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Kurzzusammenfassung

Hintergrund. Die Phagozytose von Erregern ist ein wichtiger Mechanismus in
der Abwehr von Infektionen. Bisher existiert jedoch kein in-vivo-nahes
Testverfahren zur Diagnose von Storungen der Aufnahme und Degradation von
Erregern. Material und Methoden. Unter Nutzung grin fluoreszierender E. coli-
Bakterien etablierten wir ein flowzytometrisches Testverfahren zur Erfassung
der Aufnahme und Degradation lebender Bakterien durch Monozyten und
Granulozyten im Vollblut. Anschlie3end verglichen wir immunsupprimierte (i)
Nierentransplantat-Patienten bzw. (ii) Patienten mit post-operativer Sepsis im
Stadium der Immunparalyse mit gesunden altersgleichen Probanden
hinsichtlich der Phagozytoseleistung der Monozyten und Granulozyten.
Ergebnisse. Unsere Untersuchungen ergaben, dass der Bakterienabbau sowohl
in Monozyten als auch in Granulozyten mit dem Alter abnimmt. Dariliber hinaus
zeigten Granulozyten von Sepsis-Patienten in Immunparalyse eine verminderte
Bakterienaufnahme, wahrend sich in Monozyten von Nierentransplantat-
Patienten ein verminderter Bakterienabbau nachweisen liel3.
Zusammenfassung. Wir beschreiben einen einfachen und verla3lichen
flowzytomterischen Test zur Messung von Aufnahme und Abbau lebender
Bakterien durch Monozyten und Granulozyten im Vollblut. Mit Hilfe dieses
Testes entdeckten wir signifikante  Unterschiede hinsichtlich  der
Phagozytoseleistung zwischen gesunden Probanden und Patienten mit
sekundaren Immundefekten, die eine Ursache fur die erhohte Infektionsrate in

diesen Patienten sein konnten.



Abstract

Background. The phagocytosis of pathogens is essential for fighting infections.
However, an assay measuring both engulfment and degradation of bacteria
under in vivo like conditions is currently not available. Material and Methods.
Based on enhanced green fluorescent protein (EGFP)-expressing E.coli we
created a flow cytometric assay measuring both engulfment and degradation of
living bacteria by monocytes and granulocytes in human whole blood. To
determine whether the test was able to detect differences between healthy
subjects and patients with secondary immunodeficiencies, we compared the
phagocytosis of monocytes and granulocytes from immunosuppressed kidney
transplant patients and patients with post-operative sepsis in immunoparalysis
with respective age-matched healthy subjects. Results. Using this assay we
found that bacterial degradation in monocytes and granulocytes decreases with
age. Furthermore, we detected a diminished bacterial engulfment in
granulocytes from septic patients and a reduced bacterial degradation in
monocytes from immunosuppressed kidney transplant patients. Conclusion. We
describe a simple and reliable flow cytometric assay to measure the engulfment
and degradation of live bacteria by human blood monocytes and granulocytes.
By means of this assay we detected significant differences between healthy
controls and patients with secondary immunodeficiencies that may contribute to

the increased incidence of infection complications seen in these patients.
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1 Einleitung

1.1 Historischer Riickblick

Mit der Entdeckung der Mikroorganismen durch Antony van Leeuwenhoek
(1632-1723) um 1670 und mit der Aufstellung der Erregertheorie der
Krankheiten durch Louis Pasteur (1822-1885) wurden wichtige Fundamente fur
die wissenschaftliche Bakteriologie gelegt. Robert Koch (1843-1910) erbrachte
im Jahre 1876 den Beweis, dass Infektionskrankheiten, wie von Pasteur
vermutet, tatséchlich durch Mikrooganismen verursacht werden. Damit begann
die gezielte Suche nach Schutz- bzw. Abwehrmechanismen gegen diverse
Krankheitskeime. So konnte Pasteur die Impfstoffe gegen Huhnercholera,
Milzbrand und Tollwut entwickeln. Wenig spater, um 1890, entdeckten Emil von
Behring (1854-1917) und Shibasaburo Kitasato (1852-1931) im Serum
geimpfter Individuen Antikdrper, die ein wichtiger Bestandteil der spezifischen,
erworbenen Immunitat sind. Im Jahre 1884 entdeckte der russische
Immunologe Elie Metschnikoff die Endozytose und die phagozytierenden
Zellen, die er Makrophagen nannte. Diese Zellen sind wichtige Bestandteile der
unspezifischen, angeborenen Immunitat, wobei Metschnikoff der Phagozytose

eine zentrale Stellung in der Immunantwort einraumte (1,2).

1.2 Abwehrmechanismen gegen bakterielle Infektionen

Die spezifischen und unspezifischen Abwehrmechanismen des Immunsystems
wirken nicht unabhangig voneinander, sondern verstarken und erganzen sich
gegenseitig in ihrer eliminierenden Wirkung gegentber korperfremden
Organismen oder abnormen Korperzellen. Infektiose Pathogene kann man im
Wesentlichen in intrazellular und extrazellular liegende Pathogene
unterscheiden. Diese Unterteilung lasst sich weiter aufgliedern, z. B. in
Mikroorganismen, die, wenn sie intrazellular vorkommen, sich entweder frei im
Zytoplasma oder nur in Vesikeln vermehren kénnen. Andere, die extrazellular
vorkommen, konnen sich frei im Korper oder nur an der Oberflache von
Epithelien vermehren (3). Welche Abwehrmechanismen bei der Infektabwehr im
Vordergrund steht, ist von der Art des mikrobiellen Organismus und vom Ort der

Infektion abhangig. Alle folgenden Ausfihrungen konzentrieren sich vor allem
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auf Abwehrstrategien des angeborenen, unspezifischen Immunsystems, die der
menschliche Organismus gegen extrazellulare Bakterien, wie z. B. E. coli,
Streptokokken, Staphylokokken, entwickelt hat.

Allgemein lassen sich 3 Ebenen der Abwehr unterschieden: primare, sekundéare

und tertiare Abwehr.

1.2.1 Primare Abwehr

Unser Korper ist auf vielfaltige Art und Weise vor Erregern geschutzt. Das erste
Hindernis, das es fur pathogene Keime zu Uberwinden gilt, ist die Haut, die wie
eine Schutzhille das Eindringen von Keimen physikochemisch verhindert.
Selbst die sensibleren Schleimhaute haben wirksame Barrierefunktionen.
Insgesamt gibt es 3 unspezifische natirliche Abwehrfunktionen, tber welche
die Haut und Schleimhaut verfligen: mechanische, chemische und
mikrobiologische.

Die mechanische Barriere wird vor allem durch die Epidermis mit ihren
Zellschichten aus zum Teil verhornenden Plattenepithelzellen, die in ihren
obersten Schichten bereits aus vollstandig verhornten und abgestorbenen
Hornzellen (Korneozyten), die ein so genanntes Stratum corneum bilden,
gewahrleistet. Dartber hinaus ergénzt die darunter liegende Dermis, mit ihrer
dicken Bindegewebeschicht aus Kollagenfasern, die fur Elastizitat und
Reil¥festigkeit sorgen, die mechanische Barriere.

Analog dazu ist die Schleimhaut aus einer auf3eren Epithelschicht und inneren
Bindegewebeschicht aufgebaut. Dartiber hinaus wird durch die Produktion von
Schleim und Speichel sowie die Bewegung von Zilien an der Epitheloberflache
die Anheftung vieler Mikroorganismen auf der Mukosa verhindert.

Die chemische Barrierefunktion der Haut wird unter anderem durch Fettsauren
zwischen den Zellen, die gemeinsam mit den Korneozyten eine
wasserabweisende Schutzschicht bilden, erreicht. Die Schleimhaut ist zur
Sekretion antibakterieller Substanzen in der Lage, wie z. B. Lysozym und IgA in
Speichel und Tranen und Pepsin im Darm. Im Weiteren tragt die Sekretion von
Magenséaure zur Abtdtung der mit Nahrung aufgenommenen Bakterien bei. Eine
ausgesprochen wichtige Rolle bei Aufrechterhaltung der chemischen Barriere
der Haut und Schleimhaute spielen antibakterielle Peptide wie z. B. die alpha-
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und beta- Defensine und S100-Proteine. Sie stellen endogene Antibiotika dar,
die vor allem in Epithelzellen, aber auch in Granulozyten und Makrophagen,
gebildet werden und z. B. durch eine membranschadigende Wirkung pathogene
Keime abtbten. Dartber hinaus sichern sie z. B. durch ihre chemotaktischen
Eigenschaften die Vernetzung von angeborenem und adaptivem Immunsystem
indem sie entsprechende Zellen anlocken oder aktivieren (4).

Als mikrobiologische Barriere fungiert unsere physiologische, symbiotische
Bakterienflora auf Haut und Schleimhaut. Die bereits physiologischerweise
vorhandenen Bakterien stellen fur pathogene Keime eine nattrliche Konkurrenz
um Ressourcen, wie Bindungsstellen, Nahrstoffe etc., dar. AuRerdem bilden z.
B. physiologische Bakterien des Dunndarms zum Teil Colizine, eine Gruppe
von Bakteriziden, die pathogene Bakterien téten. Diesen, durch natirliche
Konkurrenz zwischen physiologischer Flora und pathogenen Keimen vermittelte
Schutzmechanismus wird auch als "Kolonisierungsresistenz" bezeichnet.

Erst wenn es den Bakterien gelingt, die aul3eren Invasionsbarrieren zu
Uberwinden, und in das innere des Korpers eindringen, wird die sekundare und

tertiare Abwehr wirksam.

1.2.2 Sekundare und Tertiare Abwehr

Die sekundare Abwehr ist eine angeborene, unspezifische Immunabwehr als
lokale Antwort auf pathogene Keime, nachdem diese in den Organismus
eingedrungen sind. Das Komplement-System, Mastzellen und Makrophagen
sind die entscheidenen Bestandteile dieser Abwehr. Die meisten
Mikroorganismen, denen es gelingt, die primare Abwehr zu Gberwinden, sind
innerhalb  kiurzester Zeit von Abwehrmechanismen des angeborenen
Immunsystems entdeckt und vernichtet worden (vor allem durch aktivierte
Bestandteile des Komplement-Systems und durch Phagozytose), ohne das das
Eingreifen des auf klonaler Expansion antigen-spezifischer Lymphozyten
beruhenden erworbenen, spezifischen Immunsystems (= der tertidren Abwehr)
notig wird.

Die Mechanismen des angeborenen Immunsystems, wie Phagozytose,
Komplementaktivierung und Mastzell-Aktivierung reagieren sofort auf die

Anwesenheit von Mikroorganismen. Dagegen kommt die erworbene,
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spezifische Immunantwort erst nach Tagen zum Tragen. Das ist bedingt durch
die Tatsache, dass die klonale Expression und Differenzierung der
Lymphozyten, z. B. zu Plasmazellen, zu zytotoxischen T-Zellen oder von naiven
CD4+ T-Zellen zu T-Helfer -Zellen mehrere Tage in Anspruch nimmt (5).

