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Zusammenfassung

Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) weisen unter anderem eine erhéhte
Infektanfalligkeit auf. Dies beruht in erster Linie auf einer Verminderung der neutrophilen
Granulozyten, aber auch auf Funktionsstérungen dieser Zellen. In der vorliegenden Dok-
torarbeit wurde der Vermutung nachgegangen, dass ein funktioneller Defekt der neutro-
philen Granulozyten zu einer verminderten Ausbildung von neutrophil extracellular traps
(NETs) fuhrt. Hierbei handelt es sich um Netzwerke extrazelluldrer Fasern, die hauptsach-
lich aus DNA von Neutrophilen bestehen und Krankheitserreger binden. Diese Kompo-
nente der unspezifischen Immunabwehr wurde 2004 erstmalig beschrieben. Auf moleku-
larer Ebene wird die Bildung von NETs durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) initiiert, die
in den neutrophilen Granulozyten hauptsachlich durch die Enzyme NADPH-Oxidase und
Myeloperoxidase (MPO) produziert werden.

Das Thema der Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. Zunachst erfolgten fluoreszenz-
mikroskopische Analysen zum Nachweis von NETs bei Patienten mit MDS im Vergleich zu
einer altersadjustierten Kontrollgruppe. Zweitens wurden durchflusszytometrische Analy-
sen durchgefiihrt, um die Bildung von NETs weiter zu charakterisieren und die Produktion
von ROS durch die Enzyme NADPH-Oxidase und MPO nachzuweisen. Es konnte gezeigt
werden, dass die neutrophilen Granulozyten von Patienten mit MDS nach Stimulation mit
PMA signifikant weniger NETs ausbilden als die neutrophilen Granulozyten in einer alters-
adjustierten Kontrollgruppe. Zundchst schien dies nicht an einer verminderten Produktion
von ROS zu liegen. Signifikante Unterschiede bei der Produktion von ROS durch die MPO
konnten allerdings nach partieller Inhibition dieses Enzyms gezeigt werden. Dies deutet
auf eine verminderte Aktivitat der MPO hin und steht daher im Einklang mit dem bei eini-
gen MDS-Patienten auch zytochemisch auffalligen Befund eines partiellen MPO-Defekts.
Dieser durfte jedoch nicht der alleinige Grund fiir eine beeintrachtigte Funktion der
neutrophilen Granulozyten sein. Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen zeigten deutli-
che morphologische Unterschiede bei der Ausbildung von NETs. Bei Patienten mit MDS
kam es in Granulozyten nach Stimulation mit PMA zu einer schwdacheren Dekondensie-
rung des Chromatins als in der altersadjustierten Kontrollgruppe. Weiterhin unterschie-
den sich die beiden Patientengruppen bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung
hinsichtlich der Freisetzung der neutrophilen Elastase aus den zytoplasmatischen Granula
der neutrophilen Granulozyten. Diese Ergebnisse verbessern das pathophysiologische
Verstandnis der Granulozyten-Funktionsstérung und der Infektneigung bei Patienten mit

MDS.



Summary

Patients with myelodysplastic syndrome (MDS) show an increased susceptibility to infec-
tions, partly due to decreased numbers of neutrophil granulocytes in the peripheral blood
but also due to functional impairment of these cells. In this doctoral thesis, the hypothe-
sis was tested that neutrophil dysfunction leads to reduced neutrophil extracellular traps
(NETs). These are networks of extracellular fibers, primarily composed of DNA from neu-
trophils, which bind pathogens. This component of the immune system's first line of de-
fense was first described in 2004. On a molecular level, the formation of NETs is triggered
by reactive oxygen species (ROS), which in neutrophils are mainly produced by the en-
zymes NADPH-oxidase and myeloperoxidase (MPO).

The doctoral thesis is divided into two parts. First, fluorescence microscopy was carried
out to show NET formation in patients with MDS in comparison to an age-adjusted con-
trol group. Second, flow cytometry was used to further characterize NET formation and
demonstrate the production of ROS by NADPH-oxidase and MPO.

Upon stimulation with PMA, neutrophils of patients with MDS generated significantly
fewer NETs than neutrophils from an age-adjusted control group. Initially, this did not
seem to be attributable to diminished ROS production. However, significant differences
regarding the generation of ROS by MPO were shown after partial inhibition of the en-
zyme. This finding suggests decreased activity of MPO, in accordance with the partial
MPO defect that is detectable on cytochemistry in a proportion of MDS patients. This
feature would not appear to be the only cause of neutrophil dysfunction in MDS. On fluo-
rescence microscopy, marked morphological abnormalities were observed with regard to
NET formation. Upon stimulation with PMA, neutrophils from patients with MDS showed
decreased chromatin decondensation compared with neutrophils from age-adjusted con-
trols. Furthermore, both groups differed regarding the release of neutrophile elastase
from the cytoplasmic granula of neutrophils. These findings contribute to a better under-
standing of the pathophysiology of neutrophil dysfunction and susceptibility to infections

in patients with MDS.
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1. Einleitung
1.1 Myelodysplastische Syndrome

Myelodysplastische Syndrome (MDS) sind eine heterogene Gruppe von im héheren Le-
bensalter erworbenen klonalen Knochenmarkerkrankungen, die vor allem durch eine in-
effektive Hdmatopoese gekennzeichnet sind. Die Stérung der Himatopoese kann als Rei-
fungsstorung der blutbildenden Zellen bezeichnet werden, bei der es trotz eines Wachs-
tumsvorteils der abnormen Zellen auf Stammzellebene zu vorzeitigem Absterben der rei-
feren Vorlauferzellen und so zu peripheren Zytopenien mit Anamie, Leukozytopenie und
Thrombozytopenie kommt. Hierbei zeigen die ausreifenden Zellen Dysplasiezeichen, eine
Einschrankung ihrer Funktion und eine verkiirzte Uberlebensdauer. Patienten mit MDS
sind nicht nur durch die ineffektive Himatopoese betroffen, sondern ebenso durch das
erhéhte Risiko des Ubergangs der Erkrankung in eine akute myeloische Leukdmie (AML).
Myelodysplastische Syndrome gehdren zu den haufigsten malignen hamatologischen Ne-
oplasien. Die Inzidenz der Erkrankung betrdgt insgesamt ca. 4-5/100.000/Jahr, steigt je-
doch bei Uber 70-jahrigen auf >30/100.000/Jahr an. Das mediane Erkrankungsalter liegt
bei 71 Jahren (Neukirchen et al., 2011). Die Symptome, die am haufigsten zur Diagnose
eines MDS fiihren, sind Andmie (73%), Mudigkeit (38%), reduzierter Allgemeinzustand
(36%) und seltener Infektionen, Fieber oder Blutungen (Gattermann et al., 2013).

Als Risikofaktoren sind vorangegangene Chemo- oder Strahlentherapien bekannt, die zum
auftreten sogenannter therapieassoziierter oder sekundarer MDS fuhren, aber mit ca.
10% nur einen kleineren Teil der Erkrankungen erklaren (Pedersen-Bjergaard et al., 1993).
Als weiterer Risikofaktor ist eine langjahrige berufliche Exposition gegenlber Lésungsmit-
teln oder benzolhaltigen Stoffen beschrieben. Fiir den groSten Teil der Erkrankungen, die
primdren MDS, bleibt die Atiologie ungeklart; man geht von einer multifaktoriellen Gene-
se aus (Bowen, 2013), an der wahrscheinlich auch vererbte Pradispositionen beteiligt
sind.

Bei der Pathogenese der Erkrankung, d.h. bei der klonalen Expansion der Stammzellen,
der ineffektiven Himatopoese, sowie beim Ubergang in eine AML und dem Gesamtiiber-
leben (Bejar et al., 2012) spielen Mutationen und chromosomale Translokationen
(Pedersen-Bjergaard et al., 2002) eine wichtige Rolle, da sie zu Veranderungen von Genen
flhren, die vor allem das Splicing der RNA, den Zellzyklus und die Apoptose regulieren

(Papaemmanuil et al.,, 2013). AulRerdem sind Veranderung des Mikromilieus im Kno-



chenmark, insbesondere der hdmatopoetischen Stammazellnische, zu finden (Schroeder et
al., 2016).

Um das heterogene Krankheitsbild besser zu verstehen und die Bedeutung verschiedener
zytomorphologischer, zytogenetischer und molekulargenetischer Befunde im Hinblick auf
Prognoseeinschitzung und Therapieentscheidung zu erfassen, lohnt sich ein kurzer Uber-
blick tiber die Entwicklung verschiedener Klassifikations- und Prognosesysteme.

Die 1982 eingefiihrte FAB- Klassifikation (Bennett et al., 1982) unterschied erstmals finf
MDS-Typen nach morphologischen Kriterien. Die Einteilung bezieht sich auf den Blasten-
anteil im Blut und Knochenmark, eine Vermehrung von Monozyten, den Nachweis von
Ringsideroblasten, sowie das Vorhandensein von Auerstdabchen in myeloischen Blasten.
Die 2001 publizierte WHO-Klassifikation (Vardiman et al., 2002) Glbernahm einen GroRteil
der Kriterien der FAB-Klassifikation und orientiert sich auch heute noch, nach Revisionen
2008 und 2016, vor allem an der Zytomorphologie und dem Ausmal’ der Panzytopenien.
Berlicksichtigt werden hierbei die Anzahl der Zellreihen mit Zytopenien und Dysplasiezei-
chen, sowie der prozentuale Anteil an Blasten. Ab einem Blastenanteil von >20% spricht
man vom Ubergang in eine AML. Hinzugekommen ist in der Klassifikation ein klinisch re-
levanter Subtyp, der zytogenetisch durch Deletionen im langen Arm von Chromosoms 5
charakterisiert ist (del5q). Tabellarisch aufgefiihrt ist nachfolgend die WHO-Klassifikation

von 2008, nach der die MDS-Patienten in dieser Arbeit klassifiziert wurden.

WHO Klassifikation (2008) myelodysplastischer Syndrome
Klassifikation Knochenmarkbefunde Blutbefunde
Refraktdre Andmie mit unilinedren Dysplasien | < 5% Blasten unilinedr < 1% Blasten
(RCUD) < 15 % Ringsideroblasten
Refraktare Anamie mit Ringsideroblasten (RARS) < 5% Blasten < 1% Blasten
=15 % Ringsideroblasten
Dyserythropoese
Refraktdre Zytopenie mit multilinedren Dysplasien | < 5% Blasten (ohne Auerstabchen) < 1% Blasten (ohne Auerstabchen)
(RCMD) +15 % Ringsideroblasten Monozyten <1000/ul
Dysplasien in >10% der Zellen Zytopenie
MDS mit del(5q-) < 5% Blasten (ohne Auerstdbchen) < 1% Blasten
normale oder vermehrte Megakaryozyten Andmie
del(5g-)zytogenetisch nachweisbar ggf. Thrombozytopenie
Refraktire Andmie mit Blasteniiberschuss 1/l | <10%/20% Blasten < 5%/20% Blasten
(RAEBI/II) uni- oder multilinedre Dysplasien Monhozyten <1000/pl
Zytopenien
Unklassifizierte MDS (MDS-U) < 5% Blasten < 1% Blasten
eindeutige Dysplasien in <10% der Zellen mit zytogenetisch | Zytopenien
typischem MDS-Befund

Tabelle 1.1 WHO-Klassifikation myelodysplastischer Syndrome: adaptiert nach (Vardiman et al., 2009)



Die wichtigsten Prognosefaktoren, die sich auf die mediane Uberlebenszeit und das Risiko
des Ubergangs in eine AML beziehen, sind der Anteil der Blasten im Knochenmark und
der Karyotyp. Neben der FAB- und WHO-Klassifikation gibt es eine Reihe von Prognose-
Scores, die weitere Parameter mit einbeziehen. Das 1997 eingefiihrte International Prog-
nostic Scoring System (IPSS, Greenberg et al., 1997) mit zunachst drei Parametern (KM-
Blasten, zytogenetische Risikogruppe, Anzahl der Zytopenien), das im Verlauf erweitert
wurde (s. Tabelle), kann als Goldstandard in der klinischen Praxis angesehen werden.
Ebenso das WHO adapted Prognostic Scoring System (WPSS, Malcovati et al., 2007), das
neben dem Karyotyp die WHO-Klassifikation und die Transfusionsabhangigkeit beriick-
sichtigt. Weitere Parameter wie Alter, Geschlecht, LDH-Aktividt oder Komorbiditdaten
kdnnen die Prognose und individuelle Therapieentscheidung beeinflussen (Germing et al.,
2005), (Gattermann et al., 2013).

Die mediane Uberlebenszeit fiir Patienten mit einem sehr niedrigen Risikoprofil betragt
mehr als acht Jahre, fiir Patienten mit einem hohen Risikoprofil dagegen nur weniger als
ein Jahr (Greenberg et al., 2012). Zu den hiufigsten Todesursachen gehéren der Uber-
gang in eine akute Leukdmie (46%), Infektionen (27%), Blutungen (10%) und Herzinsuffizi-
enz (8%). Hierbei korreliert das Risiko fiir den Ubergang in eine akute Leukdmie mit der
Hohe des Prognosescores, wahrend schwere Infektionen oder Blutungen eher mit Nied-

rig-Risiko MDS assoziiert sind (Nachtkamp et al., 2016).

IPSS-R Score

Chromosomale Veranderungen

sehr gut del(11q), -Y

gut normal, del(5q), del(12p), del(20q)

intermediar del(7q), +8, i17q, +19

schlecht Inv(3)/t(3q)/del(3q), -7/-7q, komplexe Karyotypen mit 3 Verdnderungen

sehr schlecht komplexe Karyotypen mit mehr als 3 Verdnderungen

Prpgnostische Variablen 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Zytogenetik sehr gut gut intermediar schlecht sehr schlecht
Blastenanteil (KM) <2% >2%-<5% 5%-10% >10%

Hamoglobin >10g/dl 8-<10g/dl <8g/dl

Thrombozyten >100 50-<100 <50

Risikokategorien Risikoscore

sehr niedrig <1,5

niedrig >1,5-3

Intermediar >3-4,5

hoch >4,5-6

sehr hoch >6

Tabelle 1.2 IPSS-R Score: adaptiert nach (Greenberg et al., 2012), KM — Knochenmark



Bei der zytologischen Untersuchung werden neben dem Blastenanteil morphologische
Anomalien im Knochenmark und peripheren Blut erfasst. Dabei miissen mindestens 10%
der Zellen einer hamatopoetischen Zellreihe Dysplasien aufzeigen, um die Kriterien zu
erfillen. Zu den haufigsten Dysplasiezeichen gehéren hypo- oder degranulierte Gra-
nulozyten, Pseudo-Pelger-Zellen, Mikromegakaryozyten, mononukledare Megakaryozyten
oder Kernanomalien in myelomonozytdren Vorldauferzellen. Auch das Fehlen chemischer
Reaktionen, wie der Myeloperoxidase-Reaktion, oder eine vermehrte Eisenakkumulation,
dargestellt in der Berliner-Blau Farbung, sind MDS-typische Veranderungen (Germing et
al., 2012).

Die Chromosomenanalyse ist neben der Zytologie eine der wichtigsten Untersuchungen,
die zur Klassifikation und Prognosebestimmung genutzt wird und damit auch therapeuti-
sche Relevanz hat. Dies spiegelt sich in der Bericksichtigung sowohl in der WHO-
Klassifikation als auch im IPSS-R-Score wider (s.0.). 30% der Patienten zeigen einen ab-
normen, weitere 15% einen komplex veranderten Karyotyp. Zu den haufigsten Verande-
rungen gehoren del(5g-), +8, -Y, del(20q), -7. Wahrend ein normaler Karyotyp, eine
del(5g-), del(11q), oder -Y mit einer eher guten Prognose einhergehen, sind komplexere
Karyotypveranderungen mit einer schlechten Prognose verbunden.

Punktmutationen der DNA zdhlen noch nicht zu den routinemaRig bestimmten Parame-
tern, sind jedoch fiir das Verstandnis der Pathogenese der Erkrankung bzw. ihre Evolution
in eine akute Leukdamie sowie die Entwicklung von zielgerichteten Therapien, die in Zu-
kunft zu einer Verbesserung der Prognose fiihren kénnten, von groller Bedeutung.

Zu den wichtigsten beschriebenen Mutationen gehéren Mutationen des RNA-Splicing
Apparates, der DNA-methylierenden Enzyme, der Chromatinmodifikatoren, der Signal-
transduktionsmolekile, des RAS-Signalweges, sowie Komponenten des Cohesin-
Komplexes und der DNA-Reparatur (Ganguly and Kadam, 2016). Bei bis zu 50% der Pati-
enten mit MDS kénnen eine oder mehrere dieser Mutationen nachgewiesen werden und
fur Therapieentscheidungen oder Krankheitsverlauf bedeutsam sein (Bejar et al., 2011).
Die haufigsten Mutationen sind TET2 (20%), ASXL1 (14%), RUNX1 (8,7%), TP53 (7,5%),
EZH2 (6,4%) und NRAS (3,6%). Es hat sich gezeigt, dass die meisten dieser Mutationen mit
einer schlechten Prognose einhergehen.

Die Therapiestrategie bei MDS basiert auf der Unterteilung in Niedrigrisiko- und Hochrisi-

ko- MDS. Bei Patienten mit niedrigem Risiko und fortgeschrittenem Alter besteht die The-



rapie aus symptombasierten, supportiven Mallnahmen. Hier ist vor allem die Durchfiih-
rung von Transfusionen, Gabe von Wachstumsfaktoren (EPO, G-CSF, TPO-RA) und die
Verhinderung von Infektionen durch Antibiotika und Impfungen wichtig. Patienten, die
dauerhaft Erythrozytenkonzentrate bendtigen, sind hdufig von einer Eiseniberladung
betroffen, die zu einer sekunddaren Hamochromatose mit Kardiomyopathie und Hepato-
pathie fihren kann. Diese Patienten sollen mit Eisenchelatoren therapiert werden
(Gattermann et al., 2010). Eine weitere Mdglichkeit ist die Behandlung mit Valproinsaure
(Kuendgen und Gattermann, 2007) oder fir Patienten mit isoliertem 5g-Syndrom eine
Therapie mit Lenalidomid, mit der haufig fir langere Zeit eine Transfusionsfreiheit er-
reicht werden kann (List et al., 2006).

Die allogene Stammazelltransplantation stellt bislang die einzige kurative MaBnahme fir
Patienten mit MDS dar und sollte bei allen Patienten mit Hochrisiko-MDS in Erwadgung
gezogen werden. Weiterhin steht fir Patienten mit Hochrisiko-MDS eine epigenetisch
wirksame Therapie mit dem niedrigdosierten Pyrimidin-Analogon 5-Azacitidin zur Verfu-

gung (Fenaux et al., 2009).



