TLRs) oder NOD-like Rezeptoren (NLRs). [31] Toll-like Rezeptoren
sind Transmembranproteine, die auf der Zelloberflache oder in Endosomen der
Zelle lokalisiert sein konnen und der Erkennung extrazellularer Mikroorganismen
dienen. Sie sind durch die extrazellulare Region von N-terminalen leucinreichen
Wiederholungen (Leucin-rich repeats) sowie die intrazellulare TIR (Toll-IL-
Rezeptor) Domane charakterisiert. Die zytoplasmatischen NOD-like Rezeptoren
erkennen dagegen pathogene Strukturen, welche sich im Inneren der
Immunzelle befinden. NLRs besitzen eine zentrale nucleotidbindende
Oligomerisierungsdomane sowie zusatzliche variable Domanen. [31] Innerhalb
der verschiedenen Rezeptorklassen existieren wiederum einzelne Subtypen von
Rezeptoren. Zu den wichtigsten PRRs zahlen beispielsweise der Toll-like-
Rezeptor 4 (TLR-4), welcher mit Lipopolysacchariden (LPS) gramnegativer
Bakterien interagiert [33, 34] sowie der Toll-like-Rezeptor 2 (TLR-2), der vor allem
ein breites Spektrum an Bestandteilen grampositiver Bakterien erkennt, darunter
Peptidoglykane oder Lipoteichonsaure (LTA). [35-38]

12
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Neben PAMPs spielen bei der akuten Entzindungsreaktion auch sogenannte
damage-associated molecular patterns (DAMPs) eine Rolle. [24, 25, 30, 31, 39]
Dies sind Molekule, die von im Rahmen der Infektion oder der assoziierten
Entzindungsreaktion beschadigten Wirtszellen freigesetzt und ebenfalls von den
PRRs der Immunzellen erkannt werden (beispielsweise mitochondriale DNA,
high mobility group box 1 (HMGB-1) [40] oder metabolische Molekule wie ATP
[41]). [24, 25, 30, 31]

Die Aktivierung der PRRs [0st eine komplexe zellulare und nicht-zellulare
Immunantwort aus, die prinzipiell dem Ziel folgt, den Erreger zu eliminieren und
nachfolgend die Heilung des Organismus einzuleiten. [24, 25, 30] Hierbei
bewirken die Signale der aktivierten Erkennungsrezeptoren wie TLRs oder NLRs
unter anderem eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor
kB). [31, 42] Dieser vermittelt in den beteiligten Zellen des angeborenen
Immunsystems eine verstarkte Gentranskription proinflammatorischer Typ-I
Interferone sowie Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF), Interleukin-1 (IL-1)
oder Interleukin-6 (IL-6). [31, 43]

Durch die Bindung von mikrobiellen Liganden an die jeweiligen PRRs kommt es
zudem zu einer Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Die hierdurch
gesteigerte Expression von Adhasionsmolekulen auf der Leukozytenoberflache
ermoglicht zusammen mit der Aktivierung des Endothels eine vermehrte
Rekrutierung der Immunzellen aus der Blutzirkulation ins paravaskulare
geschadigte Gewebe (Vgl. Kapitel | 2.5.). Infolge der Freisetzung von
Entzindungsmediatoren kommt es zusatzlich zu einer Permeabilitatssteigerung
und Vasodilatation im betroffenen Gewebe, was sich klinisch in den
Kardinalzeichen einer Entziindung wie Schwellung, Uberwdrmung und Rétung
aulert. [24, 25, 30]

Die kaskadenartigen Ablaufe der akuten Entzindungsreaktion stehen unter einer
permanenten Regulation. Pro- und antiinflammatorische Mediatoren, welche
nach der Infektion mit pathogenen Organismen freigesetzt werden, vermitteln
eine Balance der stattfindenden Prozesse von Leukozytenaktivierung und -
rekrutierung, Phagozytose und anderen antimikrobiellen Abwehrmechanismen.
Sie sorgen damit fur ein angemessenes Ausmal} der Entzindungsreaktion sowie
eine anschlielRende Reparatur und Heilung des initial infizierten Gewebes. [24,
25, 30]
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Im Falle einer Sepsis lauft die immunologische Reaktion nicht mehr auf dem
zuvor charakterisierten, ausgeglichenen Niveau ab und kehrt auch nicht auf
dieses zuruck. Infolge der sogenannten dysregulierten Immunantwort des
Wirtsorganismus entwickeln sich die ablaufenden immunologischen Prozesse zu
einem charakteristischen Krankheitsbild mit generalisiertem, Ubermalligen
Entzindungsgeschehen in Kombination mit einer Suppression des
Immunsystems. Die proinflammatorische Komponente mit systemischer
Entzindung ist hierbei Ursache fur Kollateralschaden der infizierten Strukturen
aber auch von Geweben fernab des ursprunglichen Infektfokus. Durch die
Immunsuppression kommt es wiederum zu einer erhohten Anfalligkeit far
Sekundarinfektionen. [9, 44]

Die Entwicklung der Sepsis aus der physiologischen Immunantwort ist von
multifaktorieller Genese. Allgemein sind erregerabhangige Faktoren wie die
Pathogenitat eines Mikroorganismus oder seiner Produkte von wirtsabhangigen
Faktoren, z.B. genetischer oder medikamentos-induzierter Disposition fur
septische Krankheitsbilder, zu unterscheiden. [9]

Initial auslosend fur die Entstehung einer Sepsis sind Bestandteile der
Mikroorganismen (auf Bakterien z.B. LTA, Peptidoglykane, LPS) oder deren
toxische Produkte (Exotoxine wie z.B. Pseudomonas Exotoxin A) mit einer durch
sie verursachten Aktivierung des angeborenen Immunsystems Uber PRRs. Wie
bei der physiologischen, akuten Immunantwort kommt es zu einer Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen, z.B. TNF oder IL-1R. Durch ein Ubermaf
an diesen entzindungsfordernden Faktoren entsteht allerdings eine
uberschielende Entzindungsreaktion, die sich nicht mehr auf den Infektfokus
beschrankt, sondern auch fokusferne Regionen betrifft. Entscheidende
Bestandteile dieser Entwicklung sind die Aktivierung des Komplementsystems,
des Gerinnungssystems und des GefalRendothels im entzundeten Gewebe. [9]
Durch die freigesetzten Zytokine wird die Quantitat, Lebensdauer und
funktionelle Effektivitat der Zellen des angeborenen Immunsystems erhoht.
Neutrophile  Granulozyten beispielsweise bilden vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species (ROS)) und setzen intrazellulare
Strukturen, die sogenannten neutrophil extracellular traps (NETs), frei, um
Pathogene rasch und wirksam zu bekampfen. Bei exzessiver Inflammation

konnen diese Abwehrmechanismen jedoch auch erhebliche Kollateralschaden
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verursachen. Aus Thrombozyten und Endothelzellen gelangen zudem vermehrt
entzindungs-, oxidations-, und koagulationsfordernde Substanzen in das
Gefalisystem, die in erhohter Konzentration ebenfalls zur Pathogenese der
Sepsis beitragen. [9, 44-46]

In der Folge fuhren diese proinflammatorischen Prozesse zu einer Aktivierung
des Gefallendothels im infizierten Gewebe sowie einer Permeabilitatssteigerung
der GefalRwand, was unter homoostatischen Bedingungen die Grundlage fur die
Rekrutierung von Leukozyten aus der Blutzirkulation ins paravaskulare,
geschadigte Gewebe darstellt (Vgl. Kapitel | 2.5.). Bei systemischem
Entzindungsgeschehen bilden sich durch das sog. Kapillarleck in Kombination
mit einer Vasodilatation jedoch hypotone Kreislaufverhaltnisse und generalisierte
Odeme des Interstitiums, welche zu einer Minderversorgung mit Sauerstoff
fuhren kdnnen. [9, 47]

Als humorale Komponente des angeborenen Immunsystems wird auch das
Komplementsystem bei der Sepsis vermehrt aktiviert. Dieses kaskadenartige,
streng regulierte System von l6slichen Proteinen dient der Markierung, Bindung
und Elimination pathogener Erreger und wirkt selbst proinflammatorisch. Im
septischen, dysregulierten Organismus kommt es unter anderem zu einer
vermehrten Bildung des Anaphylatoxins Cb5a. Dieses kann bei zu hoher
Konzentration Uber die negative Beeintrachtigung intrazellularer Signalkaskaden
zu einer funktionellen Einschrankung der Chemotaxis und der Phagozytose
neutrophiler Granulozyten fuhren. [9, 48]

Ein weiterer Pathomechanismus in der Entstehung der Sepsis ist die
Hyperkoagulabilitat. Durch die vermehrte Expression von tissue factor auf
Endothelzellen und Leukozyten wird entsprechend der Gerinnungskaskade
vermehrt Prothrombin in Thrombin umgewandelt, welches wiederum Fibrinogen-
Hexamere zu Fibrin spaltet. Durch die ebenfalls erhohte Konzentration von
plasminogen-activator inhibitor type-1 (PAI-1) und die damit verminderte
fibrinolytische Aktivitat von Plasmin entsteht im Rahmen der Sepsis insgesamt
eine die Blutgerinnung begunstigende Konstellation. Dies kann in Form der
disseminierten intravasalen Koagulation zu Thrombosen im Mikrogefal3system
oder  aufgrund des Verbrauchs von Gerinnungsfaktoren Zu
Blutungskomplikationen mit sekundar verstarkter Gewebeschadigung fuhren. [8,
49, 50]
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Insgesamt resultieren bei der Sepsis durch die genannten Mechanismen und
deren systemische Wirkung Organschaden und -dysfunktionen sowie ein
veranderter Zellmetabolismus. Diese Entwicklungen konnen im Verlauf zu einem

Multiorganversagen mit entsprechend hoher Letalitat fuhren. [6, 9]
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Abbildung 4. Ausgewéhlte pathophysiologische Mechanismen der Sepsis. Aus [51].

1.1.3 Aktuelle Therapiestrategien

Beim Krankheitsbild der Sepsis handelt es sich um einen zeitkritischen
medizinischen Notfall. [52-55]

Dieses Paradigma stellt den zentralen Aspekt der in den letzten zwei
Jahrzehnten entwickelten Therapiekonzepte zur Sepsis dar. Im Jahre 2004
wurden im sogenannten ,Sepsis-Bundle“ erstmals evidenzbasierte
Handlungsempfehlungen zusammengefasst, welche die rasche Identifikation
von Sepsiserkrankten ermoglichen und die Einleitung adaquater therapeutischer
MalRnahmen standardisieren sollten. [56] Auf der Grundlage neuer
wissenschaftlicher Erkenntnisse wurde das Sepsis-Bundle mehrmals
Uberarbeitet, die aktuellen Kernpunkte sollen im Folgenden kurz dargestellt
werden. [57, 58]
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Die drei Grundprinzipien der Sepsistherapie umfassen generell eine Kontrolle der
Infektion, die hamodynamische Stabilisierung der Patienten und eine Modulation

der Immunantwort. [59]

1-Hour Bundle nach SSC 2018

Messung der Laktatkonzentration

- Gewinnung von Blutkulturen vor Gabe von antibiotischer Therapie

- Beginn einer kalkulierten Antibiotikatherapie mit Breitspektrum-
Antibiotika

- Rasche Volumensubstitution (30 ml/kg KG kristalloide Losung) bei
Hypotension oder einer Laktatkonzentration > 4mmol/l

- Therapie mit Vasopressoren bei fortbestehender Hypotension (MAP<65

mmHg) trotz Flussigkeitssubstitution

Abbildung 5. Darstellung des 1-Hour Sepsis Bundle, eines zuletzt 2018 von der
Surviving Sepsis Campaign verdffentlichten Therapiekonzeptes zur Sepsis (modifiziert
nach [58]).

Der erste therapeutische Aspekt beinhaltet die fruhzeitige Erkennung und
Behandlung einer Sepsis-induzierten Minderperfusion des Gewebes. Als
etablierter Marker zur Quantifizierung einer Gewebshypoperfusion dient die
Laktatkonzentration im Serum. Wahrend die rasche |Initierung einer
Flussigkeitstherapie einen positiven prognostischen Effekt hat, kommt es durch
die schematische Verabreichung von festgelegten Flussigkeitsmengen entgegen
der 0.g. SSC-Empfehlung zu keinem besseren Outcome. Vielmehr sollte mit Hilfe
eines erweiterten hamodynamischen Monitorings eine bedarfsgerechte
Flussigkeitssubstitution erfolgen. Zudem bestehen Hinweise, dass durch eine
frihzeitige Katecholamintherapie neben der Volumenbelastung auch das
Sterberisiko der Patienten gesenkt werden kann. [60-63]

Zur weiteren Stabilisierung der Hamodynamik bei fortbestehender Hypotension
kommen vasopressive Medikamente zum Einsatz. Mittel der Wahl ist hierbei das
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Katecholamin Noradrenalin, welches sich aufgrund von nachweislich positiven
Effekten in der Therapie der Sepsis und des septischen Schocks etabliert hat. [6,
58, 64-66]

Fur die Diagnosestellung der Sepsis ist kein Nachweis eines potentiell
auslosenden Erregers erforderlich. Dennoch sollte vor dem Beginn einer
antibiotischen Therapie die mikrobiologische Diagnostik mit Abnahme von
mindestens zwei Blutkulturen und weiterem, dem Erregernachweis dienlichen
Untersuchungsmaterial (Trachealsekret, Urin, Gelenkpunktat, etc.) erfolgen. Der
frhzeitige Beginn einer kalkulierten, intravenosen Antibiotikatherapie stellt den
zweiten Kernaspekt der Sepsistherapie dar. Auch hier ist der Zeitpunkt der
Erstgabe von signifikanter prognostischer Relevanz bezuglich der Sepsis-
Mortalitat. [52-55]

Die Grundsatze einer adaquaten initialen Therapie mit Antiinfektiva folgen dabei
den Prinzipien der ,Tarragona-Strategie, welche urspranglich fur die
Behandlung von Beatmungs-assoziierten Pneumonien formuliert wurden. Neben
der fruhzeitigen Applikation einer kalkulierten Antibiotikatherapie mit
ausreichendem Wirkspektrum fur die zu erwartenden Erreger und ausreichend
hohem Wirkspiegel am Ort der vermuteten Infektion ist hierbei stets eine situative
Berucksichtigung der lokalen Resistenzlage, der individuellen Patientenfaktoren
sowie die regelmalige Re-Evaluation bezlglich einer Eskalation oder
Deeskalation der antimikrobiellen Therapie von fundamentaler Bedeutung. [67]
Obwohl die Prognose der Sepsis mithilfe moderner intensivmedizinischer
Behandlungsregimes bereits verbessert werden konnte, handelt es sich weiter
um ein haufiges Krankheitsbild von erheblicher Mortalitat und Letalitat. Daher ist
die ldentifikation neuer wirksamer Ansatze zur Modifikation der dysregulierten
Immunantwort und Optimierung der Sepsistherapie weiterhin Gegenstand
aktueller Forschung. Bislang konnten fur die zahlreichen immunmodulierenden
Konzepte keine klinischen Ergebnisse nachgewiesen werden, um diese
Verfahren fur die Behandlung von Sepsispatienten zu empfehlen. [3, 9, 59, 68]
Als zusatzliche Therapiemdglichkeit wurden Systeme entwickelt, die
beispielsweise mit Hilfe von Opsonin-beschichteten Nanopartikeln bakterielle
Pathogene und deren Toxine aus dem Blut entfernen sollen. [69]

Fur prazisere Therapieansatze wird zunehmend versucht, der immunologischen

Heterogenitat der Patienten Rechnung zu tragen. Basierend auf Bed-Side Tests
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und biochemischen sowie immunologischen Charakteristika kann in Zukunft
versucht werden, Subgruppen von Patienten zu identifizieren, die von der
gezielten Modulation spezifischer Teile und Phasen der Immunreaktion vermehrt
profitieren. [9, 70, 71]
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2. Leukozyten

2.1 Einleitung

Das Immunsystem umfasst alle Komponenten eines biologischen Organismus,
mit welchen sich dieser gegen verschiedenste fremde Pathogene und
Substanzen (z.B. Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten) sowie deren Toxine
schitzen kann. Aul3erdem spielt das Immunsystem auch eine essentielle Rolle
bei verschiedenen korpereigenen Prozessen, beispielsweise der Auflosung von
sterilen Gewebeschadigungen (z.B. Ischamie-Reperfusionsschaden) oder der
Erkennung und Vernichtung von maligne entarteten Zellen.

Die zellulare Kernkomponente dieses Abwehrsystems sind Leukozyten. Sie
werden aus hamatopoetischen Stammzellen gebildet und entsprechend ihrer
weiteren Differenzierung in Zellen der myeloischen oder der lymphatischen
Zelllinie unterschieden. Zu den Immunzellen myeloischen Ursprungs zahlen
dendritische Zellen, Makrophagen, Monozyten sowie Granulozyten. Aus der
lymphoiden Vorlauferzellen konnen T-Lymphozyten, B-Lymphozyten sowie
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) entstehen. Leukozyten besitzen die Fahigkeit
miteinander zu interagieren und Ubernehmen multiple Aufgaben in der
Erkennung und Abwehr von Krankheitserregern, der Entstehung und Regulation
von Entzindungsreaktionen sowie daruber hinaus in der Detektion und
Ausléschung von maligne entarteten korpereigenen Zellen. [25, 72-76]

1908 erhielten Elie Metchnikoff und Paul Ehrlich den Nobelpreis der Medizin fur
die von ihnen geschaffenen Grundlagen zu den beiden immunologischen
Grundsystemen: der angeborenen und der erworbenen Immunitat. Wenngleich
mittlerweile bekannt ist, dass beide Systeme interagieren und Leukozyten auch
Funktionen beider Systeme wahrnehmen konnen, hat diese Einteilung bis heute
Bestand. [75-77]

Die angeborene oder unspezifische Immunitat beinhaltet sofort wirksame
Abwehrmechanismen zur unmittelbaren Verteidigung gegen fremde
Mikroorganismen. Diese Mechanismen mussen nicht erst im Kontakt zur Umwelt
ausgebildet werden, sondern bieten einen sofortigen, wenn auch unspezifischen
Schutz. Zu seinen Bestandteilen gehdren physikalische Komponenten (Tight-
junctions der Haut, Schleimhaute, Endothelzellen der Gefale), nicht-zellulare
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Abwehrfaktoren wie Lysozym oder Defensine sowie Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen und naturliche Killerzellen. [25, 72, 75, 76]

Das erworbene oder spezifische Immunsystem reagiert erst verzogert auf ein
eingedrungenes Pathogen. Die immunologische Antwort erfolgt jedoch deutlich
spezifischer. Zellulare Hauptbestandteile des spezifischen Immunsystems sind
B- und T-Lymphozyten. Plasmazellen produzieren als Effektorformen von B-
Lymphozyten  spezifische  Antikdrper oder Immunglobuline  gegen
charakteristische molekulare Merkmale (Antigene) eines bestimmten Pathogens.
Das spezifische Immunsystem kann zudem ein immunologisches Gedachtnis
bilden und so bei wiederholten Infektionen deutlich rascher und starker reagieren.
[25, 75, 76]

In der akuten Entzindungsreaktion auf eine Infektion, aber auch bei der
Ausbildung des septischen Krankheitsbildes spielen eine Untergruppe der
myeloiden Zellen des angeborenen Immunsystem, die Granulozyten, eine grof3e
Rolle. Als ,Granulozyten® oder auch ,polymorphkernige Leukozyten“ werden
Immunzellen bezeichnet, die sich durch einen unregelmaldig geformten Zellkern
und histochemisch anfarbbare zytoplasmatische Granula kennzeichnen. Anhand
des charakteristischen Farbeverhaltens lassen sich eosinophile, basophile und
neutrophile Granulozyten unterscheiden. Alle Granulozyten werden dem
angeborenen Immunsystem zugeschrieben und erfullen vor allem Aufgaben in

der akuten Immunabwehr eingedrungener Krankheitserreger. [25]

2.2 Basophile und eosinophile Granulozyten

Basophile Granulozyten sind durch dunkelblau-violett anfarbbare Granula
charakterisiert, welche unter anderem Heparin und Histamin beinhalten.