Zu den zur Phagozytose beféahigten Zellen gehdren neben Makrophagen auch
die neutrophilen polymorphkernigen Granulozyten (PMN) und die Monozyten,
die man auch unter dem funktionell gepragten Begriff ,Professionelle
Phagozyten“ zusammenfasst. Monozyten und die neutrophilen Granulozyten
stammen von einer gemeinsamen myeloiden Progenitorzelle (CFU-GM) ab und
werden im Knochenmark gebildet. Von dort gelangen die Monozyten in den
Blutstrom, wo sie fur 1 bis 2 Tage als noch relativ unreife Phagozyten
zirkulieren, bevor sie in verschiedene Gewebe einwandern und sich dort zu
gewebetypischen Makrophagen oder Dendritischen Zellen ausdifferenzieren.
Neutrophile Granulozyten sind kurzlebig und zirkulieren nach Verlassen des
Knochenmarkes nur sehr kurze Zeit im Blut, d.h. etwa 6 bis 8 Stunden.
Neutrophile Granulozyten reagieren sehr schnell und zahlreich auf
chemotaktische Reize und sind neben Gewebemakrophagen die ersten
phagozytierenden Zellen, am Infektionsort, gefolgt von Monozyten (6). Ebenso
wie die Monozyten / Makrophagen sind sie in der Lage Mikroorganismen auch
in Abwesenheit spezifischer Antikbrper zu phagozytieren, d. h. erkennen
bestimmte Zellwandkomponenten von Bakterien direkt. Das ist besonders
wichtig, wenn der Korper zum ersten Mal Kontakt mit einem bestimmten
Mikroorganismus hat. Monozyten/Makrophagen sind den neutrophilen
Granulozyten zwar zahlenmallig unterlegen, nehmen dafir aber an der
bidirektionalen Interaktion zwischen angeborener und spezifischer Immunitat
teil, indem sie nicht nur direkt auf die Mikroorganismen reagieren, sondern auch
die spezifische Lymphozyten-Antwort initiieren und regulieren konnen. Die
Lymphozyten verstarken ihrerseits wiederum die antimikrobielle Funktion der
Monozyten/Makrophagen. Zu den prinzipiellen Funktionen der mononukle&ren
Phagozyten gehoren: die Phagozytose, die Produktion und Sekretion von

Zytokinen und die Mitwirkung bei der Induktion der spezifischen Immunantwort.

(6)
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1.3 Die Phagozytose

Die Phagozytose ist ein komplexer Prozess zur Aufnahme grol3er Partikel

(Durchmesser >0,5 pm), wie z. B. Mikroorganismen, Gewebetrimmer,
Fremdkdrper in die Zelle (7).
Migration Adhérenz Ingestion Digestion
Mobilitat und Erkennung und Invagination des Verschmelzung
Chemotaxis der Anheftung des an der des Phagosoms
Phagozyten Partikels an die Zellmembran mit einem
Zellmembran haftenden Lysosom zum
\ des Partikels, \ Phagolysosom
—\/ Phagozyten, Bildung eines —\/ (Degranulation),

Opsonisierung

Phagosoms

Bakterienkilling

u. —abbau

(Degradation)

Voraussetzung fur die Phagozytose ist, dass die aufzunehmenden Partikel
zuerst auf der Oberflache der Phagozyten, in einem Prozess der Adhérenz
genannt wird, an Rezeptoren gebunden werden. Interessanterweise werden
nicht alle gebundenen Partikel auch phagozytiert (6). Die meisten Partikel
mehr als einer erkannt, die miteinander

werden von Rezeptorart

.kommunizieren* und zusammenwirken. AulRerdem haben viele dieser
Rezeptoren doppelte Funktionen, d.h. vermitteln nicht nur die Adhéarenz
sondern auch die Aufnahme der Pathogene. Phagozyten verfigen Uuber
zahlreiche Rezeptoren mit einem breiten Erkennungsspektrum. Sie orientieren
sich dabei an pathogen-assoziierten molekularen Mustern, die nur von
mikrobiologischen Pathogenen produziert werden, d.h. nicht auf hoéheren
eukaryotischen Zellen zu finden sind, und fiir gewohnlich fur das Uberleben

oder die Pathogenitat dieser Mikroorganismen essentiell sind. Janeway hat

vorgeschlagen, diese Muster ,pathogen-associated molecular patterns”
(PAMPs) und die entsprechenden phagozytdren Rezeptoren ,pattern-
recognition receptors® (PRRs) zu nennen (8). Bedingt durch die

Lebensnotwendigkeit dieser mikrobiellen Strukturen wirkt sich die hohe

Mutationsrate, die Mirkoorganismen eigen ist, nicht auf diese Muster aus, so

15



dass sie meist bei allen Angehorigen einer Klasse von Pathogenen zu finden
sind. Beispiele dafir sind die Peptidoglykane, die Bestandteil aller Bakterien
sind, oder die bakteriellen Lipopolysaccharide (LPS), deren generelle Struktur
alle gramnegativen Bakterien miteinander teilen, oder die Lipoteichonsaure in
grampositiven Bakterien (9, 10). Weitere fur die Phagozytose wichtige
Makrophagen-Rezeptoren sind die Mannose-Rezeptoren, die Calcium-
abhangig sind und zur Familie der Lektine z&hlen, und die Scavenger
Rezeptoren, die an die bakterielle Zellwand binden und ebenfalls die
Phagozytose bewirken. Als nachster Schritt der Phagozytose folgt die aktive
Internalisierung (Ingestion) des adharenten Partikels. Die Phagozytose ist ein
energieverbrauchender Prozess, der es erfordert, dass aktivierte Rezeptoren an
das Zellinnere ein Signal aussenden, das den Makrophagen aktiviert und den

Mechanismus in Gang setzt.

1.3.1 Opsonisierung

Die Phagozytose wird durch Beladung von Mikroorganismen mit Antikdrpern
und Komplementfaktoren erh6ht. Diese so genannte Opsonisierung ermoglicht
auch die Aufnahme von Mikroorganismen, die durch Kapseln geschuitzt sind,
wie z. B. E. coli. Phagozyten verfigen flr Opsonin-abhangige Prozesse vor
allem Uber zwei Rezeptorgruppen: Rezeptoren, die den Fc-Teil von
Immunglobulinen G  (IgG) erkennen konnen und solche, die
Komplementfaktoren binden.

Auf Phagozyten werden drei Klassen von Rezeptoren fur IgG exprimiert: FcyRI
(CD64), FcyRIl (CD32) und FcyRIIl (CD16), wobei der FcyRI die hochste
Affinitat zu 1gG aufweist und seine Transkription durch IFN-y induziert werden
kann.

Komplementfaktoren werden von Phagozyten Uber die Komplementrezeptoren
CR1, CR3 und CR4 gebunden. CR1 (CD35) bindet Komplementfaktor C3b, der
durch Einwirken der C3-Konvertase bei Aktivierung des Komplementsystems
Uber einen der drei moglichen Aktivierungswege (klassisch, alternativ, MBL)
entsteht. Durch proteolytische Spaltung von C3b entsteht das stabile Opsonin
iC3b, das an die Komplementrezeptoren CR2 (CD21), CR3 (CD11b) und CR4
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(CD11c) bindet und eine wesentliche Rolle in der komplementvermittelten
Beseitigung von Mikroorganismen spielt.

Zu den CD11 Molekulen ist anzumerken, dass diese erst zusammen mit CD18
vollstandige Komplementrezeptoren ergeben. CD11 und CD18 sind Integrine,
die aus Heterodimeren bestehen, wobei CD11 die a- und CD 18 die B,-Kette
liefern.

Waéhrend Fc-Rezeptoren grundsatzlich eine Phagozytose bewirken, binden CR-
Rezeptoren zwar zu phagozytierende Partikel, internalisieren sie aber nicht
ohne einen zuséatzlichen Stimulus, wie er z. B. von TNF-a oder GM-CSF
geboten wird (11, 12).

1.3.2 Lipopolysaccharide (LPS) und Signaltransduktion

Darlber hinaus hat man Rezeptoren der Toll-Familie identifiziert, die eine grol3e
Rolle in der Induktion der Immunantwort und Entziindungsreaktion spielen. So
gehort der Toll-Like Receptor 4 (TLR4), zu den Proteinen, die an der Erkennung
von Lipopolysacchariden beteiligt sind (9).

Zuerst interagieren Lipopolysaccharide (LPS) mit einem Serumprotein namens
Lipopolysaccharide-bindendes Protein (LBP), welches das LPS zum Rezeptor
CD14 transferiert. CD14 ist ein Rezeptor, der auf der Zelloberflache von
Monozyten, Makrophagen und aktivierten polymorphkernigen Leukozyten
exprimiert wird (13). Er bindet LPS und LBP. Wahrend in Anwesenheit von LBP
schon geringe Mengen an LPS ausreichen, um zur Induktion der
Zytokinproduktion in Makrophagen zu fuhren, sind ohne LBP hohe
Konzentrationen notig, um eine gleichstarke Reaktion auszulésen (14). Der
LPS-Erkennungs-Komplex besteht allerdings mindestens aus 3 Komponenten:
CD14, TLR4 und einem Protein namens MD-2, welches konstitutiv mit TLR4
assoziiert ist (9). Die Bindung von LPS an diesen Komplex aktiviert u. a. tuber
NF-«xB (nuclear factor-kappa B) den Signaltransduktionweg, der die
Transkription von Genen der Entzindungsreaktion und Immunantwort (z. B.
Synthese von Zytokinen und co-stimulierenden Molekulen) induziert. So setzt
die Erkennung von PAMPs durch PRR nicht nur die Phagozytose in Gang. Sie

bewirkt gleichzeitig, dass die aktivierten Makrophagen Mediatoren (Zytokine
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und Chemokine) ausschitten und dadurch weitere phagozytierende Zellen
aktivieren und rekrutieren (15).

Interessanterweise wurde in elektronenmikroskopischen Studien beobachtet,
dass verschiedene Phagozytoserezeptoren verschiedene
Ingestionsmechanismen in Gang setzen (16, 17). Fcy-Rezeptoren z. B.
bewirken, dass sich Pseudopodien seitlich um das membrangebundene Partikel
schieben, wahrend sich gleichzeitig die Plasmamembran im Zentrum nach
innen stilpt. Dadurch vergréf3ert sich laufend die Kontaktflache zwischen
Membranrezeptoren und Liganden auf dem Mikroorganismus, so dass der
Impuls flr den Phagozytosevorgang standig wachst. Ist der Mikroorganismus
vollstandig von Zytoplasma umschlossen, verschmelzen die
Pseudopodienspitzen miteinander, wodurch sich das phagozytierte Partikel in
einem Membran-ausgekleideten Phagosom befindet. Dieser Mechanismus wird
als das klassische Reil3verschluss-Modell bezeichnet (15, 7). Komplement-
opsonisierte Partikel scheinen hingegen einfach in die Zelle zu sinken, wobei
nur kleine oder gar keine Pseudopodien beobachtet werden kénnen (16, 17).
Die Membranbewegungen werden durch Kkontraktile Aktin- und Myosin-
Mikrofilamente innerhalb des Zytoplasmas ausgefiihrt. In mononukleédren
Phagozyten fusionieren Phagosomen mit Lysosomen zu Phagolysosomen, in
denen die Degradation des aufgenommenen Materials erfolgt. In den
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten verschmelzen die Phagosomen
mit Vesikeln, die als Granula und der Verschmelzungsprozel} als Degranulation
bezeichnet wird. Im Wesentlichen handelt es sich aber um &hnliche Prozesse.
Die Granula bzw. Lysosomen enthalten eine grol3e Bandbreite an
hydrolytischen Enzymen - wobei die meisten von ihnen ihr Optimum um pH 5,0
haben. Es sind Phospholipasen, Lysozyme, Peroxidasen, saure Hydrolasen,
deren antimikrobieller Effekt durch das Myeloperoxydase-System (MPO)
deutlich verstarkt wird. Des Weiteren beinhalten die Granula auch neutrale
Proteasen, wie Elastasen und Kollagenasen, Cathepsine,
Plasminogenaktivatoren (t-PA, u-PA), Laktoferrine und antimikrobiell wirksame
Substanzen, wie die antibakteriellen Peptide, die humanen alpha-Defensine, die
etwa 30% des Inhalts ausmachen. Daruber hinaus werden zur Abt6tung

Wasserstoffperoxid, Superoxidanion und das Stickstoffoxid in die Granula
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freigesetzt. Der Vorgang, bei dem diese Substanzen gebildet werden heif3t
respiratory burst und ist sauerstoffabhangig. In diesem Zusammenhang hat
man bereits 1932 die Beobachtung gemacht, dass wéhrend der Phagozytose
der Sauerstoffverbrauch eines Granulozyten auf das 50 bis 100fache ansteigt
(18).