1.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten werden im Knochenmark gebildet und stammen von einer ha-
matopoetischen Stammzelle (HSC) ab. Ausgehend von solch einer pluripotenten Stamm-
zelle entwickeln sich weitere Vorlauferzellen, die sich, beeinflusst durch lokale und humo-
rale Faktoren, in unterschiedliche Zelllinien differenzieren. Grundsatzlich unterscheidet
man Zellen der Myelopoese und der Lymphopoese. Zu den Zellen der Myelopoese zahlt
man Granulozyten und Makrophagen, die ihre Aufgabe in der unspezifischen Immunab-
wehr haben sowie Erythrozyten und Thrombozyten, die dem Transport von Sauerstoff
bzw. der Blutgerinnung dienen. Zellen der Lymphopoese hingegen sind der erworbenen
Immunabwehr zuzuordnen und durch eine wesentlich langere Lebensdauer und eine Rei-

fung auch ausserhalb des Knochenmarkes in Lymphknoten oder Thymus gekennzeichnet.

Stammzelle (HSC)

/\

lymphatische
\ Stammzelle

Erythrozyt B-und T-
Lymphozyten

myeloische
Stammzelle

Monozyt

Megakaryozyt

Neutrophiler

Granulozyt

Eosinophiler
Basophiler

Abb. 1.1 Himatopoese

vereinfachte Darstellung der Himatopoese ausgehend von der hdmatopoetischen Stammzelle (HSC), die
sich in eine myeloische und eine lymphatische Stamzellreihe aufteilt. Aus der myeloischen Stammzelle bil-
den sich Uber mehrere Reifungsschritte unter anderem neutrophile Granulozyten. Angelehnt an
(Sarvothaman et al., 2015)



Im blutbildenden Knochenmark werden téglich 1-2 x 10! Granulozyten gebildet, um den
hohen Zellumsatz aufrechtzuerhalten. Wahrend Erythrozyten bis zu 120 Tage und
Thrombozyten bis zu einer Woche lang leben, betragt die Lebensdauer von Granulozyten
nur wenige Stunden (Wessels et al., 2010).

Reife neutrophile Granulozyten, die im Blutausstrich in der Farbung nach Pappenheim gut
beurteilt werden kdnnen, weisen einen segmentierten Zellkern auf. Je nach Alter der Zel-
le sind bis zu finf Segmente zu beobachten. Die Kernsegmente sind durch Kernbricken
verbunden. In geringerem Malie lassen sich im Blut auch etwas unreifere Formen mit
stabférmigem Kern identifizieren. Normalerweise setzen sich die kernhaltigen Zellen im
Blut folgendermaBen zusammen: neutrophile Granulozyten (40-80%), Lymphozyten (20-
50%), Monozyten (2-6%), eosinophile Granulozyten (0-4%), basophile Granulozyten (0-
1%).

Die Chromatinstruktur der Granulozyten kann in der Farbung als derbstreifig-fleckig und
das Zytoplasma als zartrosa bis violett beschrieben werden. Im Zytoplasma befinden sich
reichlich azurophile Granula (Theml et al., 2002). Bei Patienten mit MDS weisen diese
Zellen im peripheren Blut haufig Dysplasiezeichen im Sinne von Anomalien der Kernseg-
mentierung (Pseudo-Pelger Zellen), Vergroberung der Chromatinstruktur, Degranulierung

oder einer Verschiebung hin zu unreiferen Zellformen auf (Germing et al., 2012).
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Abb. 1.2 neutrophile Granulozyten

Lichtmikroskopische Aufnahmen, peripherer Blutausstrich, May-Griinwald-Farbung, VergoéRerung 1000-fach
a) normale segmentkernige neutrophile Granulozyten, b) Segmentanomalien bei MDS




Wahrend der Entwicklung von der Vorlauferzelle zum neutrophilen Granulozyten werden
die synthetisierten Proteine in unterschiedliche Granula verpackt. Jedes Reifungsstadium
hat eine bestimmte Proteinausstattung. Es werden drei unterschiedliche Granulatypen
unterschieden (Borregaard, 2010). Primdre bzw. azurophile Granula haben den gréRten
Durchmesser und enthalten vor allem antimikrobielle Enzyme wie Myeloperoxidase
(MPO), neutrophile Elastase (NE), Serinproteasen und Cathepsin G. Auch die sekundaren
oder spezifischen Granula enthalten antimikrobielle Glycoproteine wie Lactoferrin und
Lysozyme. Die tertidren oder MPO-negativen Granula speichern Uberwiegend Me-
talloproteasen wie Gelatinase und Leukolysin, die den Durchtritt durch Gewebe und Ba-
salmembranen ermdoglichen (Borregaard and Cowland, 1997).

Die Produktion der Granulozyten im Knochenmark wird durch den Wachstumsfaktor G-
CSF angeregt. Dessen Sekretion wiederum wird durch Apoptose von neutrophilen Gra-
nulozyten im Gewebe reguliert. Kommt es zu einer verstarkten Phagozytose von apopto-
tischen neutrophilen Granulozyten im Gewebe, dann reduzieren die phagozyierenden
Makrophagen ihre Freisetzung von IL-23, welches ansonsten spezifische T-Zellen, soge-
nannte Neutrophilen-regulierende T-Zellen, zur Bildung von IL-17a anregt. Dies ist wiede-
rum ein starker Stimulus flr die G-CSF-Produktion. So flihrt eine hohe Zahl von apoptoti-
schen Neutrophilen im Gewebe zu einer verminderten Synthese von G-CSF in Stromazel-
len (Borregaard, 2010). Neutrophile Granulozyten sind unspezifisch an der Abwehr aller
korperfremden Mikroorganismen beteiligt. Hierzu zirkulieren die Zellen im Blut und koén-
nen mit Hilfe von Adhadsionsmolekilen (E -,P-Selectin, ICAMs), die von Endothelzellen ex-
primiert werden, an der GefaBwand anhaften und anschlieend durch Diapedese in das
Gewebe Ubertreten (Amulic et al., 2012). Im Gewebe wandern die Granulozyten entlang
chemotaktischer Gradienten zum Ort der Inflammation. Der Kontakt zu kdrpereigenen
Interleukinen (IL-8), Komplementfaktoren (C5a) und erregervermittelten PAMPs (patho-
gen associated molecular patterns) wie LPS, (Lipopolysaccharide), Flagellin und anderen,
setzt Uiber Toll-like Rezeptoren (TLRs) eine Aktivierungskaskade im neutrophilen Gra-
nulozyten in Gang (Mantovani et al., 2011).

Durch die Aktivierung der Zellen kommt es zur Freisetzung der Inhaltsstoffe der primaren
und sekunddren Granula und somit zum Austreten antimikrobieller Enzyme und der Bil-
dung von ROS. So kdnnen phagozytierte Mikroorganismen abgetdtet werden, ohne dass

der toxische Inhalt der Granula in das Gewebe (bertritt (Brinkmann and Zychlinsky,



2007). Auch weitere immunologische Prozesse wie die Rekrutierung anderer Immunzellen
(Makrophagen, B-Zellen) werden durch die Freisetzung von Interleukinen (TNF) durch
neutrophile Granulozyten gesteuert (Nathan, 2006).

Die Bedeutung neutrophiler Granulozyten fiir die Immunabwehr zeigt sich in Form schwe-
rer, lebensbedrohlicher Infektionen, wenn es zu einer Verminderung der Zellzahl kommt,
vor allem bei gestorter Produktion im Knochenmark durch Zytostatika, andere Medika-
mente, Bestrahlung oder Leukdamien (Estcourt et al., 2016). Auch angeborene Stérungen
der Granulopoese, die sowohl die Zellzahl als auch die Funktion der Zellen betreffen kén-
nen, wie z.B. die chronische Granulomatose, fiihren zu bakteriellen Infektionen, die nur

schwer zu beherrschen sind (Lanini et al., 2017).



1.3 Neutrophil Extracellular Traps (NETs)

Die Bildung von neutrophil extracellular traps wurde 2004 erstmalig beschrieben
(Brinkmann et al., 2004) und stellt einen bis dahin noch unbekannten Prozess dar, der
neutrophile Granulozyten dabei unterstiitzt, Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten einzu-
fangen und zu neutralisieren. Bereits bekannt war, dass neutrophile Granulozyten die
Moglichkeit zur Phagozytose mit dem Verdau von Mikroorganismen innerhalb der Zelle
oder der Abgabe antimikrobieller Substanzen in das Gewebe besitzen. Bei der Bildung von
NETs kommt es nach Aktivierung der Zellen zur Fusion von Granula mit dem Phagosom,
der Auflésung der Zellmembran und der Abgabe von Proteinen in den Extrazellularraum.
Dort bilden sich netzartige Strukturen, hauptsachlich aus Chromatin bestehend, das mit
Histonen und Plasmaproteinen, sowie Inhaltsstoffen der neutrophilen Granula bestickt

ist.

Abb. 1.3 Neutrophil extracellular traps die Abbildung zeigt neutrophile Granulozyten nach 180-minitiger
Stimulation mittels PMA und Markierung der DNA, der Histone und der neutrophilen Elastase mittels Im-
munfluoreszenzfarbstoffen in einer 400-fachen VergroRerung.

Farbt man neutrophile Granulozyten, die mit PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) stimuliert
wurden, mit Fluoreszenzfarbstoffen gegen DNA, Histone oder neutrophile Elastase an, so

kann man unter dem Mikroskop beobachten, dass die Zellen Auslaufer bilden und eine
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Art faserige Matrix entsteht, die auch eine physikalische Barriere fir Mikroorganismen
darstellen kann. Die Bildung von NETs wird als NETosis bezeichnet, da die Zellen eine
Form des Zelltods aufweisen, der morphologisch von der Apoptose oder Nekrose unter-
schieden werden kann. (Fuchs et al., 2007). Kennzeichen der Apoptose sind die Konden-
sation und Fragmentation des Zellkerns (Pyknose und Karyorrhexis) mit Auflésung der
Kernmembran und Bildung von Vakuolen im Zytoplasma. Hierdurch soll ein Austritt von
Zellinhalt in den Extrazellularraum vermieden werden, weshalb diese Form des Zellunter-
gangs im allgemeinen auch als nicht-immunogener oder gerichteter Zelltod beschrieben
wird (Galluzzi et al., 2007).

Im Gegensatz zur Apoptose ist die Zellnekrose durch ein onkotisches Anschwellen der
Zellorganellen gekennzeichnet, das letztendlich zur Ruptur der Plasmamembran mit un-
kontrolliertem Austritt von Zellinhalt und der méglichen Folge einer Entziindungsreaktion
fihrt (Benarafa and Simon, 2017).

Bei der NETosis zeigt sich ebenfalls eine Auflésung der Struktur des Zellkerns durch An-
schwellen seines Inhaltes mit VergrofRerung des Zelldurchmessers. Es kommt zu einer
Fragmentierung der Kernmembran und Auflésung der Granula, sowie zur Vermischung
des Chromatins mit den Granula-Inhaltsstoffen. Die Zellmembran bleibt hierbei solange
intakt, bis alle Komponenten vermischt sind, um dann die NETs zu entlassen (Brinkmann
and Zychlinsky, 2007). Diese Form des Zelltodes fiihrt im Gegensatz zur Apoptose und
Nekrose zu der Freisetzung von intaktem Chromatin in den Extrazellularraum. Bei der
Bindung von Mikroorganismen werden letztere einer hohen lokalen Konzentration anti-

mikrobieller Substanzen ausgesetzt. (Fuchs et al., 2007)

Abb. 1.4 morphologische Veranderung von neutrophilen Granulozyten nach Stimulation mit PMA
Die Abbildung zeigt fluoreszenzmikroskopische Ausschnitte in einer 400-fachen VergréBerung von neutro-
philen Granulozyten nach Stimulation mit PMA. a) unstimuliert, b) nach 30-minitiger Stimulation, c) nach
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180-min(tiger Stimulation. In Blau erfolgte die Markierung der DNA, in Griin die Markierung der neutrophi-
len Elastase und in Rot die Anfarbung der Histone. Zu erkennen ist eine Gréenzunahme des Zellkerns und
des Zellvolumens insgesamt, bis zur Ausbildung netzartiger Strukturen in c.

Auf molekularer Ebene wird dieser Prozess durch die Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) initiiert, die durch das Enzym NADPH-Oxidase generiert werden. Im
weiteren Verlauf bewirkt das Enzym Peptidylarginin-Deiminase 4 (PAD4) durch Verdnde-
rung der Histonstruktur eine Dekondensierung des Chromatins im Zellkern. Unterstiitzt
durch die Enzyme Myeloperoxidase (MPO) und neutrophilen Elastase (NE) (Metzler et al.,
2014), die nun aus den azurophilen Granula im Zytoplasma ebenfalls in den Zellkern ge-
langen (Papayannopoulos et al., 2010), kann das Chromatin weiter dekondensieren, so
dass es im Verlauf zur Ruptur der Kernmembran kommt.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass neutrophile Granulozyten nicht nur durch NETo-
sis, sondern auch durch einen vom Zelltod unabhdngigen Prozess NETs entlassen kénnen
(Yipp and Kubes, 2013). Diese sogenannte vitale oder schnelle NETosis fiihrt ebenfalls zu
einer Aktivierung von PAD4 und zu einer Freisetzung von Granulozyten-Elastase; dies al-
lerdings in einem Prozess, der unabhangig von ROS ablauft. Die Freisetzung des Chroma-
tins erfolgt dann Uber Vesikel, so dass es nicht zu einer Ruptur der Plasmamembran
kommt und die Zelle am Leben bleibt (Pilsczek et al., 2010).

Welche Bedeutung NETs in der Abwehr von Mikroorganismen haben, wurde erstmals bei
der Analyse von Patienten mit chronischer Granulomatose (CGD) gezeigt. Diesen Patien-
ten fehlt von Geburt an das Enzym NAPDH-Oxidase. Hierdurch kénnen die Granulozyten
keine ROS produzieren und keine NETs bilden. Es kommt immer wieder zu lebensbedroh-
lichen Infektionen, bei denen vor allem generalisierte Pilzinfektionen die haufigste Todes-
ursache darstellen (Bianchi et al., 2009).

Gegenstand der Forschung ist auch eine Beteiligung von NETs bei vielen weiteren Krank-
heitsbildern. Bei autoimmunologischen Erkrankungen, wie Psoriasis, systemischem Lupus
erythematodes (SLE), rheumatoider Arthritis oder chronisch entziindlichen Darm-
erkrankungen, begiinstigt die Bildung von NETs durch die Stimulation der Produktion von
Interleukinen und Entziindungsmediatoren eine Persistenz des entzindlichen Milieus
(Delgado-Rizo et al., 2017) und damit eine Chronifizierung des Krankheitsprozesses. Es
konnte auch gezeigt werden, dass NETs bei der Entstehung von Atherosklerose und der
daraus resultierenden Bildung arterieller Thromben beteiligt sind. Die Behandlung von

Mausen mit DNAse, einem Enzym, das DNA spaltet und zum Schutz vor NETs auch von
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einigen Bakterien gebildet wird, bewirkte nach koronaren Ischamien eine verminderte
Schadigung des Myokards durch den Ischdmie-Reperfusions-Effekt (Doring et al., 2017).
Hier wird die Schadigung des korpereigenen Gewebes durch eine Gbermalige Freisetzung
von ROS und Enzymen hervorgerufen. Weiterhin wurde beschrieben, dass NETs eine
wichtige Rolle sowohl bei der Entwicklung maligner Erkrankungen als auch bei Tumor-
assoziierten Thrombosen spielen (Erpenbeck and Schon, 2016).

Neutrophile Granulozyten und natirliche Killerzellen gehéren zu den Immunzellen, die
am haufigsten in soliden Tumoren zu finden sind. Man geht davon aus, dass das Mikromi-
lieu des Tumors die Aktivierung der Granulozyten beeinflusst und durch die Bildung von
NETs einen Einfluss auf das Tumorwachstum nimmt. Einerseits kann hierdurch ein Effekt
entstehen, der gegen die Tumorzellen gerichtet ist, andererseits kdnnen Proteine wie die
neutrophile Elastase (Houghton et al., 2010) oder das in den tertidren Granula vorkom-
mende MMP9 (Matrix-Metalloprotease 9) die Proliferation und Tumorzellmigration for-
dern. Zytokine wie IL-8, IL-12 und TNF-alpha bewirken die Aktivierung von Wachstumsfak-
toren und die Ausbildung neuer GefalRe. Tumorassoziierte Thrombosen, eine haufige To-
desursache bei Krebspatienten, kbnnen durch Interaktion von Tumormikropartikeln und
neutrophilen Granulozyten ausgeldst werden, die somit durch intravaskuldare NET-Bildung

an der Entstehung von Thrombosen beteiligt sind (Fuchs et al., 2012).
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1.4 Reaktive Sauerstoff Spezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind hochreaktive Molekiile, die meist durch Reduktion
von molekularem Sauerstoff oder durch Autoxidation von Zwischenprodukten des Stoff-
wechsels innerhalb der Zelle entstehen. Zusatzlich haben auch exogene physikalische Fak-
toren wie UV-Licht, Rontgen- oder Gammastrahlung Einfluss auf die Bildung von ROS
(Loffler, 2007). In der folgenden Abbildung sind die ROS aufgefiihrt, die an der Bildung

von NETs beteiligt sind.

NADPH-Oxidase Superoxid- Myelo-
Dismutase peroxidase
4’ - 4’ -
OZ 02 HZOZ — > OCL
Hydroethidine (HE) APF, HPF

Dihydrorhodamine 123 (DHR)

Abb. 1.5 Bildung von Hypochlorid aus 0,

Durch Elektronentransfer bildet die NADPH-Oxidase das Superoxid-Anion (O), das mit Hilfe der Superoxid-
Dismutase zu Wasserstoffperoxid (H,0,) katalysiert wird. Dieser dient wiederum der Myeloperoxidase als
Substrat zur Bildung von Hypochlorid. Hydroethidine, Dihydrorhodamine und APF bzw. HPF sind die in die-
ser Arbeit verwendeten fluoreszierenden Farbstoffe, die zum Nachweis der einzelnen ROS verwendet wur-
den.

Durch eine Uberproduktion von ROS kann es zu oxidativem Stress kommen, der zellulire
Strukturen wie DNA, Proteine, Lipide oder Kohlenhydrate schadigt und somit verantwort-
lich sein kann fiir die Entstehung von Erkrankungen wie Krebs, Atherosklerose, Diabetes
mellitus oder neurodegenerative Erkrankungen, aber auch bei der Zellalterung eine Rolle
spielt (Droge, 2002). Andererseits sind ROS wichtige Signalmolekiile und second messen-
ger (Angelova and Abramov, 2016), die Prozesse wie Zellproliferation und Migration steu-
ern konnen. Dies verdeutlicht, wie wichtig es ist, dass diese hochreaktiven Molekiile
durch ein System aus Radikalfangern (Antioxidantien) wie Glutathion und Vitamin C sowie
enzymatischen Entgiftungsreaktionen, die den hochreaktiven molekularen Sauerstoff

sofort umwandeln, reguliert werden (Droge, 2002). ROS entstehen vor allem an der mito-
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chondrialen Atmungskette, wo es durch stufenweise Reduktion von Sauerstoff zur Ener-
giegewinnung kommt. Weiterhin werden im endoplasmatischen Retikulum mit Hilfe von
Oxidationsprozessen Molekiile gefaltet und prozessiert (Dickinson and Chang, 2011).