Im Gegensatz zu den funktionell verwandten Mastzellen sind basophile
Granulozyten vor allem im zirkulierenden Blut zu finden. Bei beiden Zelltypen
kommt es im Rahmen einer Antigen-vermittelten Quervernetzung von IgE
Antikdrpern zu einer anschlieBenden Degranulation mit Freisetzung der
genannten Inhaltsstoffe. Diese sind wiederum an der Entstehung oder
Aufrechterhaltung allergischer Reaktionen beteiligt. [25, 78]
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Eosinophile Granulozyten spielen vor allem bei parasitaren Infektionen von
Wurmern oder deren Larven (z.B. Echinokokkose, Schistosomiasis oder
Hakenwurm-Infektion) eine zentrale Rolle. Ihre mit Eosin rot anfarbbaren Granula
enthalten zyto- und gewebstoxische Substanzen in Form von kationischen
Proteinen (z.B. Major Basic Protein (MBP) oder eosinophile Peroxidase) sowie
pro-inflammatorische Zytokine und Chemokine (z.B. Eotaxin-1, TNF oder IL-6).
Obwohl sie wie neutrophile Granulozyten die Fahigkeit zur Phagozytose
besitzen, beruht ihr Abwehrverhalten gegenuber Parasiten vor allem auf der
Degranulation mit Freisetzung des zytotoxischen Inhalts. Neben der
Infektionsabwehr sind eosinophile Granulozyten an der Pathogenese
allergischer Erkrankungen wie beispielsweise dem Asthma bronchiale sowie an
verschiedenen Autoimmunerkrankungen (z.B. eosinophile Osophagitis oder
Churg-Strauss-Syndrom) beteiligt. [25, 78-82]

Sowohl im menschlichen als auch im murinen Blut sind basophile und
eosinophile Granulozyten in deutlich geringerer Anzahl vorhanden als
neutrophile Granulozyten. [83, 84] Fiur die Pathogenese der Sepsis spielen
basophile und eosinophile Granulozyten zum heutigen Stand der Wissenschaft

lediglich eine untergeordnete Rolle. [9]

2.3 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind elementarer Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr. Als erster zu einem Pathogen rekrutierter Immunzelltyp spielen
diese hochreaktiven Immunzellen bei der raschen Bekampfung bakterieller
Infektionen eine entscheidende Rolle. [26, 27, 85] Im menschlichen Blut stellen
sie zudem die mit Abstand am  haufigsten = vorkommende

Leukozytensubpopulation dar. [86, 87]
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Abbildung 6. Darstellung der Reifung und Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
sowie deren verschiedener Effektormechanismen (modifiziert nach [88]).
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2.4 Entstehung und Lebenszyklus von neutrophilen

Granulozyten

Neutrophile Granulozyten werden im Knochenmark unter Einfluss verschiedener
Wachstumsfaktoren, z.B. des granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) oder
des granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) aus
pluripotenten Stammzellen gebildet und durchlaufen in der Folge einen
Transkriptionsfaktor-abhangigen Reifungsprozess mit mehreren Stadien vom
Myeloblasten bis zum reifen, segmentkernigen neutrophilen Granulozyten.
Bildung und Reifung von Granulozyten wird auch als Granulopoese bezeichnet.
Weitere hieran beteiligte Faktoren sind beispielsweise IL-3 und IL-6 sowie der
Transkriptionsfaktor C/EBPa. Myeloide Vorlauferzellen (common myeloid
progenitors oder CMPs) konnen sich zunachst noch in Monozyten oder
Makrophagen sowie in neutrophile, basophile oder eosinophile Granulozyten
differenzieren. Die erste neutrophil-spezifische Vorlauferzelle ist der sogenannte
neutrophile Promyelozyt, der wie der neutrophile Myelozyt noch die Fahigkeit zur
Mitose besitzt. Darauffolgende Entwicklungsstadien neutrophiler Granulozyten
befinden sich im postmitotischen Stadium, der terminalen Differenzierung. Aktuell
wird angenommen, dass sich ein Teil der neutrophilen Vorlauferzellen unter
homdoostatischen Bedingungen nur wenig vermehrt, um die Produktion
neutrophiler Granulozyten im Rahmen einer schweren Infektion bedarfsgerecht
rasch erhohen zu kénnen. Das Knochenmark des menschlichen Organismus
beinhaltet sechs bis acht Mal mehr neutrophile Granulozyten als die
Blutzirkulation. Wahrend akuter infektioser oder inflammatorischer Prozesse
finden sich vermehrt unreife, stabkernige neutrophile Granulozyten oder deren
Vorstufen im menschlichen Blut. Diese sogenannte Linksverschiebung wurde
bereits Anfang des 20. Jahrhunderts erstmals beobachtet. Die Bildung und
Verteilung von neutrophilen Granulozyten im Organismus werden unter anderem
von dendritischen Zellen reguliert. Ein anderer Regulator der Granulopoese sind
Gewebsmakrophagen, welche infolge des Abbaus apoptotischer neutrophiler
Granulozyten Uber Interleukin-23 (IL-23) und das von T-Zellen gebildete
Interleukin-17 (IL-17) Einfluss auf die G-CSF Produktion nehmen. [27, 89-93]
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Abbildung 7. Verschiedene Stadien der Granulopoese nach [91].

Lange wurde fur neutrophile Granulozyten nur eine vergleichsweise kurze
Lebensdauer von wenigen Stunden im peripheren Blut angenommen. [94]
Aktuellere Studien gehen von einer Zeit von etwa 12 Stunden aus, die ein
neutrophiler Granulozyt im Blutkreislauf einer Maus zirkuliert. Nach Extravasation
aus dem Blutkreislauf in das paravaskulare Gewebe kann sich diese
Lebensdauer, besonders unter inflammatorischen Bedingungen und einer damit
verbundenen Hemmung der Apoptose, sogar um ein Vielfaches verlangern. [87,
89, 95-98]

Im Laufe ihrer Zirkulation im peripheren Blut ,altern” neutrophile Granulozyten
unter anderem durch die Interaktion mit dem Mikrobiom oder dessen
Sekretionsprodukten. Die mikrobiotisch induzierten Signale werden dabei von
PRRs der neutrophilen Granulozyten, insbesondere TLR2 und TLR4, erkannt
und fuhren Uber einen durch das Molekul MyD88 (Myeloid differentiation primary
response 88) vermittelten Prozess zu einer schrittweisen Veranderung der
Signalmuster innerhalb der Immunzelle. [99]

In der Folge verandert sich das Expressionsprofil fur verschiedene Signal- und
Adhasionsmolekule auf neutrophilen Granulozyten. So findet sich beispielsweise
eine verminderte Expression von L-Selektin und eine vermehrte Expression des
Chemokinrezeptors CXCR4 auf der Oberflache gealterter neutrophiler
Granulozyten. Diese molekularen Veranderungen erlauben schlielich dber die
Interaktion von CXCR4 mit dem Liganden CXCL12 die Rekrutierung und den
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Abbau dieser Immunzellen in Knochenmark, Leber und Milz. [100, 101] Unter
homoostatischen Bedingungen ist der Abbau der gealterten neutrophilen
Granulozyten im Sinne einer Feedbackschleife entscheidend an der
Mobilisierung von neu gebildeten neutrophilen  Granulozyten und
hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark beteiligt. [93, 102]
Hierbei werden apoptotische neutrophile Granulozyten von Makrophagen
internalisiert. Makrophagen besitzen sogenannte Liver-X-Rezeptoren (LXR),
nukleare Rezeptoren, die durch oxidierte Produkte des Cholesterolstoffwechsels
aktiviert werden und als Transkriptionsfaktoren fur multiple regulatorische
Funktionen zustandig sind. Abhangig von LXR verringern Makrophagen das
Expressionsniveau von CXCL12, was wiederum die genannte Freisetzung von
neu gebildeten neutrophilen Granulozyten und Stammzellen aus dem
Knochenmark bewirkt. [99, 100, 102]

Neben der Mobilisation neu gebildeter Zellen kann die phanotypische
Veranderung neutrophiler Granulozyten im Rahmen ihrer mikrobiotisch
vermittelten Alterungsprozesse auch von funktioneller Bedeutung fur die Zellen
selbst sein. So zeigte sich beispielsweise auf neutrophilen Granulozyten des
gealterten Subtyps eine vermehrte Aktivierung des Signal- und
Adhasionsmolekulls CD11b/Mac-1 im Vergleich zu nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten. [99]

Kommt es im Organismus zu einer starkeren Entzindungsreaktion,
beispielsweise im Rahmen einer Infektion, kdnnen im Knochenmark vorratige
neutrophile Granulozyten, vermittelt durch Chemokine, zusatzlich rasch in die
Zirkulation mobilisiert werden. Auslosend fur die Mobilisierung sind zum Beispiel
das koordinierte Zusammenspiel der CXC-Chemokine CXCL1 und CXCL2 mit
dem Wachstumsfaktor G-CSF. [103]

Wie eingangs erwahnt, gehoren neutrophile Granulozyten zu den ersten Zellen,
die zu Beginn einer Entzindung rekrutiert werden. Grundlage fur ihren schnellen
Einsatz am Ort der Schadigung ist dabei die zielgerichtete Extravasation in

entzindetes Gewebe. [26]
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2.5 Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
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Abbildung 8. Schematische Darstellung der Rekrutierungskaskade neutrophiler
Granulozyten  sowie intravitalmikroskopische  Aufnahme einer entziindeten
postkapilldren Venole mit fluoreszenzmarkierten neutrophilen Granulozyten (Ly6G*
Phycoerythrin-markiert) in unterschiedlichen Stadien der Rekrutierung in (modifiziert
nach [89]).

Leukozyten stellen einen essentiellen Bestandteil der initialen Immunantwort im
Rahmen einer Entzindungsreaktion dar. Um effektiv an den Ort der Inflammation
zu gelangen, mussen Leukozyten aus der Zirkulation dorthin rekrutiert werden.
Grundlage hierfur ist die Adharenz an und Transmigration durch die Gefallwand.
Der erste Schritt der Rekrutierungskaskade ist hierbei Aktivierung von
Endothelzellen in postkapillaren Venolen. Infolge einer Infektion im Gewebe
werden gewebsstandige Zellen (z.B. Makrophagen, dendritische Zellen,
Mastzellen) aktiviert, welche wiederum vermehrt pro-inflammatorische
Botenstoffe ausschutten und eine Aktivierung der Endothelzelle vermitteln.
Diese Aktivierung kann zum einen schnell, namlich durch die Expression bereits

in der Zelle vorratiger Adhasionsmolekule, an der Zelloberflache stattfinden. So
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sind in den sogenannten Weibel-Palade Korperchen der Endothelzellen P-
Selektine gespeichert, welche innerhalb weniger Sekunden und Minuten an die
Oberflache mobilisiert werden konnen. Dies ist beispielsweise bei der Stimulation
durch Histamin, Tumornekrosefaktor (TNF) oder Plattchenaktivierender Faktor
(PAF) der Fall. Die, im Vergleich hierzu langsamere, andere
Aktivierungsmaoglichkeit des Endothels beruht auf der vermehrten Transkription
und De-novo-Synthese von Adhasionsmolekulen wie E-Selektin und wird z.B.
durch Zytokine wie Interleukin 1-beta (IL-1B) oder ebenfalls durch TNF initiiert.
[89, 104, 105]

Ist die Gefallwand aktiviert, so konnen Leukozyten an den vermehrt exprimierten,
in das Gefalslumen reichenden Selektinen Kontakt finden (capturing oder
tethering) und beginnen entlang des Endothels zu rollen. Auch das Rollen wird
hauptsachlich durch die Interaktion verschiedener Selektine mit deren Liganden
vermittelt. E- und P-Selektin finden sich dabei auf der Oberflache der aktivierten
Endothelzellen. L-Selektin ist dagegen vor allem auf Leukozyten zu finden. Die
Selektine binden an glykosylierte Liganden wie PSGL-1 (P-selectin glycoprotein
ligand 1), ESL-1 (E-Selectin Ligand 1) oder CD44. Diese Bindungen mussen
schnell getrennt und neu formiert werden konnen, um auch bei hohen
Scherkraften ein effektives Rollen zu ermdglichen. An dem der Rollbewegung
entgegengesetzten Teil der Zelle bilden Leukozyten lange, mit
Adhasionsmolekilen wie PSGL-1 oder dem Integrin LFA-1 besetzte
Membranausziehungen (tethers), die in der Folge peitschenartig nach vorne
schlagen (slings) und dort einen erneuten Kontakt am Endothel vermitteln
konnen. Die Form dieser Zellauslaufer ermoglicht einen langstreckigen
Leukozyten-Endothelzell-Kontakt, dessen Bindungen sich bei jeder Umdrehung
schrittweise ablosen. Im weiteren Verlauf konnen Leukozyten auch mit anderen
Leukozyten interagieren und diese ebenfalls an der GefalRwand einfangen
(secondary tethering). Wahrend die Immunzellen an der GefalRwand
entlangrollen, werden auch sie durch chemotaktische Molekule, welche auf der
luminalen Seite der Endothelzellen prasentiert werden (beispielsweise TNF, PAF
oder verschiedene Chemokine) aktiviert, was wiederum die Grundlage fur
weitere Schritte der Rekrutierung ist. Chemokine konnen anhand der
Konfiguration ihrer Cysteinreste am Aminoterminus kategorisiert werden.
Sogenannte CXC-Chemokine (wie CXCL1 oder CXCL2) aber auch CC-
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Chemokine (wie CCL3) sind beispielsweise in die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten involviert. [106-109] Das raumliche und zeitliche Muster der
Expression von Chemokinen und deren Rezeptoren ermaoglicht hierbei die
zZielgerichtete Migration der jeweiligen Leukozytenart zum
Entzindungsgeschehen. Infolge der chemotaktischen Aktivierung verandert sich
in einer G-Protein-vermittelten Reaktion die Konformation bestimmter
Oberflachenproteine, der R1- oder R2-Integrine (beispielsweise CD11a/LFA-1
oder CD11b/Mac-1) auf den Leukozyten (sog. Inside-out signaling). Dies erhoht
die Affinitat der Integrine fur ihre Liganden wie ICAM-1 und VCAM-1 am
Gefaliendothel. Das Rollen der Immunzellen verlangsamt sich (slow rolling)
durch die Interaktion der genannten Integrine mit deren endothelialen Liganden
sowie durch E-Selektin-PSGL1 Bindungen an den Zellauslaufern (tethers/slings).
[105, 110]

In weiteren Verlauf gehen die Leukozyten eine feste Bindung mit dem
Gefaliendothel ein. Entscheidend hierfur sind in hochaffiner Konformation
vorliegende 32-Integrine wie LFA-1 oder Mac-1, das R1-Integrin VLA-4 sowie
deren Liganden ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1. [105]

Um einen geeigneten Ort zum Verlassen der Blutzirkulation zu finden, verandern
die Immunzellen ihre Form und bewegen sich langsam entlang des
Gefaldlumens. Dieses sogenannte ,Crawling” wird vor allem durch CD11b/Mac-
1 und ICAM-1 vermittelt. [111]

Im Rahmen der anschlielfenden Transmigration aus dem Gefallsystem mussen
die Leukozyten das Endothel, dessen Basallamina sowie eine Schicht aus
Perizyten passieren. Prinzipiell bestehen fur Leukozyten zwei Wege das
Gefaldsystem zu verlassen: die transzellulare sowie die parazellulare
Transmigration. Auf welche der beiden Arten die Leukozyten vornehmlich
transmigrieren ist wiederum stark gewebespezifisch. [112]

Es existieren spezielle Regionen entlang der Basallamina, an denen die
Expression von Strukturproteinen relativ erniedrigt ist. Diese sogenannten low-
expression-regions decken sich wiederum mit raumlichen Lucken zwischen den
einzelnen Perizyten. Das GefalRsystem besitzt also spezielle Bereiche, an denen
die Leukozyten bevorzugt transmigrieren konnen. Die Transmigration wird jedoch
andererseits auch durch chemotaktische Gradienten und signalinduzierte

morphologische Veranderungen von Immunzellen sowie zellularen und
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extrazellularen Bestandteilen der Gefallwand moduliert. Fur den parazellularen
Weg werden ursprunglich zwischen den einzelnen Endothelzellen befindliche,
z.B. durch VE-Cadherin gebildete, Verbindungen gelockert. Allerdings spielt
auch die Interaktion endothelialer Molekule wie PECAM-1 oder JAM-A mit den
auf der Leukozytenoberflache lokalisierten Molekllen eine essentielle Rolle.
[104, 110] Auch Perizyten exprimieren entsprechende Signal- und
Adhasionsmolekule wie ICAM-1 und VCAM-1, Chemokine sowie
Membranrezeptoren. Damit stellen Perizyten wichtige Regulatoren fur die
Extravasation leukozytarer Zellen und deren Funktion im Interstitium dar. [113,
114]

Haben die Immunzellen das GefalRsystem verlassen, bewegen sie sich entlang
von Chemokin-Gradienten zum Ort des Entzindungsgeschehens. Innerhalb des
interstitiellen Gewebes bewegen sich Leukozyten auf eine Art fort, die dem
Bewegungsmuster von Amoben ahnelt. Hierbei verandern sie mit Hilfe des
Zytoskeletts ihre Zellform, um entlang der chemotaktischen Gradienten zu
wandern und zum Ort der Entzindung zu gelangen, wo sie ihre funktionellen

Eigenschaften wahrnehmen konnen. [89, 115]
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2.6 Funktionen von neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten zeichnen sich durch ein vielfaltiges Arsenal an
Mechanismen zur akuten Infektionsabwehr aus. Eine entscheidende Eigenschaft
neutrophiler Granulozyten ist ihre Fahigkeit zur Phagozytose. Sie besitzen im
Falle einer Infektion die Moglichkeit, vorhandene Pathogene Uber sogenannte
Phagosomen in ihr Zellinneres einzuschlielen, wo diese anschlielend mittels
reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species/[ROS) oder antibakteriellen
Proteinen wie Cathepsinen, Defensinen oder Lysozymen bekampft werden
konnen. Der durch Nicotinamidadenindinucleotidphosphat-Oxidase (NADPH-
Oxidase) vermittelten Bildung von ROS kommt dabei eine entscheidende Rolle
zu. [27, 89, 90, 116, 117]

Neben der intrazellularen Funktion in Phagosomen konnen diese
antimikrobiellen Substanzen von neutrophilen Granulozyten auch in den
extrazellularen Raum freigesetzt werden und so auf aul3erhalb der Immunzelle
befindliche Pathogene wirken. [89, 90]

Als weiteren Abwehrmechanismus besitzen neutrophile Granulozyten die
Fahigkeit sogenannte NETs auszubilden, welche aus DNA-Strukturen bestehen,
an die Proteine, Histone oder Enzyme gebunden sind. NETs konnen sich an
Pathogene anheften, diese immobilisieren und zu deren Elimination, z.B. durch
Phagozytose beitragen. Andererseits tragen NETs auch zu Gewebeschaden des
Wirtsorganismus bei und kdnnen Thrombosen fordern. Die Abwehr mit NETs
erfolgt erst ab einer vergleichsweise hohen Konzentration von
proinflammatorischen Faktoren, alternativ konnen neutrophile Granulozyten die
Grolde der eingedrungenen Pathogene erkennen und setzen bei entsprechend
grolRen Erregern ebenfalls NETs frei. [89, 118, 119]

Unter anderem aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer, der geringen
Transkriptionsaktivitat und einer dadurch zunachst als eindimensional
angenommenen Funktion wurden neutrophile Granulozyten lange als homogene
Leukozytenpopulation betrachtet. In verschiedensten wissenschaftlichen
Arbeiten der letzten Jahre haben sich jedoch zunehmend Hinweise fur eine
Plastizitdat der Transkription und ein damit verbundenes Vorliegen
unterschiedlicher Subtypen oder zumindest unterschiedlicher Phanotypen
neutrophiler Granulozyten gezeigt. [120-125]
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Wie bereits erwahnt, verandern neutrophile Granulozyten das Expressionsprofil
ihrer Oberflache im Sinne eines Alterungsprozesses wahrend des Kontaktes zum
Mikrobiom und durch die hiermit erhaltenen Signale. Die phanotypischen
Veranderungen manifestieren sich auch in einzelnen, funktionellen
Unterschieden, beispielsweise bezuglich der Ausbildung von NETs oder der
Aktivierung des Signal- und Adhasionsmolekuls CD11b/Mac-1. [99]

Im Rahmen der Entzindung ablaufende zellulare Prozesse gehen durch die
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten ebenfalls mit phanotypischen
Veranderungen einher. So konnen in Vesikeln gespeicherte, bereits
synthetisierte Oberflachenproteine bei Bedarf rasch an die Zelloberflache
mobilisiert werden. Infolge der Stimulation durch das Endothel kommt es so
beispielsweise zu einer vermehrten Expression verschiedener Molekule wie
CD11b/Mac-1 und CD18 sowie zu einer Konformationsanderung der
membranstandigen 31- und R2-Integrine. [121]

Im Kontext der Sepsis besitzen neutrophile Granulozyten eine ambivalente
Bedeutung. Als fundamentaler Teil der akuten Immunreaktion kommt ihnen eine
essentielle Rolle in der Bekampfung bakterieller Infektionen, wie auch in der
Sepsis, zu. So manifestieren sich funktionelle Defizite von neutrophilen
Granulozyten (z.B. bei genetischen Erkrankungen wie der chronischen
Granulomatose) aber auch neutropene Zustande (z.B. bei Leukamie oder nach
Chemotherapie) in einer erhohten Anfalligkeit fur Infektionserkrankungen und
Sepsis. [126-131] Die potenten akuten Abwehrmechanismen neutrophiler
Granulozyten konnen jedoch auch mit Kollateralschaden des Gewebes
verbunden sein. Zudem ist in den spateren, antiinflammatorischen Phasen der
Sepsis zu beobachten, dass trotz weiterhin erhdhter Anzahl an neutrophilen
Granulozyten eine relevante Immunsuppression mit entsprechend erhohter
Infektionsgefahr besteht. [132-135]

Trotz der wissenschaftlichen wund Kklinischen Fortschritte sind viele
pathophysiologische Aspekte der Sepsis weiterhin unzureichend verstanden.
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Zelltyp der neutrophilen Granulozyten im
Kontext akuter Entzindungsreaktionen naher zu charakterisieren und zu

untersuchen, inwiefern sich Verhalten und Funktionalitat dieser Zellen durch den
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Alterungs- oder Reifungsprozess in der Blutzirkulation unter inflammatorischen

Bedingungen verandern.