1.4 Immundefizite im Phagozytose-System

Professionelle Phagozyten spielen bei der Verhitung und Bek&mpfung
bakterieller Infektionen eine entschiedene Rolle. Eine Funktionsminderung
einzelner Komponenten dieses System kann zu einer lebensbedrohlichen
Schwéchung der Immunabwehr fuhren. Man kann
Phagozytenfunktionsstérungen in primare, d.h. angeborene oder sekundéare,
d.h. erworbene einteilen. AuRerdem kdnnen sie einen oder mehrere Teilschritte
der Phagozytose betreffen und von permanenter oder temporarer Natur sein.
Das klinische Bild von Erkrankungen mit gestorter Phagozytenfunktion reicht
von milden bakteriellen Hautinfektionen bis hin zu schweren, nicht
beherrschbaren systemischen hauptsachlich bakteriellen, seltener fugalen

Inkfektionen.

1.4.1 Angeborene Immundefizienz

Die angeborenen Defekte der Phagozytose sind selten und treten meist als
Granulozytenfunktionsstérung, die mit einer erhohten Infektanfalligkeit
einhergeht, in Erscheinung. Betroffen sind dann meist S&uglinge und
Kleinkinder, deren Defekt erblich bedingt ist. Deshalb kdnnen
Familienuntersuchungen helfen, Befunde zu stitzen. Es gibt aber auch Félle, in
denen sich Granulozytenfunktionsstérungen erst im Erwachsenenalter
manifestieren, z. B. wenn noch Restfunktionen vorhanden sind. (Tab. 1:

Primare Granulozytendefekte)
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Tab. 1: Primare Granulozytendefekte (19)

Granulozyten-Funktionsstorungen (n. L. Thomas)

priméare Granulozytendefekte
Chemotaxisdefekte*
Leukocyte Adhesion deficiency syndrom (LAD)
e LAD I (SC18/CD11 Defekt)
e LAD Il (CD15 Defekt)
Lazy-leukocyte-syndrom
e Ursache unbekannt
Aktin-Dysfunktion
e Defekt der Aktinpolymerisation?
Trigger Defekte
Rezeptordefekte, Defekte der Signalibertragung
Storung der Bakterizidie
Chronische Granulomatose
e Defekt der Sauerstoffradikalproduktion:
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Defizienz
Cytochrom-b-Defekt, NADPH-Oxidase-Defekte

Myeloperoxidase-Mangel (fihrt nur in seltenen Fallen zu einer

Stoérung der Infektabwehr)

1.4.2 Erworbene Immundefizienz

Polytraumata (20), ausgedehnte Verbrennungen (21) und chirurgische Eingriffe
(22) kobnnen zu einer vorubergehenden Defizienz verschiedener
immunologischer Abwehrmechanismen fiihren (23). So wurde bei Patienten mit
Verbrennungen z. B. eine verminderte Phagozytosefahigkeit, und bei
Traumapatienten eine verénderte Chemotaxis und Adhéarenz neutrophiler
Granulozyten beobachtet (23, 24). Solche Defekte bewirken eine gesteigerte
Anfalligkeit der Patienten gegenlber Pathogenen und klinische Studien haben
gezeigt, das septische Komplikationen bei Patienten mit Traumen oder
Verbrennungen mit der Schwere ihrer Verletzung korrelieren (23). Aber auch

metabolische Stérungen wie Diabetes mellitus fihren zu einer sekundéren
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Funktionsstérung der neutrophilen Granulozyten (25, 26, 27), die durch eine
adaquate Insulintherapie wieder an Funktionalitait gewinnen (28). Unter
medikamentos immunsupprimierten Patienten, wie Z. B.
Transplantatempfangern, findet man ebenfalls eine erhdhte Sepsis-Inzidenz.
(29), (Tab. 2: Sekundare Granulozytendefekte).

Um septische Komplikationen zu verhindern oder bereits septische Patienten
erfolgreich zu behandeln, reicht es nicht aus, Antibiotika/Antimykotika
prophylaktisch oder therapeutisch einzusetzen. Es ist notwendig, eine
entsprechend an den Zustand des individuellen Patienten angepasste
Immuntherapie durchzufiihren. Unkontrollierte Immunstimulation kann den
Zustand weiter problematisieren (30), da einige Immunmodulatoren, wie z. B.
TNF-a (31) und IL-1 (32) in die Pathogenese septischen Geschehens
einbezogen sind. Es ist also von groRer Bedeutung, den Funktionszustand des
Immunsystems von Patienten objektiv einschatzen zu konnen, sowohl um
gezielt therapieren zu kénnen als auch um besser vorhersagen zu kénnen,
welche Patienten besonders gefahrdet sind. Die Einschatzung des Zustandes
septischer Patienten erfolgt im wesentlichen nach Scoresystemen, die typische
klinische Symptome (Hyperthermie bzw. Hypothermie, Tachykardie,
Tachypnoe, Hypotonie) erfassen (33) und nach Laborparametern
(Blutbildveranderungen, Leukozytose bzw. Leukopenie,
Linksverschiebung/Auftreten unreifer Granulozyten, Gerinnungsstorungen,
Procalcitonin, HLA-DR-Expression).

Besonders die Einfuhrung der zytofluorometrischen Bestimmung der HLA-DR-
Expression auf Blutmonozyten zur Einschatzung des ,Immunstatus®, durch die
Arbeitsgruppe Volk, hat geholfen, neue Strategien flr die Sepsistherapie zu
entwickeln und deren Effizienz labormedizinisch zu verfolgen (34).

Die Bedeutung der Blutmonozyten ist aber nicht auf ihre Antigen-
prasentierenden Fahigkeiten zu reduzieren. Andere spezifische Parameter, die
die zellulare Aktivierung beschreiben, wie z. B. die Sauerstoffradikalproduktion,
die lysosomale Proteaseaktivitat, die zellulare Phagozytoseaktivitat und die
Synthese von Zytokinen kodnnen potentiell sehr hilfreich sein um den

Immunstatus der Patienten exakt widerzuspiegeln (35).

21



Tab. 2: Sekundare Granulozytendefekte (19).

Granulozyten-Funktionsstorungen (n. L. Thomas)

Granulozyten-Funktionsstorungen bei anderen Grunderkrankungen
e Chediak-Higashi-Syndrom
e Glykogenose Typ Ib
e Down-Syndrom
e Diabetes mellitus
e Mannosidose
e Hypergammaglobulindmie E (Job-Syndrom)
e Schwachmann-Diamond-Syndrom

e Goltz-Gorlin-Syndrom

Sekundéare passagere Granulozytendefekte als Folge von
e Infektionen, z.B. Influenza A, HIV
e Immunsuppressiver Therapie
¢ Antibiotika-Therapie
e Traumata, Verbrennungen
e Unterernahrung, Vitamin-C-Defekt
e Alkoholintoxikation

e Tumoren

Reduzierte Granulozytenfunktion bei
¢ Neugeborenen (bis ca. 6 Monaten)
e Alten Menschen (> 80 Jahre)

1.5 Assays zur Analyse der Phagozytose der Granulozyten und

Monozyten

Eine prazise Einschatzbarkeit der Phagozytoseleistung und des
Degradationsvermégens konnte moglicherweise dazu beitragen, temporére
partielle Immundefizite frihzeitig zu erfassen oder eine immunstimulatorische
Therapie fein abzustufen. Vor allem die Arbeitsgruppe um Bjerknes und Bassoe
(Universitat zu Bergen, Norwegen) hat sich in den achtziger Jahren intensiv mit

der Entwicklung durchfluRzytometrischer Methoden zur Phagozytosemessung
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befasst. Diese bieten im Vergleich zu den mikroskopischen Methoden den
Vorteil der schnellen Erfassung grof3er Zellzahlen in kleinen Blutproben.
Inzwischen bietet die Firma Orpegen® (Heidelberg) einen kommerziellen Testkit
namens Phagotest® zur quantitativen Analyse der Phagozytose der
Granulozyten und Monozyten im Vollblut an. Der Orpegen®-Pharma-Phagotest®
ist ein heparinhaltiger Vollbluttest zur Untersuchung der Phagozytose-Funktion
von Granulozyten und Monozyten. Der Phagotest® quantifiziert die Ingestion
von FITC-markierten opsonierten E. coli Bakterien und misst den Prozentsatz
an Phagozyten, die sich an der Ingestion beteiligten und deren Aktivitat (die
mittlere Fluoreszenz-Intensitat entspricht der Zahl der Bakterien pro Zelle). Die
Analyse der Proben erfolgt in der Regel mittels Durchflul3zytometrie (36). Eine
breitere klinische Validierung der verschiedenen vorhandenen Phagozytose-

Assays steht jedoch noch weitgehend aus (35).
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2 Zielstellung

Phagozytose und Degradation aufgenommener Erreger gehéren zu den
wichtigsten Mechanismen des menschlichen Organismus in der Abwehr von
Mikroorganismen. Eine Minderung der Phagozytose- und/oder
Degradationsleistung spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Ausbreitung von Infektionen in immunsupprimierten Patienten.
Die Charakterisierung von Phagozytose- und Degradationsleistung durch das
Immunsystem ist bisher jedoch nur unzureichend moglich. So arbeiten derzeit
erhéltliche Tests (z. B. Phagotest® von Orpegen®- Pharma) mit abgetéteten und
FITC-markierten, d.h. in ihrer Oberflachenstruktur verdnderten Bakterien. Diese
Tests erfassen jedoch nur gravierende (meist angeborene) Funktionsstérungen
der Phagozytose und erlauben keine Aussage Uber die Degradationsleistung
der Zellen.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung eines Testverfahrens,
das unter mdglichst physiologischen Reaktionsbedingungen auch gering
gradigere Funktionsstorungen der Phagozytose erfasst und Aussagen zur
Degradationsleistung erlaubt. Dazu sollten lebende, teilungsfahige, und in ihrer
Oberflachenstruktur nicht veranderte Bakterien (E. coli) zum Einsatz kommen.
Um die Bakterien dennoch zytofluorometrisch nachweisen zu kénnen, sollten
sie durch Transformation befahigt werden, ein fluoreszierendes Protein zu
synthetisieren, das nur intrazellular exprimiert wird.

Im Rahmen der Testentwicklung sollten verschiedene Kultur-Bedingungen,
Messzeitpunkte, Antikoagulanzien, Bakterienkonzentrationen und
Phagozytenkonzentrationen ausgetest werden. Die Validierung des neuen
Testverfahrens sollte Uber die Bestimmung der Intra- und Interassay-
Variationen erfolgen. AbschlieBend sollten die Testergebnisse von
Normalprobanden und immunsupprimierten Patienten mit einander verglichen

werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien

3.1.1 Verwendeter Escherichia coli — Stamm

In allen Versuchen wurde der apathogene Escherichia coli Stamm JM109(DE3)
(Fa. Promega, Mannheim) verwendet. Durch Transformation mit dem Plasmid-
Vektor pEGFP der Firma Clontech Laboratories, Heidelberg (Catalog # 6077-1),
wurden die Bakterien so verdndert, dass sie ein durchflulzytometrisch—
nachweisbares, grun—fluoreszierendes Protein (GFP) produzieren und als
Selektionsmerkmal eine Resistenz gegen Ampicillin besitzen.

GFP wurde

Biolumineszenz beféahigt sind. Es besteht aus 238 Aminosauren und hat ein

in Leucht-Quallen (Aequorea victoria) entdeckt, die zur
Molekulargewicht von etwa 27 kDa. Der eigentliche Fluorophor des GFP wird
offenbar aus der Tripeptidsequenz Ser65-Tyr66-Gly67 innerhalb der 238
Aminosauren umfassenden Polypeptidkette gebildet.

EGFP ist eine durch Mutation entstandene Variante des nattrlichen GFP (wt
GFP). Dies hat zur Folge, dass die Wellenlange fir die maximale Anregung
(excitation) von EGFP zu 488 nm verschoben ist. EGFP fluoresziert 35-mal
intensiver als wt GFP, wenn es mit 488 nm angeregt wurde. Das

Emissionsmaximum von EGFP liegt bei 509 nm.