Auch wahrend der Phagozytose kénnen durch NADPH-Oxidasen, die in der Zellmembran
lokalisiert sind, grofle Mengen an ROS zur Elimination von Mikroorganismen gebildet
werden (,oxidative burst“). Zunachst kommt es durch Elektronentransfer des NADPH-
Oxidase-Komplexes zur Bildung von Superoxidanionen (0?%-), die durch die Superoxid-
Dismutase zu H,0, (Wasserstoffperoxid) umgewandelt werden. Die Myeloperoxidase
(MPO) katalysiert dann die Bildung von Hypochlorid (HOCI) aus H,O2 und Chlorid (CI').
Hierdurch entsteht hypochlorige Sdaure (HOCI), die eine der wirkungsvollsten antimikro-
biellen Substanzen darstellt (Winterbourn and Kettle, 2013). Es konnte gezeigt werden,
dass ROS nicht nur bei der Phagozytose, sondern auch bei der Bildung von NETs ganz we-
sentlich beteiligt sind. Bei fehlender NADPH-Oxidase (Fuchs et al., 2007) oder MPO
(Metzler et al., 2011), kénnen keine NETs mehr gebildet werden. Wenn Hypochlorid als
Endprodukt des oxidativen Burst substituiert wird, ist die Bildung von NETs in vitro wieder

moglich (Akong-Moore et al., 2012).
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1.5 Ziel der Arbeit

Eine erhohte Infektanfalligkeit bei Patienten mit myelodysplastischen Syndromen beruht
in erster Linie auf einer Verminderung der neutrophilen Granulozyten, aber auch auf
Funktionsstorungen dieser Zellen. Hierzu passt auch ein partieller Myeloperoxidase-
Defekt, der im Knochenmark einiger MDS-Patienten zytochemisch nachweisbar ist, des-
sen Genese jedoch noch nicht geklart ist.

In dieser Arbeit wird der Vermutung nachgegangen, dass neutrophile Granulozyten bei
Patienten mit MDS eine verminderte Fahigkeit aufweisen, neutrophil extracellular traps
zu bilden. Zudem wird untersucht, ob solch ein Defekt darauf beruhen konnte, dass die
Enzyme NADPH-Oxidase und/oder Myeloperoxidase nicht in ausreichendem Mal reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) generieren, deren Produktion nach bisherigen Erkenntnissen fiir
die Ausbildung von NETs unerlasslich ist.

Bei der Bildung von NETs durchlduft der neutrophile Granulozyt wesentliche morphologi-
sche Veranderungen, bis hin zum Auflésen der Zellmembran und dem geordneten Frei-
setzen seiner Inhaltstoffe. Ein weiterer Gegenstand der Untersuchung in dieser Doktorar-
beit sind die morphologischen Auffalligkeiten der neutrophilen Granulozyten von MDS-
Patienten wahrend der NETose.

Das Thema der Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. Zunachst erfolgten fluoreszenz-
mikroskopische Analysen zum Nachweis von NETs bei Patienten mit MDS im Vergleich zu
einer altersadjustierten Kontrollgruppe. Zweitens wurden durchflusszytometrische Analy-
sen durchgefiihrt, um die Bildung von NETs, sowie die morphologischen Verdanderungen
wahrend der NETose weiter zu charakterisieren und die Produktion von ROS durch die

Enzyme NADPH-Oxidase und MPO nachzuweisen.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Im folgenden Kapitel werden alle verwendeten Substanzen, Verbrauchsmaterialien und

Geratschaften aufgelistet.

2.1.1 Chemikalien, Kits und Substanzen

Name

Hersteller

4-aminobenzoic hydrazid (ABAH)

Sigma Aldrich

3’-(p-aminophenyl) fluorescein (APF)

Molecular Probes

4-Dimethylamino-antipyrine (AP)

Sigma Aldrich

3’-(hydroxyphenyl) fluorescein (HPF)

Molecular Probes

A. dest (destilliertes Wasser)

Fresenius Kabi AG

BD Intrasure Kit

BD Bioscience

DAPI Fluormount G, Mounting medium

Thermo Fisher Scientific

Dihydroethidium (hydroethidine; HE)

Molecular Probes

Dihydrorhodamine 123 (DHR)

Molecular Probes

Diphenyleneiodonium chlorid (DPI)

BD Bioscience

Ethylendiamidtetraacetat (EDTA)

Sigma Aldrich

Formaldehyd (Methanol Free, 10 % UltraPure)

Polysciences Inc.

Goat serum (10%)

Thermo Fisher Scientific

Histopaque 1119

Sigma Aldrich

Humanes Serum-Albumin (HSA)

CSL Behring GmbH

Lysepuffer (0,83% Ammoniumchloridlésung)

Zentralapotheke Uniklinik Disseldorf

RPMI 1640 (modified, without L-Glu,
Phenol-red)

Sigma Aldrich

Paraformaldehyde Solution (4%)

USB Corporation

PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) Sigma Aldrich
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Applichem
Triton X100 Sigma Aldrich

Tabelle 2.1 Verwendete Chemikalien, Kits und Substanzen
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2.1.2 Antikérper

(clone HII-4)

Name Hersteller
Anti-NE (elastase antibody) Abcam
Anti-Histone Milipore
Anti-pan Histone Abcam

Anti-CD45 APC

BD Bioscience

Anti-CD66b FITC

Beckmann Coulter

Anti-Myeloperoxidase

BD Bioscience

goat anti-rabbit Alexa 488

Molecular Probes/Invitrogen

goat anti-mouse Alexa 568

Molecular Probes/Invitrogen

Tabelle 2.2 Verwendete Antikdrper

2.1.3 Gerdte

Name

Hersteller

Durchflusszytometer:

FACS Calibur

BD Bioscience

Inkubator:

Heraeus HERA cell

Thermo Fisher Scientific

Pipettierhilfen:

Zeiss Axioplan 2 imaging

Eppendorf Research (0,1 — 2,5 pl) Eppendorf
Eppendorf Research (0,5 — 10 ul)

Eppendorf Research (2 — 20 pl)

Eppendorf Research (10 — 100 ul)

Eppendorf Research (100 - 1000 pl)

Mikroskope:

Zeiss Axiovert 25 Zeiss

Sterilwerkbanke :

Schulz 2100

Schulz Lufttechnik GmbH

Zentrifugen:
Megafuge 1.0R

Biofuge stratos, Biofuge fresco

Thermo Fisher Scientific

Tabelle 2.3 Verwendete Gerite
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2.1.4 Verbrauchsmaterial

Name

Hersteller

24-well Zellkulturplatten

Greiner Bio-One

Casy Cups

Innovatis

Cover Slips (rund, 13 mm)

VRR

Falcon Tubes (15ml, 50ml)
BD Tubes

Objekttrager Engelbrecht
Pipettenspitzen (10 pl, 100 ul, 1000 pl) Biozym
ReaktionsgefaRe:

Eppendorf Tubes (1,5 ml) Eppendorf

Greiner Bio-One

BD Bioscience

Vacutainer System

BD Bioscience

Vacutainer EDTA-R6hrchen

BD Bioscience

Tabelle 2.4 Verwendete Verbrauchsmaterialien

2.2. Patientencharakteristika

Fir die experimentellen Untersuchungen wurden Blutproben von MDS-Patienten und
einer altersadjustierten Vergleichsgruppe gewonnen. Die Abnahme der Vollblutproben in
EDTA-R6hrchen erfolgte im Rahmen einer normalen Routineuntersuchung. Die Patienten
wurden zuvor Uber die Studie aufgeklart und erklarten sich mit der Teilnahme einver-
standen. Eine schriftliche Einverstandniserklarung der Probanden, sowie ein Ethikvotum
der Ethikkomission der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
mit der Studiennummer 4638 liegen vor.

Zusatzlich zu den hier aufgefiihrten Proben erfolgte eine interne Standardkontrolle mit

einer von einem gesunden Spender gewonnenen Blutprobe.
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Altersadjustierte Kontrollgruppe

Nummer Alter Geschlecht Grunderkrankung Leukozyten
(x1000/pl)

1 72 M pAVK 9,3

2 78 W pAVK, TAAA 10,4

3 64 M pAVK, AAA 11,7

4 77 W pAVK IV 10,8

5 66 M terminale Niereninsuffizienz 9,4

6 85 W pAVK IV 6,9

7 66 W pAVK IV 8,7

8 64 M pAVK IV 4,9

9 63 W pAVK lIb 8,6

10 78 M pAVK IV 9,3

11 74 M Carotisstenose 6,7

12 67 M pAVK 13,9

13 84 W pAVK IV 5,2

14 81 M generalisierte Aneurysmose 8,7

15 76 W pAVK lIb 6,5
Mittelwert | 73 m/w (8/7) 8,7
Median 74

Tabelle 2.5 Patientencharakteristika in der altersadjustierten Kontrollgruppe

m — mannlich, w — weiblich, pAVK — periphere arterielle Verschlusskrankheit, TAAA — thorakoabdominelles

Aortenaneurysma, AAA — abdominelles Aortenaneurysma

MDS-Gruppe
Nummer Alter Geschlecht MDS Leukozyten
(x1000/ul)

16 79 M del 5g- 9,9

17 77 W RCMD 1,3

18 72 W RAEB | 4,3

19 69 M RCMD RS 5,2

20 79 M RCMD 3,3

21 71 W RARS 5,2

22 74 M RCMD 6,2

23 71 W RAEB II n.a.

24 79 M RAEB | 3,4

25 75 M RCMD 13,7

26 76 M RAEB II 2,3

27 73 W RCMD 2,3
Mittelwert | 75 m/w (7/5) 5,2
Median 74,5

Tabelle 2.6 Patientencharakteristika in der MDS-Gruppe

m — mannlich, w — weiblich, n.a. — nicht auswertbar, del (5q) — Deletion 5(g-), RCMD — Refraktare Zytopenie

mit multilinedren Dysplasien, RCMD-RS - Refraktédre Zytopenie mit multilinedren Dysplasien und
Ringsideroblasten,RAEB (I/11) - refraktare Anamie mit Blastentiberschuss (I/11)




2.3 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

2.3.1 Extraktion von neutrophilen Granulozyten

Die Extraktion von neutrophilen Granulozyten wurde aus Vollblut durchgefiihrt, welches
durch eine Blutabnahme mittels Vacutainer Systems (BD Biosciences) gewonnen und
durch die Zugabe von EDTA antikoaguliert wurde. Um einer Aktivierung oder Apoptose
der Granulozyten im Vorfeld entgegenzuwirken, erfolgte eine Verarbeitung der Proben
innerhalb von vier Stunden. Die Proben wurden moéglichst schonend behandelt, um eine
mechanische Aktivierung der Zellen durch Scherkrafte zu vermeiden. Bei einem Norm-
wert von ca. 1,5 - 7,7 x 10® Granulozyten/ul setzten wir 6-10 ml EDTA Vollblut pro Extrak-
tion ein. Die Separation der Granulozyten erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation.
Im ersten Schritt wurden pro Ansatz 3—=5 ml Vollblut vorsichtig in einem 15 ml Falcon Tube
auf 5 ml einer Histopaque-1119-L6sung pipettiert. Aufgrund der besonderen Dichteeigen-
schaften dieser Losung wurde durch die nachfolgende Zentrifugation bei 800 g fiir 20 Mi-

nuten eine Separation der verschiedenen Zellarten innerhalb des Mediums erreicht.

Vollblut Plasma Plasma
PBMC
> PBMCs
Granulozyten Granulozyten
Histopaque

Erythrozyten ' Erythrozyten _

Abb. 2.1 Dichtegradientenzentrifugation

Die Grafik links zeigt zwei Phasen, die bei der Aufschichtung des Vollblutes auf das Trennmedium entste-
hen. Nach der Zentrifugation erfolgt, wie in der zweiten Grafik zu sehen, eine Aufteilung der einzelnen Blut-
bestandteile aufgrund unterschiedlicher Dichte in vier Fraktionen. Die Grafik auf der rechten Seite zeigt die
Entnahme der gewiinschten Zellschicht zur weiteren Bearbeitung.
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Mit Hilfe einer Pipette wurde der Bereich der Suspension entnommen, in dem sich die
Granulozyten befinden. Die Zellsuspension wurde in PBS-Losung aufgenommen, gewa-
schen und bei 450 g fiir 8 Minuten zentrifugiert. Da sich weiterhin ein groRRerer Anteil an
Erythrozyten in der Suspension befand, erfolgte eine Resuspension des Zellpellets in 5 ml
kalter 0,83%-iger Ammoniumchloridlésung. Nach einer Inkubationszeit von 7 Minuten bei
Raumtemperatur wurde das Falcon Tube mit PBS-Losung aufgefillt und bei 450 g fir 8
Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet in 10 ml PBS-Losung auf-
genommen und 10 pl zur Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe des Casy Tone Zellzahlgerates
entnommen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 450 g fir 8 Minuten erfolgte die Re-
suspension des Pellet abhdngig von der extrahierten Zellzahl in einer definierten Menge
(100 pl = 1 x 10° Zellen) RPMI + 1% HSA Zellkulturmedium zur weiteren Verarbeitung der
extrahierten Granulozyten. Zusatzlich wurde nach der Zellextraktion noch eine Reinheits-
kontrolle der isolierten Granulozyten mittels Immunfluoreszenzfarbung und anschlieSen-
der durchflusszytometrischer Messung durchgefihrt. Hierzu wurden 1 x 10° Zellen aus

der Suspension entnommen.

2.3.2. Zellkultur und Stimulation

Die extrahierten Granulozyten wurden auf Zellkulturplatten und Cover Slips zur spateren
Analyse unter dem Fluoreszenzmikroskop vorbereitet und Uber verschiedene Zeitraume
inkubiert und stimuliert. Das grundlegende Prinzip zur Darstellung von neutrophil
extracellular traps, das durch die Berliner Arbeitsgruppe um Zychlinski und Brinkmann
(Brinkmann et al., 2010) etabliert wurde, passten wir an unsere Fragestellungen an.
Zunachst erfolgte die Vorbereitung der 24-well-Zellkulturplatte durch Einlegen der 13 mm
Cover Slips, die im weiteren als Trager fiir die Zellen dienten und zur endgitiltigen Darstel-
lung auf Objekttrager Ubertragen werden konnten. Pro Ansatz wurden nun 2 x 10° Zellen
in 500 ul RPMI + 1% HSA aufgenommen und jeder Ansatz in jeweils eine Vertiefung der
Zellkulturplatte pipettiert. Danach wurde die Platte zunachst fir 30 Minuten bei 37°C im
Inkubator gehalten, um eine Sedimentation der Zellen abzuwarten. Es wurde jeweils ein
doppelter Ansatz durchgefiihrt. Zur Stimulation der Zellen erfolgte bei allen Ansatzen die
Zugabe von 1,62 nM PMA in 500 pl RPMI und 1% HSA. Wenn keine Stimulation erfolgen
sollte, wurden lediglich 500 ul RPMI und 1% HSA ohne PMA hinzugefligt.
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Probe: MDS/altersadjustierte Kontrollgruppe Probe: Kontrollgruppe

unstimuliert unstimuliert
PMA 30 Minuten PMA 30 Minuten
PMA 180 Minuten PMA 180 Minuten

Tabelle 2.7 Versuchsansatz der fluoreszenmikroskopischen Analysen

Es erfolgte jeweils ein doppelter Probenansatz der altersadjustierten Kontrollgruppe bzw. MDS-Gruppe und
einer internen Standardkontrolle ohne Stimulation, sowie Ansatze fiir eine 30- und eine 180- miniitige Sti-
mulation mit PMA.

Zur Beendigung der Stimulation nach 30 Minuten und nach 180 Minuten erfolgte die Zu-
gabe von 500 pl Paraformaldehyd (4%). Zu den unstimulierten Ansatzen wurde ebenfalls
nach 180 Minuten 500 pl Paraformaldehyd pipettiert und die Proben hierdurch gleichzei-

tig fixiert. Die Proben konnten nun bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert wer-

den.

2.3.3 Fluoreszenzfarbung zur Darstellung der Neutrophil Extracellular Traps

Bei der Fluoreszenz-Immunzytologie erfolgte die Markierung bestimmter zellularer Struk-
turen mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern und daran gekoppelten Fluorochromen. Eine
gute Darstellung von NETs wird erreicht, indem Elastase, Histone und DNA markiert wer-
den. Die Farbung von Elastase und Histonen erfolgte mittels Primarantikérpern, die spezi-
fisch gegen diese Strukturen gerichtet sind. Bei unseren Versuchen wurden Antikérper
verwendet, die von Kaninchen oder Mausen gebildet wurden. Nach dem Einsatz des Pri-
marantikorpers wurden fluoreszenzmarkierte Sekundarantikérper hinzugegeben, die ge-
gen den jeweiligen Primarantikorper aus der Maus oder dem Kaninchen gerichtet waren.

Die Farbung erfolgte in Suspension. Die Cover Slips wurden zundchst dreimal sehr vorsich-
tig fir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Danach erfolgte die Permeabilisierung der Zell-
membran durch 0,5% Triton X-100 fir eine Minute sowie eine erneute dreimalige Wa-
schung fir jeweils 5 Minuten mit PBS. Anschlielend wurden die Zellen fiir eine Stunde
mit den Priméarantikdrpern (Anti-Elastase, Anti-Histon) inkubiert und dann erneut dreimal
fir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Es erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungs-
stellen mit 10% Goat Serum fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Hiernach wurden die
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper (goat anti-rabbit Alexa 488, goat anti-mouse
Alexa 568) aufgetragen und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Cover

Slips wurden danach mit einem speziellen Eindeckmedium, welches DAPI, einen fluores-
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zierenden, interkalierenden DNA-Farbstoff, enthalt, zur weiteren mikroskopischen Aus-

wertung auf einen Objekttrager gebracht.