33



Zielsetzung

I Zielsetzung
Als Ziel fur diese Studie wurde definiert:

die phanotypischen und funktionellen Eigenschaften gealterter neutrophiler
Granulozyten unter homoostatischen und inflammatorischen Bedingungen zu
charakterisieren.
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Il Material und Methoden

1. Vorbemerkungen

Die nachfolgend aufgefuhrten Versuche fanden in der Zeit von April 2015 bis Juli
2017 im Walter-Brendel-Zentrum fur experimentelle Medizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat Munchen unter Genehmigung der Regierung von
Oberbayern (AZ 55.2-1-54-2531.84/09 und 55.2-1-54- 2532-115-12) statt.

Ergebnisse und Teile der Methoden der vorliegenden Arbeit wurden in folgender
Publikation veroffentlicht:

uhl, B., et al., Aged neutrophils contribute to the first line of defense in the acute
inflammatory response. Blood, 2016. 128(19): p. 2327-2337.

2. Modelle

2.1 Versuchstiere

Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefluhrten Experimente wurden als

Versuchstiere Mause verschiedener Zuchtlinien verwendet.

Fir die tierexperimentellen Versuche wurden mannliche Wildtyp (WT) C57BL/6
N Mause (Charles River, Sulzfeld), mannliche TIr2-Knockout-Mause (B6.129-
TIr2tm1Kir/J, JAX stock #004650, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine,
USA) [136], mannliche TIr4-defiziente Mause (B6.B10ScN-TIr4lps-del/Jthd, JAX
stock #007227, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) [137, 138]
und mannliche P-Selektin/CD62P-defiziente Mause (B6.129s7-Selp/J, JAX stock
#002289, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) [139] eingesetzt.

Zum Zeitpunkt der Versuche waren die jeweiligen Mause zwischen 10 und 15

Wochen alt, bei der Durchfuhrung ausgewahlter Experimente 6 Wochen alt. Alle

Tiere wurden in der Tierhaltung des Walter-Brendel-Zentrums fur Experimentelle

Medizin in Makrolon-Kafigen zu Gruppen von je 2 bis 4 Mausen gehalten, wobei

besonderen Wert auf die kontinuierliche Einhaltung des naturlichen Tag-Nacht-
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Rhythmus, den freien Zugang zu Trinkwasser und Standardfutter sowie die

Vermeidung unnotiger Stressfaktoren gelegt wurde.

2.2 Narkose

Die Tiere wurden uber eine intraperitoneale Injektion einer 1:5 Mischung aus
Ketamin (Ketaset, 100mg/kgKG) und Xylazin (Rompun, 2%, 10 mg/kgKG)
anasthesiert und narkotisiert. Vor und wahrend des Versuchsverlaufes wurde die
ausreichende Narkosetiefe anhand regelmafliger Untersuchungen (in Abstanden
von etwa 10 Minuten) durch Priufung des Flexorreflexes und der Atmung
kontrolliert. Bei Bedarf wurde die Narkose mittels erneuter Injektion von Ketamin
(100mg/kgKG) aufrechterhalten.

Um eine konstante Korpertemperatur der Tiere zu gewahrleisten, fanden alle
chirurgischen Eingriffe auf einer Heizplatte statt. Die Temperatur wurde
kontinuierlich uber eine Analsonde gemessen. Wahrend
intravitalmikroskopischer Aufnahmen verhinderte eine regulierbare Warmelampe

ein Auskuhlen der Tiere.

2.3 Operative Techniken

Alle folgend erlauterten Eingriffe wurden ausnahmslos in tiefer Vollnarkose
durchgefuhrt. Regelmalliges Testen auf ein Ausbleiben des Flexorreflexes (Test
des Zwischenzehenreflexes durch Pinzette) und Beobachtung der Atmung diente
der Beurteilung der ausreichenden Narkosetiefe. Die mikrochirurgischen
Operationen fanden unter Verwendung eines Leica M651 Operationsmikroskops

(Leitz, Wetzlar, Deutschland, 5-42-fache Vergrof3erung) statt.

2.3.1 Praparation der A. femoralis mit Kathetereinlage

Die Kanulierung der Arteria femoralis stellt eine schnelle und zuverlassige
Moglichkeit dar, einen Zugang zum Gefallsystem des Versuchstieres zu
erlangen, um verschiedene Substanzen zu verabreichen. Die Maus befindet sich
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wahrend des Eingriffs in Ruckenlage. Zunachst werden die Unterschenkel des
Tiers mit Klebestreifen auf der Unterlage fixiert. Nach Desinfektion des zu
operierenden Gebietes erfolgt mit einer mikrochirurgischen Schere eine circa funf
Millimeter lange Inzision an der medialen Seite des auf3enrotierten Hinterbeins.
Bei korrekter Schnittpositionierung stellt sich nun die Gefal3-Nerven-Scheide des
Oberschenkels mit V. femoralis, A. femoralis und N. femoralis - von medial nach
lateral - dar. Nach Entfernung des umliegenden Fett- und Bindegewebes wird die
GefalR-Nerven-Scheide uUber die Lange des Operationsgebiets erdffnet und der
lateral liegende N. femoralis wird atraumatisch von der Arterie geldst.
AnschlieRend kann diese Arterie auf gleiche Weise von der benachbarten V.
femoralis getrennt werden. Sobald die Arterie frei liegt, wird distal eine Ligatur
platziert, zusatzlich voribergehend noch eine mikrochirurgische Klemme am
proximalen Abschnitt der freiliegenden Arterie, um den Blutaustritt wahrend der
Kanulierung des Gefales zu reduzieren.

Nach Einstich der Gefalwand mit einer 30G Kanule wird ein zuvor mit
physiologischer Kochsalzlosung luftleer gespulter Polypropylen-Katheter in der
Arterie platziert und mit einer zweiten Ligatur fixiert. Anschliel3end wird die Haut
fortlaufend vernaht.

2.3.2 Praparation des M. cremaster

Der Musculus cremaster liegt zwischen Fascia spermatica interna und Fascia
spermatica externa als eine der den Hoden umhitllenden Schichten. Die Fasern
des M. cremaster spalten sich vom unteren Rand des M. obliquus internus
abdominis ab und ziehen durch den Leistenkanal ins Scrotum. Durch seinen
aullerst dunnen Aufbau ermoglicht die Freilegung des M. cremaster eine
hochqualitative Visualisierung der Mikrozirkulation des lebenden Tieres. In
Kombination mit Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie kdnnen beispielsweise
verschiedenste Prozesse der Leukozytenrekrutierung von unterschiedlichen
Subpopulationen in Echtzeit dargestellt werden.

Die chirurgische Vorgehensweise entsprach mit kleinen Modifikationen der
Erstbeschreibung von Baez. [140] Die Mause wurden fur diesen Eingriff in
Ruckenlage auf einer Warmeplatte platziert. Nach ventraler Inzision der
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Skrotalhaut und Entfernung des umliegenden Bindegewebes wurde der M.
cremaster in einem moglichst gefalRarmen Areal langs elektrokoaguliert,
chirurgisch erdffnet und daraufhin Uber einem eigens konstruierten Podest mit
funf 30G-Kanulen aufgespannt. AnschlieRend wurden Hoden und Nebenhoden
vom Muskelgewebe getrennt und in die Bauchhodhle reponiert.

Wahrend der gesamten Operation wurde das Gewebe mit einer warmen,

gepufferten Salzlosung superfundiert.

2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Unter Fluoreszenzmikroskopie versteht man prinzipiell Verfahren der
Mikroskopie, die sich den physikalischen Effekt der Fluoreszenz zu Nutze
machen. Der Begriff Fluoreszenz bezeichnet die Emission von Licht einer
bestimmten Emission-Wellenlange, welches ein Fluorophor nach Absorption von
Licht einer typischerweise kurzeren Exzitations-Wellenlange emittiert. Die
Wellenlangendifferenz zwischen Anregungs- und Emissionslicht, der sogenannte
Stokes-Shift, ermoglicht das gezielte Herausfiltern des Exzitationslichtes,
wodurch sich das letztendlich vom Mikroskop detektierte Signal auf die
Fluoreszenz des zu untersuchenden Objektes beschranken Iasst.
Fluoreszierende Molekule werden in ihren spezifischen Eigenschaften Uber die
Elektronenkonfiguration auf ihrem aufersten Orbital bestimmt. Bei Absorption
von Lichtenergie in Form eines Photons kann ein Elektron voribergehend in
einen hoheren Energiezustand Ubergehen und auf ein weiter vom Kern
entferntes Orbital bewegt werden. Kehrt das Elektron daraufhin wieder in seinen
ursprunglichen Energiezustand zuruck, so wird die uberschussige Energie unter
anderem in Form von Fluoreszenzlicht abgegeben. [141] Die Veranderung des
energetischen Niveaus der Elektronen kann durch ein sogenanntes Jablonski-
Diagramm dargestellt werden (Vgl. Abbildung 10).

Es existieren verschiedene Arten der Fluoreszenzmikroskopie, von denen die 1-
Photon-Fluoreszenzmikroskopie im Rahmen der in dieser Arbeit vorgestellten
Versuche zum Einsatz kam.

Nach systemischer Fluoreszenzmarkierung konnen mit Hilfe der intravitalen

Fluoreszenzmikroskopie ausgewahlte Leukozytensubpopulationen in einem
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dynamischen Kontext selektiv dargestellt werden. Dies ermoglicht es, Subtyp-
spezifische Beobachtungen zu einzelnen Schritten der Leukozytenrekrutierung
in einem dynamischen Kontext vorzunehmen. Eine Limitation der klassischen
Intravitalmikroskopie besteht in der Visualisierung interstitieller Leukozyten,
beziehungsweise generell in der differenzierten Darstellung interstitiellen
Gewebes (z.B. Bindegewebe, Muskulatur, Gefal3e) aufgrund einer diesbezuglich
unzureichenden Bildkontrastierung. Hierfir wurde von Mempel et al. ein
spezielles Mikroskopieverfahren, die sogenannte near-infrared reflected light
oblique transillumination- (RLOT) Intravitalmikroskopie entwickelt. [142] Bei der
RLOT-Intravitalmikroskopie befindet sich unter dem zu untersuchenden Objekt
ein geneigt angebrachter Spiegel. Dadurch werden Teile des auf dem Gewebe
auftreffenden nah-infraroten Lichtes direkt vom untersuchten Objekt reflektiert
wohingegen ein weiterer Anteil das Gewebe durchdringt, auf den Spiegel trifft
und von diesem schrag wieder durch das untersuchte Objekt zuruck reflektiert
wird. Die daraus resultierende Brechung des Lichts in verschiedene
Phasengradienten ermoglicht es, mithilfe dieser Methode eine deutlich

verbesserte Kontrastierung der interstitiellen Strukturen zu erreichen.
Zentrales Element der In-vivo-Versuche mit konventioneller

Fluoreszenzmikroskopie war ein Axio Scope.A1 Mikroskop mit einer Colibiri 2
LED-Lichtquelle (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen, Deutschland).

39



Material und Methoden

/s / 4 y
A : -
\‘ Kondensor-
Okular S Feldblende  blende
Tubus ' HBO 100

Fluoreszenz-
filter-Wiirfel

h’a ‘
g Lichtquelle
J. -

Objekttisch - an

Objektiv

1
= Stativ

Objekttisch-Ausrichtung T

FuB 7

& ' ™ Einstellrader
l by

Abbildung 9. Schematischer Aufbau eines Epifluoreszenzmikroskops (modifiziert nach

[143]).

Im Rahmen der Versuche zu gealterten und nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten wurden die entsprechenden Zellen mit CellTracker™ Green
CMFDA oder CellTracker™ Red CMTPX gefarbt, um sie dann mit Licht
verschiedener Wellenlangen in Kombination mit einem QUAD Filtersatz (QUAD
DAPI/FITC/Cy3/Cy5 sbx HC Filterset; AHF Analysentechnik AG, Tubingen,
Deutschland) voneinander differenzieren zu konnen. [144]

Ein weiterer Kanal mit rotem Licht der Wellenlange von 670nm und groRer
ermoglichte eine durchlichtmikroskopische Darstellung der Strukturen im
Kremastermuskel (z.B. Gefale, Bindegewebe, Muskel) mithilfe der RLOT-
Mikroskopie. [144]
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Abbildung 10. Jablonski-Diagramm fiir Ein-Photonenanregung fluoreszierender
Molekiile (modifiziert nach [145]).

Um die Produktion und Freisetzung von ROS sowie die Phagozytose in
neutrophilen Granulozyten zZu visualisieren, kamen erganzend
konfokalmikroskopische Aufnahmetechniken zum Einsatz. Zunachst wurde
Vollblut aus der V. cava von mannlichen Mausen entnommen, heparinisiert und
mit PBS oder LPS versetzt. Anschlie3end erfolgte die Inkubation der Blutproben
mit CellROX® Farbstoffen (Vgl. Kapitel Ill 2.5.4) far 30 Minuten bei 37°C, um
mitochondriale/nukleare oder zytoplasmatische reaktive Sauerstoffspezies
darzustellen oder die ebenfalls 30-minutige Inkubation mit E.coli Biopartikeln
(Vgl. Kapitel 111 2.5.5) zur Untersuchung der Phagozytose (ebenfalls bei 37°C). In
der Folge wurde eine weitere Inkubation mit einem Alexa Fluor-594 markierten,
monoklonalen, anti-Ly-6G-Antikorper (rat anti-mouse Ly-6G mAb; 1AS;
BioLegend, San Diego, USA) fur 30 Minuten auf Eis vorgenommen. Mithilfe einer
Lysing Solution (1:10; BD FACS Lysing Solution; BD Biosciences, San Jose,
California, USA) erfolgte daraufhin die Lyse der Erythrozyten, wonach die
verbliebenen Zellen auf Fibronectin-beschichtete Deckglaser (AppliChem,
Darmstadt, Deutschland) verteilt wurden. Abschlielend erfolgte das Anfarben
des Zellkerns mit einem hoechst Nukleinsaure-Farbstoff fur 15 Minuten. Mithilfe
eines Leica SP8 Konfokalmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland)
und einem Ol-Immersionsobjektiv (Leica; 100x; NA 1.40) wurden typischerweise
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ca. 30 ym dicke, konfokale Fluoreszenzbilder erstellt. Die Schichtdicke pro
Aufnahme betrug dabei 1,0um. [144]

2.4.1 lIsolierung neutrophiler Granulozyten und

Rekrutierungsanalyse nach Zelltransfer

Im Rahmen ihrer Rekrutierung in entzindetes Gewebe durchlaufen neutrophile
Granulozyten definierte Schritte der in der Einleitung beschriebenen.
Rekrutierungskaskade. Um dynamische Untersuchungen zum Rolling, der
Adharenz und der Transmigration gealterter sowie nicht gealterter neutrophiler
Granulozyten vorzunehmen, wurden intravitalmikroskopische Aufnahmen am M.
cremaster von Wildtyp-Mausen durchgefuhrt.

Zuvor wurden neutrophile Granulozyten aus dem Vollblut von Wildtyp-Mausen
sowie von P-Selektin/CD62P-defizienten Mausen (SELP’) isoliert und mit
fluoreszierenden Antikorpern markiert.

Fir die Isolation der Zellen wurde zunachst Vollblut aus der Vena cava der
Wildtyp- und SELP”-Mause entnommen. Daraufhin wurden die Erythrozyten
unter Verwendung eines HetaSep™ Kits (4 HetaSepTM (STEMCELL
Technologies, Sarl, Deutschland) aggregiert, sedimentiert und aus dem
verbleibenden Blut  entfernt.  AnschlieRend wurde, entsprechend
wissenschaftlicher Vorarbeiten, mithilfe des EasySep™ Mouse Neutrophil
Enrichment Kits (STEMCELL Technologies, Sarl, Deutschland) sowie zweier
EasySep™ Magneten eine Isolation neutrophiler Granulozyten vorgenommen.
[146] Durch die verwendete Methode mit negativer Selektion von Zellen, die
keine neutrophilen Granulozyten sind, konnten Zellldsungen hergestellt werden,
die zu uber 90% neutrophile Granulozyten beinhalteten.

In SELP-defizienten Mausen ist die Rekrutierung gealterter neutrophiler
Granulozyten zurlck in das Knochenmark gestort. Aus diesem Grund weist im
Blut dieser Mause ein ausgepragt hoher Anteil der neutrophilen Granulozyten
einen gealterten Phanotyp auf (CXCR4Ms" BrdU"ed9). [99] Die aus SELP-
defizienten Mausen isolierten Proben, welche zu Uber 85 % aus gealterten
neutrophilen  Granulozyten = bestanden, wurden mit dem roten
Fluoreszenzfarbstoff CellTracker™ Red CMTPX (Thermo Fisher Scientific,
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Waltham, USA) markiert. In den aus Wildtyp-Tieren gewonnenen Suspensionen
wiesen ca. 20% der neutrophilen Granulozyten einen gealterten Phanotyp auf.
Die Markierung der gewonnenen Zellen aus Wildtyp-Tieren erfolgte mit dem
grunen Fluoreszenzfarbstoff CellTracker™ Green CMFDA (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA).

Die isolierten und fluoreszenzmarkierten Zellldsungen wurden Wildtyp-Mausen
anschlieend in Narkose intraarteriell appliziert. Eine Stunde nach
Verabreichung der markierten neutrophilen Granulozyten erfolgte die
chirurgische Praparation des M. cremaster und anschliellend der Beginn der
intravitalmikroskopischen Aufnahmen. Nach der Bestimmung des Grundniveaus
an leukozytarer Rekrutierungsaktivitat in sog. Baseline-Aufnahmen wurde der M.
cremaster mit einer 100 nM LPS-Losung superfundiert. Die In-vivo-Aufnahmen
wurden 30, 60, 90, 120, 150, und 180 Minuten nach Induktion der Inflammation
wiederholt. [144]

2.5 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer ermoglichen mithilfe optischer Mechanismen eine
Differenzierung einzelner Zellen eines zu untersuchenden Gewebes und dartuber
die Zuordnung der Zellen zu einzelnen Gruppen. Zentrales Element eines
Durchflusszytometers sind ein oder mehrere Laser, welche monochromatisches
Licht, also Licht einer definierten Wellenlange, emittieren. Dieses trifft auf Zellen,
die einzeln durch eine Messkuvette stromen. Je nach Laserkonfiguration des
Gerats konnen verschiedene Signale ausgewertet werden.