3.1.2 Kulturmedien

Tab. 3: Kulturmedien

Name

Zusammensetzung

Herkunft

Luria-Bertani-Medium

1 Liter Aqua dest.
10 g Bacto-Trypton

im Molekularbiologischen
Institut der Charité

5 g Bacto-Hefe-Extrakt hergestellt
10 g NaCl
Select Agar Fa. Gibco BRL,
Eggenstein

Heparin-Kulturmedium

437,5 ml VLE-RPMI 1640

mit:

Fa. Biochrom, Berlin




50 ml hitzeinaktiviertes
FKS,

5,5 ml L-Glutamin,
1,25 ml Heparin (6250,0
I.E. Heparin),

6,25 ml Streptomycin /

Penicillin Lésung (1000
IU/ml Penicillin, 20000

pg/ml Streptomycin)

3.1.3 Gerate

Tab. 4: Gerate

Bezeichnung Herkunft / Firma

Schittelinkubator Gallenkamp, Loughborough, UK

Vortex-2 Genie Scientific Industries, New York, USA

4053 Kinetics Spectrophotometer LKB Biochrom Ultrospec K, Cambridge,
England

Thermomixer comfort 2,0 ml Eppendorf, Hamburg

Brutschrank Franz Skorczewski KG; Laborgerate,
Berlin

Zentrifuge CR 422 Jouan Cotech GmbH, Berlin

Centrifuge 5410 Eppendorf, Hamburg

Mixer 5432 Eppendorf, Hamburg

FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg

3.1.4 Puffer, Losungen

Tab. 5: Puffer, Lésungen

Name Zusammensetzung Herkunft

Isotonischer 10 mM NatriumPhosphat pH 7,2 | Fa. Gibco BRL,

Phosphatpuffer (PBS) |140 mM NaCl Eggenstein
low endotoxin




FACS — Puffer

PBS mit;
0,1 % Natriumazid

2,0 % hitzeinaktiviertes FKS

Lyse — LOsung

10 % FACS Lysing Solution in
Aqua dest.

3.1.5 Antikérper

Tab. 6: Antikdrper

Name Ig Subklasse / Herkunft / Firma
Fluoreszenzfarbstoff

CD 14 lgG2a PC5 Immunotech, Beckman
(Maus-anti-Mensch) Coulter, Krefeld

CD 33 IgG1 PC5 Immunotech, Beckman
(Maus-anti-Mensch) Coulter, Krefeld

CD 45 IgG1 PerCP Becton Dickinson,

(Maus-anti-Mensch)

Heidelberg

3.1.6 Sonstige Reagenzien

Tab. 7: Sonstige Reagenzien

Name

Herkunft

FACS Lysing Solution

Becton Dickinson, Heidelberg

Tetracyklin

Sigma, Deisenhofen

3.1.7 S-Monovetten — Blutentnahme — System

Tab. 8: S-Monovetten-Blutentnahme-System der Firma Sarstedt, Nimbrecht

Bezeichnung

Inhalt

5,5ml LH Lithium-Heparin, 15 I.E. Heparin / ml Blut
9 ml AH Ammonium-Heparin, 15 I.E. Heparin / ml
Blut
10 ml 9NC 1,0 ml Natrium-Citrat-Losung, 0,106
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molare Lésung, 1 Teil Natrium-

Citratlésung + 9 Teile Blut

2,7 ml KE Kalium-EDTA, 1,6 mg EDTA / ml Blut

4,5ml Z Granulat / Gerinnungsaktivator

3.2 Methoden

3.2.1 Prinzip des EGFP-Phagozytose-Degradation-Assays

Das Hauptziel meiner Promotion war es, einen EGFP-Phagozytose-
Degradation-Assay zu etablieren. Dafir haben wir zahlreiche, mdgliche
Parameter variiert (z. B. die Zahl der Bakterien, die Messzeitpunkte, das
Kulturmedium etc.).

Die hier dargestellte Methodenbeschreibung schildert nur die Endvariante des

Assays.

3.2.1.1 Herstellung der E. coli - Stammloésung

Die transformierten E. coli (siehe Kapitel 3.1.1) wurden unter Zugabe von 0,1
mol / | IPTG (=lsopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid) (Fa. Roth, Karlsruhe) und
0,1 g / ml Ampicillin (Fa. Boehringer, Mannheim) aus Selektionsgriinden, fir 4
Stunden bei 37°C und 220 rpm (Schittelinkubator), in Luria-Bertani-Medium
kultiviert. IPTG wird verwendet, um den lacZ-Promoter zu aktivieren. Der lacZ-
Promoter induziert dann die EGFP-Expression. Parallel dazu wurde die gleiche
Anzahl nicht-transformierter E. coli, die in den Versuchen als Kontrollbakterien
bezuglich ihres Fluoreszenzverhaltens dienten, unter gleichen Bedingungen,
aber ohne IPTG und Ampicillin, kultiviert. Sowohl transformierte wie nicht-
transformierte E. coli Bakterien wurden anschlielend durchfluRzytometrisch auf
ihre Fluoreszenz getestet. Es wurden von beiden Bakteriensuspensionen
Aliquots (2-ml-ReaktionsgefaRe der Fa. Eppendorf, Hamburg) mit sterilem
Glycerin (15%) versetzt und bei —70°C eingefroren.
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3.2.1.2 Rekultivierung der E. coli Bakterien

Fur jede Messung werden jeweils ein Aliquot mit EGFP-transformierten E. coli
und ein Aliquot mit nicht-transformierten E. coli (Kontrollbakterien) aufgetaut
und grundlich resuspendiert. Danach werden 200 ul den aufgetauten Aliquots
entnommen und jeweils in ein eigenes Eppendorfgefal3, das bereits 1 ml Luria-
Bertani-Medium enthalt, Gberflihrt. Dem Gefal3, das die EGFP produzierenden
E. coli enthalt, werden aus Selektionsgriinden noch 5 pl Ampicillin (0,1 g/ml)
hinzugefligt. Nach erneutem resuspendieren werden dann beide Gefal3e fur 1
Stunde bei 37°C und 600 rpm auf dem Thermomixer inkubiert. Die so

rekultivierten Bakterien werden fur die Beimpfung verwendet.

3.2.1.3 Vorbereitung der Proben

Mittels Monovettensystem (5,5 ml S-Monovette LH) wurde peripheres vendses
Blut gewonnen, dass anschlieBend 1:5 in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalien mit
Heparin-Kulturmedium verdiunnt wurde (100 upl Vollblut auf 400 pl Heparin-
Kulturmedium). Da der Assay einfach und schnell durchfihrbar sein soll, wurde
er als Vollbluttest entwickelt. Dartiber hinaus hat der Verzicht auf den Einsatz
von Separationstechniken den Vorteil, dass die Entstehung von Artefakten, die
auf die Separation zurtckzufuhren ware, vermieden wird. Fir jeden
Messzeitpunkt werden vier 2-ml-Eppendorf-GefalRe auf diese Weise
vorpipettiert.

Anschlie3end werden jeweils zwei Proben mit jeweils 6 pl (= 3 x 10e6) Kontroll -
E. coli und die zwei anderen mit jeweils 10 pl (= 3 x 10e6) EGFP-E. coli
.beimpft’. Sehr wichtig, ist dabei das sorgfaltige Resuspendieren der Bakterien
vor dem Pipettieren.

In den Versuchen, die in direktem Vergleich mit dem Orpegen®-Phagotest®
liefen, wurden die Proben vor Hinzufligung der E. coli geméass dem Orpegen-

Protokoll zunachst 15 Minuten auf Eis gestellt.

29



3.2.1.4 Inkubation

Die Proben werden danach sofort in den auf 37°C vorgeheizten Thermomixer
comfort 2,0 ml gestellt und bei 600 rpm bis zum Erreichen des ersten
Messzeitpunktes, der bei 15 Minuten lag, rotiert. Zu diesem Zeitpunkt werden
die ersten beiden Proben jedes Probanden / Patienten, d. h. eine Probe mit
EGFP-Bakterien und eine mit Kontroll-Bakterien, aus dem Thermomixer
entnommen, fur 10 Minuten auf Eis gestellt, um Phagozytose und Degradation
abzustoppen, dann mit jeweils 1 ml +4°C kaltem PBS resuspendiert und bei
+4°C mit 200 g Uber 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, wahrend
100 pl resuspendiertes Pellet in 1,2 ml Réhrchen (Micronic-Systems, Lelystad,
Niederlande) Uberfuhrt werden. Die zwei restlichen Proben jedes Probanden /
Patienten, werden bei 37°C und 0 rpm bis zum zweiten Messzeitpunkt, der bei

4 Stunden lag, weiter inkubiert.

3.2.1.5 Markierung mit fluoreszenzmarkierten spezifischen monoklonalen

Antikoérpern

Die in 3.2.1.4 beschriebenen 100 pl resuspendierten Pellets werden zusammen
mit jeweils 10 pl von den entsprechenden fluoreszenzmarkierten Antikdrpern far
20 min bei +4°C in inkubiert. Bei unseren Untersuchungen wurden folgende
Antikoérper verwendet:

1) CD45 PerCP (Becton Dickinson)

2) CD33 PC5 (Immunotech)

3) CD14 PC5 (Immunotech)

CDa33 ist ein monomeres, transmembranes Glykoprotein mit unklarer Funktion,
auch bezeichnet als gp67 (37), dal3 im Knochenmark auf der Oberflache von
myeloischer Stammzellen (CFU-GEMM), Vorlauferzellen von Granulozyten und
Monozyten (CFU-GM) und frihen erythroiden Vorlauferzellen (CFU-E)
exprimiert wird. Im peripheren Blut wird das Molekul auf zirkulierenden
Monozyten, Makrophagen und Granulozyten gefunden. Dartber hinaus
exprimieren Langerhans-Zellen und Mastzellen CD33 (38, 39). Im Verlauf der

Reifung von Monozyten zu Makrophagen nimmt die Expression von CD33 zu.
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IL-10 fuhrt in vitro zu einer verminderten CD33-Expression (40). Bei der
Farbung von Blutimmunzellen mit anti-CD33 im peripheren Blut, werden die
Zellen myeloiden Ursprungs: Monozyten / Makrophagen stark und
Granulozyten schwach, gefarbt. Es werden weder reife Lymphozyten, noch
lymphozytare Vorlauferzellen markiert (41).

CD14 ist ein einkettiges Oberflachenmembranglykoprotein (55 kDa) und dient
als Rezeptor fur LPS. Die Expression von CD14 ist auf Monozyten und
Makrophagen stark, auf neutrophilen Granulozyten, Langerhans-Zellen,
follikularen dendritischen Zellen und Histiozyten schwach (13).

CD45 ist ein einkettiges integrales Membranprotein, das auf allen menschlichen
Leukozyten  (Lymphozyten, Granulozyten, @ Monozyten) und deren
Vorlauferzellen vorhanden ist. Es existieren mindestens 5 Isoformen, von 180
bis 220 kDa, denen allen eine extrazellulare Sequenz gemein ist, so dass einige
CD45-Antikorper mit diesem Teil reagieren und in der Lage sind alle CD45-

Isoformen zu erkennen (42).

3.2.1.6 Lyse und Fixation

Um die bei der zytofluorometrischen Messung stérenden Erythrozyten zu
entfernen, wird 1 ml Lyse-Losung auf die Proben geben. Die Proben werden
anschlieBend fur 10 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Die
Lyse-Losung fihrt, bei Erhalt der Leukozyten, unter leicht hypotonen
Bedingungen zur Lyse der Erythrozyten. Danach wird die Probe bei +4°C mit
200 g Uber 5 min zentrifugiert. AbschlielRend wird die Probe mit FACS-Puffer
gewaschen (200 g, 5 min, +4°C). Bis zur Messung werden die Proben bei +4°C

gelagert.

3.2.1.7 Messung der Fluoreszenz mittels Zytofluorometrie

Die zytofluorometrischen Messungen erfolgten mit dem FACSCalibur (Software:
CellQuest, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg).
Die Zytofluorometrie bzw. Durchflu3zytometrie ist ein optisches Messverfahren,

das Streulicht — und Fluoreszenzsignale einzelner in einem Flussigkeitsstrom
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fokussierter Partikel analysiert. Es kdnnen Zellen jeder Herkunft analysiert
werden, sofern sie als Suspension von Einzelzellen vorliegen.