Abb. 2.2 Darstellung der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe

Die Abbildung zeigt stimulierte neutrophile Granulozyten (PMA, 180 Minuten). In den drei Abbildungen ist
der gleiche Bildausschnitt mit unterschiedlich angefarbten Strukturen zu erkennen. blau = DNA, griin =
neutrophile Elastase, rot = Histone (VergréRerung 100-fach)

2.3.4 Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Befunde

Die Auswertung der gefarbten Cover Slips erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die
Quantifizierung der Anzahl der Granulozyten, die NETs gebildet haben, orientierte sich an
dem von Brinkmann und Zychlinsky beschriebenen Protokoll (Brinkmann et al., 2010).
Zunachst wurden auf jedem Cover Slip zufallig fiinf nicht Gberlappende Bereiche ausge-
wahlt und Uber das 10-fach Objektiv mit der Kamera Bilder aufgenommen und gespei-

chert. Fir jeden Fluoreszenzfarbstoff wurde im Filter der geeignete Fluoreszenzkanal aus-

gewahlt.
Dargestellte Struktur Fluorochrom Filter (Farbe)
DNA DAPI 455 nm (blau)
neutrophile Elastase FITC 488 nm (griin)
Chromatin, Histone PE 568 nm (rot)

Tabelle 2.8 Zuordnung der Fluoreszenzfilter und -farbstoffe

Die Dauer der Belichtung wurde nach vorheriger Testung lber die gesamte Aufnahme-
serie konstant gehalten. Die so erstellten Bilddateien wurden zur weiteren Auswertung in
das Programm Image J/FlJI Software (https.//imagej.nih.gov/ij/) geladen. Nach Vorein-

stellung des Auswertungsverfahrens gemaR dem Protokoll von Brinkmann und Zychlinski
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wurden die im Bildausschnitt befindlichen Zellen vom Programm automatisch erfasst. Die
Auswertung erfolgte getrennt in allen drei Fluoreszenzkandlen fiir die unstimulierten, die
30 Minuten stimulierten und die 180 Minuten mit PMA stimulierten Zellen. Die Anzahl
der NETs konnte folgendermalien bestimmt werden:

Anzahl der NETs (%) = 100 x Anzahl der gemessenen Objekte in der Histon-Farbung
geteilt durch
Anzahl der gemessenen Objekte in der DNA-Farbung

Zur Qualitatskontrolle wurde die Anzahl der Granulozyten an der Gesamtzellzahl, der auf

den Cover Slips aufgetragenen Zellen in dhnlicher Weise bestimmt:

Anzahl der Granulozyten (%) = 100 xAnzahl der gemessenen Objekte in der Elastase-
Farbung
geteilt durch
Anzahl der gemessenen Objekte in der DNA-Farbung
Zusatzlich wurde die Fluoreszenzintensitat in den einzelnen Fluoreszenzkanadlen Gber den

ROI-Manager erfasst. Zur Auswertung wurden die erhobenen Daten in Excel kopiert und

weiter analysiert.

2.4 Durchflusszytometrische Analysen
2.4.1 Extraktion von Leukozyten mittels Lyse

Die Extraktion von Leukozyten zur durchflusszytometrischen Analyse wurde ebenfalls aus
EDTA-Blut durchgefiihrt. Wie oben beschrieben, konnte dies durch eine Blutabnahme
mittels Vacutainer Systems (BD Biosciences) gewonnen werden. Ca. 12 ml EDTA-Blut wur-
den in einem 50 ml falcon tube mit ca. 38 ml kalter 0,83%-Ammoniumchloridlésung ver-
mischt und fiir 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurde das falcon tube bei 450
g fir 8 Minuten zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet erneut in 10 ml
kalter 0,83%-Ammoniumchloridlésung resuspendiert und fiir 10 Minuten im Kuhlschrank
inkubiert. Nach Zentrifugation bei 450 g fiir 8 Minuten wurde das Zellpellet zweimal in
PBS-Losung resuspendiert und zentrifugiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte wie

oben beschrieben mittels Casy Tone Zellzéhlgerat.
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2.4.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein physikalisches Messverfahren, das durch Lasertechnik die
Analyse von einzelnen Zellen hinsichtlich verschiedener Zelleigenschaften erlaubt und
eine hohe Anzahl von Zellen in einer Probe innerhalb kilrzester Zeit untersuchen kann.
Die Eigenschaften der Zellen kénnen graphisch in einem Diagramm, dem so genannten
Dot Plot, in einer wolkendhnlichen Anordnung gegeneinander aufgetragen und ausgewer-
tet werden. Jede Zelle verursacht bei der Durchkreuzung eines Lichtstrahls am Anfang des
Durchflusszytometers ein Streulicht (light scatter), das Uber spezielle Spiegel detektiert
werden kann. Die gewonnenen Informationen kdnnen spezifisch fiir eine Zellpopulation
sein. Durch den Forward Scatter (FSC) lasst sich das Volumen bzw. die GroRRe einer Zelle
bestimmen. Der Sideward Scatter (SSC) detektiert das Seitwartsstreulicht, das Informati-
onen Uber die Granularitat der Zelle vermittelt.

Zusatzlich kénnen die Zellen im Vorfeld mit Fluorochrom-markierten Antikérpern, die sich
gegen spezifische Oberflaichenmolekiile oder intrazelluldre Strukturen richten, markiert
werden. Der Laserstrahl im Gerat regt den Fluoreszenzfarbstoff an, der daraufhin Licht
einer bestimmten Wellenlange emittiert, das mit Hilfe von Filtern und einem Photomulti-
plier detektiert wird. Das Lichtsignal wird entsprechend seiner Starke graphisch in einem

Dot Plot reprasentiert.

SSC (Seitwaérts-
streulicht)
— B FL1-Diode
| (z.B.FITC)

~
| B Giter 530nm

Filter 488nm
FL2-Diode |
>

(z.B. PE) ~

Filter SSSV\ \

Filter 670nm TN

/
—

FL3-Diode
(z.B. APC)

— ﬂ —
I \)

Blauer Laser 488nm

Filter 488nm
Flow cell FSC

Fokussierlinse (Vorwértsstreulicht)

Abb. 2.3 Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers
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Im Bereich der Flow cell erfolgt die Probenaufnahme mittels hydrodynamischer Fokussierung, d.h. Aufrei-
hung der Zellen hintereinander in einem FlUssigkeitsstrom. Danach kommt es zum Durchtritt durch eine
Lichtquelle und die Anregung der Zellen durch einen Laser in einem bestimmten Frequenzbereich. Das hier-
bei ausgesendete Licht wird durch verschiedene Spiegel umgelenkt und durch Filter und Prismen in die
unterschiedlichen Wellenlangen aufgeteilt. Das Signal einer bestimmten Wellenldnge kann dann an der
entsprechenden Diode aufgenommen und gemessen werden

2.4.3 Antikorpermarkierung zur Bestimmung der Anzahl an CD66+ Zellen

Die Antikorperfarbung dient der Reinheitskontrolle neutrophiler Granulozyten nach deren
Anreicherung durch die oben beschriebene Dichtegradientenzentrifugation. Hierzu wur-
den 1 x 10° der gewonnenen Zellen der Suspension entnommen und mittels fluoreszenz-
markierten Antikdrpern, Anti-CD66b (FITC) und Anti-CD45 (APC), fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde 1 ml PBS-L6sung hinzugegeben
und die Proben fiir 8 Minuten bei 450 g zentrifugiert. Anschlieend wurde das Zellpellet
in 0,1% Formaldehydldsung aufgenommen und bis zur Messung bei 4°C im Kihlschrank

gelagert.

2.4.4 Intrazellulare Antikorpermarkierung der Myeloperoxidase

Myeloperoxidase kann durch intrazellulare Markierung mit einem fluoreszenzmarkierten
Antikorper und anschlieBende durchflusszytometrischer Auswertung nachgewiesen wer-
den.

Hierzu wurden 1 x 10° der isolierten Granulozyten entnommen und zunichst eine extra-
zelluldre Farbung mit dem fluoreszenmarkierten Antikorper Anti-CD45 (APC) fur 15 min
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach der Inkubation wurde 1 ml PBS-Lésung hinzuge-
geben und die Proben 8 Minuten lang bei 450 g zentrifugiert. Die weitere Praparation zur
intrazellularen Farbung erfolgte mit Hilfe des BD Intrasure Kits durch Zugabe von 100 ul
Reagenz A (Fixationslosung) und Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur im Dunkeln.
Nach Zugabe von 1 ml PBS-Losung erfolgte die Zentrifugation und dann die Dekantierung
des Uberstands. Das Pellet wurde in 50 pl Reagenz B (Detergenz) resuspendiert und an-
schlieBend der Anti-Myeloperoxidase Antikdrper zugegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden die Zellen erneut gewaschen,
zentrifugiert, in 0,1% Formaldehydlésung aufgenommen und bis zur Messung im Kihl-

schrank bei 4°C gelagert.
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2.4.5 Fluoreszenzfarbung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Zum Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies in der Zelle erfolgte deren Markierung durch
verschiedene Fluorochrome. Die Zellen wurden in Suspension gefarbt. Durch zlgige Ver-
arbeitung der Proben und Vermeidung einer Lichtexposition sollte dabei die Autoxidation
der Farbstoffe vermieden werden.

Der Nachweis von Wasserstoffperoxid (H.02) kann durch Dihydrorhodamin 123 (DHR)
erfolgen, das nach Oxidation durch H;0; zu Rhodamin 123, ein Fluoreszenzsignal im Be-
reich von 529 nm emittiert. Das Superoxid-Anion (O2) kann durch Hydroethidin (HE)
nachgewiesen werden. Durch die Oxidation entsteht das rot fluoreszierende Ethidium
(605 nm), das mit der DNA interkaliert. Die Farbstoffe kdnnen frei die Zellmembran
durchdringen und verbleiben nach der Oxidation intrazellular (Walrand et al., 2003).
3’-(p-aminophenyl) fluorescein (APF) und 3'-(hydroxyphenyl) fluorescein (HPF) kdnnen in
Kombination miteinander den Nachweis von Hypochlorid (‘OCL) erbringen (515 nm). Fluo-
reszenzfarbstoffe kdnnen zusatzlich durch Nebenprodukte, die bei der Bildung von reakti-
ven Sauerstoffspezies anfallen, oxidiert werden. Durch Subtraktion der Fluoreszenzsignale
von APF und HPF sollen solche Nebenreaktionen rechnerisch eliminiert werden, so dass

ein spezifischer Nachweis von "OCL ermdglicht wird (Setsukinai et al., 2003).

HE
02 02- ] . - Hz 02 - » -OCL
NADPH-Oxidase Superoxid-Dismutase Myeloperoxidase
DPI ABAH/AP

Abb. 2.4 Schematische Darstellung der ROS-Produktion
Die Enzyminhibitoren DPI und ABAH/AP hemmen die Enzyme NADPH-Oxidase bzw. Myeloperoxidase. Mit
den verwendeten Fluorochromen (HE, DHR, und APF/HPF) kann der Nachweis bestimmter ROS erfolgen.
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Der Nachweis der reaktiven Sauerstoffspezies erfolgte fir jeden Indikator-Farbstoff in
einem gesonderten Ansatz. Hierzu wurde jeweils eine Messung fiir eine unstimulierte
Probe, eine stimulierte Probe und eine stimulierte Probe nach Zugabe von Inhibitoren
durchgeflhrt. Fir alle Ansdtze wurden Granulozyten aus derselben Zellisolierung ver-
wendet. Zundchst wurden fir jeden Ansatz 1 x 10° Zellen in 100 pl PBS in ein FACS-Tube
Uberfihrt. Danach wurden die jeweiligen Inhibitoren hinzugegeben. Durch die Zugabe
von 4-aminobenzioc hydrazid (ABAH) soll es zu einer Inhibition der Myeloperoxidase
kommen (Kettle et al., 1995). Auch 4-Dimethylamino-antipyrin (AP) soll entweder durch
eine direkte Enzyminhibition oder das Abfangen der entstandenen reaktiven Sauer-
stoffspezies einen Einfluss auf den oxidative burst austiben (Costa et al., 2006). Dipheny-
leniodoniumchlorid (DPI) ist ein Inhibitor der NADPH-Oxidase und des Komplex | der mi-
tochondrialen Elektonentransportkette und hierdurch fiir die Hemmung der Entstehung
von reaktiven Sauerstoffspezies verantwortlich (Kirchner et al., 2012). Zunéachst wurden
jeweils 200 uM der Inhibitoren ABAH und AP sowie 20 uM DPI zu den entsprechenden
Ansdtzen gegeben und fir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Hiernach erfolgte die Zugabe
von jeweils 5 uM APF und HPF, sowie 11 uM DHR und 25 uM HE zu den entsprechenden
Ansatzen. Die Proben wurden 30 Minuten im Dunkeln bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die Stimulation entweder mit H.O; zur Beurteilung der Myeloperoxidaseaktivitat
oder mit PMA. PMA wurde als unspezifischer Stimulator der Bildung von NETs mit beglei-
tender Produktion reaktiver Sauerstoffspezies bereits bei der fluoreszenzmikroskopischen
Analyse von NETs eingesetzt. Nach Stimulation im Dunkeln bei 37°C fir 10 Minuten er-
folgte die Zugabe von 1 ml PBS-L6sung und die Zentrifugation fir 8 Minuten bei 450 g.

Das Pellet wurde anschlieBend in 300 ul PBS resuspendiert. Méglichst unmittelbar danach

wurden die Zellen am Durchflusszytometer gemessen.
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Ansatz Fluorochrom +Stimulanz | +Inhibitor

1 Autofluoreszenz

2-4 APF unstimuliert APF +H,0, APF+H,0,+ABAH/AP

5-7 HPF unstimuliert HPF+H,0, HPF+H,0,+ABAH/AP

8-10 DHR unstimuliert DHR+H,0; DHR+H,0, +ABAH/AP

11-13 DHR+PMA | DHR+PMA+ABAH/AP DHR+PMA+DPI
14-16 HE unstimuliert HE+PMA HE+PMA+DPI

Tabelle 2.9 Versuchsansatze zur durchflusszytometrischen Analyse
Insgesamt erfolgten 16 Probenansdtze nur mit einem Fluorochrom, dem Fluorochrom und dem entspre-
chenden Stimulanz, sowie mit dem entsprechenden Fluorochrom und Stimulanz und Zugabe der Inhibitoren

2.4.6 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Die Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen Daten erfolgte zundachst mit der
CellQuest Software (Becton Dickinson) am Durchflusszytometer. Durch Gating innerhalb
der einzelnen dot plots wurden Zellpopulationen ausgewahlt und weiter analysiert. Dabei
wurden neue Punktwolken erstellt. Die so gewonnen Rohdaten wurden mit dem Pro-
gramm FCS Express Reader (De Novo Software) zusatzlich ausgewertet und zur statisti-

schen Analyse in Excel (Microsoft) Gibertragen.

2.4.7 Messung der ROS

Zur Messung der reaktiven Sauerstoffspezies vor und nach Stimulation wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Probe ausgewertet. Es erfolgte zundchst eine Dar-
stellung der Zellen mit den Achsenauftragungen Forward Scatter gegen Sideward Scatter.
Hierdurch erhdlt man eine orientierende Aufteilung in die einzelnen Subpopulationen:
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. Durch Gating der Zellen, d. h. Restriktion
des Untersuchungsfensters auf die Granulozyten, konnte eine gezielte Auswertung der

Fluoreszenzintensitat der Gesamtpopulation der Granulozyten erfolgen.
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Abb. 2.5 Gating der Granulozytenpopulation
In den oberen beiden Grafiken ist die Betrachtung einer Probe auf der Basis von FSC und SSC zu sehen. Man

erkennt die Separation der Zellpopulationen gemall GréRe und Granularitdt. Granulozyten sind mittelgrofRe
Zellen mit einer hohen Granularitat; sie generieren viel Seitwartsstreulicht und maRig viel Vorwartsstreu-
licht. Durch das Setzen eines Gates auf diesen Bereich werden in den unteren beiden Grafiken ausschlief3-
lich die Zellen dargestellt, die durch das Gate ausgewahlt wurden. So kann man in den unteren beiden Gra-
fiken die Fluoreszenzintensitat fir einen bestimmten Farbstoff (hier APF) in dieser Zellpopulation betrach-

ten.

2.4.8 Charakterisierung von NETs

Neutrophil extracellular traps sollten im Rahmen der durchflusszytometrischen Analysen
hinsichtlich ihrer morphologischen Parameter charakterisiert werden. Hierzu wurde nach
Stimulation der Zellen deren GroRenzunahme durch Dekondensation des Chromatins
anhand der Verdanderung des Vorwartsstreulichtes (FSC) detektiert, sowie eine mogliche

Degranulierung der Zellen anhand einer Veranderung des Seitwartsstreulichtes (SSC) dar-

gestellt.
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Abb. 2.6 Durchflusszytometrische Charakterisierung von NETs
Die beiden oberen Diagramme zeigen, die Zellzahl, sowie das ausgestrahlte Vorwartsstreuchlicht an. Nach
Stimulation der Zellen kommt es zu einer GroBenzunahme und hiermit zur Emission von mehr Vorwarts-
streulicht. Dementsprechend ist eine Verschiebung der Kurve nach rechts zu sehen. In den unteren Dia-
grammen ist die Zellzahl gegen den sideward scatter aufgetragen. Hier wird die Granularitat der Zellen vor
und nach Stimulation dargestellt. Die Marker (M1, M2) markieren Messbereiche, aus denen Informationen
beziglich Zellzahl und Verdnderung der Kurven nach Stimulation abgeleitet werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Fluoreszenzmikroskopische Analysen
3.1.1 Fluoreszenzintensitat

Zunéachst wurde die mittlere Fluoreszenzintensitdat (MFI) pro Probe aus fiinf Aufnahmen
eines Cover Slips unter dem Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Aus den funf Resultaten
wurde der Mittelwert gebildet. AuRerdem wurde die Verdanderung der Fluoreszenzinten-
sitdat nach Stimulation (fiir 180 Minuten) in der altersadjustierten Kontrollgruppe (n=14)
und in der MDS-Gruppe (n=9) betrachtet.

Bei der Auswertung der mittleren Fluoreszenzintensitat flr DAPI ergab sich in der alters-
adjustierten Kontrollgruppe ein Mittelwert von 12821+1009 vor Stimulation und
813442121 nach 180 Minuten Stimulation. Der Rickgang der mittleren Fluoreszenzinten-
sitdt war hoch signifikant (p=6*102%). Der Mittelwert der Fluoreszenzintensitat fur FITC lag
in der altersadjustierten Kontrollgruppe vor Stimulation bei 480411365 und nach 180
Minuten Stimulation bei 2992+671. Auch hier zeigte sich ein signifikanter Rickgang der
Fluoreszenzintensitat (p=0,0001). Die mittlere Fluoreszenzintensitdt von PE betrug in der
altersadjustierten Kontrollgruppe vor Stimulation 402442727 und nach 180 Minuten Sti-

mulation 6398+1105. Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg der MFI (p=0,0056).

mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der altersadjustierten Kontrollgruppe
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Abb. 3.1 mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der altersadjustierten Kontrollgruppe
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Die drei Balkendiagramme zeigen die Veranderung der mittleren Fluoreszenzintensitat fiir die einzelnen
Fluorochrome (DAPI, FITC, PE) vor und nach Stimulation mit PMA fiir 180 Minuten. Die Fluorochrome DAPI
und FITC zeigen nach Stimulation eine signifikante Abnahme der MFI, wahrend die MFI fiir PE signifikant
zunimmt. Das Sternchen (*) gibt einen signifikanten Unterschied auf dem Signifikanzniveau p < 0,02 an.