Zunachst wird das auf die Zellen treffende Licht je nach Zellart unterschiedlich
gestreut. Das Vorwartsstreulicht, der sogenannte ,Forward-Scatter”, gibt dabei
Aufschluss uber die GroRRe der Zelle, das im 90-Grad Winkel dazu detektierte
Seitwartsstreulicht, der ,Side-Scatter”, ist ein Mal} fur die Granularitat einer Zelle.
Zusatzlich konnen beispielsweise spezifische Antikorper oder Substanzen,
welche direkt oder indirekt mit Fluorochromen markiert wurden, relevante
Antigene oder Zielmolekule auf oder in den Zellen binden beziehungsweise sich
in spezifischen Kompartimenten anreichern. Es existieren eine Reihe an

Fluorochromen, die jeweils ein bestimmtes Absorptions- und Emissionsspektrum
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haben. Trifft monochromatisches Licht einer geeigneten Wellenlange auf die
Zelle, so werden die Fluorochrome angeregt und emittieren Licht einer anderen
Wellenlange. Dieses wird durch Filter und Spiegel vom restlichen Licht selektiert
und kann daraufhin von einem Detektor gemessen werden. Uber die
Fluoreszenzintensitat kann eine relative Quantifizierung der Menge einer
gebundenen oder aufgenommenen Substanz ermittelt werden und daruber eine
Klassifizierung der Zellen (beispielsweise Unterteilung von
Leukozytensubpopulationen oder Bestimmung des Aktivierungsniveaus eines
Leukozyten) durchgefuhrt werden. [147]

Gabe von
Antikorpern

Zellen flieRen einzeln
nacheinander durch

/ Messkiivete

" A

Abbildung 11. Schematische Darstellung der Durchflusszytometrie (modifiziert nach

[148]).
Fur alle durchflusszytometrischen Versuche wurde ein GALLIOS Multi-Channel

Durchflusszytometer (Beckman Coulter, Irving, Texas, USA) mit drei Lasern
(405nm, 488nm, 638nm) verwendet.
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2.5.1 Differenzierung gealterter und nicht gealterter
neutrophiler Granulozyten mittels immunzytochemischer

Farbungen und Durchflusszytometrie

Die Tyrosinphosphatase CD45 ist als Oberflachenantigen auf allen Leukozyten
exprimiert. [149] Das Adhasionsmolekul CD11b findet sich dagegen vor allem auf
Zellen myeloischen Ursprungs und wird als immunzytochemischer Marker flr
diese Zellen verwendet. [150, 151] Am Durchflusszytometer wurden daher nach
immunzytochemischer Fluoreszenzmarkierung von Blut oder
Gewebehomogenisaten zunachst alle Leukozyten als CD45-positive Zellen
selektiert und Uber die positive CD11b-Expression von nicht-myeloiden
Leukozyten getrennt. [144]

Im Blut von Mausen befindliche Monozyten exprimieren generell das
Oberflachenantigen CD115 (M-CSFR, macrophage colony-stimulating factor
receptor). [152] Murine neutrophile Granulozyten sind durch eine hohe
Expression des Oberflachenmarkers Gr-1  (granulocyte  antigen-1)
charakterisiert. [153] In einem nachsten Schritt dienten deshalb die Marker Gr-1
und CD115 dazu, neutrophile Granulozyten von Monozyten zu differenzieren.
Analog zu bereits publizierten Arbeiten wurden hierbei wurden myeloide
Leukozyten mit einer hohen Expression von Gr-1 und niedrigen Expression von
CD115 (Gr-1", CD115"9) als neutrophile Granulozyten definiert. [99, 154]
Schlief3lich konnten mithilfe der im folgenden Abschnitt naher erlauterten BrdU-
Markierung gealterte von nicht gealterten neutrophilen Granulozyten
unterschieden werden (Vgl. Abbildung 16). [144]

2.5.2 BrdU-Markierung neutrophiler Granulozyten

Wie bereits von Hidalgo et al. beschrieben, ermdglicht die Markierung von
neutrophilen  Granulozyten  mit  5-Bromdesoxyuridin  (5-BrdU)  eine
Unterscheidung dieser Immunzellen hinsichtlich ihres relativen Alters im Blut
beziehungsweise den Organen der Maus. [102] 5-BrdU ist ein Thymidin-
Analogon, welches in die neu synthetisierte DNA proliferierender Zellen integriert
wird und sich in der Folge durch die Detektion mittels eines
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fluoreszenzmarkierten Antikorpers an einem Durchflusszytometer nachweisen
lasst. [155]

Die Mause erhielten eine einmalige intravendse Injektion von 5-BrdU (2,5mg;
FITC BrdU Flow Kit; BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 48 Stunden spater
erfolgte die Blutentnahme, um eine geeignete Trennung zwischen gealterten und
nicht gealterten Zellen erzielen zu konnen. Neutrophile Granulozyten, deren
Differenzierung vor der Injektion stattgefunden hatte, waren BrdU"e9atv und
wurden als ,gealterter® Subtyp von neutrophilen Granulozyten definiert. [144]

2.5.3 Integrin-Konformationen von gealterten und nicht

gealterten neutrophilen Granulozyten

Wahrend ihrer Rekrutierung in entzindetes Gewebe durchlaufen neutrophile
Granulozyten Schritte der Aktivierung, bei denen sich ihre membranstandigen
R2-Integrine adaptiv verandern. Im Rahmen der Inflammation freigesetzte,
endothelial lokalisierte Chemokine I6sen dabei intrazellulare Signalkaskaden der
neutrophilen Granulozyten aus. In durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
vermittelten Reaktionen interagieren Proteine des Zytoskeletts wie talin-1 und
kindlin-3 mit der zytoplasmatischen Basis der Integrine, woraufhin sich die
Konformation der R2-Integrine wie LFA-1 oder Mac-1 auf der Oberflache dieser
Immunzellen verandert. Dadurch steigt deren Affinitat fur Liganden auf der
Endotheloberflache, z.B. fur ICAM-1 oder VCAM-1, was wiederum das Rollen an
der Gefallwand verlangsamt und schlieBlich die Adhasion am Endothel
unterstutzt. [89, 110, 156]

Um die Konformation der Integrine auf gealterten und nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten zu untersuchen, wurde antikoaguliertes Blut von
Wildtyp Mausen mit HBSS (Hank’s balanced salt solution, Life Technologies,
Carlsbad, USA) versetzt, welches 1 mM CaClz und MgCl2 enthielt. Anschlief3end
wurde, wie bereits von Hyduk et al. beschrieben, das Bindungsverhalten fur
ICAM-1/Fc und VCAM-1/Fc Uber eine immunzytologische Farbung mittels
Durchflusszytometrie quantifiziert. [144, 157]
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Zur Beurteilung des Konformationsstatus der Integrine auf gealterten
neutrophilen Granulozyten in humanem Blut wurde aus dem Vollblut von
gesunden Probanden zunachst die Population der neutrophilen Granulozyten
anhand der Side Scatter-Eigenschaften und der Expression von CD45 und
CDo66b definiert. Der Alterungsstatus konnte anschlieBend mittels der in
wissenschaftlichen Vorarbeiten beschriebenen Veranderungen der CXCR4
Expression bestimmt werden. [158, 159] SchlieRlich wurde auf den selektierten
Zellen die Affinitat der Integrine mit konformationsspezifischen mAb 24-
Antikorpern (spezifisch fur eine hochaffine Konformation von R2-Integrinen,
monoklonaler Maus anti-human Antikorper, abcam, Cambridge, GroR3britannien)
und KIM127-Antikorpern (spezifisch fur die intermediare und hochaffine
Konformation von R2-Integrinen, monoklonaler Maus anti-human Antikorper;
freundlicherweise zur Verfugung gestellt durch Prof. M. Sperandio) mittels des
Durchflusszytometers untersucht. [144, 160]

gefaltete Konformation gestreckte Konformation gestreckte, offene Konformation
inaktiv mittlere Affinitat hohe Affinitat

Abbildung 12. Konformationstypen der B2-Integrine und Bindungsstellen ihrer
spezifischen Antikbrper (modifiziert nach [161]).
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2.5.4 Intrazellulare Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) und Zytokinen

Neutrophile Granulozyten verfugen uber ein vielseitiges Repertoire an
Abwehrmechanismen fur die Bekampfung pathogener Erreger. Werden sie im
Rahmen einer Inflammation aktiviert, so konnen neutrophile Granulozyten Uber
die NADPH Oxidase sogenannte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bilden.
Aufgrund ihrer antimikrobiellen Wirkung tragen ROS malfgeblich zur Beseitigung
schadlicher Mikroorganismen durch Phagozyten bei. Zudem sind ROS Uber den
Einfluss auf Signalkaskaden auch an der Regulation inflammatorischer Prozesse
beteiligt. [162]

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur zytoplasmatischen und
mitochondrialen/nuklearen ROS-Produktion gealterter und nicht gealterter
neutrophiler Granulozyten aus dem Blut von Wildtyp Mausen vorgenommen,
nachdem diese mit PBS oder verschiedenen LPS-Dosen (1ng/ml - 1000ng/ml)
stimuliert worden waren. Entsprechend wissenschaftlicher Vorarbeiten wurde die
zytosolische ROS-Produktion mit CelROX® Deep Red (0,5ul pro 100yl Vollblut,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) visualisiert, fur die Darstellung der
mitochondrialen/nuklearen ROS-Produktion wurden Zellfarbungen mit CellROX®
Green (0,5ul pro 100ul Vollblut, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
vorgenommen. [163] Nach immunzytochemischer Fluoreszenzmarkierung
erfolgte die Klassifizierung der Zellen per Durchflusszytometrie (anhand des
unter Kapitel Il 2.5.1 erlauterten Schemas) und die anschlielRende
Quantifizierung der ROS-Produktion. [144]

Zudem erfolgte eine Analyse der intrazellularen Produktion pro- und anti-
inflammatorischer Zytokine durch gealterte sowie nicht gealterte neutrophile
Granulozyten. Nach Stimulation mit PBS oder LPS (100ng/ml) wurde das Blut
von Wildtyp-Mausen hierfir mit Brefeldin A 1000X (0.1 pl/100 pl Blut)
(eBioscience, San Diego, USA) versetzt, um den Proteintransport zum Golgi-
Apparat der Zellen zu blockieren. In der Folge wurden gealterte und nicht
gealterte neutrophile Granulozyten nach immunzytochemischer Markierung am
Durchflusszytometer bestimmt. Nach Permeabilisierung der Zellen durch
Saponin (0.1 % Saponin aus quillaja bark; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Munchen, Deutschland) und Blockierung der Zellen mit einem BSA-
Blockierungspuffer (2% bovines Serum Albumin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen, Deutschland) wurden, analog zu bisher publizierten Studien, die
Zytokine IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF, IFN-y, IL-4, IL-10 und IFN-o mit
fluoreszenzmarkierten, monoklonalen Antikorpern angefarbt und

durchflusszytometrisch analysiert. [144, 163, 164]

2.5.5 Phagozytosekapazitat gealterter und nicht gealterter

neutrophiler Granulozyten

Die Phagozytose ist eine entscheidende Fahigkeit neutrophiler Granulozyten in
der akuten Immunreaktion, da sie die effektive Eliminierung von Pathogenen
wahrend einer Infektion ermoglicht.

Um die Phagozytosekapazitat gealterter und nicht gealterter neutrophiler
Granulozyten in vitro zu untersuchen, wurde das Blut von Wildtyp-Mausen mit
LPS oder LTA stimuliert. AnschlieRend erfolgte, entsprechend wissenschaftlicher
Vorarbeiten, eine Inkubation mit pHrodo Green E.coli- oder pHrodo Green
Staphylococcus aureus-Biopartikeln (jeweils 2 mg/ml; Thermo Fisher Scientific)
fur 30 min bei 37°C. [165] Daraufhin konnte, nach immunzytochemischer
Markierung und Differenzierung der Zellen (Vgl. Kapitel 11l 2.5.1), die Menge von
phagozytierten pHrodo Green E.coli- oder pHrodo Green Staphylococcus
aureus-Biopartikeln am Durchflusszytometer untersucht werden. [144]

Far einen In-vivo-Vergleich der Phagozytose von gealterten und nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten wurden 200ml pHrodo Green Ecoli-Biopartikel-
Konjugat (2 mg/ml; ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) in
die Schwanzvene von Wildtyp-Mausen injiziert, in denen zuvor eine Endotoxamie
induziert worden war. Nach einer Stunde wurde die Aufnahme der Biopartikel in
neutrophilen Granulozyten untersucht, indem diese aus Blut, Knochenmark,
Leber, Milz und Lunge der Mause isoliert und anschlieBend mittels

Durchflusszytometer analysiert wurden. [144]
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2.6 Versuchsprotokolle

2.6.1 Untersuchung des Migrationsverhaltens gealterter und

nicht gealterter neutrophiler Granulozyten

m Lyse und AK-Markierung

-30 min 0O min 3h 4h 4,5h

Abbildung 13. Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des Versuchsprotokolls
zur Untersuchung des Migrationsverhaltens gealterter und nicht gealterter neutrophiler
Granulozyten.

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens gealterter und nicht gealterter
neutrophiler Granulozyten bei experimenteller Sepsis wurde das oben
schematisch dargestellte Versuchsprotokoll erstellt. 48 Stunden vor Beginn der
Stimulation erfolgte, wie bereits in Abschnitt 2.5.2 erlautert, eine systemische
Injektion von 2,5 ug BrdU Uber einen Schwanzvenenkatheter. Am Versuchstag
wurden den Versuchstieren entweder zur Stimulation 500 pg LPS (aus
Escherichia coli, 0111:B4; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) in 200 pl PBS oder fur die Kontrollgruppe das gleiche Volumen an
PBS intraperitoneal injiziert. Nach dreistindiger Inkubationszeit wurde das Tier
anasthesiert (Vgl. Kapitel Ill 2.2). Nach Prufung einer ausreichenden
Narkosetiefe wurde zunachst vendses Blut aus der V cava inferior entnommen.
Daraufhin folgte die Spulung des grof3en Kreislaufs durch eine Injektion von 20ml
PBS Uber eine 22G Kanule in den linken Ventrikel. Die V. cava inferior wurde
zuvor durchtrennt, um einen Abflussweg zu schaffen. Anschliellend wurden
nacheinander das Knochenmark aus dem rechten Femur, die Milz, der linke
Leberlappen, die rechte Lunge und die rechte Niere chirurgisch enthommen.

Die soliden Organe wurden in einem nachsten Schritt unter Zugabe von PBS mit
einem manuellen Homogenisator aus Glas (schuett-biotec GmbH, Goéttingen,
Deutschland) und einem 70um Zellsieb (Falcon® Cell Strainer; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) zu einer Einzelzellsuspension homogenisiert.
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Nachfolgend wurden die Zellhomogenisate mittels Fluoreszenz-markierten
Antikorpern gefarbt (Vgl. Kapitel Il 2.5.1), die roten Blutkorperchen lysiert und
die restlichen Zellen der Proben mittels einer Lysing/Fixation-Solution (1:10; BD
FACS Lysing Solution; BD Biosciences, San Jose, California, USA) fixiert. Diese
wurden abschlieend nach zwei Waschdurchgangen mit 500 pl PBS am

Durchflusszytometer analysiert. [144]

Um in weiteren Versuchsgruppen die funktionelle Relevanz verschiedener
Oberflachenproteine fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten zu
untersuchen, wurde der geschilderte Versuchsablauf an dementsprechend
genetisch-veranderten Mausen oder nach initialer Gabe eines blockierenden
Antikorpers beziehungsweise eines pharmakologischen Inhibitors durchgefuhrt.
Die jeweiligen Wildtyp-Mause erhielten 30 Minuten vor Beginn der Stimulation
mit LPS per Injektion in eine Schwanzvene entweder den pharmakologischen
CXCR4-Inhibitor AMD3100, einen blockierenden monoklonalen anti-CXCL12
Antikorper oder den pharmakologischen TLR-4 Inhibitor TAK-242. Kontrolltiere
erhielten das entsprechende Vehikel beziehungsweise den entsprechenden
Isotyp-Kontrollantikorper. Zudem wurde das Versuchsprotokoll auch an TLR-2-
und TLR-4-defizienten Mausen durchgefluhrt. [144]
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2.6.2 In-vitro-Stimulation und durchflusszytometrische
Analyse gealterter und nicht gealterter neutrophiler

Granulozyten

0 min 30 min 60 min

Abbildung 14. Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des Versuchsprotokolls
zur phénotypischen Charakterisierung gealterter und nicht gealterter neutrophiler
Granulozyten mittels Durchflusszytometrie.

Fir eine phanotypische Charakterisierung gealterter und nicht gealterter
neutrophiler Granulozyten, aber auch zur Untersuchung funktioneller
Charakteristika (z.B. Integrin-Affinitat, Zytokin- und ROS-Produktion,
Phagozytosekapazitat) erfolgte zunachst, nach tiergerechter Narkotisierung, eine
venose Blutentnahme aus der V. cava inferior des Versuchstieres. Das Blut
wurde daraufhin, je nach Versuchsansatz, mit LPS, LTA oder HMGB-1 stimuliert,
das Kontrollblut mit dem gleichen Volumen PBS inkubiert.

Nach 30 Minuten erfolgte, analog zu ///2.6.1, die Vorbereitung der Zellen fur das
Durchflusszytometer unter der Anwendung der jeweils notwendigen Antikorper
zur Differenzierung gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten
sowie der Expression der zu untersuchenden Zielmolekule und die
abschliel3ende durchflusszytometrische Analyse.

Zur Analyse einzelner Parameter wurden zusatzlich notwendige Malinahmen zur
Praparation der Zellproben vorgenommen. So musste zur Untersuchung der
intrazellularen Zytokinproduktion zunachst der intrazellulare Proteintransport
blockiert und die Zellen anschlie3end permeabilisiert werden.

Die Visualisierung selektierter funktioneller Eigenschaften wie der ROS-
Produktion und der Phagozytose erfolgte unter Verwendung spezifischer
fluoreszierender Farbstoffe und Biopartikel. [144]
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2.6.3 Intravitalmikroskopische Analyse der
Leukozytenrekrutierung und der zugrundeliegenden

Strukturen im Maus-Kremaster-Modell

Blutentnahme aus SELP /~-Mé&usen

oder

Isolierung und Markierung

Praparation A. femoralis Praparation M. cremaster

0 min 4h 5h 55h

Abbildung 15. Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs des Versuchsprotokolls
zur Analyse der Leukozytenrekrutierung im M. cremaster der Maus nach Stimulation mit
LPS.

Um die einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung (Intravaskulares Rollen,
intravaskulare feste Adharenz, Transmigration) von gealterten und nicht
gealterten neutrophilen Granulozyten differentiell zu visualisieren und
analysieren, erfolgten intravitalmikroskopische Aufnahmen des M. cremaster der
Maus. Hierfur wurden zunachst neutrophile Granulozyten aus dem Blut von
Wildtyp-Mausen oder P-Selektin/CD62P defizienten Mausen (SELP -/-) isoliert
und mit immunzytochemischen Farbungen markiert. Anschlieend erfolgte die
operative Anlage eines A. femoralis Katheters an Wildtyp-Mausen (Vgl. Kapitel
lll 2.3.1), Uber welchen die angefarbten neutrophilen Granulozyten verabreicht
werden konnten. Eine Stunde nach intraarterieller Injektion der markierten
neutrophilen Granulozyten wurde der M. cremaster der Wildtyp-Maus fur die
Intravitalmikroskopie prapariert (Vgl. Kapitel Il 2.3.2) und anschlie3iend mit der
Aufnahme von Live-Videos postkapillarer Venolen im Kremastermuskel an einem
Epifluoreszenzmikroskop begonnen. Initial erfolgten Baseline-Aufnahmen ohne
Stimulation zur Bestimmung des durch die Praparation verursachten
Entzindungsniveaus. In der Folge wurde der M. cremaster kontinuierlich mit

einer 100 nM LPS-Losung superfundiert und sequentielle Aufnahmen der
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postkapillaren Venolen 30, 60, 90, 120, 150, und 180 Minuten nach Beginn der
LPS Superfusion angefertigt. [144]

2.7 Statistik

Die Angabe samtlicher Versuchsergebnisse erfolgte als Mittelwert (MW) mit
Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die Daten wurden unter Zuhilfenahme
der Software Sigma Stat (Systat Software Inc, San Jose, CA, USA) statistisch
analysiert. Um die Versuchsergebnisse auf statistisch signifikante Unterschiede
zu testen, wurde der Rank-Sum Test oder T-Test (bei zwei Versuchsgruppen)
bzw. der ANOVA-on-Ranks Test, gefolgt von dem Student-Newman-Keuls Test
(bei Anzahl der Versuchsgruppen beziehungsweise Parameter > 2),
durchgefuhrt. Ergebnisse wurden bei p<0,05 als signifikant angesehen. [144]
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IV Ergebnisse

1.1 Migrationsverhalten gealterter neutrophiler Granulozyten

bei experimenteller Sepsis

Wahrend der Zirkulationszeit im Blut altern neutrophile Granulozyten unter
anderem infolge der Interaktion mit dem Mikrobiom oder dessen
Sekretionsprodukten phanotypisch und funktionell. Im Rahmen dieses
Prozesses erhoht sich klassischerweise kontinuierlich die Expression des
Chemokinrezeptors CXCR4 auf der Zelloberflache neutrophiler Granulozyten,
wahrend sich die Expression des Adhasionsmolekils L-Selektin/CD62L
vermindert. Uber die Zeit bildet sich abhéngig von ihrer Zirkulationsdauer im
Blutkreislauf somit ein Gradient von relativ ,jungen® neutrophilen Granulozyten
mit niedriger CXCR4-Expression (und hoher L-Selektin-Expression) bis relativ
gealterten neutrophilen Granulozyten mit hoher CXCRA4-Expression (und
niedriger L-Selektin-Expression) auf der Zelloberflache. Im gesunden
Organismus werden entsprechend ,gealterte” neutrophile Granulozyten Uber die
Interaktion von CXCR4 mit dem Liganden CXCL12 aus dem zirkulierenden Blut
entfernt und in Knochenmark, Leber und Milz abgebaut. [99, 100]

In einer ersten Versuchsgruppe sollte die Frage beantwortet werden, ob diese
Leukozytensubpopulation  ,gealterter” neutrophiler Granulozyten unter
inflammatorischen Bedingungen eine funktionelle Relevanz besitzen und uber
das Gefallsystem zum Ort des Entzindungsgeschehen rekrutiert werden.
Hierflr wurde das Migrationsverhalten gealterter neutrophiler Granulozyten in
Tieren bei experimenteller Sepsis mit dem in gesunden, unstimulierten Tieren
verglichen. Fur beide Versuchsgruppen wurde die Anzahl an Leukozyten im
Knochenmark, im Blut und nach Homogenisierung in verschiedenen, relevanten
Organen (Leber, Lunge, Milz, Niere) bestimmt (Vgl. Kapitel Il 2.6.1).
AnschlieRend erfolgte die Auswertung der Zellen am Durchflusszytometer nach
Differenzierung mittels immunzytochemischer Farbung (Vgl. Kapitel Ill 2.5.1.).
Jene neutrophilen Granulozyten, die sich zum Zeitpunkt der systemischen
Applikation von BrdU, also 48 Stunden vor Messung am FACS, bereits im
postmitotischen Stadium befanden waren BrdU-negativ und wurden als gealterte

neutrophile Granulozyten definiert. Dagegen waren relativ nicht gealterte
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neutrophile  Granulozyten  BrdU-positiv, da sie das  applizierte
Markierungsmolekil wahrend der Mitose in ihre DNA integriert hatten. [144]
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Abbildung 16. Schematische Darstellung der Gating-Strategie fiir die Differenzierung
gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten mittels Durchflusszytometrie
nach metabolischer Markierung mit BrdU; (modifiziert nach [144])
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Abbildung 17. Graphische Darstellung der Oberflichenexpression von CXCR4 und
CD62L auf gealterten (BrdU negativen) und nicht gealterten (BrdU-positiven)
neutrophilen Granulozyten aus dem Blut von Wildtyp-Mé&usen nach Exposition mit PBS
(unstimulated) oder LPS (stimulated). Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler
unabhéngiger Experimente (n=4; # = p<0.05 vs BrdU positiv); (modifiziert nach [144]).