Bei der Messung werden Zellen, eine nach der anderen, durch einen
fokussierten Lichtstrahl geleitet. Das optische Detektionssystem misst die
Fluoreszenz- und Streulichtemissionen jeder einzelnen Zelle. Als Lichtquelle
kann z. B. ein luftgekihlter Argonlaser mit Emission bei 488 nm dienen. Unter
Fluoreszenz wird die rasch abklingende Lichtemission von Molekilen nach
Absorption energiereicher Strahlung verstanden. Fluorochrome absorbieren
Lichtenergie fir einen jeweils charakteristischen Wellenlangenbereich. Den
Frequenzbereich, der eine fluoreszierende Verbindung anregen kann, nennt
man Anregungs- bzw. Exzitationsspektrum. Bei der Rickkehr zum Grundniveau
geht ein Teil der Energie in Form von Warme verloren, so dass das gebildete
Licht (Emissionspektrum) energiearmer und damit langwelliger als das
Ausgangslicht ist.

Zellen kann man zum Fluoreszieren bringen, in dem man auf diesen
fluorochromkonjugierte Antikérper anbringt, Zellmembranen direkt einfarbt oder
Zellen mit intrazellularen Chromophor verwendet (z. B. EGFP). Bei
Mehrfarbenfluoreszenzanalysen mit nur einem Laser werden
Fluoreszenzfarbstoffe gewahlt, die sich in der Fluoreszenzfarbe unterscheiden,
aber deren Fluoreszenz mit derselben Wellenlange anregbar ist.

Trifft ein Lichtstrahl auf eine Zelle, streut sie aufgrund ihrer physikalischen
Eigenschaften, wie GroRe, Form, Oberfliche und Granularitdt Licht mit
unterschiedlicher Quantitat und Qualitat. Das Vorwartsstreulicht (forward
scatter, FSC), erlaubt Aussagen Uber die GrolRe der Zellen. Das
Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), das in einem 90 Grad Winkel zum
einfallenden Licht gemessen wird, ist das Resultat von Lichtbrechung und
Reflexion durch die inneren Strukturen der Zellen (Granularitat). Mittels beider
Lichtstreuparameter lassen sich die wichtigsten Leukozytengruppen
unterscheiden. Die Monozyten und Granulozyten stellen sich beispielsweise im
Vergleich zu den Lymphozyten gr63er und starker granuliert dar.

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgt in  einer Kkorrelierten
Zweiparameterdarstellung (dot plot). Sie zeigt die Relation zwei verschiedener

Eigenschaften einer Zelle zueinander an (siehe dazu Abb. 1 und Abb. 2). Bei
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der Datenauswertung der zytofluorometrischen Messungen werden die fur die
Untersuchung interessanten Zellen eingegrenzt, d. h. es wird ein Fenster bzw.
.gate® gesetzt. Bei der weiteren Analyse finden solche Ereignisse
Bertcksichtigung, die innerhalb dieses eingegrenzten Bereiches liegen.

Ein Nachteil dieser Darstellungsweise ist die schwierige visuelle Abschatzung
der Quantitat der Populationen in den einzelnen Punktwolken. Zur Auswertung
stehen daher zusatzliche numerische Daten, wie Anzahl der Ereignisse in
verschiedenen Auswertefenstern und deren prozentuale Aufteilung, Mittelwert,
Median und Modus der Signalintensitat zur Verfugung (43).

In unseren Untersuchungen konnten die Monozyten- und
Granulozytenpopulationen auf Grund ihres Vorwarts- und
Seitwartsstreulichtsignales von der Lymphozytenpopulation abgegrenzt werden.
Um die Monozyten und Granulozyten noch genauer abgrenzen zu kodnnen,
wurden diese mit immunfluoreszierenden monoklonalen Antikbrpern gegen
CD14 PC5 (FL3) und CD33 PC5 (FL3) gefarbt. Da Monozyten/Makrophagen
stark CD14 und CD33 und Granulozyten beide nur schwach binden, war es so
madglich, mittels Seitwartsstreulicht und in unserem Falle der 3. Fluoreszenz
diese beiden Populationen voneinander abzugrenzen. AnschlieRend wurden
Fluoreszenzhistogramme fur Monozyten (ca. 3000) und Granulozyten (ca.
45000) erstellt. Bei der Messung wurde ein Live-Gate im Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht auf Monozyten und Granulozyten gelegt. Die Messung
wurde beendet, wenn 55000 Events innerhalb dieses Gates aquiriert wurden.
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3.2.1.8 Auswertung der zytofluorometrischen MelRergebnisse
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Abb. 1: In diesem DotPlot (SSC-H versus FSC-H) ist die Gesamtheit der Zellen im
Vorwartsstreulicht gegen das Seitwartsstreulicht erfasst. R1 bezeichnet das Gate, in

dem die Monozyten/Makrophagen und neutrophilen Leukozyten lokalisiert sind.
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Abb. 2: Dot Plot SSC-H versus CD33-PC5 und CD14-PC5. Hier sind die Zellen
aus dem Gate R1 nach ihren Eigenschaften im Seitwéartsstreulicht und der 3.
Fluoreszenz abgebildet. Gate R2 bezeichnet die Monozyten, wahrend Gate R3 die

Population der Granulozyten umfasst.

In Abb. 1 ist die Gesamtheit der erfassten Zellen in einem Dot-Plot
(Vorwartsstreulicht versus Seitwartsstreulicht) dargestellt. In solchem Dot-Plot
wird ,,grof3zugig” das Gate 1 auf Monoyzten und Granulozyten gelegt. In Abb. 2
sind nur Zellen aus dem Gate 1 in einem weiterem Dot-Plot (Seitwartsstreulicht
versus die 3. Fluoreszenz) dargestellt. Dartber hinaus sind in der Abb. 2
Monozyten und Granulozyten durch die 3. Fluoreszenz in einzelne
Zellpopulationen aufgeteilt, so dass nun Gate R2 die Monozyten und Gate R3
die neutrophilen Granulozyten umfasst. In den Abbildungen 1 und 2 sind aus
Griunden der Ubersichtllichkeit nur 10 % der gemessenen Zellen dargestellt.

Die so selektierten Phagozyten werden anschlielBend mittels Histogrammen

bezuglich der Intensivitat ihrer ,Griin-Fluoreszenz” (FL1) ausgewertet.
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Abb. 3: Histogramm. Entlang der Abszisse ist die Intensivitat der Fluoreszenz und
entlang der Ordinate die Anzahl der durchflulzytometrisch gemessenen
phagozytierenden Zellen abgetragen. Je nachdem, ob auf Gate R2 oder R3
zuruickgegriffen wird, konnen die Messwerte fir Monozyten oder Granulozyten

abgerufen werden.

In der Abb. 3 sind in einem Histogramm zwei Kurven zu erkennen. Die
ausgefullte Kurve spiegelt die Monozyten aus dem Vollblut wieder, das mit

EGFP-markierten E. coli inkubiert wurde. Die nicht-ausgefillte Kurve spiegelt
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die Monozyten aus der Kontroll-Vollblutprobe wieder. Diese wurde mit nicht-
transformierten E. coli inkubiert und ist somit EGFP-negativ, verfugt jedoch tber
eine durchfluRzytometrisch schwache Eigenfluoreszenz.

Bei der Auswertung wurde ein Marker M1 gesetzt, der maximal 1,5 % Kontroll-
Zellen (die nicht-ausgefillte Kurve) enthalt und somit eine prozentuale
Betrachtung der EGFP-positiven Zellen (die ausgeflllte Kurve) erlaubt. So
konnten wir uns bei der Validierung des Phagozytose-Degradation-Assay einen
Uberblick tber die Anzahl der sich an Phagozytose und Degradation
beteiligenden phagozytierenden Zellen verschaffen.

Ein kompletter EGFP-Phagozytose-Degradations-Test fur eine Person besteht,
wie oben erwahnt, aus zwei Messzeitpunkten und somit insgesamt 4
Messproben: 2 EGFP-Proben und 2 Kontroll-Proben. Diese vier Messproben
werden jeweils fur Monozyten und Granulozyten ausgewertet. Fur die
rechnerische Auswertung der EGFP-Fluoreszenz haben wir nach zahlreichen
Versuchen entschieden, die MEAN-Werte der phagozytierenden Zellen aus den
Histogrammen zu verwenden. Vom gemessenen MEAN der z. B. Monozyten
der EGFP-Probe wird jeweils der gemessene MEAN der Monoyzen der nicht-
transformierten E. coli Probe abgezogen. Diesen Wert bezeichnen wir als den
spezifischen MEAN. So ergeben sich aus den oben genannten Proben und

deren Messdaten folgende Werte:

a) fur die Phagozytose (Proben vom Zeitpunkt 1):

MEAN der GFP-Probe — MEAN der Kontroll-Probe = spezifischer MEAN

Der spezifische MEAN entspricht der Phagozytose-Leistung.

b) fur die Degradation:

Spezifischer MEAN (Proben vom Zeitpunkt 2) ] ]
Degradationsleistung

x 100 % = )
(in Prozent)
Spezifischer MEAN (Proben vom Zeitpunkt 1)
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Nach dem gleichen Rechenprinzip wurde bei dem adaptierten Orpegen®-
Phagotest® vorgegangen. Dort treten anstelle der EGFP-Proben die mit FITC-
markierten E. coli inkubierten Proben und anstelle der nicht-transformierten

JM109 E. coli treten die auf Eis gestellten FITC-markierten E. coli Proben.

3.2.1.9 Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse

Die computergestiutzte Auswertung der durchfluzytometrischen Messungen
erfolgte mit der CellQuest Software (Becton Dickinson). Als Datenbank wurde
Microsoft Excel verwendet. Statistische Berechnungen erfolgten mit Microsoft
Excel. Grafische Darstellungen wurden mit Hilfe von Excel und Powerpoint
erstellt.

Fur die Darstellung der Ergebnisse wurden die Daten in Gruppen
zusammengefasst, aus denen Mittelwerte berechnet wurden. Zusatzlich zu den
Mittelwerten wurden Standard Error of the Mean (SEM) fur die in vitro -
Versuche und die Standardabweichungen (SD) fur die Patienten-Daten
errechnet und ggf. dargestellt.

Fur die Signifikanzprifung wurde der U-Test nach MANN und WHITNEY fur

den Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben verwendet.

3.2.2 Vermehrungsfahigkeit von E. coli in Abh&angigkeit vom Medium

Die  Vermehrungsfahigkeit wurde Uber die optische Dichte per
Spectrophotometer bei 600 nm bestimmt. Je gréRer die Absorption in einer
Kivette wird, desto groRer die Vermehrungsfahigkeit der Bakterien im

enthaltenen Medium. Pro Medium wurden 3 Kivetten angesetzt:

e ein Leerwert, d.h. ohne E. coli als Referenz
e ein Mediumansatz mit nicht-transformierten E. coli

e ein Mediumansatz mit EGFP-transformierten E. coli.

Jede Kivette enthielt 1 ml Medium, ohne bzw. mit 50 pl Bakteriensuspension.
Die Kuvetten wurden mit Parafilm (Laboratory Film, Chicago, USA) gedeckelt
und bei 37° und 220 rpm (Gallencamp-Iinkubator) bis zum jeweiligen
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Messzeitpunkt inkubiert. Vor jeder Messung wurden die Kivetten sorgfaltig

resuspendiert.