In der MDS-Gruppe ergab sich fiir DAPI eine signifikante Abnahme der MFI von
135661530 vor Stimulation auf 1009941530 nach 180 Minuten Stimulation (p=0,00001).
Fir FITC zeigte sich ein Rickgang von 5484+1299 auf 503211142 (nicht signifikant;
p=0,44). Die MFI von PE lie nach 180 Minuten Stimulation einen signifikanten Anstieg

von 2033+1128 auf 5765 £1486 erkennen (p=0,00002).

mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der MDS-Gruppe
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Abb. 3.2 mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der MDS-Gruppe

Die drei Balkendiagramme zeigen die Veranderung der mittleren Fluoreszenzintensitdt fir die einzelnen
Fluorochrome (DAPI, FITC, PE) vor und nach Stimulation mit PMA fiir 180 Minuten. DAPI zeigt eine signifi-
kante Abnahme der MFI, wahrend die MFI fir PE signifikant zunimmt. Fiir das Fluorochrom FITC konnte
keine signifikante Abnahme der MFI beobachtet werden. Das Sternchen (*) gibt einen signifikanten Unter-
schied auf dem Signifikanzniveau p < 0,02 an.

Die MFI von DAPI zeigte bei MDS im Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe zu-
nachst eine nicht signifikante Erhéhung (p=0,06). Nach 180 Minuten Stimulation mit PMA
war die MFI von DAPI in der MDS-Gruppe dann signifikant hoher (p=0,03). Fir FITC ergab
sich bei den unstimulierten Proben kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(p=0,21). Nach Stimulation lag die MFI bei den MDS-Patienten signifikant hoher als bei
den Kontrollen (p=0,00002). Fiir PE konnte in der MDS-Gruppe vor Stimulation eine nied-
rigere MFI beobachtet werden (p=0,05); nach Stimulation zeigte sich kein signifikanter

Unterschied (p=0,25).
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Vergleich der MFI zwischen altersadjustierter Kontrollgruppe und MDS-

Gruppe
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Abb. 3.3 Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitdten zwischen der altersadjustierten Kontrollgruppe
und der MDS-Gruppe:

Die Balkendiagramme zeigen die Verdanderung der mittleren Fluoreszenzintensitat fiir die einzelnen Flu-
orochrome (DAPI, FITC, PE) vor und nach Stimulation mit PMA fiir 180 Minuten, im direkten Vergleich der
altersadjustierten Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe miteinander. Es zeigt sich ein signifikanter Unter-
schied der MFI fiir DAPI nach Stimulation. Die MFI der altersadjustierten Kontrollgruppe ist signifikant nied-
riger als in der MDS-Gruppe. Ebenso zeigt sich eine signifikant niedrigere MFI fir FITC nach Stimulation in
der altersadjustierten Kontrollgruppe im Vergleich zur MDS-Gruppe. Das Sternchen (*) zeigt einen signifi-
kanten Unterschied auf dem Signifikanzniveau p < 0,05 an.
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Abb. 3.4 Verlauf der MFI im Vergleich der altersadjustierten Kontrollgruppe zur MDS-Gruppe
Dargestellt ist hier der Verlauf der mittleren Fluoreszenzintensitat der einzelnen Fluorochrome fiir die al-
tersadjustierte Kontrollgruppe und die MDS-Gruppe wahrend der 180-miniitigen Stimulation mit PMA.
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3.1.2 Quantifizierung der NETs

Fir die Bestimmung des Anteils an NETs vor und nach Aktivierung mit PMA wurden pro
Probe jeweils funf zuféllig ausgewahlte, reprasentative Bildausschnitte ausgewertet. Die
Gesamtzellzahl wurde durch Zdhlung aller DAPI-positiven Zellen ermittelt. Der Anteil an
neutrophilen Granulozyten wurde anhand der Anzahl der FITC-positiven Zellen bestimmt.
SchlieBlich liel sich der Anteil der NETs mit Hilfe der PE-positiven Zellen berechnen.

Flr die altersadjustierte Kontrollgruppe (n=11) ergab sich ein Mittelwert von 17% NETs in
den unstimulierten Proben und 85% NETs nach 180-minutiger Stimulation mit PMA. In
der MDS-Gruppe (n=7) lag der Mittelwert bei 17% NETs in den unstimulierten Proben und
67% NETs nach 180-minitiger Stimulation mit PMA. Der Anstieg nach PMA-Stimulation
war in der MDS-Gruppe signifikant geringer als in der altersadjustierten Kontrollgruppe

(p=0,02).

Anteil an NETs vor und nach Stimulation
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Abb. 3.5 Anteil an NETs vor und nach Stimulation

Die beiden Balkendiagramme zeigen den prozentualen Anteil an Zellen die neutrophil extracellular traps
bilden vor und nach 180-minditiger Stimulation mit PMA. Nach Stimulation haben in der altersadjustierten
Kontrollgruppe signifikant mehr Zellen NETs gebildet, als in der MDS-Gruppe. Das Sternchen (*) gibt einen
signifikanten Unterschied auf dem Signifikanzniveau p = 0,02 an.
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3.1.3 Auswertung der Zellzahl

Bei Auswertung der Gesamtzellzahl in der DAPI Fluoreszenzfarbung waren in der altersad-
justierten Kontrollgruppe vor Stimulation im Mittelwert 6951304 Zellen pro Bildausschnitt
zu finden. Bei der Stimulation mit PMA wurden nach 30 Minuten 7521292 und nach 180
Minuten 7401182 Zellen gezadhlt. In der MDS-Gruppe fanden sich vor Stimulation
413+111, nach 30 Minuten PMA 432+117 Zellen und nach 180 Minuten PMA 4201116
Zellen.

Insgesamt zeigten sich somit signifikante Unterschiede zwischen der altersadjustierten
Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe, sowohl vor (p=0,03) als auch nach 30-minitiger
(p=0,02) und 180-minitiger (p=0,02) Stimulation mit PMA. In der MDS-Gruppe waren
signifikant weniger auswertbare Zellen vorhanden. Uber die Zeit zeigte sich weder in der
Kontrollgruppe noch in der MDS-Gruppe eine relevante Veranderung der Zellzahl.

In den zu jedem Experiment mitgeflihrten Standardkontrollen waren im Mittel vor Stimu-
lation 515+236 Zellen, nach 30 Minuten Stimulation 6891302 Zellen, und nach 180 Minu-
ten Stimulation 6611184 Zellen nachweisbar. Im Vergleich zur altersadjustierten Kontroll-
gruppe zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied (p=0,08; p=0,60; p=0,27). Im Ver-
gleich zur MDS-Gruppe lag die Zellzahl in der Standardkontrolle jedoch nach 30 Minuten
PMA (p=0,04) und nach 180 Minuten PMA (p=0,004) signifikant hoher.

Zellzahl DAPI vor und nach Aktivierung mit PMA
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unstimuliert 30° 180°

Abb. 3.6 Auswertung der Gesamtzellzahl in der DAPI Fluoreszenzfarbung vor und nach Stimulation

Die drei Balkendiagramme zeigen die durchschnittlich ausgewertete Zellzahl pro Bildausschnitt im Vergleich
der altersadjustierten Kontrollgruppe zur MDS Gruppe vor, wahrend und nach Stimulation mit PMA. In der
altersadjustierten Kontrollgruppe sind sowohl vor, als auch nach 30- und 180 mindtiger Stimulation mit
PMA signifikant mehr Zellen auf dem Objekttrager nachweisbar, als in der MDS-Gruppe. Das Sternchen(*)
gibt einen signifikanten Unterschied auf dem Signifikanzniveau p< 0,05 an.
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3.1.4 Zellmorphologie

Die Veranderung des Zellkern- bzw.- Zelldurchmessers vor und nach Stimulation mit PMA
wurde mit Hilfe der bereits genannten Fluorochrome und der hiermit markierten Struktu-
ren an 11 Proben in der altersadjustierten Kontrollgruppe und 7 Proben in der MDS-
Gruppe gemessen.

In der Kontrollgruppe ergab sich bei Verwendung von DAPI nach 30-minttiger Stimulation
eine signifikante Zunahme des Zellkern-Durchmessers von 7,5 pm auf 9,9 um (p=4,4*107)
und nach 180-mintiger Stimulation eine Zunahme auf 14,4 um (p=1,9*10). In der MDS-
Gruppe war die Zunahme von 8,5 um auf 9,9 um nach 30-minutiger Stimulation geringer,
aber ebenfalls signifikant (p=0,01). Eine weitere Zunahme auf 10,6 um zeigte sich nach
180-mindtiger Stimulation (p=0,008). Vergleicht man die beiden Gruppen miteinander, so
zeigte sich in der MDS-Gruppe ein signifikant groRerer Durchmesser der Zellkerne vor
Stimulation (p=0,05). Nach 180-minitiger Stimulation war der Durchmesser allerdings in
der Kontrollgruppe signifikant grofRer (p=0,04). Insgesamt war in der MDS-Gruppe eine

geringere Zunahme des Zellkern-Durchmessers nach Stimulation mit PMA zu beobachten.
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Abb. 3.7 Verdanderung des Zellkerndurchmessers in der Fluoreszenzfarbung DAPI nach Stimulation mit
PMA

Die Grafik zeigt die Veranderung des Zellkerndurchmesser im Vergleich der altersadjustierten Kontrollgrup-
pe zur MDS-Gruppe wahrend der 180-minitigen Stimulation mit PMA. In der MDS-Gruppe zeigt sich ein
signifikant groRerer Durchmesser vor (p=0,05) und nach (p=0,04) 180-min{tiger Stimulation.
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In der FITC-Farbung betrug der durchschnittliche Zelldurchmesser in der altersadjustier-
ten Kontrollgruppe 10,3 um. Nach 30-minutiger Stimulation zeigte sich eine starke Zu-
nahme auf 24,6 pum (p=2,4*101%. Nach 180-min(tiger Stimulation konnte ein Rickgang
auf 11,2 um gemessen werden. In der MDS-Gruppe zeigte sich ebenfalls zuerst eine signi-
fikante Zunahme des Durchmessers von 10 um auf 18 um (p=1,1*10°) und dann nach
180-minutiger PMA-Stimulation eine Abnahme auf 9,6 um. Im Vergleich zwischen alters-
adjustierter Kontrollgruppe und MDS-Gruppe findet sich vor Stimulation kein signifikanter
Unterschied (p=0,46). Nach 30-min(tiger Stimulation ergibt sich jedoch durch eine gerin-
gere Zunahme des Zelldurchmessers in der MDS-Gruppe ein signifikanter Unterschied
(p=0,001). Nach 180-minutiger Stimulation zeigen beide Gruppen eine Abnahme des
Durchmessers, der sich dann aber gerade nicht mehr signifikant voneinander unterschei-

det (p=0,06).
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Abb. 3.8 Veranderung des Zelldurchmessers in der FITC-Fluoreszenzfarbung nach Stimulation mit PMA:
Die Grafik zeigt die Verdnderung des Zelldurchmesser im Vergleich der altersadjustierten Kontrollgruppe
zur MDS-Gruppe wahrend der 180-mintigen Stimulation mit PMA. Nach 30-mindtiger Stimulation mit PMA
zeigt sich in der altersadjustierten Kontrollgruppe ein signifikant groRerer Durchmesser (p=0,001), als in der
MDS-Gruppe.

In der PE-Farbung zeigte sich fur die altersadjustierte Kontrollgruppe ein Zelldurchmesser
von 8 um vor Stimulation, sowie eine leichte Zunahme auf 8,5 um nach 30 Minuten und
eine signifikante Zunahme auf 11,4 um (p=0,0009) nach 180 Minuten Stimulation mit

PMA. In der MDS-Gruppe lag der durchschnittliche Zelldurchmesser vor Stimulation bei
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10,6 um. Nach 30 Minuten zeigte sich eine Abnahme auf 8,2 um und nach 180 Minuten
eine geringfligige Zunahme auf 8,6 um (die Abnahme im Vergleich zum Ausgangswert war
nicht signifikant; p=0,18). Im Vergleich mit der altersadjustierten Kontrollgruppe zeigte
sich in der MDS-Gruppe zunachst ein tendenziell groRerer Durchmesser (p=0,11). Nach
180-minutiger Stimulation war er in der MDS-Gruppe jedoch signifikant kleiner als in der

Kontrollgruppe (p=0,05).
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Abb. 3.9 Veranderung des Zelldurchmessers in der PE-Fluoreszenzfarbung nach Stimulation mit PMA

Die Grafik zeigt die Veranderung des Zellkerndurchmessers im Vergleich der altersadjustierten Kontroll-
gruppe zur MDS-Gruppe wahrend der 180-miniitigen Stimulation mit PMA. Nach Stimulation ist der Durch-
messer in der altersadjustierten Kontrollgruppe signifikant gréRer als in der MDS-Gruppe (p=0,05). Die Gro-
Renunterschiede vor Stimulation unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

3.1.5 Bildmorphologische, semiquantitative Auswertung

Fir die bildmorphologische Auswertung der NETs wurden mithilfe des Programms Image
J/Fiji die mit unterschiedlichen Fluoreszenzen erzeugten Bilder elektronisch lbereinan-
dergelegt und jeweils ein reprdsentativer Bildausschnitt ausgewahlt. Bewertet wurde vor
allem die Kernstruktur. Ausschlaggebend fiir die Bildung von NETs ist zundchst die Ab-
nahme des Kern-Plasma-GréRenverhadltnisses und anschlieBend die Dekondensation des
Chromatins mit Auflésung der Kernstruktur und schlieBlich die Abgabe des Chromatins
und der neutrophilen Elastase in den extrazellularen Raum. Bewertet wurde die Bildung
von NETs nach 180-minitiger Stimulation mittels PMA. Zu jedem Experiment wurde eine
interne Standardkontrolle mitgefihrt. Insgesamt konnten in der altersadjustierten Kon-

trollgruppe und in der MDS-Gruppe jeweils 9 Experimente ausgewertet werden.
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3.1.5.1 Altersadjustierte Kontrollgruppe
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+++
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Kontrolle

#13

Kontrolle

#14

Kontrolle

#15

Kontrolle
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. .

+++

+++

++

+++

++

+++

Tabelle 3.1 Bildmorphologische, semiquantitative Auswertung der Bildung von NETs in der altersadjus-
tierten Kontrollgruppe
Die Tabelle zeigt jeweils einen reprasentativen Ausschnitt der Fluoreszenzfarbung, nachdem die Aufnahmen
in den einzelnen Fluoreszenzkandlen (DAPI, FITC und PE) Ubereinandergelegt wurden. Die Proben der al-
tersadjustierten Kontrollgruppe sind mit einer Nummer versehen, wahrend die Proben mit der Bezeichnung
,Kontrolle” als interner Standard dienen und vom selben Probanden simultan mit der Probe aus der alters-
adjustierten Kontrollgruppe aufgearbeitet wurden.
Die Anzahl der gebildeten NETs wurde jeweils mit der Vergabe von +- und - -Zeichen bewertet: +++ > 80%
der Kerne dekondensiert, +++-++ unter 80% aber deutlich Gber 50% der Kerne kondensiert, ++ ca. 50% der
Kerne kondensiert, + deutlich unter 50% der Kerne kondensiert, - keine NET-Bildung, n.a. nicht auswertbar
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3.1.5.2 MDS-Gruppe

Probe

unstimuliert

#16

Kontrolle

#17

Kontrolle

#18

Kontrolle

#19

Kontrolle

#20

Kontrolle

#21

30 PMA
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NETs
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+++
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+++
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++
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+++
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Tabelle 3.2 Bildmorphologische, semiquantitative Auswertung der Bildung von NETs in der MDS-Gruppe
Die Tabelle zeigt hier ebenfalls jeweils einen reprasentativen Ausschnitt der Fluoreszenzfarbung, nachdem
die Aufnahmen in den einzelnen Fluoreszenzkandlen (DAPI, FITC und PE) libereinandergelegt wurden. Die
Proben der MDS-Gruppe sind mit einer Nummer versehen, wahrend die Proben mit der Bezeichnung ,,Kon-
trolle” als interner Standard dienen und vom selben Probanden simultan mit der Probe aus der MDS-
Gruppe aufgearbeitet wurden.

Die Anzahl der gebildeten NETs wurde jeweils mit der Vergabe von +- und - -Zeichen bewertet:+++ - > 80%
der Kerne dekondensiert, +++-++ unter 80%, aber deutlich (iber 50% der Kerne kondensiert,

++ ca. 50% der Kerne kondensiert, + deutlich unter 50% der Kerne kondensiert, - keine NET-Bildung,

n.a. nicht auswertbar

Die Auswertung ergab, dass die Bildung von NETs in der internen Standardkontrolle
durchschnittlich mit 2,92 bewertet wurde. Die altersadjustierte Kontrollgruppe erreichte
einen Wert von durchschnittlich 2,20 und die MDS-Gruppe einen Wert von 1,4. Somit
zeigte sich in der bildmorphologischen Auswertung ebenfalls eine geringere Bildung von

NETs in der MDS-Gruppe im Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe.
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NETs Interne Kontrollen Altersadjustierte Kon- | MDS-Gruppe
trollgruppe

+++ (3 Punkte) 16 2 1

+++-++ (2,5Punkte) |1 1 0

++ (2 Punkte) 1 5 3

+ (1 Punkt) 1 4

- 1

z 52,5 Punkte 19,5 Punkte 13 Punkte

(22,92) (< 2,20) (1,4)

Tabelle 3.3 Verteilung und durchschnittliche Bewertung der NET-Bildung
Die Tabelle zeigt die fiir die Auswertung der NET-Bildung vergebenen Punkte. Die vergebenen + - und - -
Zeichen wurden in eine Punkteskala umgerechnet. In der untersten Zeile konnen die jeweilige Gesamt-
punktzahl und das durchschnittlich erreichte Ergebnis abgelesen werden. Insgesamt zeigte sich durch-
schnittlich eine geringere Bildung von NETs in der MDS-Gruppe, als in der altersadjustierten Kontrollgruppe.

45




3.2 Durchflusszytometrische Analysen

3.2.1 Anteil an CD66+ Zellen nach Aufreinigung

Nachdem aus dem peripheren Blut mittels Dichtegradientenzentrifugation die Granulozy-
tenfraktion gewonnen wurde, betrug hierin der Anteil CD66b-positiver Zellen 88,5% in
der altersadjustierten Kontrollgruppe und 68,1% in der MDS-Gruppe. Der Unterschied
war statistisch signifikant (p=0,01). Zur Auswertung wurde zunéachst die Autofluoreszenz

der Probe bestimmt. Danach erfolgte die Positionierung der Gates.