In Ubereinstimmung mit bereits mehrfach publizierten Erkenntnissen wiesen
gealterte neutrophile Granulozyten unstimulierter Mause eine signifikant erhohte
Oberflachenexpression von CXCR4 und eine signifikant erniedrigte
Oberflachenexpression von CD62L auf. [99, 102] Nach Stimulation mit LPS
zeigte sich die CXCR4 Expression auf beiden Leukozytensubtypen konstant zu
den Versuchen unter Homoostase. Dagegen war auf nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten deutlich geringere CDG62L-Expression messbar,
sodass unter diesen Bedingungen keine signifikanten Unterschiede zwischen
dem gealterten und dem nicht gealterten Subtyp bestanden. CD62L eignete sich
daher unter entzundlichen Bedingungen nicht als Marker fur nicht gealterte
neutrophile Granulozyten. [144]
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Zur Induktion einer experimentellen systemischen Endotoxamie wurde den
Mausen eine hohe Dosis LPS intraperitoneal injiziert, 3 Stunden spater fanden
die Untersuchungen zum Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozyten
statt. Die Dosierung der LPS-Stimulation entsprach dabei dem Versuchsprotokoll
anderer Arbeitsgruppen bei der Untersuchung akuter Entzindungsreaktionen in
der Maus. [166, 167] In erganzenden Untersuchungen dieser Arbeit zeigten sich
bei niedrig dosierter LPS Stimulation (25 pg) lediglich mafige inflammatorische
Reaktionen, sodass zur Induktion einer ausgepragten akuten
Entzindungsreaktionen eine hohe LPS Dosis (500 ug) beibehalten wurde (Vgl.
Abbildungen 18 und 20). [144]

Bei Mausen, die eine intraperitoneale Injektion von 500 ug LPS erhalten hatten,
fanden sich nach 3 Stunden signifikant weniger gealterte neutrophile
Granulozyten in Knochenmark und Blut als in gesunden, unstimulierten Tieren.
Im Gegensatz dazu war die Anzahl gealterter neutrophiler Granulozyten in Leber,
Niere und Lunge im Vergleich zu unstimulierten Kontroll-Tieren signifikant erhoht
(Vgl. Abbildung 18). Bei der Bestimmung der relativen Anzahl gealterter
neutrophiler Granulozyten in Lunge, Leber und Niere nach LPS Stimulation
machten Zellen vom gealterten Subtyp etwa 50% bis 80% der gesamten Anzahl
an in dem jeweligen Organ gemessenen neutrophilen Granulozyten aus (Vgl.
Abbildung 18). [144]
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Abbildung 18. Graphische Darstellung der absoluten Anzahl gealterter neutrophiler
Granulozyten in Blut, Knochenmark und relevanten homogenisierten Organen (links)
sowie der relativen Anzahl gealterter und nicht gealterter neutrophilen Granulozyten in
ausgewdhlten Organen (rechts) von 10-15 Wochen alten WT-Tieren nach
intraperitonealer Injektion von PBS oder 500 ug LPS. Darstellung der Mittelwerte und
der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=5; # = p<0.05 vs PBS); (modifiziert
nach [144])

Die geschilderten Versuche wurden an Mausen durchgefuhrt, die 10-15
Wochen alt waren. Als weitere Erganzung der dargestellten Untersuchungen
wurde eine Versuchsreihe mit 6 Wochen alten Mausen durchgefuhrt, um
festzustellen, ob Unterschiede des Migrationsverhaltens gealterter neutrophiler
Granulozyten in Abhangigkeit vom Alter des Organismus bestehen. Auch bei
den jungeren Mausen zeigte sich unter LPS-Stimulation ein verandertes
Migrationsprofil, sowohl hinsichtlich der absoluten Zahlen in den untersuchten
Organen, als auch in Bezug auf die relative Verteilung waren die Ergebnisse
mit den 10-15 Wochen alten Mausen vergleichbar (Vgl. Abbildungen 18 und
19). [144]
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Abbildung 19. Graphische Darstellung der absoluten Anzahl gealterter neutrophiler
Granulozyten in Blut, Knochenmark und relevanten homogenisierten Organen (links)
sowie der relativen Anzahl gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten in
ausgewdbhlten Organen (rechts) von 6 Wochen alten WT-Tieren nach intraperitonealer
Injektion von PBS oder LPS. Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler
unabhéngiger Experimente (n=4; # = p<0.05 vs PBS); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 20. Graphische Darstellung der absoluten Anzahl gealterter neutrophiler
Granulozyten in Blut, Knochenmark und relevanten homogenisierten Organen (links)
sowie der relativen Anzahl gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten in
ausgewdhlten Organen (rechts) von 10-15 Wochen alten WT-Tieren nach
intraperitonealer Injektion von PBS oder 25 ug LPS. Darstellung der Mittelwerte und der
Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=3; # = p<0.05 vs PBS),; (modifiziert nach

[144])

Um die Rekrutierung gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten
dynamisch zu analysieren und die einzelnen Schritte der Rekrutierungskaskade
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zwischen den Subtypen zu vergleichen, wurden intravitalmikroskopische
Aufnahmen angefertigt, nachdem neutrophile Granulozyten aus Wildtyp-Mausen
oder SELP-defizienten Mausen isoliert und nach Fluoreszenzmarkierung in die
Zirkulation der zu untersuchenden Wildtyp-Mause appliziert wurden. Unter
kontinuierlicher LPS-Superfusion war hierbei zu beobachten, dass sich bei
neutrophilen Granulozyten aus SELP-defizienten Mausen, welche zu Uber 85%
dem gealterten Phanotyp entsprachen, friiher und in héherer Anzahl ein Rolling
und eine Adharenz an postkapillaren Venolen sowie eine Transmigration durch
das Endothel zeigten. Bei neutrophilen Granulozyten aus Wildtyp-Mausen (mit
etwa 20% Anteil vom gealterten Phanotyp) waren die genannten
Rekrutierungsschritte im Vergleich dazu erst verzdgert festzustellen (Vgl.
Abbildungen 21 und 22). [144]
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Abbildung 21. Schematische Darstellung der Zelltransfer-Untersuchungen zur
intravitalmikroskopischen Analyse der Rekrutierungsschritte gealterter und nicht
gealterter neutrophiler Granulozyten aus Wildtyp-Méusen (griin dargestellt) und P-
Selektin/CD62P-defizienten (SELP”) Mé&usen (rot dargestellt). Représentative
intravitalmikroskopische ~ Aufnahme  mit  fluoreszenzmarkierten  neutrophilen
Granulozyten (Mal3stabsbalken entspricht 20um); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 22. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung der Anzahl von
rollenden, adh&renten und transmigrierten gealterten und nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten nach Zelltransfer und unter Superfusion mit einer 100 nM LPS-Lésung.
Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4,; #
= p<0.05 vs nicht gealterte neutrophile Granulozyten; HPFs=high-power fields);
(modifiziert nach [144])

1.2 Oberflachenexpression von relevanten Signal- und
Adhasionsmolekilen auf gealterten und nicht gealterten

neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten exprimieren spezifische Signal- und
Adhasionsmolekule auf ihrer Zelloberflache, Uber welche sie zum Ort eines
Entzindungsgeschehens rekrutiert werden konnen.

Um die zugrundeliegenden Mechanismen der Rekrutierung von gealterten
neutrophilen Granulozyten in entzindetes Gewebe besser zu verstehen, wurde
eine phanotypische Charakterisierung der Oberflachenexpression von
relevanten Signal- und Adhasionsmolekulen dieser Immunzellen vorgenommen

(Vgl. Kapitel 111 2.6.2).
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Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnten auf gealterten und nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten aus dem Blut unstimulierter Mause Gemeinsamkeiten

und Unterschiede bezuglich der Expression verschiedener Signal- und
Adhasionsmolekule nachgewiesen werden. [144]
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Abbildung 23. Graphische, logarithmische Darstellung der Oberflachenexpression von
ausgesuchten Signal- und Adhésionsmolekiilen gealterter und nicht gealterter
neutrophiler Granulozyten im unstimulierten Blut von WT-Mé&usen. Darstellung der
Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=5; # = p<0.05 vs. nicht
gealterte neutrophile Granulozyten); (modifiziert nach [144])

Wahrend sich die Expression von ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PSGL-
1/CD162 und TLR-2/CD282 zwischen gealterten und nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten nicht signifikant unterschied, war die Expression der
Integrine LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d, der Mitglieder der
Immunglobulin-Superfamilie = PECAM-1/CD31 und ICAM-1/CD54, des
Glykoproteins CD44 und des LPS-Rezeptors TLR-4/CD284 auf neutrophilen
Granulozyten signifikant hoher exprimiert als auf nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten. [144]
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In einem nachsten Schritt wurde untersucht, inwiefern sich diese
Expressionsprofile unter inflammatorischen Bedingungen verandern.

Hierbei zeigte sich, dass nach In-Vitro-Stimulation mit LPS, LTA oder HMGB1
vorwiegend die Expression des Integrins Mac-1/CD11b und des LPS-Rezeptors
TLR-4/CD284 auf gealterten neutrophilen Granulozyten signifikant anstieg,
wohingegen diese Effekte auf nicht gealterten neutrophilen Granulozyten

vergleichsweise gering ausgepragt waren (Vgl. Abbildungen 23 bis 28). [144]
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Abbildung 24. Graphische, logarithmische Darstellung der Oberfldchenexpression von
ausgesuchten Signal- und Adhésionsmolekiilen gealterter und nicht gealterter
neutrophiler Granulozyten aus dem Blut von WT-M&usen nach In-Vitro-Stimulation mit
LPS. Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente
(n=5; # = p<0.05 vs. nicht gealterte neutrophile Granulozyten),; (modifiziert nach [144])
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Abbildung 25. Graphische Darstellung der Oberflachenexpression von CD11b, TLR-4
sowie dem TLR-4/MD2-Komplex auf gealterten und nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten aus dem Blut von WT-Mausen nach Stimulation mit PBS oder LPS.
Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4-6;
# = p<0.05 vs. nicht gealterte neutrophile Granulozyten),; (modifiziert nach [144])

Zudem sollte untersucht werden, durch welche Prozesse die gesteigerte

Expression von CD11b/Mac-1 auf neutrophilen Granulozyten des gealterten

Subtyps vermittelt wurde. Nach Applikation des TLR-4 Inhibitors TAK-242 und

sowie nach Inhibition von p38MAPK mittels SB203580 liel3 sich eine signifikant

geringere Steigerung der Mac-1/CD11b Expression unter inflammatorischer

Stimulation darstellen. Die Inhibition von CXCR4, ERK 1/2 MAPK und JNK 1/2/3
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MAPK resultierte dagegen in keinen signifikanten Unterschieden des
gesteigerten Expressionsniveaus von Mac-1/CD11b (Vgl. Abbildung 26). [144]
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Abbildung 26. Graphische Darstellung der Oberflachenexpression von CD11b auf
gealterten und nicht gealterten neutrophilen Granulozyten aus dem Blut von WT-Mé&usen
nach Stimulation mit PBS oder LPS sowie systemischer Applikation von AMD3100
(CXCR4-Inhibitor), TAK-242 (TLR-4 Inhibitor) oder der MAPK Inhibitoren SB 203580
(p38 MAPK), SP 600125 (JNK 1/2/3 MAPK) oder FR 180204 (ERK 1/2 MAPK).
Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4-6; *
= p<0.05 vs PBS; § = p<0.05 vs Vehikel); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 27. Graphische Darstellung der Oberflichenexpression von CD11b und
TLR-4 auf gealterten und nicht gealterten neutrophilen Granulozyten aus dem Blut von
WT-Mé&usen nach Stimulation mit PBS oder LTA. Darstellung der Mittelwerte und der
Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4; # = p<0.05 vs. nicht gealterte
neutrophile Granulozyten); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 28. Graphische Darstellung der Oberflichenexpression von CD11b und
TLR-4 auf gealterten und nicht gealterten neutrophilen Granulozyten aus dem Blut von
WT-Mé&usen nach Stimulation mit PBS oder HMGB1. Darstellung der Mittelwerte und der
Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4; # = p<0.05 vs. nicht gealterte
neutrophile Granulozyten); (modifiziert nach [144])
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1.3 Veranderungen der Affinitat und der Konformation von
relevanten Integrinen auf gealterten neutrophilen

Granulozyten

Wie bereits eingangs erwahnt, konnen 32-Integrine wie LFA-1/CD11a oder Mac-
1/CD11b in verschiedenen Konformationen vorliegen, welche eine
unterschiedliche Affinitat fur ihre Bindungspartner haben.

Die durch pro-inflammatorische Chemokine induzierte Aktivierung von Integrinen
ist eine entscheidende Voraussetzung dafur, dass diese mit ihren endothelialen
Liganden, z.B. ICAM-1/CD54 oder VCAM-1/CD106, Bindungen eingehen
konnen. Diese Interaktionen wiederum sind grundlegender Bestandteil der
leukozytaren intravaskularen Adharenz sowie der Transmigration in entzindetes
Gewebe.

Deshalb sollte in weiteren Experimenten nach der quantitativen Analyse der
Expression verschiedener Integrine auf gealterten neutrophilen Granulozyten
untersucht werden, in welcher Konformation und damit in welchem
Aktivitatszustand diese auf der Zelloberflache vorliegen. [144]

Als Mal} fur die Gesamtaffinitat der 32-Integrine wurde, wie bereits unter Kapitel
Il 2.5.3 naher erlautert, das Bindungsverhalten von fluoreszenzmarkiertem
ICAM-1/CD54 an gealterte und nicht gealterte neutrophile Granulozyten aus dem
Blut von Wildtyp-Mausen mittels Durchflusszytometrie analysiert. [144]
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Abbildung 29. Représentatives Histogramm der durchflusszytometrischen Analyse des
gebundenen [2-Integrin-Liganden ICAM-1/CD54 an gealterte und nicht gealterte
neutrophile Granulozyten aus dem Blut von WT-M&dusen unter unstimulierten
Bedingungen oder nach LPS-Stimulation; (modifiziert nach [144])

Sowohl unter unstimulierten Bedingungen als auch nach Stimulation mit LPS,
LTA und HMGB-1, banden die ICAM-1 Molekule deutlich effektiver an die
Oberflache von gealterten neutrophilen Granulozyten als an nicht gealterte
neutrophile  Granulozyten. Die unter inflammatorischen Bedingungen
festgestellte Steigerung der Gesamtaffinitat der R2-Integrine fur deren
fluoreszenzmarkierte Liganden zeigte sich unter Inhibition des LPS-Rezeptors
TLR-4 sowie der MAP-Kinasen p38 MAPK und JNK 1/2/3 MAPK signifikant
reduziert. Unter Gabe von ERK-MAP-Kinase-Inhibitoren konnten keine
signifikanten Veranderungen beobachtet werden (Vgl. Abbildungen 29-31) Die
inflammationsbedingte Erhohung der Gesamtaffinitat fur ICAM-1-Molekule war
also abhangig von TLR-4 und der MAP-Kinasen p38 MAPK und JNK MAPK,
jedoch nicht von der ERK-MAP-Kinase. [144]
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Abbildung 30. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung des
Bindungsverhaltens von ICAM-1/CD54 an gealterte und nicht gealterte Granulozyten
aus dem Blut von WT-Mé&usen nach Gabe von PBS oder Stimulation mit LPS sowie
systemischer Applikation von TAK-242 (TLR-4 Inhibitor) oder der MAPK Inhibitoren SB
203580 (p38 MAPK), SP 600125 (JNK 1/2/3 MAPK) oder FR 180204 (ERK 1/2 MAPK).
Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4-6; *
= p<0.05 vs PBS; § = p<0.05 vs Vehikel); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 31. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung des
Bindungsverhaltens von ICAM-1/CD54 an gealterte und nicht gealterte Granulozyten
aus dem Blut von WT-Mé&usen nach Gabe von PBS oder Stimulation mit LTA oder
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HMGB1. Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhédngiger Experimente
(n=5; * = p<0.05 vs PBS); (modifiziert nach [144])

Auch in humanem Blut lielen sich zwischen gealterten und nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten Unterschiede hinsichtlich der Integrinaffinitat
nachweisen. Wahrend sich fur R2-Integrine in mittel- und hochaffiner
Konformation (Markierung Uber die Bindung des kim127-Antikorpers) keine
Unterschiede im Vergleich zum Kontrollblut zeigten, banden nach Stimulation mit
LPS signifikant mehr mAb 24-Antikdrper (spezifisch fur die hochaffine
Konformation von R2-Integrinen) an die Oberflache der untersuchten Zellen.
Dieser Anstieg der mAb 24-Bindungskapazitat unter Gabe eines pro-
inflammatorischen Stimulus war auf gealterten neutrophilen Granulozyten
signifikant hoher als auf nicht gealterten neutrophilen Granulozyten (Vgl.
Abbildungen 32 und 33). [144]
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Abbildung 32. Représentatives Histogramm der durchflusszytometrischen Analyse des
gebundenen mAB 24-Antikbrpers (spezifisch flir die hochaffine Konformation von 32-
Integrinen) an gealterte und nicht gealterte neutrophile Granulozyten aus humanem Blut
von gesunden Spendern unter unstimulierten Bedingungen oder nach LPS-Stimulation;
(modifiziert nach [144])
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Abbildung 33. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung des
Bindungsverhaltens von kim127-Antikérpern (spezifisch fir die intermediédr- und
hochaffine Konformation von 2-Integrinen) und mAB 24-Antik6rpern (spezifisch fiir die
hochaffine Konformation von B2-Integrinen) an gealterte und nicht gealterte
Granulozyten aus humanem Blut von gesunden Probanden nach Gabe von PBS oder
Stimulation mit LPS. Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger
Experimente (n=4-6; # = p<0.05 vs nicht gealterte neutrophile Granulozyten); (modifiziert
nach [144])

1.4 Bedeutung der Molekiile Mac-1/CD11b, TLR-4, SDF1-a und
CXCR4 fur die Rekrutierung von gealterten neutrophilen

Granulozyten bei experimenteller Sepsis

Nachdem auf gealterten neutrophilen Granulozyten ein verandertes
Expressionsprofil im Vergleich zum nicht gealterten Subtyp nachgewiesen
werden konnte, war es konsekutiv von Interesse, welche funktionelle Relevanz
jene Molekule besitzen, die auf gealterten neutrophilen Granulozyten signifikant
hoher exprimiert waren als auf nicht gealterten neutrophilen Granulozyten. [144]
Wie bereits in Abschnitt IV 1.2. gezeigt, bewirkte eine LPS-Stimulation eine TLR-
4-vermittelte, signifikante Erhdhung der Expression des Integrins Mac-1/CD11b
auf gealterten neutrophilen Granulozyten. Deshalb wurde mit blockierenden

Antikorpern und genetisch veranderten Mausen die Bedeutung von Mac-
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1/CD11b und TLR-4 fur die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten des
gealterten Subtyps untersucht. [144]

Das unter Abschnitt IV 1.1. beschriebene Migrationsverhalten von gealterten
neutrophilen Granulozyten hatte bei systemischer experimenteller Sepsis eine
signifikante Verminderung der Anzahl dieser Leukozytensubpopulation in Blut
und Knochenmark sowie eine signifikante Erhdhung in Leber, Niere und Lunge
gezeigt. [144]

Sowohl nach Antikdrper-vermittelter Blockade von Mac-1/CD11b, als auch in
Mausen mit durch Mutation inaktiviertem TLR-4-Gen war die Migration von
gealterten neutrophilen Granulozyten in die genannten Organe beinahe
aufgehoben. Auch in TLR-2-defizienten Mausen und unter antikorpervermittelter
Blockade des TLR-4-Rezeptors war eine signifikante Reduktion der
inflammatorischen Effekte auf die Migration dieser gealterten neutrophilen
Granulozyten zu verzeichnen (Vgl Abbildung 34). [144]

Aus wissenschaftlichen Vorarbeiten ist bekannt, dass der Chemokinrezeptor
CXCR4 auch LPS als Liganden binden kann. [168] Die pharmakologische
Inhibition des im Zuge der Alterung auf neutrophilen Granulozyten verstarkt
exprimierten CXCR4 und dessen Liganden SDF1-a zeigte jedoch keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Mausen, die mit LPS und dem
entsprechenden Vehikel behandelt worden waren (Vgl. Abbildung 34). [144]
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Abbildung 34. Graphische Darstellung der zur Kontrollgruppe normalisierten Anzahl
gealterter neutrophiler Granulozyten in Blut, Knochenmark und relevanten
homogenisierten Organen aus Wildtyp-Mé&usen, TLR-2 Knockout Médusen (TLR-2-/-),
TLR-4 defizienten Mdusen sowie aus Wildtyp-Mé&usen mit systemischer Applikation von
AMD3100 (CXCR4-Inhibitor), anti-CXCL12 mAb (blockierender monoklonaler anti-
CXCL12-Antikérper), TAK-242 (TLR-4-Inhibitor) oder Vehikel/Isotyp-Antikérpern nach
Stimulation mit PBS oder LPS. Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler
unabhéngiger Experimente (n=4-6; # = p<0.05 vs PBS; * = p<0.05 vs Vehikel/isotyp/WT);
(modifiziert nach [144])
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1.5 Produktion von ROS und Zytokinen durch gealterte

neutrophile Granulozyten

Wir erweiterten die funktionelle Charakterisierung gealterter neutrophiler
Granulozyten in weiteren Experimenten durch die Analyse der intrazellularen
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) sowie
der Synthese pro- und anti-inflammatorischer Zytokine.