Medium-Versuch Nr. 1 (n = 6)

Bakterien (nicht-transformierte,

transformierte)

Medium

E. coli Heparin-Kulturmedium
ohne Antibiotika

E. coli LB-Medium

Medien-Versuch Nr. 2 (n = 3)

Bakterien (nicht-transformierte, Medium

transformierte)

E. coli Heparin-Kulturmedium
ohne Antibiotika

E. coli Heparin-Kulturmedium
mit 12,5 IU/ml Penicillin / 125 pg/ml
Streptomycin

E. coli Heparin-Kulturmedium

mit 0,5 pug / ml Tetracyklin

Medium-Versuch Nr. 3 (n = 3)

Bakterien (nicht-transformierte, Medium
transformierte)

E. coli Serum

E. coli hitzeinaktiviertes Serum

Die Seruminaktivierung wurde im Wasserbad bei 56°C fur 30 min durchgefihrt.
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Medium-Versuch Nr. 4 (n = 6)

Bakterien (nicht-transformierte, Medium

transformierte)

E. coli Heparin-Kulturmedium
ohne Antibiotika
E. coli Heparin-Kulturmedium

mit heparinisertem Plasma (1:1)

ohne Penicillin/Streptomycin

E. coli Heparin-Kulturmedium

mit heparinisertem Plasma (1:1)
mit 12,5 IU/ml Penicillin / 125 pg/ml
Streptomycin

3.2.3 Adaptierung des Orpegen®-Pharma — Phagotests®

Beim Orpegen®-Pharma-Phagotest® wird das heparinisierte Vollblut mit
opsonisierten, abgetdteten, FITC-markierten E. coli fir 10 min bei 37°C
inkubiert. Die Kontrollprobe wird auf Eis inkubiert. Die Phagozytose in der
ersten Probe wird gestoppt, indem diese Proben auf Eis gestellt werden. Dann
werden die Signale der nicht-phagozytierten, FITC-markierten Bakterien mit
Quenching Solution (Orpegen Pharma, Heidelberg) gequencht. Es folgen zwei
Waschschritte, ein Lyseschritt und eine DNA-Farbung mit DNA-Staining
Solution und die anschlieRende zytofluorometriesche Messung (36). Um am
Ende vergleichbare Ergebnisse aus dem neu entwickelten EGFP-Phagozytose-
Degradation-Assay und dem Orpegen®-Phagotest® zu erhalten, musste der
Orpegen®-Phagotest® etwas modifiziert werden: Bakterienmenge (von 2,0 x
10e7 auf 3,0 x 10e6) und Volumina (von 20 pl auf 9 pl) wurden angeglichen, die
Inkubationszeit wurde von 10 min auf 15 min verlangert, ein zweiter
Messzeitpunkt wurde eingefuhrt (t;= 4 Stunden) und es wurde nicht die DNA-
Staining Solution, sondern die monoklonalen Antikdrper gegen CD14 PC5 (FL3)
und CD33 PC5 (FL3) verwendet.
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3.3 Probanden und Patienten

3.3.1 Probanden

Fur alle Versuche, die der Optimierung der Versuchsbedingungen und
Qualitatssicherung  dienten, wurde nur das Blut von gesunden
Normalprobanden eingesetzt. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme war bei keinem
Spender eine Infektion- oder sonstige Immunkrankheit bekannt. Im Weiteren
wurden fur die vergleichenden Untersuchungen, zwischen gesunden
Normalprobanden und Patienten, zwei Normalprobandengruppen verwendet:

e eine Kontrollgruppe zur NTX-Patienten-Gruppe, bestehend aus 4 Mannern

und 3 Frauen (Alter i. M.: 44,0 + 13,9) und

e eine Kontrollgruppe zu den Sepsis-Patienten, bestehend aus 5 Ma&nnern und
2 Frauen (Alter i. M.: 57,9 + 3,4).

3.3.2 Patienten

Es wurde das Blut von 7 NTX-Patienten, 4 méannlichen und 3 weiblichen, im
Phagozytose-Assay getestet. Diese Patienten waren im Mittel 45,9 + 9,9 Jahre.
Als generelle Ausschlusskriterien galten:

e aktive CMV-Infektion,
e akute Transplantat-Rejektion,
e junger als 20 Jahre,

¢ Nierentransplantation vor weniger als 1 Jahr.

Alle NTX-Patienten waren zum Zeitpunkt der Blutabnahme in der NTX-
Ambulanz im Virchow-Klinikum unter Betreuung.

In der Sepsis-Patienten-Gruppe waren ebenfalls 7 Patienten, 5 ménnliche und 2
weibliche, die i.M. 56,9 + 12,2 Jahre waren. Als generelle Einschlusskriterien
galten:

e HLA-DR < 15000 (monoklonale Antikérper / Zelle), d.h. Immunparalyse oder

Grenzbereich zur Immunparalyse,

e Untersuchungstag 2.-5. postoperative Tag,
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e andere systemische Entziindungszeichen, wie Leukozytose,

Linksverschiebung im Differential-Blutbild, hohes Procalcitonin (PCT).

Die in die Untersuchungen einbezogenen Patienten wurden zum Zeitpunkt der
Messung auf der Intensivstation ITS 5 (Klinik fur Abdominal- und
Allgemeinchirurgie) der Charité versorgt. Fir den Assay wurde ausschlieflich
Restblut nach Routine-Labordiagnostik verwendet. Zusatzliche Blutenthahmen
zu Forschungszwecken waren nicht erforderlich. Fir einen Ansatz werden pro
Patient lediglich 400 ul Vollblut bendtigt.
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4 Ergebnisse

Zur Beginn meiner Promotionsarbeit haben wir tberlegt, wie ein Phagozytose-
Degradation-Assay, der unter physiologischen Bedingungen funktioniert,
aussehen soll. Dabei kam uns als Erstes die Idee, dass wir dazu EGFP nutzen
kébnnen, um damit unsere Bakterien durchfluBzytometrisch messbar zu
markieren. Die zweite ldee war, dass wir mehrere Messzeitpunkte haben
missen, um nicht nur eine Aussage uber die Phagozytosefahigkeit (Aufnahme-
Fahigkeit), sondern auch uber die Degradationsfahigkeit der Phagozyten
(Abbau der Bakterien) gewinnen zu kénnen. Bei dem ersten, friheren Zeitpunkt
wird die Phagozytosefahigkeit der Phagozyten bestimmt. Zu einem spateren
Zeitpunkt erfolgt eine zweite Messung. Der Vergleich des ersten und zweiten
Wertes dient der Charakterisierung der Degradationsfahigkeit dieser Zellen.

Die Umsetzung dieses Vorhabens begann mit der Schaffung der technischen
Vorraussetzungen, um mit gentechnisch-verédnderten Organismen (hier die
EGFP-transformierten E. coli Bakterien) arbeiten zu durfen. Unsere EGFP-
transformierten Bakterien stellen keine Gefahr fur Mensch und Umwelt dar.
Trotzdem ist eine Verschleppung dieser Organismen aus dem Labor in jedem
Fall zu verhindern, so dass spezielle Kennzeichnungen, Abfallbehélter und

Verhaltensweisen erforderlich sind.

4.1 Assay-Etablierung

Die Aussage zur Degradationsfahigkeit der phagozytierenden Zellen ist aber
nur dann korrekt, wenn nach der ersten Messung keine weitere oder nur eine
minimale Phagozytose statt findet (keine Uberlagerung des Abbaus). Die
Ausschaltung/Hemmung der Phagozytose kénnte man z. B. durch chemische
Inhibitoren erreichen, wobei wir uns in dieser Arbeit von unserem Ziel, einen
Assay unter weitgehend physiologischen Bedingungen zu etablieren, entfernt
hatten. Uns scheint deshalb die Reduzierung/Minimierung der Zahl der
Bakterien ein sinnvollerer Weg. Um das zu erreichen haben wir versucht,

entsprechende Medium Bedingungen zu etablieren.
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4.1.1 Keimzahlbestimmung

Eine exakte Keimzahlbestimmung war eine der Vorraussetzung zur
Identifizierung der optimalen Zahl der Bakterien fur den Start des Assays, zur
Optimierung der Kulturbedinnungen und zur exakten Durchfiihrung des Assays.
Die Keimzahlbestimmung wurde mittels Photometer bei 550 nm die
Bakterienkonzentration der  Aliquots  bestimmt.  Zuséatzlich  wurden
Ausplattierungen der Bakteriensuspensionen auf Luria-Bertani-Agar-Platten
vorgenommen und nach 13 Stunden bei 37°C per Hand ausgezahlt. Die
Platten, auf denen die EGFP-transformierten E. coli ausplattiert wurden,
enthielten 0,1 g / ml LB-Agar Ampicillin. Die Keimzahl in den tiefgefrorenen
Aliguots betrug furr nicht-transformierte 1,5 x 10% 1000 pl und fiir die EGFP-
transformierten E. coli 1,2 x 108/1000 .

Anschlielend wurde die Bakterienzahl bestimmt, die sich in den Aliquots
befindet, wenn man die tiefgefrorenen Proben auftaut, 1 : 5 mit LB-Medium
verdinnt und fur 1 Stunde bei 37°C und 600 rpm (Thermomixer comfort 2,0 ml,
Eppendorf, Hamburg) rekultiviert. Die Bakterienzahl betrug bei den nicht-
transformierten 3,75 x 10% 1000 pl und bei den transformierten 3,0 x 10/ 1000
ul. Solche frisch rekultivierten Bakterien wurden fir den EGFP-Phagozytosetest

eingesetzt.

4.1.2 Optimierung der Mediums-Bedingungen: Vermehrungsfahigkeit von E.

coli in Abhangigkeit vom Medium

Als erstes wollten wir klaren, in welchem fir unseren Assay in Frage
kommenden Medium sich die Bakterien nicht vermehren. Eine fehlende
Vermehrung der Bakterien ist notwendig zur Minimierung der Phagozytose
nach der ersten Zeitmessung und damit fur die sichere Beurteilung der
Degradationsfahigkeit der Phagozyten. Wir kultivierten E. coli - Proben Uber 6
Stunden in verschiedenen Medien und bestimmten, zu den im Diagramm
erkennbaren Zeitpunkten, die Bakterienkonzentrationen durch Messung der
optischen Dichte. Sowohl in der normalen Bakterienndhrldsung LB als auch im

Heparin-Medium vermehrten sich die Bakterien sehr gut.
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Abb. 4: Vermehrungsfahigkeit der E. coli in Abhangigkeit vom Kulturmedium.
Diese Abbildung zeigt die Vermehrungsfahigkeit von E. coli in LB-Medium und in
Heparin-Medium. Der Versuch erstreckte sich tiber 6 Stunden. Es sind die Mittelwerte

aus 6 von einander unabhangigen Versuchen dargestellt.

Ein weiterer Versuch sollte uns zeigen, ob das Plasma bzw. Serum der
Spender ebenfalls einen nachweisbaren Einfluss auf Vermehrungs- und
Uberlebensfahigkeit der Bakterien ausuibt. Also kultivierten wir Bakterien nur in
Serum (kein Heparin, kein Medium) und parallel dazu nur in hitze-inaktiviertem

Serum. Eine antibakterielle Wirkung des aktiven Serums wurde sichtbar.
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Ausgangsmenge (%)

W inakt. Serum O Serum

Abb. 5: Lebens- und Vermehrungsféahigkeit der E. coli in inaktiviertem Serum
und in nicht-inaktiviertem Serum. Es sind die Mittelwerte aus 3 von einander

unabhangigen Versuchen dargestellt.
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Es konnte eindrucksvoll die Wirkung der Komplementkaskade, die in der
Bildung von Membranangriffskomplexen resultiert, beobachtet werden (Abb. 5).
Danach priften wir, ob eine Vermehrung der Bakterien in dem Antibiotikum-
haltigen Heparin-Medium, ohne Gegenwart von Plasma oder zellularen
Bestandteilen, ausgeschlossen werden kann. Wir dberpriften es, weil eine
Vermehrung der Bakterien ausgeschlossen sein sollte, da wir auch das Blut
immuninkompetenter Spender untersuchen wollten. Deshalb wurde im
nachsten Versuch untersucht, welchen Einfluss der Zusatz von Antibiotika
(Penicillin/Streptomycin oder Tetracyklin) auf die Vermehrung der E. coli -
Bakterien austbt.
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0,0h 0,25 h 2,0h 4,0h
Dauer der Kultur (h)
W Heparin-Medium
O Heparin-Medium mit Penicillin und Streptomycin
0 Heparin-Medium mit Tetracyklin

Prozent der
Ausgangsmenge (%)

Abb. 6: EinfluR von Antibiotika auf die Vermehrungsfahigkeit von E. coli.
Vergleich des Heparin-Kulturmediums ohne Antibiotikum-Zusatz, mit Zusatz von
Penicillin / Streptomycin, mit Zusatz von Tetracyclin. Den Ansatzen wurden zum
Zeitpunkt 0 h jeweils die gleiche Menge E. coli hinzugefugt. Es sind die Mittelwerte aus

3 von einander unabhangigen Versuchen dargestellt.