10 10*
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CD&6b FITC
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0,06% | —
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5 444%
10" 0’ 10° 0 io* m:.;':' 10" 10° 10° 10’
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Abb. 3.10 Durchflusszytometrische Auswertung der Antikorperfarbung mit Anti-CD66b und Anti CD45

In der Grafik links ist die Autofluoreszenz der Zellen dargestellt. In der Grafik rechts befinden sich in dem
Quadranten oben rechts die Zellen, die sowohl fiir die Farbung mit dem Antikérper anti-CD66b, als auch fiir
die Farbung mit dem Antikdrper anti-CDA5 positiv sind. Dies macht hier insgesamt 95,56% der Zellen aus.
Die Zellen im Quadranten unten rechts sind positiv fiir die Farbung mit anti CD45, aber exprimieren kein
CD66b.

3.2.2 Anteil an MPO+ Zellen

Nach der Lyse wurden die Zellen zunachst anhand des Sideward Scatter und der CD45-
Expression charakterisiert. Durch Gating der Granulozytenpopulation wurden die Zellen
festgelegt, deren intrazelluldre Myeloperoxidase-Expression bestimmt werden sollte. Fir
den intrazelluldren Nachweis der Myeloperoxidase ergab sich ein Mittelwert von 96,7% in

der altersadjustierten Kontrollgruppe und 99,1% in der MDS-Gruppe.
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Abb. 3.11 Durchflusszytometrische Auswertung der Antikorperfarbung mit Anti-MPO und Anti-CD45

In der IGrafik links ist ein Gate auf die Granulozytenfraktion gelegt. Diese ,eingegateten” Zellen kommen in
der Grafik rechts zur Darstellung. Hier ist Anti-MPO in der Fluoreszenz FITC auf der y-Achse aufgetragen.
Alle Zellen im rechten oberen Quadranten konnten den Anti-MPO Antikorper binden.

3.2.3 Nachweis der Bildung von HOCI mit Hilfe von APF und HPF nach Stimulation mit
H20:

Durch Zugabe von H,0; erhilt die Myeloperoxidase ihr Substrat, dessen Umsetzung in
HOCI die Bildung von NETs auslost. Gemessen wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat
der Farbstoffe APF und HPF, die indirekt auf die Menge des gebildeten Sauerstoffradikals
schlieRen ldsst. Um die Anderung des Signals (AAPF und AHPF) zu bestimmen, wurde zu-
nachst die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der unstimulierten Probe gemessen und
spater von der MFI nach Stimulation subtrahiert. AuBerdem erfolgte die Auswertung der

MFI nach Stimulation und zusatzlicher Gabe der Inhibitoren ABAH und AP.
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Abb 3.12 Durchflusszytometrische Auswertung der Bildung von HOCI mittels APF.

Der linke Teil der Grafik zeigt die Charakterisierung der Zellen gemaR Forward scatter und Sideward scatter
sowie das Gating der Granulozyten. Im rechten Teil der Grafik ist die APF-Expression der Granulozyten auf
der x-Achse dargestellt. a) zeigt die unstimulierten Zellen, b) die Zellen nach Stimulation mit H,0,, und c)
die Zellen nach Stimulation und zusatzlicher Gabe der Inhibitoren ABAH/AP. Man sieht eine deutliche Zu-
nahme der Fluoreszenzintensitdt von APF nach Stimulation. Nach Zugabe der Inhibitoren nimmt diese wie-
der ab, ist aber immer noch deutlich héher als im unstimulierten Zustand.

In der altersadjustierten Kontrollgruppe wurden 13 Proben untersucht. Hierbei ergab sich
ein AAPF von 2932+826 und ein AAPF + Inhibitoren von 2057+788. Durch Zugabe der In-
hibitoren fiel der Anstieg der MFI somit signifikant geringer aus (p=0,003). In der MDS-
Gruppe wurden 12 Proben analysiert. Hier betrug AAPF 2549 £1027 und AAPF + Inhibito-
ren 1407+615. Somit fiel auch innerhalb der MDS-Gruppe der Anstieg der MFI durch Zu-
gabe der Inhibitoren signifikant geringer aus (p=0,002). Beim Vergleich zwischen Kontroll-
gruppe und MDS-Gruppe zeigt sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Ande-
rung der MFI nach Stimulation mit H,0, (p=0,31). Nach Zugabe der Inhibitoren zeigte sich

allerdings eine signifikant geringere Anderung der MFI in der MDS-Gruppe (p=0,02).
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Fluoreszenzintensitat von APF nach Stimulation
mit H202
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Abb. 3.13 Auswertung der Fluoreszenzintensitat (AAPF) in der altersadjustierten Kontrollgruppe und der
MDS-Gruppe nach Stimulation mit H,0,

Das AAPF bezeichnet die mittlere Fluoreszenzintensitdt von APF nach Stimulation mittels H,O, und abziig-
lich der mittleren Fluoreszenzintensitat vor Stimulation (Autofluoreszenz). Es zeigt sich eine signifikante
Abnahme der MFI, sowohl in der altersadjustierten Kontrollgruppe, als auch in der MDS-Gruppe nach Zuga-
be der Inhibitoren. Die MFI nach Zugabe der Inhibitoren unterscheidet sich ebenfalls zwischen der altersad-
justierten Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe signifikant. Das Sternchen (*) zeigt einen signifikanten Un-
terschied auf dem Signifikanzniveau p<0,05 an.

Nach Stimulation mit H,0; und Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes HPF ergab sich in der
Kontrollgruppe nach Auswertung von 13 Proben ein AHPF von 959+322. Nach Zusatz von
Inhibitoren betrug AHPF nur 151+68. Der Unterschied war hoch signifikant (p=4,4*101°).

In der MDS-Gruppe wurde ein AHPF von 9831376 gemessen. Mit Inhibition durch ABAH
und AP ergab sich ein AHPF von 152+99. Auch hier war der Unterschied hoch signifikant
(p=1,0*107). Zwischen der Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe war kein signifikanter

Unterschied zu verzeichnen (p=0,86).
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Abb. 3.14 Durchflusszytometrische Auswertung der Bildung von HOCI mittels HPF
Der linke Teil der Grafik zeigt die Charakterisierung der Zellen gemaR Forward scatter und Sideward scatter

sowie das Gating der Granulozyten. Im rechten Teil der Grafik ist die HPF-Expression der Granulozyten auf
der x-Achse dargestellt. a) zeigt die unstimulierten Zellen, b) die Zellen nach Stimulation mit H,0,, und c) die
Zellen nach Stimulation und zusatzlicher Gabe der Inhibitoren ABAH/AP. Man sieht eine Zunahme der Fluo-
reszenzintensitdt von HFP nach Stimulation. Nach Zugabe der Inhibitoren nimmt diese wieder ab, ist aber
immer noch deutlich héher als im unstimulierten Zustand.
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Fluoreszenzintensitat von HPF nach Stimulation
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Abb. 3.15 Auswertung der Anderung der Fluoreszenzintensitit (AHPF) in der altersadjustierten Kontroll-
gruppe und der MDS-Gruppe

Das AHPF bezeichnet die mittlere Fluoreszenzintensitdt von HPF nach Stimulation mittels H,0, und abziig-
lich der mittleren Fluoreszenzintensitat vor Stimulation (Autofluoreszenz). Es zeigt sich eine signifikante
Abnahme der MFI, sowohl in der altersadjustierten Kontrollgruppe, als auch in der MDS-Gruppe nach Zuga-
be der Inhibitoren. Die MFI nach Zugabe der Inhibitoren unterscheidet sich zwischen der altersadjustierten
Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe nicht. Das Sternchen (*) zeigt einen signifikanten Unterschied auf dem
Signifikanzniveau p<0,02 an

Durch die Differenz der beiden MessgroRen AAPF und AHPF kann die Konzentration an
gebildetem HOCI bestimmt werden. Fir die altersadjustierte Kontrollgruppe ergab sich
hierbei eine Differenz von 1969+670. Nach Zusatz von Inhibitoren betrug die Differenz
1918+742. In der MDS-Gruppe ergab die Subtraktion AAPF-AHPF einen Wert von
1576+864. Nach Zugabe der Inhibitoren betrug die Differenz 1255£551. Somit zeigte sich
weder innerhalb der altersadjustierten Kontrollgruppe (p=0,44) noch innerhalb der MDS-
Gruppe (p=0,20) eine signifikante Anderung durch Stimulation mit H20,. Auch der Ver-
gleich der Gruppen untereinander erbrachte keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
der Reaktion auf die Stimulation mit H,O, (p=0,20). Die MDS-Gruppe reagierte jedoch

signifikant starker auf die Zugabe der Inhibitoren (p=0,01).
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Fluoreszenzintensitat von APF-HPF nach
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Abb. 3.16 Auswertung der HOCI-Bildung in der altersadjustierten Gruppe und der MDS-Gruppe nach Sub-
traktion von AAPF und AHPF

Das AAPF und AHPF bezeichnet die mittlere Fluoreszenzintensitdt von APF und HPF nach Stimulation mit-
tels H,0, und abziiglich der mittleren Fluoreszenzintensitat vor Stimulation (Autofluoreszenz). Zur Ermitt-
lung der mittleren Fluoreszenzintensitdt von Hypochlorid, als Produkt der Myeloperoxidase, werden diese
beiden Werte voneinander abgezogen (AAPF-AHPF). Es zeigt sich nach Zugabe der Inhibitoren ein signifi-
kanter Unterschied der MFI zwischen der altersadjustierten Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe. Das
Sternchen (*) zeigt einen signifikanten Unterschied auf dem Signifikanzniveau p<0,02 an.
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3.2.4 Nachweis von H20; mittels DHR nach Stimulation mit PMA

Nach der Zugabe des Fluorochroms DHR, kann vor allem H;0,, aber auch eine Reihe an-
derer ROS als Nebenprodukte beim oxidative burst, eine Oxidation des Farbstoffes her-
vorrufen. Gemessen wurde in diesem Ansatz die MFI nach Aktivierung mit PMA und nach
Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP und DPI. In der altersadjustierten Kontrollgruppe ergab
sich nach der Aktivierung mit PMA ein ADHR von 138141. ADHR errechnet sich aus der
Differenz zwischen Autofluoreszenz von DHR und der MFI nach Aktivierung mit PMA.
Nach Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP zeigte sich eine MFI von 71+19 und nach Zugabe
des Inhibitors DPI eine MFI von 1314. Somit fand sich innerhalb der Kontrollgruppe eine
signifikante Abnahme der MFI, sowohl nach Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP (p=2,4*10°)
als auch nach Zugabe des Inhibitors DPI (p=1,3*109). In der MDS-Gruppe betrug die MFI
nach Stimulation mit PMA 116+63. Nach Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP betrug die MFI
65118 und nach Zugabe des Inhibitors DPI 14+6. So zeigte sich innerhalb der MDS-Gruppe
ebenfalls eine signifikante Abnahme der MFI nach Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP
(p=0,01) und DPI (p=1,3*10"). Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der MDS-Gruppe
war kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Ergebnisse nach Stimulation mit PMA

(p=0,29) bzw. Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP (p=0,85) und DPI (p=0,55) zu verzeichnen.

Fluoreszenzintensitat von DHR nach Stimulation mit PMA
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Abb. 3.17 mittlere Fluoreszenzintensitdt von DHR nach Stimulation mit PMA und Zugabe der Inhibitoren
ABAH/AP bzw. DPI

Das ADHR bezeichnet die mittlere Fluoreszenzintensitat von DHR nach Stimulation mittels PMA und abziig-
lich der mittleren Fluoreszenzintensitat vor Stimulation (Autofluoreszenz). Es zeigt sich, sowohl in der al-
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tersadjustierten Kontrollgruppe, als auch in der MDS-Gruppe eine signifikante Abnahme der MFI nach Zu-
gabe der Inhibitoren ABAH/AP und des Inhibitors DPI. Signifikante Unterschiede in der MFI zwischen der
altersadjustierten Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe bestehen nicht. Das Sternchen (*) zeigt einen signi-
fikanten Unterschied auf dem Signifikanzniveau p<0,02 an

3.2.5 Nachweis von 0% mittels HE nach Stimulation mit PMA

Fir den Nachweis von O* wurde die MFI von HE nach Stimulation mit PMA und nach Zu-
gabe des Inhibitors DPI gemessen. Fir die Kontrollgruppe ergab sich hierbei nach Stimula-
tion mit PMA und nach Abzug der Autofluoreszenz eine MFI von 95+30. Bei Zugabe des
Inhibitors zeigte sich eine signifikant geringere MFI von 15 6 (p=2,9*101%).

In der MDS-Gruppe fand sich nach Stimulation mit PMA eine MFIl von 124+44. Bei Zugabe
des Inhibitors zeigte sich ebenfalls eine signifikante geringere MFl von 21112 (p=1,2
*108). Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander, was die Er-

gebnisse nach Stimulation mit PMA (p=0,23) oder Zugabe des Inhibitors (p=0,11) betrifft.
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Abb. 3.18 Fluoreszenzintensitat von HE nach Stimulation mit PMA

Das AHE bezeichnet die mittlere Fluoreszenzintensitdt von HE nach Stimulation mittels PMA und abziiglich
der mittleren Fluoreszenzintensitat vor Stimulation (Autofluoreszenz). Es zeigt sich ein signifikanter Unter-
schied der MFI vor und nach Zugabe des Inhibitors DPI in der altersadjustierten Kontrollgruppe und der
MDS-Gruppe. Signifikante Unterschiede zwischen der altersadjustierten Kontrollgruppe und der MDS-
Gruppe bestehen nicht. Das Sternchen (*) zeigt einen signifikanten Unterschied auf dem Signifikanzniveau
p<0,02 an.
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3.2.6 Veranderung des Zelldurchmessers im Forward Scatter nach Stimulation mit PMA

Um die Verdanderung des Zelldurchmessers, die sich nach Stimulation mit PMA bereits bei
der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung gezeigt hat, auch durchflufzytometrisch zu
erfassen, erfolgte eine Auswertung der Zellen im Forward Scatter vor und nach der Stimu-
lation mit PMA und in Abhdngigkeit von der Zugabe eines Inhibitors. Vor der Auswertung
wurde ein Cut off - Wert festgelegt und nachfolgend der prozentuale Anteil an Zellen un-
terhalb und oberhalb dieses Wertes bestimmt.

In der Kontrollgruppe lagen vor Stimulation durchschnittlich 11%+5% der Zellen oberhalb
des Cut off. Nach Stimulation ergab sich ein A PMA von 47%%17,3% als Differenz zwischen
dem Ausgangswert und dem Wert nach Stimulation. Der Anstieg war statistisch hoch sig-
nifikant (p=9,9*107). Nach Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP lagen 45%+14% der Zellen
oberhalb des Cut off; dies war keine statistisch signifikante Anderung (p=0,34). Nach Zu-
gabe des Inhibitors DPI waren es 35%112 der Zellen; dies ist eine signifikante Verminde-
rung (p=0,02).

In der MDS-Gruppe lagen vor Stimulation durchschnittlich 28%+16 % der Zellen oberhalb
des Cut off. Nach Stimulation ergab sich ein A PMA von 27%+12%. Der Anstieg war statis-
tisch nicht signifikant (p=0,28). Nach Inhibition mit ABAH/AP wurde ein Wert von 29%% 13
% und nach Inhibition mit DPI ein Wert von 27%18% bestimmt. Die Verwendung der Inhi-
bitoren wirkte sich nicht signifikant (p=0,32 ABAH/AP; p=0,48 DPI) auf die Veranderung
der ZellgréRe aus.

In der altersadjustierten Kontrollgruppe war der Anteil der Zellen, die ohne Stimulation
oberhalb des Cut off lagen, signifikant kleiner als in der MDS-Gruppe (p=0,0006). Im Ge-
gensatz dazu war nach Stimulation mit PMA die Anzahl der Zellen oberhalb des Cut off in
der Kontrollgruppe signifikant hoher als in der MDS-Gruppe (p=0,003). Auch nach Inhibi-
tion mit ABAH/AP war der Anteil in der Kontrollgruppe noch signifikant héher (p=0,02),
wahrend sich nach Inhibition mit DPI kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden

Gruppen fand (p=0,16).
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Abb. 3.19 Durchflusszytometrische Auswertung der Verdanderung des Zelldurchmessers nach Stimulation
mit PMA

In der Grafik auf der linken Seite ist ein dot plot Diagramm mit Auftragung des Seitwartsstreulichtes (SSC)
und des Vorwadrtsstreulichtes (FSC) gezeigt. Anhand der Auftrennung der einzelnen Zellpopulationen nach
ihrer GroRBe und Granularitdt kann die Granulozytenfraktion ,gegatet” werden. Die Diagramme auf der
rechten Seite zeigen die Granulozytenfraktion a) vor Stimulation, b) nach Stimulation mit PMA, c) nach
Stimulation mit PMA und Inhibition mittels ABAH/AP und d) nach Stimulation mit PMA und Inhibition mit-
tels DPI. Der Forward Scatter bezeichnet hier die ZellgréRe. Deren Verdnderung vor und nach Stimulati-
on/Inhibition wird Gber den Marker (M2) quantifiziert.

Betrachtet man im gleichen Versuchsansatz Zellen im Forward Scatter, die nicht mit PMA,
sondern mit H.0; stimuliert wurden, so konnte in keiner Gruppe vor und nach Stimulation
oder Zugabe von Inhibitoren eine signifikante Verdanderung des Zelldurchmessers nach-
gewiesen werden. In der altersadjustierten Kontrollgruppe betrug der Anteil der Zellen
oberhalb des Cut off vor Stimulation 11% * 6%, nach Stimulation mit H20; 9% + 7% und
nach Zugabe von ABAH/AP 10% + 6%. In der MDS-Gruppe betrug der Anteil 27% +1 0%
vor Stimulation, 10% * 11% nach Zugabe von H,0; und 9% * 6% nach Zugabe der Inhibito-

ren.
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3.2.7 Veranderung der Granularitat im Sideward Scatter nach Stimulation mit H,0-

Zur Beurteilung der Veranderung der Granularitat wurde wieder ein Cut off-Wert festge-
legt und der Anteil an Zellen bestimmt, die diesen Cut off beim Experiment Uber- oder
unterschritten. Analog zum vorher beschriebenen Versuch wird hier eine Verdanderung
betrachtet. Der Cut off wurde hoch angesetzt, da zunachst eine Abnahme der Granulari-
tat und damit eine Abnahme der Intensitat der Seitwartsstrahlung angenommen wurde.
In der Kontrollgruppe ergab sich fiir die unstimulierte Probe ein Mittelwert von 62%+12%
der Zellen oberhalb der Markierung, d.h. im Bereich M2. Nach Stimulation mit H,0, wur-
de ein Anteil von 29%113% bestimmt. Die Differenz dieser beiden Werte ergibt ein A
H20;, von 32%+11% als Ausdruck der Anzahl an Zellen, deren Granularitdit abgenommen
hat.. Nach Zugabe der Inhibitoren ABAH/AP sank der Anteil der Zellen, die eine morpho-
logische Veranderung zeigten, auf A Inhibitor von 8%+6%. So zeigte sich zunachst nach
Zugabe von H;0; ein signifikanter Rickgang der Granularitdt unter den Cut off-
Wert(p=9,4*

108). Nach Zugabe des Inhibitors verschob sich die Kurve signifikant nach rechts
(p=1,8*10%).