Hierfur wurden Leukozyten aus dem Blut von Wildtyp-Mausen isoliert und am
Durchflusszytometer untersucht. Zwischen gealterten und nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten waren sowohl unter Kontrollbedingungen, als auch
nach Stimulation mit LPS keine signifikanten Unterschiede in der mitochondrialen
oder zytosolischen Produktion von ROS zu verzeichnen (Vgl. Abbildung 35).
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Abbildung 35. Représentative Bilder von mitochondrialen und zytosolischen ROS in
gealterten neutrophilen Granulozyten mittels Indikatorfluoreszenzfarbstoffen und
Konfokalmikroskopie (Mal3stabsbalken entspricht 5 um). Quantitative Auswertung von
ROS in Zytoplasma und Mitochondrien/Nukleus in unstimulierten und LPS-stimulierten
gealterten und nicht gealterten neutrophilen Granulozyten. Darstellung der Mittelwerte
und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4-6); (modifiziert nach [144])
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Die beiden Subtypen zeigten auch hinsichtlich der Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine (IL-1a, IL-1b, IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF),
Interferon (IFN)-y) und anti-inflammatorischer Zytokine (IL-4, IL-10, Interferon
(IFN)-a) keine Unterschiede, wobei eine LPS-Stimulation einen signifikanten
Anstieg der Produktion verschiedener pro- und anti-inflammatorischer Zytokine
durch beide Zellpopulationen bewirkte (Vgl. Abbildung 36). [144]
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Abbildung 36. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung der
Zytokinproduktion gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten nach
Inkubation mit PBS (links) oder LPS (rechts). Darstellung der Mittelwerte und der
Standardfehler unabhédngiger Experimente (n=4-6); (modifiziert nach [144])

1.6 Phagozytosepotential gealterter neutrophiler

Granulozyten

Zur Analyse des Phagozytoseverhaltens gealterter und nicht gealterter
neutrophiler Granulozyten wurde per Durchflusszytometrie zunachst die In-vitro-
Aufnahme von E. coli- und S. aureus-Partikeln in neutrophile Granulozyten
untersucht. Die Immunzellen waren zuvor aus dem Blut von Wildtyp-Mausen
isoliert worden. [144]

In unstimuliertem Blut unterschied sich die Phagozytose der Biopartikel nicht
signifikant zwischen gealterten und nicht gealterten Zellen. Nach Aktivierung der
Zellen durch LPS oder LTA entwickelten gealterte neutrophile Granulozyten
dagegen im Vergleich zum nicht gealterten Subtyp eine signifikant hohere
Phagozytosekapazitat (Vgl. Abbildungen 38, 40, 41). [144]
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Dieses erhohte Phagozytosepotential von gealterten neutrophilen Granulozyten
zeigte sich nach Gabe von anti-Mac-1/CD11b blockierenden, monoklonalen
Antikdrpern sowie nach Gabe des spleen tyrosine kinase inhibitors BAY 61-3606
signifikant reduziert und war demzufolge entsprechend abhangig vom
Phagozytose-Rezeptor Mac-1/CD11b und von Signalwegen der Spleen-
Tyrosine-Kinase (SYK). Die Applikation des pharmakologischen CXCR4-
Inhibitors ~ AMD3100  zeigte  wiederum  keine  Veranderung des
Phagozytoseverhaltens (Vgl. Abbildungen 38 und 41). [144]

Ubereinstimmend mit den Resultaten der In-vitro-Versuche fanden sich auch in
Leber, Niere und Lunge von LPS-stimulierten Wildtyp-Tieren Unterschiede
hinsichtlich der E. coli-Phagozytosekapazitat der vorhandenen gealterten
neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten. Auch hier hatten Zellen des gealterten Subtyps signifikant mehr
Biopartikel aufgenommen als nicht gealterte neutrophile Granulozyten. Die
grofdte Steigerung der Biopartikelaufnahme fand sich in aus der Leber isolierten
neutrophilen Granulozyten. In Blut und Milz zeigte sich dagegen bei generell
etwas geringerem Phagozytosepotential kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Subpopulationen neutrophiler Granulozyten (Vgl. Abbildung 39).
[144]
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Abbildung 37. Repréasentative konfokalmikroskopische Bilder der phagozytierten E. coli
Partikel durch unstimulierte und LPS-stimulierte neutrophile — Granulozyten
(Mal3stabsbalken entspricht 5 um). Darstellung des Zellkerns (hoechst), der E. coli
Partikel (pHrodo Green) und Ly-6G (Alexa Fluor 594); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 38. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung des E. coli-
Phagozytosepotentials von gealterten und nicht gealterten Granulozyten aus dem Blut
von WT-Mé&usen nach Gabe von PBS oder verschiedenen Konzentrationen von LPS,
sowie dem pharmakologischen CXCR4-Inhibitor AMD3100, anti-Mac-1/CD11b
blockierenden monoklonalen Antikérpern, dem spleen tyrosine kinase inhibitor BAY 61-
3606, oder einem Vehikel/lsotyp-Kontrollantikérper. Darstellung der Mittelwerte und der
Standardfehler unabhdngiger Experimente (n=4; # = p<0.05 vs nicht gealterte
neutrophile Granulozyten; * = p<0.05 vs PBS; § = p<0.05 vs Vehikel/lsotyp-
Kontrollantikérper); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 39. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung des
Phagozytosepotentials gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten aus
dem Blut oder verschiedenen lysierten Organen von WT-Mé&usen nach intraarterieller
Applikation von E. coli Biopartikeln und intraperitonealer LPS-Injektion. Darstellung der
Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=5; # = p<0.05 vs nicht
gealterte neutrophile Granulozyten); (modifiziert nach [144])
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Abbildung 40. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung des S. aureus-
Phagozytosepotentials von gealterten und nicht gealterten Granulozyten aus dem Blut
von WT-Mé&usen nach Gabe von PBS oder verschiedenen Konzentrationen von LTA.
Darstellung der Mittelwerte und der Standardfehler unabhéngiger Experimente (n=4,; #
= p<0.05 vs nicht gealterte neutrophile Granulozyten),; (modifiziert nach [144])
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Abbildung 41. Graphische Darstellung der quantitativen Auswertung des S. aureus-
Phagozytosepotentials von gealterten und nicht gealterten Granulozyten aus dem Blut
von WT-Mé&usen nach Gabe von PBS oder 100 ng/ml LTA, sowie anti-Mac-1/CD11b
blockierenden monoklonalen Antikérpern, dem Spleen tyrosine kinase Inhibitor BAY 61-
3606, oder einem Vehikel/lsotyp-Kontrollantik6rper. Darstellung der Mittelwerte und der
Standardfehler unabhédngiger Experimente (n=4; * = p<0.05 vs PBS; § = p<0.05 vs
Vehikel/ Isotyp-Kontrollantikérper), (modifiziert nach [144])
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V Diskussion

Neutrophile Granulozyten werden bei Infektionen als erste
Leukozytensubpopulation aus der Blutzirkulation zum Ort der Schadigung im
paravaskularen Gewebe rekrutiert und besitzen ein breites Repertoire an
Mechanismen zur Abwehr und Eliminierung eingedrungener Erreger. [26, 27, 89]
Sie sind damit fur die initiale Entzindungsreaktion der angeborenen Immunitat
von zentraler Bedeutung. [26, 27, 89] Auch aufgrund ihrer kurzen Lebensdauer
wurde lange angenommen, dass neutrophile Granulozyten eine homogene
Zellpopulation darstellen. [94, 169] Zunehmend finden sich jedoch Hinweise fur
die Existenz verschiedener Subpopulationen und Phanotypen neutrophiler
Granulozyten. Diese unterscheiden sich in ihren Eigenschaften und Funktionen
bei verschiedenen Prozessen des angeborenen und adaptiven Immunsystems,
beispielsweise in der akuten Entzindungsreaktion, bei Autoimmunerkrankungen
oder bei der Angiogenese. [123, 132, 170-172] Reife neutrophile Granulozyten
durchlaufen nach der Leukopoese und Freisetzung aus dem Knochenmark im
Blutkreislauf einen biologischen Alterungsprozess, welcher zur Ausbildung des
Phanotyps der sogenannten gealterten neutrophilen Granulozyten fuhrt. Unter
anderem durch den Kontakt zum Mikrobiom und dessen Sekretionsprodukten
verandern sich die funktionellen Eigenschaften dieser Immunzellen und damit
einhergehend die  Expression verschiedener funktionell relevanter
Oberflachenmolekule. [99] So ist dieser Alterungsprozess beispielsweise mit
einer vermehrten Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 assoziiert,
wodurch gealterte neutrophile Granulozyten am Ende ihres Lebenszyklus in der
Blutzirkulation Uber die Interaktion mit dem Chemokin CXCL12 in Knochenmark,
Leber und Milz rekrutiert und dort abgebaut werden. Diese Prozesse bewirken
unter homoostatischen Bedingungen eine negative Feedback-Regulierung der
Produktion neuer Granulozyten und eine rhythmische Modulation des Pools an
hamatopoetischen Stammzellen. [93, 102, 173] Die Relevanz der Alterung von
neutrophilen Granulozyten fur akute inflammatorische Prozesse war bisher

jedoch nur unzureichend verstanden.

81



Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb die Bedeutung von gealterten
neutrophilen Granulozyten fur den akuten Entzindungsprozess naher
charakterisiert werden. Hierfur wurde zunachst das Migrationsverhalten von
gealterten neutrophilen Granulozyten in der akuten Entzindungsreaktion
untersucht, indem die relative Verteilung von neutrophilen Granulozyten des
gealterten sowie des nicht gealterten Phanotyps in verschiedenen Organen bei
experimenteller Sepsis analysiert und verglichen wurde. Mittels
intravitalmikroskopischer Versuche konnten anschlieRend die einzelnen Schritte
der Leukozytenrekrutierung in postkapillaren Venolen nach lokaler
Entzindungsinduktion im Detail untersucht werden. Um ein umfassenderes
Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen zu erlangen, wurden
erganzend phanotypische und funktionelle Eigenschaften dieser gealterten
neutrophilen Granulozyten bestimmt. Hierfur erfolgten Analysen des
Expressionsprofils von relevanten Signal- und Adhasionsmolekulen auf
gealterten und nicht gealterten neutrophilen Granulozyten vergleichend unter
homoostatischen und entzindlichen Bedingungen. AnschlieRend wurde
untersucht, welche funktionelle Relevanz jene Signal- und Adhasionsmolekule
fur die unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften von gealterten neutrophilen
Granulozyten in der akuten Entzindungsreaktion besitzen, die auf diesem
Immunzellsubtyp  vermehrt exprimiert werden. Zuletzt wurde das
Phagozytosepotential von gealterten und nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten differentiell analysiert und deren Fahigkeit zur Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies sowie von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen
als essentielle funktionelle Parameter fur die Abwehr von Pathogenen

ausgewertet.

1. Diskussion der angewandten Methoden

Wie eingangs beschrieben, stellt die Rekrutierung von Leukozyten aus der
Mikrozirkulation in das umliegende paravaskulare Gewebe einen vielschichtigen,
hoch regulierten Vorgang dar. [89, 110, 174, 175] Die Grundlage dieser Prozesse
bildet das Zusammenspiel von Blutplatichen, Leukozyten und verschiedenen
Bestandteilen der GefalRwand, unter anderem von Endothelzellen, der
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Basallamina oder Perizyten sowie weiteren Elementen des perivaskularen
Gewebes und der zirkulierenden Blutbestandteile. [89, 110, 174, 175] Die
Signalwege dieses komplexen Zusammenwirkens stehen zudem unter dem
Einfluss multipler weiterer Faktoren, wie z. B. der Freisetzung von Zytokinen oder
Chemokinen, aber auch Sauerstoff- bzw. Stickstoffradikalen oder Proteasen im
Gewebe. [89, 110, 174, 175] Gleichzeitig unterliegen die Interaktionen von
Leukozyten und Thrombozyten mit Endothelzellen sowie der Aufbau der
endothelialen Glykokalix dem Einfluss verschiedener Kreislaufparameter wie der
Viskositat des Blutes, der Scherrate oder dem Blutdruck. [176-179] Insgesamt
verdeutlichen diese geschilderten Aspekte zu den ablaufenden Prozessen deren
Abhangigkeit von einem intakten Gesamtorganismus und somit die
Notwendigkeit von In-vivo-Experimenten zur suffizienten Untersuchung der
vorliegenden Fragestellungen.

Um die Fragestellung somit im Kontext des Gesamtorganismus zu untersuchen,
erfolgten die vorliegenden Studien unter anderem am Mausmodell. Die Maus ist
ein genetisch umfassend charakterisiertes Versuchstier, fur welches eine Vielfalt
an Reagenzien und genetisch veranderten Tierlinien verfugbar ist. C57BL/6-
Mause weisen ein hohes Mal} an Uniformitat bezuglich ihres Phanotyps und ihrer
Reaktion auf experimentelle MalRnahmen auf. Sie stellen den am haufigsten
untersuchten Mausstamm in der experimentellen Forschung dar. [180] Aufgrund
der dargestellten Eigenschaften und der zu erwartenden hohen Vergleichbarkeit
unserer Messungen mit denen anderer Versuchsgruppen, wurden C57BL/6
Mause fur einen Grofteil unserer Experimente verwendet. In ausgewahlten
Experimenten kamen Tlr2-Knockout Mause [136], TIr4-defiziente Mause [137,
138] und P-Selektin/CD62P-defiziente Mause [139] auf dem C57BL/6-
Hintergrund zum Einsatz, um die Relevanz dieser Signal- und
Adhasionsmolekule fur die Rekrutierung gealterter neutrophiler Granulozyten in

den angewandten Modellen zu uberprufen.

Ein grundlegender Aspekt der experimentellen Forschung ist die Translation der
gewonnenen Erkenntnisse auf das Krankheitsbild im menschlichen Organismus.
In diesem Kontext sind daher Differenzen zwischen der Methodik
tierexperimenteller Arbeiten (in diesem Fall des Mausmodells) und der
Eigenschaften der Sepsis im Menschen zu beachten. Die Erkenntnisse aus der
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Stimulation mit LPS, LTA oder HMGB-1 im Mausmodell lassen sich
entsprechend nicht notwendigerweise auf die Verhaltnisse der Sepsis beim
Menschen Ubertragen. So besteht beispielsweise in der Gesamtheit der
menschlichen Sepsis-Patienten eine genetische Diversitat, wahrend in der
experimentellen Forschung aufgrund multipler Vorteile dieser Methodik vor allem
genetisch homogene Tiere verwendet werden. Daruber hinaus konnen auch
altersspezifische Unterschiede oder das Vorliegen von Begleit- oder
Grunderkrankungen relevante Aspekte darstellen, welche in der experimentellen
Untersuchung akuter Entzindungsreaktionen wie der Sepsis von Interesse sind.
In diesem Kontext ist zu erwahnen, dass in der vorliegenden Arbeit
Versuchsreihen an Mausen unterschiedlichen Alters durchgefuhrt wurden.
Interessanterweise zeigte sich hierbei, dass das Migrationsverhalten gealterter
neutrophiler Granulozyten bei experimenteller Sepsis fur Mause im Alter von
ungefahr 6 Wochen mit dem von Mausen im Alter von 10 bis 15 Wochen

vergleichbar war. [144]

1.1 Intravitalmikroskopie des M. cremasters

Zur Visualisierung des mikrovaskularen Gewebes und Analyse der Interaktionen
neutrophiler Granulozyten mit dem GefalRendothel wurden
intravitalmikroskopische Untersuchungen am M. cremaster von Versuchstieren
durchgefuhrt. Das gewahlte Verfahren ist ein in der immunologischen Forschung
weit verbreitetes Modell zur Darstellung und Untersuchung der Mikrozirkulation
in vivo. Innerhalb der Arbeitsgruppe bestand durch diverse Vorarbeiten bereits
eine entsprechende Expertise in der Anwendung des Modells. [106, 107, 115,
181-183] Wie bereits im Kapitel Material und Methoden dargestellt, kam ein nach
Baez et al modifizierter Versuchsaufbau zur Anwendung. [140]

Die Vorteile der gewahlten Methode liegen in der ausgepragten Vaskularisierung
des M. cremaster bei gleichzeitig nahezu zweidimensionaler Architektur des
GefalRsystems. Nach Einleitung einer adaquaten Narkose und sorgfaltiger
Praparation bietet sich so die Moglichkeit, am lebenden Tier hochqualitative
Beobachtungen zu leukozytaren Rekrutierungsprozessen in Echtzeit
vorzunehmen. Nach systemischer Applikation von Antikorpern lassen sich mit
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Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie auch ausgewahlte Leukozytensubtypen
differenziert darstellen. Zur Induktion inflammatorischer Prozesse kdnnen
Entzindungsmediatoren (z.B. LPS) aufgrund der guten Zugangsmaoglichkeit des
Scrotums weitestgehend atraumatisch und komplikationsarm intraskrotal
appliziert werden.

Aus anatomischen Gesichtspunkten ist die Anwendung des Modells jedoch auf
mannliche Versuchstiere limitiert. Hinsichtlich dieses geschlechtsspezifischen
Versuchsaufbaus sollte zukunftig zur Erweiterung des Verstandnisses in anderen
Modellen mit weiblichen Tieren Uberpruft werden, welche Bedeutung die in
mannlichen Tieren charakterisierten Mechanismen der Entzindungsreaktion fur
weibliche Tiere besitzen. Entsprechend aktueller wissenschaftlicher
Erkenntnisse bestehen zudem gewisse gewebe- und organspezifische
Unterschiede in der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. [184, 185] Es bedarf
daher Untersuchungen mit weiteren Methoden und Modellen, um zu bestatigen,
ob die beobachteten Prozesse auch in anderen Organen gleichermalien
ablaufen.

Erganzend zu erwahnen ist, dass die Praparation der Strukturen des
Kremastermuskels trotz aller Sorgfalt zwangslaufig zu einem gewissen Grad an
Gewebstraumatisierung mit entsprechender entzundlicher Aktivierung der
untersuchten Strukturen fuhrt, weswegen entsprechende Kontrollexperimente
durchgefuhrt werden mussen. [186]

Aufgrund der genannten Vorteile stellt die Mikroskopie des M. cremaster
dennoch bei sorgfaltiger und zugiger Praparationstechnik sowie der
Aufrechterhaltung einer stabilen Mikrozirkulation (unter anderem durch die
kontinuierliche Superfusion mit warmer gepufferter Losung und Warmeerhalt des
Versuchstiers) eine sehr gut geeignete Methode zur Untersuchung

entsprechender immunologischer Fragestellungen dar.

1.2 Phanotypische und funktionelle Differenzierung gealterter

und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten

In der vorliegenden Arbeit wurden neutrophile Granulozyten hinsichtlich ihres
Alterungsstatus differenziert und Oberflachenexpressionsprofile von funktionell
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relevanten Signal- und Adhasionsmolekulen erstellt. Die phanotypische
Charakterisierung der Zellen erfolgte  Uberwiegend durch  eine
immunzytochemische Fluoreszenzmarkierung dieser Moleklle in Kombination
mit einer Ex-vivo-Analyse mittels Durchflusszytometrie.

Die optische Untersuchung fluoreszenzmarkierter Zellen am
Durchflusszytometer stellt ein etabliertes Verfahren zur phanotypischen
Differenzierung von Leukozyten dar. Die Etablierung neuer, spezifischer
Antikorper schuf dabei die Grundlage fur aktuelle Fortschritte unter anderem in
der Charakterisierung neutrophiler Granulozyten. So basiert das zunehmende
Wissen hinsichtlich der Plastizitat und Heterogenitat neutrophiler Granulozyten
unter anderem auf durchflusszytometrischen Methoden. [132]

Im Verlauf der Granulopoese befinden sich die Vorlauferzellen neutrophiler
Granulozyten im Knochenmark ab einem gewissen Zeitpunkt im postmitotischen
Stadium. Die Markierung mit dem fluoreszenzmarkierten Thymidin-Analgon BrdU
erlaubte eine Differenzierung neutrophiler Granulozyten hinsichtlich ihres
relativen Alters im Blut, bzw. in den Organen der Maus, da das markierte DNA-
Substrat nur in entsprechend relativ ,jungeren“ Zellen vorhanden war, die BrdU
zum Zeitpunkt der Applikation noch in ihre DNA integrierten konnten. BrdU ist ein
seit langem etablierter Marker zur Detektion mitotischer Zellen, wie z.B.
neuronaler oder hamatopoetischer Stammzellen oder in der Analyse der
Zellproliferation.  [187-190] Zur Untersuchung der altersabhangigen
Heterogenitat neutrophiler Granulozyten fand die metabolische Markierung mit
BrdU erstmals durch Hidalgo und Kollegen Anwendung. [102] Dem
vorbeschriebenen Vorgehen wurde bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten
Versuchen entsprochen.