Wie man in der Abbildung sieht, hemmen die Antibiotika-Zusatze die E. coli -
Vermehrung.

Anschliessend prften wir die Wirkung von Heparin-Plasma mit dem Antibiotika-
Zusatz Penicillin / Streptomycin. Auch unter diesen Bedingungen war wahrend

der 6 Stunden keine Vermehrung der E. coli nachweisbar.
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Abb. 7: Vermehrungsfahigkeit von E. coli in verschiedenen Medien. Es sind die

Mittelwerte aus von einander unabhangigen 6 Versuchen dargestellt.

Auf Grund der Ergebnisse all dieser Versuche haben wir uns fir Verwendung
von 20% Vollblut, Heparin-Medium mit dem Antibiotika-Zusatz Penicillin /

Streptomycin entschieden.

4.1.3 Auswahl der Messzeitpunkte

Der néachste Schritt bei der Etablierung des Assays sollte die Festlegung der
Messzeitpunkte sein. Dazu fuhrten wir eine kinetische Studie durch, in welcher
wir zu verschiedenen Zeitpunkten die Bakterienmenge in den Phagozyten
bestimmten. Insgesamt wurde nach 6 verschiedenen Inkubationszeiten
gemessen: nach 15 Minuten, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, und 6 h.

Phagozytose von E. coli durch

Phagozytose von E coli durch >
neutrophilen Granulozyten

Monozyten
300 300
250 1 250 -
200 - 200 -
T 150 - € 150
100 1 100 -
50 - 50 -

025 1 2 3 4 6 h 0 025 1 2 3 4 6 h
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Abb. 8: Phagozytose von E. coli durch Monozyten und neutrophile
Granulozyten in Abhangigkeit vom Messzeitpunkt. Es wurde zu 6 verschiedenen
Zeitpunkten gemessen, wie viele E. coli in den Monozyten bzw. neutrophilen
Granulozyten nachweisbar sind. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3

unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

Bei dem ersten Zeitpunkt (15 Minuten) ist die Menge der E. coli in Phagozyten
am hochsten. Dieser Zeitpunkt wurde als Messpunkt fir die
Phagozytosefahigkeit der Zellen ausgewahlt. In Abb. 9 ist die zeitliche
Abnahme dieses Wertes (Abbau) dargestellt:

Degradation von E. coli durch Degradation von E. coli durch
Monozyten neutrophile Granulozyten
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Abb. 9: Degradation der phagozytierten E. coli durch Monozyten und
neutrophile Granulozyten in Abhéngigkeit vom Messzeitpunkt. Fir jeden Zeitpunkt
ist der prozentuale Abbau bezogen auf den 15 Minuten-Phagozytose-Wert gerechnet.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3 unabhangig voneinander durchgefiihrten

Versuchen.

Bei Monozyten steigt der Abbau kontinuierlich bis 6 h, bei Granulozyten ist er
nach 2-3 h unveréndert. Basierend auf diesen Daten und dem Wunsch, dass
der Assay an einem Tag durchfuhrbar sein soll, wurde der 4 h Wert als zweiter

Zeitpunkt ausgewabhilt.
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4.1.4 Einfluss der unterschiedlichen Antikoagulanzien auf die Phagozytose

und Degradation

Der vorgeschlagene Assay verwendet vendses Blut, so dass es notwendig ist,
dass eine Gerinnung verhindert wird.

Die standardm&fRig angebotenen Blutabnahmesysteme bieten verschiedene
Moglichkeiten der Antikoagulation entnommener Vollblutproben. Sie greifen an
unterschiedlichen Stellen in die Gerinnungskaskade ein und verhindern so die
Koagulation.

Es wurde untersucht, welche messbaren Auswirkungen die verschiedenen
Antikoagulanzien auf Phagozytose und Degradation haben. Dazu wurden
jeweils einer Versuchsperson drei Rohrchen Blut abgenommen, wobei jedes ein
anderes Antikoagulanz enthielt: 1) Citrat, 2) EDTA, 3) Lithium-Heparin.

Phagozytose von E. coli durch Phagozytose von E coli durch
Monozyten neutrophile Granulozyten
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ECitrat OEDTA  DLithium-Heparin mCirat COEDTA O Lithium-Heparin

Abb. 10: Phagozytose von E. coli durch Monozyten und neutrophile
Granulozyten in Abhéangigkeit vom verwendeten Antikoagulanz. An der Y-Achse
ist die mittlere Immunfluoreszenz der Proben aufgetragen. Dargestellt sind die

Mittelwerte + SEM von 3 unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchen.
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Abb. 11: Degradation von phagozytierten E. coli durch Monozyten und
neutrophile Granulozyten in Abhangigkeit vom verwendeten Antikoagulanz. Es
wird gezeigt, wie viel Prozent der in Abb. 10 aufgenommenen E. coli - Menge innerhalb
von 4 Stunden Inkubation von den Monozyten und neutrophilen Granulozyten
abgebaut wurden. Die negativen Prozent-Satze fur die EDTA-Blutproben deuten
daraufhin, dass hier im Verlauf von 4 Stunden die Fluoreszenz in den Proben noch
weiter angestiegen ist. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3 unabhangig

voneinander durchgefiihrten Versuchen.

In der Literatur sind Einflisse von Citrat und EDTA auf die Phagozytose und
Degradation, wie z. B. durch die Bindung von Calcium oder die Behinderung
der Komplementopsonierung, beschrieben worden. Auch fir Heparin werden in
der Literatur Interaktionen mit den Phagozyten, die die Phagozytose- und
Degradationsleistung beeinflussen konnten, postuliert worden. Dennoch wird
bislang Heparin als Standardantikoagulanz fir Phagozytoseversuche
empfohlen. Unsere Versuche (Abb. 10 und Abb. 11) zeigen, dass EDTA sich fur
unsere Fragestellung auf Grund der fehlenden Degradationleistung der
Granulozyten nicht eignet. Wir beobachteten nur maRige Unterschiede
zwischen mit Citrat oder mit Lithium-Heparin anti-koagulierten Proben, dennoch
auf Grund der Empfehlung in der Literatur, haben wir uns entschieden, Heparin
als Antikoagulanz zu verwenden.

Eine weitere Versuchsreihe sah den Vergleich von Lithium (Li-)-Heparin mit
Ammonium (NHj4-)-Heparin vor. Es sollte geklart werden, ob theoretisch beide
Heparin-Formen gleichermal3en verwendet werden kénnten. Wie wir in Abb. 12
und Abb. 13 demonstrieren, eignet sich Lithium-Heparin besser (geringeres
SEM), deshalb wurde in allen weiteren Versuchen auf Li-Heparin

zuruckgegriffen.
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Phagozytose von E.coli durch Phagozytose von E.coli durch
Monozyten neutrophile Granulozyten
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Abb. 12: Phagozytose von E. coli durch Monozyten und neutrophile
Granulozyten in Abhangigkeit vom verwendeten Heparin-Antikoagulanz. Auf der
Y-Achse ist die mittlere Fluoreszenz der Proben abgetragen. Dargestellt sind die

Mittelwerte + SEM von 3 unabhé&ngig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
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Abb. 13: Degradation von phagozytierten E. coli durch Monozyten und
neutrophile Granulozyten in Abhangigkeit vom verwendeten Heparin-
Antikoagulanz. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3 unabhangig voneinander

durchgefiihrten Versuchen.



4.1.5 Abhangigkeit der Phagozytose und Degradation von der

Bakterienkonzentration

In dem weiteren Abschnitt meiner Promotionsarbeit stellten wir uns die Frage,
wie sich die Phagozytoseleistung, der Bakterien-Uptake der Phagozyten und
ihre Degradationsfahigkeit verandert, wenn man zu einer bestimmten Anzahl
von phagozytierenden Zellen jeweils das gleiche Volumen, aber

unterschiedliche Anzahl der Baktieren hinzuflgt.
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Abb. 14: Phagozytose von E. coli durch Monozyten und neutrophile
Granulozyten in Abhangigkeit von der Bakterien-Anzahl. In diesem Versuch wurde
zu drei identischen Vollblutproben jeweils ein anders konzentriertes, aber gleichgrof3es
Volumen, Bakteriensuspension hinzugefugt. Die Gesamtkonzentration an E. coli, die
anschlief3end in den Proben enthalten war, entsprach, auf den ml umgerechnet, a) 5,8
x 10e6, b) 1,45 x 10e7, ¢) 2,9 x 10e8. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3

unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen.
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Abb. 15: Degradation von phagozytierten E.coli durch Monozyten und
neutrophile Granulozyten in Abhangigkeit von der Bakterien-Anzahl. Es wurde zu
drei identischen Vollblutproben jeweils ein anders konzentriertes, aber gleichgrol3es
Volumen Bakteriensuspension hinzugefiigt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von

3 unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen.

Die Degradationsleistung war bei der geringsten Anzahl der Bakterien am
hochsten. Der SEM in diesem Test war fir die geringste der drei getesteten
Bakterienkonzentrationen am niedrigsten. Aus diesem Grunde wurde fiur die

Etablierung des Assays eine Endkonzentration von 5,8 x 10e6 / ml verwendet.

4.1.6 Abhangigkeit der Phagozytose von der Phagozytenkonzentration

Im Vollblut gesunder Menschen befinden sich in etwa vergleichbare Mengen
phagozytierender Zellen: z. B. 170 — 350 Monozyten / pl Blut (44).

Doch im Blut kranker oder immunsupprimierter Menschen kodnnen die
tatsachlichen Zellzahlen stark von den Referenzwerten abweichen. Dies betrifft
auch die neutrophilen Granulozyten. Bei Patienten mit z. B. einer Infektion kann
die Zellzahl auf ein Vielfaches des Normwertes ansteigen. Bei solchen
Patientengruppen sollte jedoch unser Assay in Zukunft Anwendung finden. Um
die Frage zu beantworten, ob vor der Durchfiihrung des Phagozytose-
Degradation-Tests zwangslaufig erst eine Zellzahlung durchgefthrt werden
muss, weil die unterschiedlichen Mengen an phagozytierenden Zellen die
Testergebnisse beeinflussen kénnten, wurde folgender Versuch durchgefihrt.
Es wurde das Blut gesunder Probanden verwendet, das mit Plasma so
verdiunnt wurde, dass drei Proben gleichen Volumens, aber mit
unterschiedlicher Zellkonzentration entstanden. Zu allen drei Proben wurde die
gleiche Konzentration und Volumen der Bakteriensuspension hinzugefugt.
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Abb. 16: Phagozytose von E. coli durch Monozyten und neutrophile
Granulozyten in Abh&ngigkeit von der Phagozytenkonzentration. Verwendete
Vollblutverdiinnungen a) 20 %, d.h. Standardansatz, b) 8 %, c) 4 %. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SEM von 3 unabhéngig voneinander durchgefihrten Versuchen.
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Abb. 17: Degradation von phagozytierten E. coli durch Monozyten und
neutrophile Granulozyten in Abhangigkeit von der Phagozytenkonzentration.
Verwendete Vollblutverdiinnungen a) 20 %, d.h. Standardansatz, b) 8 %, c) 4 %.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3 unabhangig voneinander durchgefuhrten

Versuchen.
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Phagozytenkonzentrationen nachzuweisen sein wird. Die Versuchsergebnisse
belegen jedoch keinen direkten Zusammenhang zwischen Phagozytoseleistung
und Phagozytenkonzentration. Die Degradationsleistung zeigt keine
wesentlichen Unterschiede im Verhaltnis zur Phagozytenkonzentration. Die
Proben mit niedriger Phagozytenkonzentration, die relativ betrachtet eine
Leukopenie simulieren, sind gegenidber den anderen Proben, was ihre
Phagozytose- und Degradationsfahigkeit angeht, nicht benachteiligt. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass keine Zellzahlung vor Testdurchfiihrung

erforderlich ist.