In der MDS-Gruppe ergab sich fir die unstimulierte Probe ein Anteil von 43%+20% der
Zellen oberhalb der Markierung, also im Bereich M2. Nach Stimulation mit H.O; sank der
Anteil um 18%18%. Somit ergab sich auch in der MDS-Gruppe zunachst ein signifikanter
Rickgang der Zellen oberhalb des Cut off (p=0,0003). Nach Zugabe der Inhibitoren ver-
minderte sich der Anteil der Zellen mit morphologischer Verdanderung auf 9%+4%. Dies
war statistisch signifikant (p=0,0004). Trotzdem zeigte sich der Unterschied in der MDS-
Gruppe nicht so deutlich wie in der altersadjustierten Kontrollgruppe.

Insgesamt war nach Stimulation mit H,0, die Abnahme des Seitwartsstreulichtes als Zei-
chen der Abnahme der Granularitat der Zellen in der MDS-Gruppe signifikant geringer als

in der altersadjustierten Kontrollgruppe (p=0,002).
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Abb. 3.20 Durchflusszytometrische Auswertung der Veranderung des Zelldurchmessers anhand des Side
Scatter nach Stimulation mit H,0,

In der Grafik auf der linken Seite ist ein dot plot Diagramm mit Auftragung des Seitwartsstreulichtes (SSC)
und des Vorwadrtsstreulichtes (FSC) gezeigt. Anhand der Auftrennung der einzelnen Zellpopulationen nach
ihrer GroBe und Granularitdt kann die Granulozytenfraktion ,,gegatet” werden. Die Diagramme rechts zei-
gen die Granulozytenfraktion a) vor Stimulation, b) nach Stimulation mit H,0, und c) nach Stimulation mit
H>0; und Inhibition mittels ABAH/AP. Der Side Scatter bezeichnet hier die Zellgranularitat. Deren Verédnde-
rung vor und nach Stimulation/Inhibition wird Gber den Marker (M2) quantifiziert.
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4. Diskussion

4.1. Fluoreszenzmikroskopische Analysen

2004 wurde die Bildung von NETs erstmalig von Brinkmann et al. beschrieben (Brinkmann
et al., 2004). Es folgten weitere fluoreszenzmikroskopische Darstellungen und Auswer-
tungen, die eine genauere Beschreibung des zeitlichen Ablaufs und der biochemischen
Voraussetzungen ermdglichten. Im ersten Schritt der NET-Bildung erfolgt die Dekonden-
sierung des Zellkerns, so dass sich das Kern-Plasma-Verhaltnis zugunsten des Zellkerns
verschiebt. Im weiteren zeitlichen Verlauf kommt es zur Auflésung der Zellmembran, so
dass Chromatin und neutrophile Elastase in den Extrazellularraum entweichen. Farbt man
den Zellkern und die neutrophile Elastase, so kann man im unstimulierten Zustand noch
die Trennung zwischen dem Zellkern und der im Zytoplasma befindlichen neutrophilen
Elastase erkennen. Nach Stimulation der NET-Bildung kommt es zu einer GréRenzunahme
des Zellkerns und der Zelle insgesamt, so dass fluoreszenzmikroskopisch die einzelnen
Granula mit neutrophiler Elastase dargestellt werden kénnen. Danach erfolgt die Auflo-
sung der Kernmembran, so dass DNA und die neutrophile Elastase im Zytoplasma zu-
nachst kolokalisiert sind und schlieBlich durch Auflésung der Zellmembran in den Extra-
zellularraum gelangen (Fuchs et al., 2007). Die Fragmentierung der Kernmembran und die
Dekondensierung des Chromatins fiihren dazu, dass in der Folge Bindungsstellen fiir Anti-
Histon-Antikorper freiwerden (Ermert et al., 2009). Die morphologischen Verdnderungen,
die mit messbaren Anderungen der Fluoreszenzintensitit und der Beschaffenheit einzel-
ner Zellkompartimente einhergehen, kdnnen zur strukturierten mikroskopischen Quanti-
fizierung und Auswertung der Bildung von NETs herangezogen werden (Brinkmann et al.,
2012).

In diesem ersten experimentellen Teil der Doktorarbeit wurden anhand solcher Merkmale
mogliche Unterschiede in der Bildung von NETs zwischen Patienten mit MDS und einer
altersadjustierten Kontrollgruppe untersucht. So erfolgte die Auswertung der mittleren
Fluoreszenzintensitat vor und nach Stimulation von neutrophilen Granulozyten, die Be-
schreibung der morphologischen Veranderung Uber die Zeit, die Auswertung der NET-
Bildung mittels automatisierter mikroskopischer Datenauswertung, sowie eine zusatzliche

visuelle Uberpriifung anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen.

59



4.1.1 Bei Patienten mit MDS findet sich eine erhbhte mittlere Fluoreszenzintensitadt von
DAPI und FITC nach 180-miniitiger Stimulation mit PMA

Im Rahmen der morphologischen Veranderungen wahrend der NET-Bildung beschrieben
Brinkmann et al. bereits eine Veranderung der Fluoreszenzintensitat bei der Farbung von
Chromatin und Histonen. In der Chromatinfarbung zeigte sich eine Abnahme der Fluores-
zenzintensitat, wahrend es bei der Histonfarbung durch Dekondensierung des Chromatins
und Freilegung der Histonbindungsstellen fir den verwendeten Antikdrper zu einer Zu-
nahme der Fluoreszenintensitdat kam (Brinkmann et al., 2012). In unseren Experimenten
zeigte sich in beiden Gruppen ebenfalls eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat des mit
DAPI angefarbten Chromatins. In der MDS-Gruppe war die Fluoreszenzintensitat nach
180-minutiger Stimulation mit PMA im Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe
allerdings noch signifikant hoher. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die Dekondensie-
rung des Chromatins in der MDS-Gruppe schwacher ist und wahrscheinlich nicht vollstan-
dig durchgefiihrt werden kann. Bei der Anfarbung der Histon-Proteine konnte, wie durch
Brinkmann et al. beschrieben, eine Zunahme der MFI lber die Zeit beobachtet werden. In
der MDS-Gruppe zeigte sich vor Stimulation eine signifikant niedrigere MFI. Nach 180-
minutiger Stimulation unterschieden sich die beiden Gruppen nicht mehr signifikant von-
einander. Die Unterschiede in der MFI vor Stimulation deuten auf eine starkere Chroma-
tinkondensierung von neutrophilen Granulozyten bei Patienten mit MDS hin. Entspre-
chende dysplastische Verdanderungen sind bei Patienten mit MDS beschrieben (Germing
et al., 2012). Die fehlenden Unterschiede zwischen beiden Gruppen nach 180-mintiger
Stimulation zeigen, dass die Dekondensierung des Chromatins in der MDS-Gruppe zwar
schwacher ausfallt, aber zumindest eine dhnliche Bindung des Anti-Histon-Antikdrpers
ermoglicht.

Bei der Farbung der neutrophilen Elastase mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC zeigte sich
in beiden Gruppen zundchst eine signifikante Abnahme der Fluoreszenzintensitat nach 30
Minuten. Morphologisch kommt es in dieser Zeit zu einer Gréflenzunahme des Zellkerns,
aber auch des gesamten Zellvolumens. Die Granula im Zytoplasma sind nun deutlicher zu
erkennen. Die Abnahme der Fluoreszenzintensitat kann also durch eine starkere raumli-
che Verteilung der neutrophilen Elastase erklart werden und verldauft analog zur Abnahme
der MFI bei der Chromatinfarbung, die durch Dekondensierung des Zellkerns und damit

starkere rdumliche Trennung der einzelnen Bindungsstellen zu erkldren ist. Nach 180-
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minutiger Stimulation kommt es dann zu einem leichten, nicht signifikanten Wiederan-
stieg der MFI von FITC in der altersadjustierten Kontrollgruppe, so dass man hier insge-
samt von einer signifikant verminderten MFI nach 180-minttiger Stimulation sprechen
kann. In der MDS-Gruppe zeigt sich hingegen, dass nach dem initialen Abfall der MFI nach
30 Minuten eine wieder verstarkte MFI nach 180-minttiger Stimulation vorliegt. Auch
hierdurch ergibt sich wieder ein Hinweis darauf, dass sich bestimmte dysplastische Ver-
anderungen bei MDS, in diesem Fall die Granula betreffend, in einer eingeschrankten

Freisetzung der neutrophilen Elastase bei der Bildung von NETs widerspiegeln.

4.1.2 Bei Patienten mit MDS kommt es zu einer geringeren Auspragung von NETs nach
180-miniitiger Stimulation mit PMA im Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe
Die Bildung von NETs wurde mithilfe zweier unterschiedlicher Verfahren beurteilt. Erstens
wurde die von Brinkmann et al. beschriebene automatisierte mikroskopische Quantifizie-
rung von NETs durchgefiihrt (Brinkmann et al., 2012). Hierbei wird durch eine Computer-
software in funf reprasentativen Ausschnitten in der Chromatinfarbung und der Histon-
farbung anhand der MFI die Anzahl an NETs ermittelt. Aufgrund der oben beschriebenen
Dynamik wahrend der NET-Bildung und der Zunahme der MFI bei der Chromatinfarbung
erfolgte eine automatisierte Auswertung der Zellen vor und nach Stimulation. Wir konn-
ten zeigen, dass nach 180-mindtiger Stimulation mit PMA in der MDS-Gruppe signifikant
weniger Zellen NETSs bilden als in der altersadjustierten Kontrollgruppe.

Zweitens wurden Overlays der in den einzelnen Fluoreszenzkandlen aufgenommenen
Bilder erstellt, die durch einen Untersucher hinsichtlich der Auspragung der NET-Bildung
in funf Kategorien bewertet wurden. Zur Orientierung erfolgte der Vergleich mit einer
internen Standardkontrolle. Als Standardkontrolle diente die Blutprobe einer gesunden
Kontrollperson, die zeitgleich zur Patientenprobe entnommen wurde und parallel zu die-
ser alle Aufarbeitungs- und Farbeschritte durchlief. Auch bei dieser Auswertung konnten
wir zeigen, dass die Auspragung der NET-Bildung in der MDS-Gruppe deutlich geringer

war als in der altersadjustierten Kontrollgruppe.
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4.1.3 Bei MDS Patienten finden sich Unterschiede hinsichtlich der Zellgr6Re vor und
nach Stimulation mit PMA im Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe

Bis hierhin konnten wir zeigen, dass in der MDS-Gruppe weniger Zellen NETs bilden als in
der altersadjustierten Kontrollgruppe und dass Unterschiede in der Anfarbbarkeit ver-
schiedener Zellstrukturen im zeitlichen Verlauf wahrend der NET-Bildung bestehen. Um
diese deutlicher zu charakterisieren, erfolgten weitere morphologische Auswertungen mit
Hilfe der Computersoftware (Imagel/Fiji), um sowohl den Durchmesser des Zellkerns, als
auch den Durchmesser der gesamten Zelle zu erfassen.

Zunachst fiel auf, dass eine signifikant niedrigere Anzahl an Zellen in der MDS-Gruppe im
Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe zur Verfligung stand. Vor der Stimulation
wurde kein signifikanter Unterschied in der Zellzahl festgestellt (p=0,08). Dies deutet da-
rauf hin, dass der Unterschied nach der Stimulation nicht durch unzuldngliche Praparation
der Zellen, sondern durch erhéhte Vulnerabilitat oder mangelhafte Adhdsionsmoglichkeit
der MDS-Zellen auf dem Objekttrager zu erklaren ist.

Bei der Auswertung des Zellkerndurchmessers in der Chromatinfarbung konnte gezeigt
werden, dass wahrend des Experiments sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der
MDS-Gruppe eine Zunahme des Durchmessers auftritt. Dies entspricht der Dekondensati-
on des Zellkerns und damit dem erwarteten Ergebnis. Es fallt allerdings auf, dass sich der
Durchmesser vor Stimulation in der MDS-Gruppe zunachst signifikant groRer darstellt als
in der altersadjustierten Kontrollgruppe; die GréBenzunahme dann aber in der MDS-
Gruppe geringer ausfillt, so dass nach 180-mintiger Stimulation der Durchmesser in der
Kontrollgruppe signifikant groRer ist. Auch in der Histonfarbung kann nach 180-minitiger
Stimulation ein signifikant gréBerer Durchmesser in der Kontrollgruppe festgestellt wer-
den. Dieser Befund unterstiitzt die Ergebnisse der Messung der mittleren Fluoreszenzin-
tensitdt in 4.1.1 und gibt weitere Hinweise darauf, dass in der MDS-Gruppe bereits vor
Stimulation Veranderungen im Zellkern bestehen und es nach der Stimulation zu einer
geringeren Dekondensierung des Chromatins kommt.

Auch der geringere Zelldurchmesser nach Stimulation passt zu dem Befund einer insuffi-
zienten NET-Bildung in der MDS-Gruppe, da sich bei MDS weniger NET-typische Struktu-
ren ausbilden und das Chromatin nicht in den Extrazellularraum abgegeben wird. Be-
trachtet man den Zelldurchmesser in der Elastase-Farbung, so zeigt sich zundchst ein An-

stieg des Zelldurchmessers nach 30 Minuten Stimulation mit PMA. Nach 180-mintiger
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Stimulation kommt es dann zu einem Rickgang des Durchmessers auf nahezu den Aus-
gangswert. Nach 30-mindtiger Stimulation fallt ein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der MDS-Gruppe auf. Die Zunahme des Durchmessers ist in der MDS-
Gruppe deutlich geringer. Ahnlich wie bei den Messungen der MFI fiir die neutrophile
Elastase ergeben sich auch hier Hinweise auf eine Dysfunktion hinsichtlich der Organisati-

on der Granula, was zu einer verminderten Ausbildung von NETs beitragen kann.

4.2 Durchflusszytometrische Analysen

Im zweiten Teil der Doktorarbeit geht es vor allem um die durchflusszytometrische Analy-
se von NETs und die damit verbundene Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies. Fuchs et
al. beschrieben 2007, dass fiir die Ausbildung von NETs reaktive Sauerstoffspezies erfor-
derlich sind. Zunachst stand die Aktivitat des Enzyms NADPH-Oxidase im Fokus, da Gra-
nulozyten von Patienten mit CGD (chronic granulomatous disease), die einen Mangel oder
sogar ein Fehlen der NADPH-Oxidase aufweisen, in vitro nicht in der Lage sind NETs aus-
zubilden. Durch die Inhibition dieses Enzyms mit Hilfe von Diphenyleniodoniumchlorid
(DPI) konnte die Bildung von ROS und damit auch von NETs unterdriickt werden (Fuchs et
al., 2007). In weiteren Experimenten beschrieben Metzler et al. 2011, dass auch ein Feh-
len der Myeloperoxidase die Ausbildung von NETs verhindert. Es konnte gezeigt werden,
dass eine Hemmung des Enzyms mittels ABAH bei gesunden Spendern die Bildung von
NETs reduziert. Insgesamt konnte aber nur eine komplette Hemmung und nicht eine par-
tielle Funktionseinschrankung die Ausbildung von NETs deutlich beeinflussen (Metzler et
al.,, 2011). In diesem Teil der Doktorarbeit sollten ROS vor und nach Stimulation durch-
flusszytometrisch mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen quantifiziert werden. Dabei wurde
das Superoxid-Anion als Produkt der NADPH-Oxidase, Hypochlorid als Produkt der Mye-
loperoxidase und Wasserstoffperoxid als Zwischenprodukt und Substrat der Myeloper-
oxidase betrachtet. Es kamen Hemmstoffe der NADPH-Oxidase und Myeloperoxidase zum
Einsatz, um den Beitrag dieser Enzyme zur Produktion einzelner ROS zu erfassen. Vergli-

chen wurde die Bildung von ROS in der MDS-Gruppe und der altersadjustierten Kontroll-

gruppe
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4.2.1 In der MDS-Gruppe konnten weniger CD66+ Zellen aufgereinigt werden als in der
altersadjustierten Kontrollgruppe

Fir die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurden Granulozyten mittels Dich-
tegradientenzentrifugation angereichert. Die Reinheit der Granulozytenfraktion wurde
mit Hilfe von Anti-CD66b, einem hauptsachlich auf Granulozyten exprimiertem Antigen,
kontrolliert. Hierbei ergab sich ein signifikant niedrigerer Granulozytenanteil in der MDS-
Gruppe im Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe. Bereits in den Vorversuchen
konnte durch Wiederholung der Prozedur eine Anhebung des Granulozytenanteils nur
unter Inkaufnahme eines erheblichen Zellverlustes erreicht werden. Die schlechteren
Ergebnisse bei der Aufreinigung der Blutproben der MDS-Gruppe sind wahrscheinlich auf
eine hohere Fragilitat und/oder ein verdandertes Sedimentationsverhalten der zumeist
dysplastischen Zellen im peripheren Blut zuriickzufiihren. Eine Ausweitung der Proben-
vorbereitung durch zusatzliche Zentrifugationsschritte hatte potentiell zu einer Verfal-
schung nachgeschalteter Experimente durch bevorzugte Anreicherung nicht-
dysplastischer Zellen fiihren konnen. Erfreulicherweise stellte sich heraus, dass eine In-
tensivierung der Granulozytenanreicherung nicht erforderlich war. Durch das Anfarben
der neutrophilen Elastase in den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen kdnnen
neutrophile Granulozyten eindeutig von anderen Zellpopulationen unterschieden wer-
den. Diese zusatzliche Kontrollmdéglichkeit ergab, dass nach Aufbringen der Zellen auf die
Cover Slips, sowie nach Farbung und mehrmaligem Waschen bei der mikroskopischen
Betrachtung kein signifikanter Unterschied zwischen dem prozentualen Granulozytenan-
teil in der MDS-Gruppe und der Kontrollgruppe mehr bestand. Dies ist vermutlich auf die

fehlende Adhdsionsfahigkeit anderer Zellpopulationen zurtickzufihren.