Da neutrophile Granulozyten im Verlauf der Alterungsprozesse vermehrt CXCR4
auf ihrer Oberflache exprimieren, liel3 sich der Alterungsstatus der untersuchten
Zellen orientierend auch anhand der CXCR4-Expression bestimmen. [99, 102]
Sowohl wahrend der Homoostase als auch unter inflammatorischen
Bedingungen bestatigte sich der mittels BrdU bestimmte Alterungszustand
anhand einer erhohten CXCR4-Expression (Vgl. Abbildung 17).

In der vorliegenden Arbeit wurden relevante Signal- und Adhasionsmolekule auf
der Zelloberflache markiert und somit Expressionsprofile gealterter und nicht

gealterter neutrophiler Granulozyten unter homdoostatischen Bedingungen und im
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Kontext der Inflammation erstellt und miteinander verglichen. Mithilfe
konformationsspezifischer Antikorper konnte zudem bestimmt werden, in
welcher Konformation die fur die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
essentiellen beta2-Integrine auf der leukozytaren Oberflache vorlagen und
welche Affinitat sie demzufolge fur ihre Bindungspartner auf dem Gefaliendothel
besalien.

Die Markierung intrazellularer Strukturen ermdglichte eine zusatzliche Analyse
funktioneller Eigenschaften der einzelnen Zellgruppen. Anhand dieser
Vorgehensweise konnte das Phagozytosepotential sowie die Produktion von
ROS und pro-inflammatorischen Zytokinen visualisiert und ausgewertet werden.
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klassischen Monozyten exprimiert)) CD115 (auf klassischen und nicht-klassischen
Monozyten exprimiert) und Ly6G (auf neutrophilen Granulozyten exprimiert). Uber
99,9% der als Ly6G-positiv gewerteten Zellen waren negativ fiir CD115 und zeigten eine
hohe Expression von Gr-1. Umgekehrt waren mehr als 99,9% der Gr-1 hoch
exprimierenden und CD115-negativen Zellen positiv fiir eine Expression von Ly6G;
(modifiziert nach [144])

1.3 Untersuchung des Migrationsverhaltens neutrophiler

Granulozyten

Um die gewebsspezifische Migration gealterter und nicht gealterter neutrophiler
Granulozyten unter homoostatischen Bedingungen sowie in der systemischen
Entzindungsreaktion zu analysieren, wurden die neutrophilen Granulozyten der
Maus zunachst mit Hilfe von BrdU metabolisch markiert, was eine
Differenzierung anhand des relativen Alters der Zellen ermodglichte. [102]
AnschlieBend wurde Uber die intraperitoneale Injektion von LPS eine
systemische Entzindung induziert, in deren Folge eine quantitative Analyse der
Verteilung gealterter und nicht gealterter neutrophiler Immunzellen in Blut und
Knochenmark sowie in Leber, Niere und Lunge durchgefuhrt wurde. Die
Induktion der Endotoxamie mittels LPS orientierte sich in Hinblick auf die
Applikationsart und -dosis sowie die Dauer der Stimulation an bereits publizierten
Vorarbeiten. [166, 167]

Im Einklang hiermit hatte sich in erganzenden Versuchsreihen dieser Arbeit
gezeigt, dass durch das Verwenden einer wesentlich niedrigeren LPS-Dosierung
lediglich eine gering ausgepragte Entzindungsreaktion hinsichtlich der
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten erzielt werden konnte.

Anhand der quantitativen Analyse der Zellzahlen in den genannten Organen zu
einem definierten Zeitpunkt lie3en sich jedoch keine Aussagen uber die zeitliche
Dynamik der Rekrutierungsprozesse der zu untersuchenden Zellen treffen.
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1.4 Analyse einzelner Rekrutierungsschritte gealterter und
nicht gealterter neutrophiler Granulozyten nach Isolation

und Zelltransfer

Aus wissenschaftlichen Vorarbeiten ist bekannt, dass P-Selektin/CD62P als
Schlusselmolekul leukozytarer Interaktionen mit der Gefallwand auch fur die
homdoostatische Ruckrekrutierung gealterter neutrophiler Granulozyten ins
Knochenmark und deren dortigen Abbau von essentieller Bedeutung ist. [102]
Da in der Zirkulation gealterte neutrophile Granulozyten ohne P-Selektin/CD62P
nur vermindert zurick ins Knochenmark rekrutiert werden konnen, besteht die
Population der neutrophilen Granulozyten in Blut von P-Selektin/CD62P
defizienten (SELP”) Mausen unter homdostatischen Bedingungen zum
uberwiegenden Anteil aus Zellen des gealterten Phanotyps. [99] Dagegen weist
bei Wildtyptieren (unter homoostatischen Bedingungen) nur etwa 20% der im Blut
befindlichen neutrophilen Granulozyten einen gealterten Phanotyp auf.

Die Isolation und differenzielle Fluoreszenzmarkierung neutrophiler
Granulozyten aus Wildtyp-Mausen und aus P-Selektin/CD62P-defizienten
Mausen (SELP--) mit anschlieRender systemischer Applikation (i.a. A. femoralis)
beider Populationen ermdglicht in Kombination mit der Intravitalmikroskopie des
M. cremaster eine simultane, subtypspezifische Darstellung und Analyse
einzelner Rekrutierungsschritte in der Mikrozirkulation der Versuchstiere.
Grundsatzlich besteht die Mdglichkeit, dass durch die Verfahren der Isolation,
Markierung und Applikation der Zellen eine vermehrte inflammatorische
Aktivierung neutrophiler Granulozyten ausgelost wird. Aufgrund der fur beide
Subtypen analogen Vorgehensweise, war dennoch ein Vergleich zwischen
gealterten und nicht gealterten neutrophilen Granulozyten moglich.

2. Diskussion der erhobenen Daten

In wissenschaftlichen Vorarbeiten zum biologischen Alterungsprozess von
neutrophilen Granulozyten in der Blutzirkulation konnte beobachtet werden, dass
diese Immunzellen infolge unter anderem mikrobiotisch vermittelter

Alterungsprozesse in der Blutzirkulation die Expression spezieller

89



Diskussion

Oberflachenmolekiile wie des Chemokinrezeptors CXCR4 verandern. Uber die
Interaktion von CXCR4 mit dem Chemokin CXCL12 werden sie unter
homdoostatischen Bedingungen am Ende des Lebenszyklus in der Blutbahn
schliel3lich sukzessive aus der Zirkulation rekrutiert und in Knochenmark, Milz
und Leber abgebaut. [101, 103, 173, 191-193] Dieser Prozess beeinflusst
wiederum im Sinne einer IL17/G-CSF vermittelten negativen Feedback-Schleife
die Granulopoese im Knochenmark und reguliert gleichzeitig das Freisetzen neu
gebildeter neutrophiler Granulozyten und hamatopoetischer Vorlauferzellen aus
dem Knochenmark. [99, 102, 173] In Anbetracht dieser Erkenntnisse und unter
Berucksichtigung  vorbeschriebener  phanotypischer und  funktioneller
Veranderungen wie einer verringerten CXCR2-Expression, einem fur die
Leukozytenrekrutierung wichtigen Chemokinrezeptor [101], und einer
vermehrten NET-Produktion, einem potentiell gewebeschadigen
Abwehrmechanismus [99], wurde initial vermutet, dass gealterte neutrophile
Granulozyten einen sehr stark aktivierten und gleichzeitig funktionell
eingeschrankten Zelltyp darstellen, der unter homoostatischen Bedingungen
aufgrund der potentiell gewebeschadigenden Eigenschaften aus der
Blutzirkulation entfernt wird. [99, 102, 173, 194] Welche Rolle diese gealterten
neutrophilen Granulozyten in der akuten Entzindungsreaktion spielen, war

jedoch uberwiegend unklar.

Wir haben deshalb in einer ersten Reihe an Experimenten untersucht, welche
Migrationsrouten gealterte neutrophile Granulozyten in der systemischen
Entzindungsreaktion aufweisen. Dafur haben wir die Anzahl dieser Immunzellen
in verschiedenen relevanten Organen der Maus in der experimentellen Sepsis
analysiert. Interessanterweise fanden sich nach Induktion einer Endotoxamie
mittels LPS im Knochenmark signifikant weniger gealterte neutrophile
Granulozyten als in der Kontrollgruppe. Gleichzeitig war nach der LPS-
Stimulation eine signifikante Erhohung der Anzahl gealterter neutrophiler
Granulozyten in Leber, Niere und Lunge festzustellen. Dies deutet darauf hin,
dass gealterte  neutrophile  Granulozyten ~wahrend eines akuten
Infektionsgeschehens nicht zurick ins Knochenmark migrieren, um dort

abgebaut werden, sondern zum Ort der Entzindung rekrutiert werden. [144]
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Durch weiterfuhrende intravitalmikroskopische Analysen der
Leukozytenrekrutierung im murinen M. cremaster wollten wir den
Rekrutierungsprozess von gealterten und nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten vergleichend und im Detail charakterisieren. In P-Selektin/CD62P-
defizienten Mausen kdnnen gealterte neutrophile Granulozyten nur reduziert aus
der Zirkulation entfernt werden und akkumulieren deshalb anteilig auf > 90%. In
Wildtypmausen finden sich Uberwiegend nicht gealterte neutrophile
Granulozyten (ungefahr 20% gealterte neutrophile Granulozyten). In
Zelltransferexperimenten wurden deshalb die neutrophilen
Granulozytenpopulationen dieser verschiedenen Mause gewonnen, differentiell
fluoreszenzmarkiert und in Donor-Wildtypmause transferiert. Die Analyse des
Rekrutierungsverhaltens  dieser Zellpopulationen zeigte, dass nach
Entzindungsinduktion die Uberwiegend gealterten neutrophilen Granulozyten
(aus P-Selektin/CD62P-defizienten Mausen) im Vergleich zu den uberwiegend
nicht gealterten neutrophilen Granulozyten (aus Wildtypmausen) zeitlich friher
und in héherer Anzahl an den postkapillaren Venolen entziindeter Gewebe rollten
und adharent waren. [144]

Zusammenfassend ist daher festzustellen, dass sich das Migrationsverhalten
gealterter neutrophiler Granulozyten unter inflammatorischen Bedingungen
grundlegend zu verandern scheint. Sie werden unter diesen Umstanden nicht
mehr aus der Zirkulation entfernt und abgebaut, sondern gehdren sogar zu den

ersten, an den Ort der Entzindung rekrutierten Immunzellen.

In weiteren Untersuchungsreihen wollte ich die Mechanismen derim Rahmen der
Inflammation veranderten Migrationsmuster genauer aufschlusseln. Fur die
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in entzindetes Gewebe stellen die
Interaktionen von entzundlichen Signalmolekulen mit ihren jeweiligen
Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten sowie das Zusammenspiel von
Adhasionsmolekulen auf dem Gefallendothel mit wiederum auf neutrophilen
Granulozyten vorhandenen Molekllen Schlusselprozesse dar. Aus diesem
Grund untersuchten wir das Expressionsprofil von fur die Extravasation dieser
Leukozytensubpopulation relevanten Signal- und Adhasionsmolekuilen.
Zwischen gealterten und nicht gealterten neutrophilen Granulozyten zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Expression von PSGL-
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1/CD162, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106 oder TLR-2. Im Gegensatz dazu fand
sich bei gealterten neutrophilen Granulozyten eine signifikant vermehrte
Expression von LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b, VLA-4/CD49d, CD44, PECAM-
1/CD31, ICAM-1/CD54 und TLR4. [144]

Gleichzeitig kann sich die Expression bestimmter Signal- und
Adhasionsmoleklle neutrophiler  Granulozyten unter inflammatorischen
Bedingungen verandern. [132] Interessanterweise konnte auf gealterten
neutrophilen Granulozyten nach entzundlicher Stimulation mit LPS, einem
klassischen Endotoxin gramnegativer Bakterien, eine signifikant erhohte
Expression des R2-Integrins Mac-1/CD11b und des LPS-Rezeptors TLR4 im
Vergleich zu unstimulierten Zellen beobachtet werden. Auf nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten fiel diese entzindlich bedingte Expressionserhéhung
dagegen nur sehr moderat aus. Wir stellten daher die Hypothese auf, dass diese
Molekile von besonderer Relevanz fur das veranderte Migrationsverhalten
gealterter neutrophiler Granulozyten unter inflammatorischen Bedingungen sind.
Die Expression des TLR-4/MD-2-Komplexes, welcher bei Aktivierung gebildet
und internalisiert wird, sank dagegen auf entzundlich stimulierten gealterten
neutrophilen Granulozyten. Zusatzlich zu LPS waren diese Veranderungen auch
durch die Stimulation mit LTA, einem typischen Bestandteil grampositiver
Bakterien [35], und mit HMGB1, einem korpereigenen, schadensassoziierten
molekularen Entzindungsstimulus (DAMP) [40], zu beobachten. [144]
Insgesamt deuten diese Daten an, dass gealterte neutrophile Granulozyten eine
hohe Reaktivitat gegenuber inflammatorischen Stimuli unterschiedlicher Genese
aufweisen, welche sich unter entzundlichen Bedingungen im Vergleich zu nicht

gealterten neutrophilen Granulozyten nochmals deutlich verstarkt.

In nachfolgenden Experimenten untersuchten wir die Mechanismen dieser
entzindlich  induzierten Veranderungen auf gealterten neutrophilen
Granulozyten. Durch den Einsatz von blockierenden Antikérpern und
pharmakologischen Inhibitoren konnten wir nachweisen, dass die oben
beschriebenen entzindlich induzierten Veranderungen durch TLR-4- und p38
MAPK-abhangige Signalwege vermittelt werden. [144] Die Veranderungen
waren dagegen unabhangig von JNK, ERK1/2, MAPK oder dem
Chemokinrezeptor CXCR4, welcher als alternativer LPS-Rezeptor fungieren
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kann [168] und, wie bereits erwahnt, unter homoostatischen Bedingungen im
Zusammenspiel mit dem Liganden CXCL12 und SDF-1a die Rekrutierung und
den Abbau von gealterten neutrophilen Granulozyten in Knochenmark, Leber und

Milz vermittelt.

Die Adhasion neutrophiler Granulozyten an das Endothel der entzindeten
Mikrozirkulation und die nachfolgende Transmigration erfordern unter anderem
eine Aktivierung von leukozytaren 32-Integrinen (z.B. Mac-1/CD11b), wodurch
diese eine Konformation annehmen, welche eine hohere Affinitat fur den
endothelialen Liganden, in diesem Fall z.B. ICAM-1, besitzt. [89, 156] Unter
homdoostatischen Bedingungen wiesen gealterte und nicht gealterte neutrophile
Granulozyten ein ahnliches  Aktivierungsniveau hinsichtlich des
Konformationsstatus und somit eine &hnliche Bindungsaffinitat auf. Bei
entzundlicher Zellaktivierung exprimierten gealterte neutrophile Granulozyten
jedoch signifikant mehr hochaffine 32-Integrine als nicht gealterte neutrophile
Granulozyten. Es zeigte sich, dass diese inflammationsbedingten
Aktivierungsprozesse ebenfalls Uber TLR-4- und p38 MAPK-abhangige
Signalwege vermittelt werden. Zugleich waren auch diese Veranderungen nach
Stimulation mit LTA und HMGB1 ebenfalls nachweisbar. [144]

Folglich besitzen gealterte neutrophile Granulozyten ein adaptives und
hochreaktives Expressionsprofil. Unsere Daten weisen darauf hin, dass dieser
Immunzellphé@notyp nicht generell Uberaktiviert ist, sondern in der Lage ist,

spezifisch und sensitiv auf eine inflammatorische Stimulation zu reagieren.

In darauf aufbauenden Experimenten sollte die Bedeutung jener in vitro
identifizierten Signal- und Adhasionsmolekile, welche insbesondere bei
entzundlicher Aktivierung verstarkt durch gealterte neutrophile Granulozyten
exprimiert werden, fur das tatsachliche Migrationsverhalten dieser Immunzellen
im Rahmen der systemischen septischen Entzundungsreaktion evaluiert werden.
Interessanterweise ergaben unsere Ergebnisse nach Induktion einer
experimentellen Endotoxamie, dass in TLR-4-defizienten Mausen, in TLR-2
Knockout-Mausen sowie in Mausen, welche mit anti-Mac-1/CD11b
blockierenden Antikorpern behandelt wurden, im Vergleich zu Kontrolltieren
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tatsachlich deutlich weniger gealterte neutrophile Granulozyten in Leber, Lunge
und Niere rekrutiert wurden. [144] Dies lasst darauf schlieBen, dass das
beobachtete Migrationsverhalten gealterter neutrophiler Granulozyten in
entzundliches Gewebe entscheidend von der Beteiligung der Molekule TLR-4
und Mac-1/CD11b abhangig ist. Essentiell fur die Interpretation der Daten ist die
Tatsache, dass sich bei TLR-4 defizienten und TLR-2 Knockout Mausen generell
signifikant weniger gealterte neutrophile Granulozyten in der Blutzirkulation
finden als in Wildtyp-Mausen, da die beiden Rezeptoren an der Interaktion
neutrophiler  Granulozyten mit dem Mikrobiom und folglich den
Alterungsprozessen dieser Immunzellen in der Zirkulation beteiligt sind. [99]
Doch auch die Applikation eines TLR-4-Inhibitors unmittelbar vor Auslosung einer
Inflammation, was diesen Effekt ausschliel3t, verringerte die Rekrutierung
gealterter neutrophiler Granulozyten in die peripheren Organe um ein
signifikantes Ausmalfs. Dahingegen zeigten sich unter Inhibition des
Chemokinrezeptors CXCR4 oder dessen Liganden SDF-1a/CXCL12 keine
signifikanten Veranderungen der Rekrutierung gealterter neutrophiler
Granulozyten infolge dieser systemischen inflammatorischen Stimulation. [144]
Die Molekule CXCL12 und CXCR4, welche unter Homoostase entscheidend an
der Rekrutierung und dem Abbau gealterter neutrophiler Granulozyten in
Knochenmark, Leber und Milz beteiligt sind, scheinen im Kontext der
Endotoxamie also keine funktionelle Relevanz bezuglich der Rekrutierung
gealterter neutrophiler Granulozyten in entzindliches Gewebe zu besitzen.
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Abbildung 43. Schematische Darstellung des Migrationsverhaltens gealterter
neutrophiler Granulozyten unter homoostatischen Bedingungen sowie bei Entziindung.
Im Rahmen der Hombéostase bewirkt die Interaktion von CXCL12 und CXCR4 eine
Rekrutierung von gealterten neutrophilen Granulozyten aus dem Blut, woraufhin ein
Abbau dieser Zellen unter anderem in Knochenmark, Milz und Leber stattfinden kann.
Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete inflammationsbedingte Anderung des
Migrationsverhaltens in Form einer Rekrutierung gealterter neutrophiler Granulozyten
zum Ort der Entziindung war mallgeblich von TLR-4 und Mac-1/CD11b abhéngig;
(modifiziert nach [144])

In der Zusammenschau deuten die erhobenen Daten darauf hin, dass gealterte
neutrophile Granulozyten inflammatorische Stimuli rasch erkennen konnen und
durch p38 MAPK- und TLR-4-vermittelte Signalwege eine Hochregulierung
essentieller Signal- und Adhasionsmolekule sowie eine Konformationsanderung
der membranstandigen R2-Integrine initieren. Die dadurch erreichte hohere
Affinitat fur infektiose Stimuli sowie fur endotheliale Liganden ermdglicht es
gealterten neutrophilen Granulozyten als erste Immunzellsubpopulation zum Ort

des Entzindungsgeschehens zu gelangen.
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Eine grundlegende, aus unseren Ergebnissen hervorgehende Fragestellung ist,
ob die nachgewiesene, fruhzeitige Migration gealterter neutrophiler Granulozyten
in entzindetes Gewebe positive oder negative Effekte fur den Wirtsorganismus
hat.

Die Antwort auf diese Frage hangt zunachst davon ab, ob bei den ins Gewebe
rekrutierten gealterten neutrophilen Granulozyten weiterhin eine funktionelle
Integritat besteht. Reaktive Sauerstoffspezies werden durch neutrophile
Granulozyten einerseits zur Abwehr und Elimination mikrobieller Pathogene
gebildet. Andererseits besitzen sie auch eine Relevanz fur den Lebenszyklus
dieser Immunzellen und spielen beispielsweise bei der Apoptose eine wichtige
Rolle. [195, 196] Aus diesem Grund haben wir die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies in neutrophilen Granulozyten untersucht. Unsere Analysen
ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen gealterten und nicht
gealterten neutrophilen Granulozyten. Eine weitere essentielle Funktion von
neutrophilen Granulozyten ist die Produktion pro-entzindlicher oder anti-
entziindlicher Botenstoffe, sogenannter Zytokine. Uber diese konnen
Immunzellen den weiteren Verlauf einer Entzindungsreaktion kontrollieren,
indem sie beispielsweise die Rekrutierung anderer Immunzellen beeinflussen.
[197] Interessanterweise zeigen unsere Ergebnisse auch hinsichtlich der
Produktion relevanter pro- und antiinflammatorischer Zytokine keine signifikanten
Unterschiede. Insgesamt implizieren diese Untersuchungsergebnisse eine
regelrechte Funktionsfahigkeit von neutrophilen Granulozyten auch nach der
Alterung in der Blutzirkulation. Im Kontext der Sepsis ist bekannt, dass die
Interaktion verschiedener pro- und antiinflammatorischer Zytokine entscheidend
an der akuten Phase der Pathophysiologie des Krankheitsbildes beteiligt ist. [3,
9, 198] Eine erhohte Konzentration bestimmter Zytokine wie IL-6 oder IL-10 ist
mit einer hierbei mit einer erhohten Mortalitat assoziiert. [199] Hinsichtlich der in
unserer Arbeit untersuchten Zytokine scheint der Alterungsprozess neutrophiler
Granulozyten nicht zu einer Ubermafigen, potentiell negativen Zytokinproduktion

im Falle einer Inflammation beizutragen.

Ein weiterer funktioneller Aspekt in der Beurteilung gealterter neutrophiler
Granulozyten ist das Ausbilden und Freisetzen von sogenannten neutrophil
extracellular traps (NETs). Diese netzartigen Gebilde bestehen aus Chromatin-
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Fasern des Zellkernes und konnen von neutrophilen Granulozyten in den
Extrazellularraum abgegeben werden. An die Oberflache dieser Netzstrukturen
sind wiederum Proteine wie Histone, aber auch granulare Substanzen wie z.B.
neutrophile Elastase, Myeloperoxidase oder Lactoferrin geknupft. Mithilfe der
NETs konnen neutrophile Granulozyten verschiedene extrazellulare Erreger
immobilisieren und durch die antimikrobiellen Bestandteile bekampfen. [131,
200] In den Arbeiten anderer Forschungsgruppen wurde gezeigt, dass gealterte
neutrophile Granulozyten, verglichen mit nicht gealterten neutrophilen
Granulozyten, vermehrt NETs freisetzen konnen. [99, 102, 201]

In Erganzung zu diesen Beobachtungen konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass gealterte neutrophile Granulozyten im inflammatorischen
Milieu gegenuber nicht gealterten neutrophilen Granulozyten eine signifikant
erhohte Phagozytosekapazitat fur Bakterien aufweisen. Ferner zeigte sich, dass
das unter Inflammationsbedingungen erhdhte Phagozytosepotential gealterter
neutrophiler Granulozyten vom B2 Integrin Mac-1/CD11b abhangig war und
Signalkaskaden der spleen tyrosine kinase (SYK) in die zugrundeliegenden

Mechanismen involviert waren.

Die Alterung neutrophiler Granulozyten duf3ert sich also neben einer im Vergleich
zu nicht gealterten neutrophilen Granulozyten hoheren
Extravasationsgeschwindigkeit auch in einer Veranderung essentieller
funktioneller Eigenschaften wie dem Phagozytosepotential oder der NET-
Bildung, welche fur die Bekampfung pathogener Erreger wichtig sind und damit
eine effektivere akute Immunreaktion ermdglichen konnten. In der Summe
deuten diese Ergebnisse aus unserer und anderen Studien auf einen moglichen
Vorteil fur den Wirtsorganismus durch die Existenz gealterter neutrophiler
Granulozyten bei der akuten Infektion hin. So weisen Mause beispielsweise ein
erhohtes Risiko fur die Entwicklung eines septischen Krankheitsbildes auf, wenn
sie in der Ruhephase mit inflammatorischen Stimuli konfrontiert werden. [201]
Dies deckt sich mit dem Zeitraum, in dem insgesamt nur wenige gealterte
neutrophile Granulozyten im murinen Blut zirkulieren. [102]

Wie sich die phanotypischen und funktionellen Veranderungen im Verhaltnis zu
potentiell negativen Effekten gealterter neutrophiler Granulozyten auswirken und
ob die bisher gewonnenen Erkenntnisse auch therapeutische Konsequenzen fur
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die Behandlung systemischer Inflammationserkrankungen wie der Sepsis
bergen, wird in weiterfolgenden wissenschaftlichen Arbeiten zu untersuchen

sein.

3. Starken und Limitationen der Studie

Nachdem aus vorangegangenen Untersuchungen bereits bekannt war, dass
neutrophile Granulozyten im Zuge der Zirkulation im Blutkreislauf und unter
anderem  durch Interaktionen mit dem  Mikrobiom  biologischen
Alterungsprozessen unterliegen, wurden in der vorliegenden Arbeit der Phanotyp
und die funktionellen Eigenschaften gealterter neutrophiler Granulozyten im
Kontext inflammatorischer Bedingungen unter kombinierter Anwendung von
verschiedenen In-vitro- und In-vivo-Ansatzen mit murinen, aber auch

menschlichen Zellen genauer charakterisiert. [99, 102, 144]

In dieser Kombination von Experimentengruppen auf unterschiedlichem
biologischen Niveau (u.a. zellular in vitro, zellular ex vivo, Gesamtorganismus in
vivo) und von verschiedenen Spezies (murines und humanes Gewebe) zum
Ausgleich der jeweils bestehenden wissenschaftlichen Limitationen der
einzelnen Versuchsansatze liegt eine der grundlegenden Starken der
vorliegenden Arbeit. Diese Versuche ermoglichten eine fundierte, bislang
unbekannte Aussage UuUber den unterschiedlichen Phanotypen und das
veranderte Migrationsmuster gealterter neutrophiler Granulozyten, welche
mechanistisch Uber die Einzelzellebene bis in das Gesamtorgansystem auch mit
Einzelvergleichen zwischen murinem und humanem System nachvollzogen
werden konnte. Insbesondere mit den aufwandigen In-Vivo-Experimenten
konnten die komplexen Zusammenhange zwischen angepasstem
Ruckrekrutierungsmuster in die Abbauorgane und der fruhzeitigen und
vermehrten Rekrutierung des gealterten Subtyps in geschadigte Gewebe unter
inflammatorischen Bedingungen aufgedeckt werden. Anhand
intravitalmikroskopischer Aufnahmen des M. cremaster nach lIsolation und
Zelltransfer konnte die Dynamik der einzelnen Schritte der Rekrutierungskaskade
gealterter und nicht gealterter neutrophiler Granulozyten in Echtzeit im
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Gesamtorgansystem dargestellt und die zwischen beiden Subtypen
bestehenden  Unterschiede @ nachgewiesen  werden.  Weiterfuhrende
Untersuchungen zur phanotypischen und funktionellen Charakterisierung
gealterter neutrophiler Granulozyten zeigten in Erganzung zu den Vorarbeiten
anderer Arbeitsgruppen eine durch LPS induzierbare, TLR-4- und p38 MAPK-
vermittelte Erhdhung der Mac-1/CD11b Expression auf gealterten neutrophilen
Granulozyten als Zeichen derer Adaptabilitat. Zusatzlich konnten fur diesen
Leukozytensubtyp erstmals konformationsbedingte Steigerungen der Affinitat
leukozytarer R2-Integrine fur ICAM-1 nachgewiesen werden. [144]

Als grundsatzliche Limitation der vorliegenden Arbeit ist zunachst anzufuhren,
dass der uberwiegende Anteil der Versuche im Mausmodell durchgefuhrt wurde.
Wie bereits in Abschnitt V 1. erwahnt, stellen Untersuchungen an der Maus,
aufgrund von multiplen Vorteilen ein etabliertes Modell zur Untersuchung der
Leukozytenrekrutierung im intakten Gesamtorganismus dar. [89, 111, 184]
Allerdings bestehen auch physiologische und immunologische Unterschiede
zwischen dem menschlichen und dem murinen Organismus, beispielsweise
bezlglich der zirkadianen Rhythmik, der Sensitivitat auf Endotoxine oder der
Verhaltnisse und Eigenschaften zellularer Blutkomponenten. [202-205]

Ferner lasst sich die Sepsis als hinsichtlich der Pathogenese und des
Wirtsorganismus  vielschichtiges, multifaktorielles  Krankheitsbild  im
experimentellen Kontext nur schwer standardisiert und zugleich umfassend
abbilden. Grundsatzlich beruhen Ansatze zur Induktion einer septischen
Immunreaktion in der Maus entweder auf Methoden zur Unterbrechung
physiologischer Barrieren (z.B. coecaler Ligatur und Punktion), der
Verabreichung intakter Pathogene (z.B. einzelner Bakterienstamme oder
Darminhalt) oder der Applikation von Toxinen (z.B. LPS, LTA). [206, 207] Im
Rahmen dieser Arbeit wurde Uberwiegend LPS zur Stimulation in vivo und in vitro
verwendet. Die Verabreichung eines Endotoxins gramnegativer Bakterien kann
jedoch nur im Ansatz den langerfristigen immunologischen Verlauf oder eine
polymikrobielle Infektsituation im Organismus widerspiegeln. In Teilen der In-
vitro-Experimente wurden zusatzliche Versuchsreihen mit Verabreichung von
LTA und HMGB-1 als alternative inflammatorische Stimuli durchgefuhrt, wobei
vergleichbare Effekte wie unter LPS-Stimulation beobachtet werden konnten. Fir
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eine umfassendere Beurteilung bezuglich einer universellen Rolle der gealterten
neutrophilen Granululozyten im Krankheitsbild der Sepsis bedurfte es jedoch
einer erweiterten Anwendung von LTA und HMGB-1 auf samtliche (/n-vivo)
Experimente sowie erganzend alternativer Sepsis Modelle wie beispielsweise
mittels coecaler Ligatur und Punktion.

Eine weitere Limitation besteht in der Tatsache, dass genetisch homogene, unter
standardisierten Haltungsbedingungen lebende Mauspopulationen nicht die
genotypische Vielfalt von menschlichen Sepsispatientinnen reprasentieren
konnen. Auch altersspezifische Unterschiede oder der Einfluss von
Komorbiditaten wéaren im Kontext der Ubertragbarkeit der gewonnenen
Erkenntnisse zu berucksichtigen. In diesem Kontext ist zu erwahnen, dass bei
glucklicherweise ethisch-moralisch streng limitierten Moglichkeiten  zur
Untersuchung menschlichen Materials oder gar dem Gesamtorganismus
Mensch alternative Modelle entwickelt werden mussen, um moglichst nahe an
die Bedingungen des menschlichen Mechanismus anzuknupfen. [208, 209]

Wie bereits unter Kapitel V 1.1. dargestellt, ist bei der Bewertung von
Ergebnissen aus dem Kremastermodell neben der anatomisch bedingten
Beschrankung auf mannliche Tiere und den damit einhergehenden potentiellen
Abweichungen bei weiblichen Mausen zusatzlich zu beachten, dass die
Rekrutierung von Leukozyten im Organismus gewebs- und organspezifischen
Unterschieden unterliegt. Die Ergebnisse hinsichtlich der einzelnen
Rekrutierungsschritte in der Mikrozirkulation mussten somit fur eine fundiertere
Aussage nochmals in jedem einzelnen Erfolgsorgan untersucht werden. [184,
185]

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
gewonnenen, vielschichtigen Erkenntnisse zum tieferen Verstandnis der
Mechanismen der phanotypischen und funktionellen Eigenschaften von
gealterten neutrophilen Granulozyten im Rahmen der systemischen
Entzindungsreaktion signifikant beigetragen haben, jedoch nur naherungsweise
Aussagen Uber den Einfluss gealterter neutrophiler Granulozyten auf das
Outcome der Sepsis in der Maus oder im Menschen ermdglichen und die
Untersuchungsergebnisse in weiteren Experimentengruppen noch weiter

untermauert werden konnten.
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VI Zusammenfassung

Trotz erheblicher wissenschaftlicher Bemuhungen ist die Sepsis als systemische
Entzindungsreaktion nach wie vor ein Krankheitsbild von globaler medizinischer
Relevanz. In wissenschaftlichen Untersuchungen zur akuten
Entzindungsreaktionen konnten in den letzten Jahren die zugrundeliegenden
Mechanismen zunehmend aufgeschlusselt werden. Neutrophile Granulozyten
stellen dabei einen Hauptakteur der akuten Entzindungsreaktion dar. Nachdem
neutrophile Granulozyten lange als homogene Gruppe von Immunzellen mit
einfacher Funktionalitat betrachtet wurden, haben sich in der jungeren
Vergangenheit zunehmend Hinweise fur eine relevante phanotypische und
funktionelle Heterogenitat innerhalb der neutrophilen Granulozyten gezeigt,
welche die Immunreaktionen des angeborenen und adaptiven Immunsystems
bei  verschiedenen  Erkrankungen wie  beispielsweise Infektionen,
Autoimmunerkrankungen oder bosartigen Tumoren modulieren. Nach Reifung
und Freisetzung aus dem Knochenmark interagieren neutrophile Granulozyten
wahrend der Zirkulation im Blutkreislauf des Organismus unter anderem mit dem
Mikrobiom und dessen Sekretionsprodukten. Dadurch verandern sich diese
Immunzellen im Rahmen eines Alterungsprozesses, welches zur Ausbildung
charakteristischer phanotypischer und funktioneller Eigenschaften,
beispielsweise der Expression bestimmter Oberflachenproteine wie dem
Chemokinrezeptor CXCR4 und oder dem Signal- und Adhasionsmolekul
CD62L/L-Selektin fuhrt. Die molekularen Veranderungen der Zelloberflache
ermoglichen unter homdostatischen Bedingungen eine Ruckrekrutierung aus der
Blutzirkulation und den Abbau der gealterten Zellen in Knochenmark, Leber und
Milz und sind zudem in einem Feedback-regulierten Mechanismus an der
Mobilisation neu gebildeter neutrophiler Granulozyten und Stammzellen beteiligt.
Nachfolgende Studien weisen auf eine starke Aktivierung gealterter neutrophiler
Granulozyten im Vergleich zu nicht gealterten neutrophilen Granulozyten hin. Die
Bedeutung dieses Leukozytenphanotyps unter inflammatorischen Bedingungen
sowie den phanotypischen und funktionellen Charakteristika war jedoch
grofltenteils unklar.
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In dieser Arbeit sollte deshalb das Migrationsverhalten gealterter neutrophiler
Granulozyten im Kontext der akuten Entzindungsreaktion untersucht und eine
phanotypische sowie funktionelle Charakterisierung dieser Zellen vorgenommen
werden. Zunachst wurde im Mausmodell die Verteilung gealterter und nicht
gealterter neutrophiler Granulozyten unter homdoostatischen Bedingungen sowie
nach Induktion einer systemischen experimentellen Sepsis untersucht. Im
Vergleich zur Homobostase war im Rahmen der Inflammation eine signifikant
hohere Anzahl gealterter neutrophiler Granulozyten in Leber, Niere und Lunge
festzustellen. Dagegen fanden sich, verglichen mit Kontrolltieren, signifikant
weniger gealterte neutrophile Granulozyten im Knochenmark der LPS-
stimulierten Mause. Im Anschluss an einen Zelltransfer differentiell
fluoreszenzmarkierter neutrophiler Granulozyten mit unterschiedlichem
Alterungsgrad wurden intravitalmikroskopische Analysen der
Leukozytenrekrutierung im Kremastermodell der Maus durchgefuhrt. Es zeigte
sich, dass die einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung (Rollen, Adharenz,
Transmigration) bei neutrophilen Granulozyten des gealterten Phanotyps zeitlich
frGher und in hoherer Anzahl erfolgten. In der Zusammenschau deuten diese
Daten darauf hin, dass sich das Migrationsverhalten gealterter neutrophiler
Granulozyten im Kontext der Inflammation grundlegend verandert und die
gealterten  neutrophilen  Granulozyten fruhzeitig an den Ort des
Entzindungsgeschehens rekrutiert werden.

In der weiteren phanotypischen und funktionellen Charakterisierung gealterter
neutrophiler Granulozyten war bereits unter homdostatischen Bedingungen eine
vermehrte Expression der Signal- und Adhasionsmolekule LFA-1/CD11a, Mac-
1/CD11b, VLA-4/CD49d, CD44, PECAM-1/CD31, ICAM-1/CD54 und TLR4 auf
gealterten neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu nicht gealterten
neutrophilen Granulozyten nachweisbar. Nach inflammatorischer Stimulation
konnte sogar eine Zunahme der altersabhangigen Unterschiede der Expression
von Mac-1/CD11b nachgewiesen werden, da gealterte neutrophile Granulozyten
das Expressionsniveau dieses Molekuls durch TLR4- und p38 MAPK-vermittelte
Prozesse im Vergleich zu nicht gealterten Zellen uberproportional steigerten. Die
Aktivierung leukozytarer Integrine stellt eine der Grundlagen fur eine effektive
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in der entziindeten Mikrozirkulation dar.
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Im unstimulierten Zustand befand sich die Integrinkonformation gealterter und
nicht gealterter neutrophiler Granulozyten auf einem vergleichbaren
Aktivierungsniveau. Nach Stimulation wiesen neutrophile Granulozyten des
gealterten Phanotyps im Vergleich zu nicht gealterten Zellen jedoch eine
signifikant hohere Anzahl an hochaffinen R2-Integrinen auf. Auch diese Effekte
waren abhangig von TLR4 und p38 MAPK. In der Zusammenschau deuten diese
Daten darauf hin, dass gealterte neutrophile Granulozyten hochreaktive und
spezifisch agierende Immunzellen darstellen, welche sensitiv auf
inflammatorische Stimuli reagieren, was wiederum die Grundlage fur ihre rasche
und spezifische Rekrutierung an den Ort einer Entzindung bildet. Somit stellen
gealterte neutrophile Granulozyten bei Homdostase und insbesondere bei

entzindlicher Stimulation hochreaktive Immunzellen dar.

Zuletzt wurden weitere funktionelle Eigenschaften gealterter neutrophiler
Granulozyten, welche fur eine effektive Pathogenabwehr erforderlich sind,
analysiert und mit Zellen des nicht gealterten Subtyps verglichen.
Interessanterweise  beststanden  hinsichtlich  der  Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies sowie der Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Phanotypen. Unter
inflammatorischen Bedingungen wiesen gealterte neutrophile Granulozyten,
verglichen mit nicht gealterten Zellen, jedoch eine signifikant erhohte
Phagozytosekapazitat fur Bakterien auf, welche von Mac-1/CD11b und SYK
abhangig war. Diese Ergebnisse deuten einerseits auf eine volle Funktionalitat
gealterter neutrophiler Granulozyten hin, andererseits implizieren sie auch, dass
die Alterungsprozesse in der Blutzirkulation Verbesserungen der funktionellen

anti-pathogenen Eigenschaften dieser Immunzellen induzieren.

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass gealterte neutrophile
Granulozyten hochreaktive und spezifische Immunzellen darstellen, welche
sensitiv auf inflammatorische Stimuli reagieren. Diese Eigenschaften wiederum
bilden die Grundlage fur ihre rasche und spezifische Rekrutierung an den Ort
einer Entzundung, wo sie ihre teilweise gesteigerte anti-mikrobielle Funktionalitat
fur eine effektive Pathogenabwehr einsetzen konnen.
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VIl  Abkurzungsverzeichnis

Ab
ATP
BrdU
BSA
CD
CMP
CXCL
CXCR
DAMP
di

DNA
E. coli
ERK 1/2
FDzZ
FiO2

9
G-CSF
GM-CSF
HBSS
HMGB1
HPF
ICAM-1
IFN

IL

JNK
kg

KG

L
LFA-1
LPS
LTA
LXR

Antibody
Adenosintriphosphat
Bromdesoxyuridin
Bovines Serum Albumin
Cluster of differentiation
Common myeloid progenitor
CXC chemokine ligand
CXC chemokine receptor
Damage-associated molecular pattern
Deziliter
Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinséure
Escherichia coli
Extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2
Forschungsdatenzentrum
inspiratorische Sauerstoffraktion
Gramm
granulocyte colony-stimulating factor
granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Hank’s balanced salt solution
High-Mobility Group Box 1
High power field
intercellular adhesion molecule-1
Interferon
Interleukin
Jun N-terminal kinase
Kilogramm
Korpergewicht
Liter
Leucocyte function associated antigen-1
Lipopolysaccharid
Lipoteichoic acid, Lipoteichonséure
Liver X receptor
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Ly6G

M. cremaster

M-CSFR
mAb
Mac-1
MAP
MAPK
MFI

mg

ml
mmHg
Mw
NADPH
NET

ng

NLR
nM
PAI-1
Pa0O2
PAMP
PBS
PE
PECAM-1
PRR
PSGL-1
qSOFA
RFI
RNA
ROS

S. aureus
SEM
SOFA
SYK
TLR

Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D
Musculus cremaster

Macrophage colony-stimulating factor receptor
monoclonal antibody

Macrophage-1 antigen

Mean arterial pressure, Mittlerer arterieller Blutdruck
Mitogen-activated protein kinase

Mean fluorescence intensity

Milligramm

Milliliter

Millimeter Quecksilbersaule

Mittelwert
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
Neutrophil extracellular trap

Nanogramm

NOD-like receptor

Nanomolar

plasminogen-activator inhibitor type-1
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TNF Tumornekrosefaktor

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1

VLA-4 very late antigen-4

WHO World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation
WT Wildtyp

Mg Mikrogramm

1] Mikroliter

MM Mikrometer
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