4.2.2 Das Enzym Myeloperoxidase kann sowohl in der MDS-Gruppe als auch in der al-
tersadjustierten Kontrollgruppe in iiber 95% der Granulozyten nachgewiesen werden

Mit der intrazelluldren Antikorperfarbung gegen die Myeloperoxidase konnten wir zeigen,
dass sowohl in der MDS-Gruppe als auch in der altersadjustierten Kontrollgruppe in mehr
als 95% der neutrophilen Granulozyten das Enzym Myeloperoxidase nachweisbar ist. Da-
mit ist aber noch nicht die Frage beantwortet, ob auch die Funktion des Enzyms erhalten

ist.
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4.2.3 Der Nachweis von HOCI zeigt nach Zugabe von Inhibitoren der Myeloperoxidase
einen signifikanten Unterschied zwischen der MDS-Gruppe und der altersadjustierten
Kontrollgruppe

Um Auskunft tber die Funktion der Myeloperoxidase zu erhalten, wurde die Konzentrati-
on von Hypochlorid (HOCI) als Produkt der Enzymreaktion gemessen. In frilheren Arbei-
ten konnte bereits gezeigt werden, dass HOCI essentiell fir die Ausbildung von NETs ist.
Durch die Substitution von HOCI nach Inhibition der Myeloperoxidase kann die NET-
Bildung auch ohne die Aktivitdt des Enzyms erfolgen (Akong-Moore et al., 2012). Der
Nachweis von HOCI erfolgte mittels zweier Fluoreszenzfarbstoffe, die in Kombination ei-
nen spezifischen Nachweis der HOCI-Konzentration erbringen. Beide Fluoreszenzfarbstof-
fe konnen durch das Hydroxylradikal (OH") und Peroxinitrit (ONOO") oxidiert werden; da-
bei handelt es sich um Nebenprodukte, die beim oxidative burst durch unspezifische Re-
aktionen gebildet werden. Nur einer der Farbstoffe reagiert zusatzlich mit Hypochlorid.
Durch Substraktion der Ergebnisse erhdlt man die HOCI-Konzentration, ohne unspezifi-
sche Reaktionen berticksichtigen zu missen (Setsukinai et al., 2003). Durch den Einsatz
von Inhibitoren der Myeloperoxidase, wie 4-Aminobenzoic-hydrazid (ABAH) und 4-
Dimethylamino-antipyrin (AP), sollte gezeigt werden, dass die Inhibition der Myeloper-
oxidase unsere Messergebnisse im Sinne einer Verminderung der HOCI-Produktion beein-

flusst.

Myeloperaxidase ocL
HIUI OH- - ' = UCL-
ONOO"
ABAH/AP

Abb. 4.1 Bestimmung der HOCI-Konzentration mittels APF und HPF

Die Myeloperoxidase produziert neben OCI" weitere unspezifische Sauerstoffradikale als Nebenprodukte.
Da der Fluoreszenzfarbstoff HPF kein OCI- detektiert, kann die Hypochloridkonzentration rechnerisch durch
die Subtraktion der beiden Fluoreszenzfarbstoffe voneinander bestimmt werden.
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Mit unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass nach Aktivierung der Myeloperoxi-
dase mittels H,0, zundchst ein signifikanter Unterschied der MFI zwischen den beiden
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffen APF und HPF besteht. So konnte fiir APF, der neben
OH und ONOO" auch HOCI detektiert, in der MDS-Gruppe und der altersadjustierten Kon-
trollgruppe eine signifikant hohere MFI nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin,
dass durch diese beiden Fluoreszenzfarbstoffe auch in unserem experimentellen Ansatz
selektiv HOCI bestimmt werden kann. Nach Aktivierung durch H,O; konnte fiir die einzel-
nen Farbstoffe und auch fir die HOCI-Konzentration zunachst kein signifikanter Unter-
schied zwischen der MDS-Gruppe und der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Nach
Zugabe der Inhibitoren ABAH und AP zeigte sich jedoch eine signifikant geringere MFI fir
den Fluoreszenzfarbstoff APF in der MDS-Gruppe, wohingegen sich die MFI von HPF nicht
signifikant zwischen den beiden Gruppen unterschied. Auch die errechnete HOCI-
Konzentration war in der MDS-Gruppe signifikant niedriger als in der altersadjustierten
Kontrollgruppe. Dies zeigt zunachst, dass die Myeloperoxidase nicht vollstandig, sondern
nur partiell in ihrer Funktion inhibiert werden konnte. Der Befund, dass eine Inhibition
der Myeloperoxidase die Konzentration von APF und nicht die von HPF in der MDS-
Gruppe signifikant verandert, legt nahe, dass die Aktivitat der Myeloperoxidase in der
MDS-Gruppe starker beeinflusst werden kann als in der altersadjustierten Kontrollgruppe.
Dies deutet auf eine verminderte Enzymaktivitdit der Myeloperoxidase in der MDS-
Gruppe hin. Um der Frage nachzugehen, warum erst durch partielle Inhibition des Enyzms
diese Unterschiede zwischen der MDS-Gruppe und der altersadjustierten Kontrollgruppe
messbar werden, muss die Arbeit von Metzler et al. 2011 herangezogen werden. In dieser
Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass trotz einer partiellen Inhibition der Myeloper-
oxidase noch NETs ausgebildet werden und nur eine komplette MPO-Defizienz dazu fiihrt,
dass keine NETs mehr gebildet werden konnen (Metzler et al., 2011). Auch Parker et al.
beschrieben, dass eine Restaktivitat der Myeloperoxidase von 3% zur Ausbildung von
NETs ausreichend ist (Parker and Winterbourn, 2012). Ab wann eine partielle Inhibition
der Myeloperoxidase zu einer mit unserer Methode messbaren Verminderung der HOCI-
Konzentration fihrt, konnte bislang noch nicht gezeigt werden. Unserer Meinung nach
unterstitzt dieses Ergebnis, auch im Hinblick auf die mikroskopisch nachgewiesene ver-
minderte Ausbildung von NETs in der MDS-Gruppe, die Vermutung, dass eine verminder-

te Aktivitat der Myeloperoxidase bei Patienten mit MDS einen wichtigen Faktor bei der
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verminderten Bildung von NETs darstellt, aber nicht als alleinige Ursache angesehen wer-

den kann.

4.2.4 Der Nachweis von reaktiven Sauerstoffradikalen mittels DHR unterscheidet sich
nicht signifikant zwischen der MDS-Gruppe und der altersadjustierten Kontrollgruppe

Um weitere reaktive Sauerstoffspezies zu betrachten, die eine wichtige Rolle beim oxida-
tive burst spielen, erfolgte nach Stimulation mit PMA die Messung von ROS mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes DHR. DHR kann in Anwesenheit einer Katalase unter anderem
durch 0%, H,0,, HOCl und ONOO" oxidiert werden. Daher wird dieser Fluoreszenzfarbstoff
haufig als allgemeiner Nachweis fiir die Starke des oxidative burst verwendet. In unserem
experimentellen Ansatz konnte durch den Einsatz von DHR gezeigt werden, dass sich die
Starke des durch PMA ausgeldsten oxidative burst nicht zwischen der MDS-Gruppe und
der altersadjustierten Kontrollgruppe unterscheidet. Mit Inhibitoren der Myeloperoxidase
und NADPH-Oxidase konnte eine signifikante Verminderung der ROS-Bildung in beiden
Gruppen erreicht werden. Die Inhibition der NADPH-Oxidase mittels DPI fiihrte sogar zu
einer starkeren Reduktion der MFI als die Inhibition der Myeloperoxidase. Wir konnten
zeigen, dass sich die Bildung von ROS nach Aktivierung mit PMA nicht signifikant zwischen
der MDS-Gruppe und der altersadjustierten Kontrollgruppe unterscheidet. PMA erwies
sich somit als geeignetes Stimulanz fur die Aktivierung des oxidative burst in beiden
Gruppen. Dass die Bildung von ROS in beiden Gruppen lber die NADPH-Oxidase und die
Myeloperoxidase erfolgt, schliefen wir aus der Verminderung der ROS-Bildung bei Inhibi-
tion dieser Enzyme. Dies ist ein wichtiger Befund, da sowohl die Méglichkeit der Bildung
von ROS Uber alternative Reaktionswege als auch die Mdglichkeit der Aktivierung der

NET-Bildung durch andere Stimulanzien beschrieben wurde.

4.2.5 Der Nachweis von reaktiven Sauerstoffradikalen mittels Hydroethidium unter-
scheidet sich nicht signifikant zwischen der MDS-Gruppe und der altersadjustierten
Kontrollgruppe

Dass die Produktion von Superoxidanion durch die NADPH-Oxidase wichtig fir die Bildung
von NETs ist, ergab sich in der Vergangenheit sowohl durch experimentelle Ansdtze mit
Inhibitoren als auch durch Beobachtungen bei Patienten mit Mutationen in diesem En-
zym. Die NADPH-Oxidase ist ein Schlisselfaktor fiir die Fahigkeit NETs bilden zu kénnen.

Um der Frage nachzugehen, ob bei Patienten mit MDS eine verminderte Aktivitat der
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NADPH- Oxidase vorliegt, die zu einer verminderten Bildung von Superoxidanion und da-
mit zu einer sekunddren Funktionsstorung der Myeloperoxidase durch mangelndes Sub-
strat fihrt, wurde die Bildung von Superoxidanionen experimentell Gberpruft.

Wir konnten zeigen, dass die MFI von Hydroethidium sich nicht signifikant zwischen der
MDS-Gruppe und der altersadjustierten Kontrollgruppe unterscheidet. Durch die Zugabe
des Inhibitors DPI war es in beiden Gruppen maglich, eine signifikante Reduktion der MFI
zu erzielen. Hierdurch konnten wir zeigen, dass die Bildung von Superoxidanionen auf die
Aktivitat der NADPH-Oxidase zurtickzufiihren ist und nicht durch alternative Mechanis-
men erzielt wurde. Da die Produktion von Superoxidanionen in beiden Gruppen gleich
stark war, lasst sich ein Defekt der NADPH-Oxidase als Ursache fiir eine verminderte NET-

Bildung in der MDS-Gruppe weitgehend ausschlieBen.

4.2.6 Durchflusszytometrisch zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen der MDS-
Gruppe und der altersadjustierten Kontrollgruppe hinsichtlich Zellgro8e und Granulari-
tat der Zellen vor und nach Stimulation

Die bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen beobachteten Unterschiede
hinsichtlich der morphologischen Verdanderungen nach Stimulation mit PMA sollten mit-
tels durchflusszytometrischer Untersuchungen bestdtigt und weiter charakterisiert wer-
den. Zundachst konnten wir zeigen, dass sich im Forward Scatter die GroRe der Zellen bei
MDS-Patienten signifikant von der GréRBe der Zellen in der altersadjustierten Kontroll-
gruppe unterschied. Dies bestatigten die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Un-
tersuchung, bei der sich ebenfalls der Zelldurchmesser in der Chromatinfarbung vor Sti-
mulation in der MDS-Gruppe groRRer darstellte als in der altersadjustierten Kontrollgrup-
pe. Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten weiterhin, dass es nach Stimu-
lation der Zellen mittels PMA zu einer Umkehr der GroRBenverhaltnisse kam und die Zellen
in der Kontrollgruppe eine signifikant starkere Zunahme der Zellgr6Re aufwiesen. In bei-
den Gruppen flhrte die Inhibition der Myeloperoxidase nicht zu einer signifikanten Ver-
anderung der ZellgroRe nach Stimulation, was darauf schlielen lasst, dass es trotz Hem-
mung der Myeloperoxidase nach Stimulation durch PMA, zu morphologischen Verande-
rungen der Zellen kommen kann. In den PMA-stimulierten Zellen bewirkte die Inhibition
der NADPH-Oxidase mittels DPI interessanterweise in der altersadjustierten Kontroll-
gruppe eine signifikante Verminderung der Zellgr6Benzunahme, was sich in der MDS-

Gruppe nicht beobachten lie3.
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Zusatzlich betrachteten wir im Sideward Scatter die Veranderung der Granularitat nach
Aktivierung der Myeloperoxidase durch Zugabe von H>0,. Sowohl in der MDS-Gruppe als
auch in der altersadjustierten Kontrollgruppe war nach Stimulation mit H,0; eine signifi-
kante Abnahme der Granularitat zu erkennen.In der MDS-Gruppe fiel die Abnahme der
Granularitat im Vergleich zur altersadjustierten Kontrollgruppe allerdings signifikant ge-
ringer aus. Durch Inhibition der Myeloperoxidase konnte in beiden Gruppen eine weniger
Starke Degranulierung der Zellen beobachtet werden. Es ldsst sich also sagen, dass es
durch die Aktivierung der Myeloperoxidase zu einer Degranulierung der Zellen kommt.
Dies unterstiitzt die vorherigen Beobachtungen, dass bei Patienten mit MDS eine gestorte

oder eingeschrankte Freisetzung von Granula vorliegt.
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5. Schlussfolgerungen

Infektionen stellen bei Patienten mit myelodysplastischen Syndromen eine der haufigsten
Todesursachen dar. Hierfur sind vor allem eine insuffiziente Produktion reifer Granulozy-
ten durch vorzeitige Apoptose auf Ebene der Vorlauferzellen, aber auch eine Funktions-
storung und verkiirzte Lebensdauer der ausreifenden Zellen verantwortlich. Bereits in den
70er und 80er Jahren konnte gezeigt werden, dass sich die zytomorphologischen Veran-
derungen bei MDS auch in einem funktionellen Defekt der neutrophilen Granulozyten
widerspiegeln (Lehrer et al., 1972). So wurde bereits frith eine Verminderung der Myelo-
peroxidaseaktivitat beschrieben (Breton-Gorius et al., 1975). Eine verminderte Phagozy-
toseaktivitat in Verbindung mit dem Myeloperoxidasedefekt liefen schon damals die
Vermutung aufkommen, dass dies nur einige Aspekte einer komplexeren Funktionssto-
rung der neutrophilen Granulozyten sind (Martin et al., 1983).

Seit der erstmaligen Beschreibung von neutrophil extracellular traps durch Zychlinski et
al. 2005 weilR man, dass neutrophile Granulozyten nicht nur die Fahigkeit zur Phagozytose
eindringender Fremdorganismen besitzen, sondern auch durch Auflésung der Kern- und
Zellmembran und Abgabe von Chromatin und antimikrobiellen Substanzen in den Extra-
zellularraum an der Immunabwehr teilnehmen. Interessanterweise hat das dazu gefiihrt,
dass neutrophile Granulozyten seitdem nicht nur als Teil der angeborenen Immunabwehr
gesehen werden, sondern ihnen auch die Eigenschaft zugeschrieben wird, komplexere
immunregulatorische Vorgange zu steuern. Eine unkontrollierte Aktivierung von NETs ist,
wie man heute weil}, bei einer Reihe von Erkrankungen wie Thrombosen, Multiorganver-
sagen, rheumatischen Erkrankungen (z. B. systemischer Lupus erythematodes) oder ma-
lignen Erkrankungen ein wichtiger Pathogenitatsfaktor (Brinkmann, 2018).

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass Granulozyten von Patienten
mit MDS nach Stimulation mit PMA signifikant weniger NETs bilden als Granulozyten ei-
ner altersadjustierten Kontrollgruppe. Hierbei zeigen sich allerdings relevante Unter-
schiede in der Produktion von ROS durch die MPO erst nach partieller Inhibition dieses
Enzyms. Es kann also vermutet werden, dass eine geringere Aktivitat des Enzyms MPO
vorliegt, dies jedoch nicht der alleinige Grund flr eine schlechtere Funktion der neutro-
philen Granulozyten ist. Auffallig sind vor allem die morphologischen Unterschiede zwi-
schen den Probandengruppen vor und wahrend der Stimulation mit PMA. Bei Patienten

mit MDS kam es zu einer schwdcheren Dekondensierung des Chromatins nach Stimulati-
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on mit PMA. Weiterhin erhielten wir bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung
Hinweise darauf, dass sich die Freisetzung der neutrophilen Elastase aus den im Zyto-
plasma befindlichen Granula zwischen MDS-Patienten und Kontrollgruppe unterscheidet
und damit eine weitere potentielle Erklarung fur die gestorte NET-Bildung bei Patienten
mit MDS bietet.

In friiheren Arbeiten zur Physiologie der NET-Bildung konnte gezeigt werden, dass das
Enzym Peptidylarginin-Deiminase 4 (PAD4), das die Umwandlung der Aminosaure Arginin
in die Aminosdure Citrullin katalysiert, eine wichtige Rolle bei der Chromatindekondensie-
rung von neutrophilen Granulozyten und der Bildung von NETs spielt (Neeli et al., 2008).
Durch die Citrullinierung der H3-Histone kommt es zu einer Auflockerung des Chromatins,
was dazu beitragt, die charakteristische Freisetzung des Chromatins bei der Bildung von
NETs zu ermoglichen. Der Verlust von positiver Ladung bei der Citrullinierung verbessert
zudem die Bindung des Chromatins an die Bakterienzellwand. Eine Inhibition von PAD4
fUhrt zu verminderter Bildung von NETs (Wang et al., 2009). Unser Befund, dass es bei
Patienten mit MDS nach Aktivierung mit PMA zu einer schwacheren Dekondensierung des
Chromatins kommt, kdnnte in Zusammenhang mit einer verminderten Citrullinierung
durch verminderte Aktivitat des Enzyms PAD4 stehen.

Zusammenfassend unterstiitzen unsere Untersuchungen die Auffassung, dass die erhdhte
Infektanfalligkeit bei Patienten mit MDS auch durch eine Funktionsstorung der neutrophi-
len Granulozyten bedingt ist. Unsere Beobachtungen stehen im Einklang mit beschriebe-
nen Anomalien, sowohl in Bezug auf zytomorphologische Veranderungen als auch hin-
sichtlich veranderter Enzymaktivitaten und beeintrachtigter Bildung von ROS.

Die eingeschrankte MPO-Aktivitdt und eine verminderte Bildung von ROS dirften aber
nur eine partielle Erklarung fur die Storung der NET-Bildung sein. NETosis als eine speziel-
le Form des Zelltods ist ein hochkomplexer Vorgang. Wir haben in dieser Arbeit Hinweise
dafiir gewonnen, dass eine Chromatindekondensierungsstérung einen Aspekt der gestor-
ten NET-Bildung bei Patienten mit MDS darstellt. Um dies genauer zu beleuchten, sind
weitere Untersuchungen notwendig. Da die Bildung von NETs grol3e pathophysiologische
Relevanz bei verschiedenen infektiologischen, inflammatorischen und thrombotischen
Erkrankungen hat, wird zu ihrer Erforschung und Quantifizierung inzwischen auch kiinstli-
che Intelligenz in Form des ,,Machine Learning” eingesetzt (Elsherif et al., 2019), wodurch

weiterfiihrende Analysen unterstiitzen werden kénnen.
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