Nachdem nun die wichtigsten Versuchsbedingungen, wie z. B. Mediums-
Zusammensetzung, Messzeitpunkte, Antikoagulanzien, Bakterien- und
Phagozytenkonzentrationen, variiert wurden und die fur eine optimale Assay-
Durchfihrung glnstigsten Bedingungen ausgesucht wurden, haben wir weitere
maogliche externe EinflussgroRen auf die Testergebnisse bzw. deren

Reproduzierbarkeit untersucht.

4.2 Validierung des EGFP-Phagozytose-Degradation-Assays

4.2.1 Einfluss der Dauer der Lagerung auf die Ergebnisse des EGFP-

Phagozytose-Degradation-Assays

Blutproben, die zu Untersuchungszwecken entnommen werden, kénnen in der
taglichen Praxis nur selten sofort bzw. kurze Zeit (Minuten) nach Entnahme
bearbeitet werden. Oft sind es Transportzeiten oder Wartezeiten im Labor, die
diese Verzogerungen bedingen. Daher untersuchten wir die Frage, ob die Zeit
zwischen Blutentnahme und Beginn der Untersuchung des Blutes einen
Einfluss auf die Testergebnisse hat.

Hierzu wurde dem gleichen Probanden an einem Tag zu zwei Zeitpunkten Blut
entnommen. Einmal 4 Stunden vor Assaybeginn und ein zweites Mal direkt vor
Assaybeginn, so dass fur den Phagozytose-Degradation-Assay 4 Stunden altes
Blut und ganz frisch enthommenes Blut zur Verfligung stand.

Es ware auch moglich gewesen, nur einmal Blut zu entnehmen, sofort mit der

Bearbeitung der ersten Proben zu beginnen und 4 Stunden spater erneut
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Proben aus dem bereits vor 4 Stunden alten Blut anzufertigen. Dazu hatten wir
zweimal statt nur einmal Bakterien ansetzen miussen und somit eine
Fehlerquelle durch unterschiedliche Bakteriensuspensionen nicht ausschlie3en
konnen.

Da wir mit lebenden, teilungsfahigen Bakterien arbeiten, ist es notwendig mit
Prézision und mdoglichst konstantem Arbeitstempo die Bakteriensupsension zu
verarbeiten. Der Fehler ist bei der einzeitigen Methodik geringer und deshalb
haben wir diese Variante gewabhit.

Frage des Versuchs war, ob eine Lagerung des Blutes Auswirkungen auf die
Phagozytose- und Degradationsfahigkeit der Zellen hat.

Phagozytose von E. coli durch Monozyten Phagozytose von E. coli durch
neutrophile Granulozyten
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Abb. 18: Phagozytose von E. coli durch Monozyten und neutrophile
Granulozyten in Abhangigkeit von der Dauer der Lagerung der Blutproben. Jedes
der drei Saulenpaare entspricht den Daten eines Probanden (Proband 1, 2, 3). Die
erste und jeweils dunklere S&ule eines Saulenpaares ist Ergebnis des frisch
entnommenen und sofort verarbeiteten Blutes (0 Stunden gelagert vor Verwendung).

Die zweite, hellere Saule repréasentiert das 4 Stunden vor Verarbeitung gelagerte Blut.
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Abb. 19: Degradation von phagozytierten E. coli durch Monozyten und
neutrophile Granulozyten in Abhé&ngigkeit von der Dauer der Lagerung der
Blutproben. Jedes der drei Saulenpaare entspricht den Daten eines Probanden
(Proband 1, 2, 3). Die erste und jeweils dunklere Séaule eines Saulenpaares ist
Ergebnis des frisch entnommenen und sofort verarbeiteten Blutes (O Stunden gelagert
vor Verwendung). Die zweite, hellere Saule repréasentiert das 4 Stunden vor

Verarbeitung gelagerte Blut.

Wie die Abb. 18 und Abb. 19 zeigen, bewirkt die Lagerung der Blutproben vor
Untersuchungsbeginn gegentber den frisch enthommenen und gleich
verarbeiteten  Blutproben keine Abnahme der Phagozytose- oder
Degradationsleistung. Das ist fur die Anwendbarkeit des Tests im Praxisalltag
eine sehr wichtige Eigenschaft, in dem sich zumindest Transportzeiten von
Station ins Labor nicht verhindern lassen.

In jedem Falle empfiehlt sich, fur eine Testreihe, in der die Daten untereinander
vergleichbar sein sollen, immer vergleichbar altes Blut zu verwenden. Im
Idealfall heil3t dass, dass relativ frisch entnommenes Blut fur die Versuche
verwendet wird. Darauf wurde bei den Versuchen fir diese Arbeit auch

geachtet.

4.2.2 Aufbewahrung messbereiter Proben

Im weiteren Teil meiner Arbeit wollten wir klaren, ob es mdglich ist, die
messbereiten Proben aufzubewahren und erst zu einem spéteren Zeitpunkt zu
messen? Um diese Frage zu klaren wurden drei Messungen durchgefuhrt 1)

sofort nach Fertigstellung der Proben, 2) nach 1 Stunde, 3) nach 2 Stunden.
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Abb. 20: Phagozytose von E. coli durch Monozyten und neutrophile
Granulozyten in Abhangigkeit von der Lagerungszeit der messbereiten Proben.
Die Phagozytose ist in Prozent angegeben, die sich auf den Wert sofort nach
Fertigstellung der Proben (= 100 %) bezieht. Dargestellt sind die reprasentativen

Ergebnisse eines von zwei unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchs.

Wie in der Abb. 20 dargestellt, nimmt die Fluoreszenzintensitat der Proben mit
der Zeit kontinuierlich ab. Deshalb wurden in allen weiteren durchgefihrten

Tests die Proben unverziglich nach Fertigstellung gemessen.

4.3 Qualitatssicherung fur den EGFP-Phagozytose-Degradation-

Assay

4.3.1 Ergebnisse der Intra-Assay-Variation

Mittels der Intra-Assay-Variation wird die Testprazision und Reproduzierbarkeit
des Assays anhand von Mehrfachbestimmungen innerhalb einer Messreihe und
anschlieBender Betrachtung des entsprechenden Variationskoeffizienten (VarK)
geprift. Stark gestreute Daten haben einen hohen VarK.

Hierzu wurden pro Normalproband 5 identische Proben angesetzt.
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Phagozytose der neutrophilen
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Abb. 21: Phagozytoseleistung der Monozyten und neutrophilen Granulozyten
zweier gesunder Probanden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von 5 unabhangig

voneinander durchgefihrten Assays.

Der Prozentsatz EGFP-positiver Monozyten bzw. neutrophiler Granulozyten
nach einer Phagozytosezeit von 15 Minuten und die mittlere
Fluoreszenzintensitat (=MFI) als Mal3 fur die Phagozytose wurden jeweils fur
Monozyten und neutrophile Granulozyten ermittelt und der Variationskoeffizient

bestimmt:

Tab. 9: Bestimmung der Intra-Assay-Varianz der Phagozytoseleistung. (MFI)

Jeweils 5 parallel behandelte Proben eines gesunden Probanden wurden ausgewertet.

Monozyten Neutrophile
Granulozyten

MFI (EGFP) Proband 1 | Proband 2 [Proband 1 | Proband 2
- Mittelwert 56,23 76,66 55,42 64,29
- Standardabweichung 10,71 6,49 4,53 2,75
(SD)
- Variationskoeffizient 19,05 8,47 8,17 4,28
(%)

Tab. 10: Bestimmung der Intra-Assay-Varianz der Phagozytoseleistung. (%)

Jeweils 5 parallel behandelte Proben eines gesunden Probanden wurden ausgewertet.
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Monozyten Neutrophile

Granulozyten

% phag. Zellen (EGFP- Proband 1 | Proband 2 | Proband 1 | Proband 2
positiv)

- Mittelwert 38,65 47,42 46,85 58,46

- Standardabweichung 1,78 1,47 1,79 1,31
(SD)

- Variationskoeffizient 4,61 3,10 3,83 2,24
(VarK in %)
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Abb. 22: Degradationsleistung der Monozyten und neutrophilen Granulozyten
zweier gesunder Probanden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von 5 unabhangig

voneinander durchgefiihrten Assays.

Tab. 11: Bestimmung der Intra-Assay-Varianz der Degradationsleistung. (%)

Jeweils 5 parallel behandelte Proben eines gesunden Probanden wurden ausgewertet.

Monozyten Neutrophile

Granulozyten

Degradationsleistung Proband 1 | Proband 2 | Proband 1 | Proband 2
(%)

- Mittelwert 52,57 29,16 66,01 80,57

- Standardabweichung 11,45 3,08 3,94 1,28
(SD)

- Variationskoeffizient 21,78 10,56 5,97 1,59
(%)




Zusammenfassend kann man sagen, dass die Phagozytose- und
Degradationsleistung der phagozytierenden Zellen des Probanden 1 im
Vergleich zu Proband 2 eine gréRRere Intra-Assay-Varianz aufwies, die Intra-
Assay-Varianzen aber mit einer Ausnahme immer unterhalb eines fir
biologische Testverfahren als ausreichend angenommenen maximalen
Variationskoeffizienten von 20% lagen. Die Ausnahme betraf den
Variantionskoeffizienten der Degradationsleistung von Proband 1 und lag nur
wenig oberhalb der 20%-Marke (21,78%, siehe Tabelle 5).

4.3.2 Ergebnisse der Inter-Assay-Variation

Mittels der Inter-Assay-Variation wurde die Prazision und Reproduzierbarkeit
des Assays anhand von Messungen an verschiedenen Untersuchungstagen
gepruft.

Dazu wurde an drei Tagen der Woche zwei Normalprobanden Blut enthommen
und der Phagozytose-Degradation-Assay angefertigt. Dabei wurden sowohl der
EGFP-Phagozytose-Degratation-Assay als auch der Orpegen®-Phagotest®

parallel durchgefuhrt.

Phagozytose der neutrophilen
Phagozytose der Monozyten Granulozyten

100 100

80 30 A

60 - 60 -
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40 40 4
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=

Abb. 23: Phagozytose von EGFP-haltigen E. coli durch Monozyten und
neutrophile Granulozyten zweier gesunder Probanden. Dargestellt sind die

Mittelwerte + SD von 3 unabh&ngig voneinander durchgefuhrten Versuchen.

Tab. 12: Bestimmung der Inter-Assay-Varianz der Phagozytoseleistung. (MFI)

Dargestellt sind die Ergebnisse von jeweils 3 unabhéngigen Messungen.
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Monozyten Neutrophile
Granulozyten

MFI Proband 1 | Proband 2 | Proband 1 | Proband 2
- Mittelwert 63,69 30,93 39,59 15,19
- Standardabweichung 15,52 1,33 9,39 3,01
(SD)
- Variationskoeffizient 24,37 4,30 23,75 19,82
(%)

Degradation von E. coli durch
Monozyten
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Abb. 24: Degradation von EGFP-haltigen E. coli durch Monozyten und

neutrophile Granulozyten aus dem Vollblut zweier Probanden. Dargestellt sind die

Mittelwerte £ SD von 3 unabhangig voneinander durchgeftihrten Versuchen.

Tab. 13: Bestimmung der Inter-Assay-Varianz der Degradationsleistung. (%)

Dargestellt sind die Ergebnisse von jeweils 3 unabhangigen Messungen.

Monozyten Neutrophile
Granulozyten

Degradationsleistung Proband 1 | Proband 2 | Proband 1 | Proband 2
(%)
- Mittelwert 51,04 54,98 60,94 68,40
- Standardabweichung 2,50 6,87 6,57 6,97
(SD)
- Variationskoeffizient 4,90 12,50 10,78 10,19
(%)




4.4 Anwendung des EGFP-Phagozytose-Degradation-Assays unter
Verwendung von Blutproben gesunder Normalprobanden und

immundeprimierter Patienten

Es wurden zwei Patientenkollektive stichprobenartig untersucht: 1) Patienten,
die postoperativ in eine Immunparalyse geglitten sind, 2) Patienten, die nach
einer Nierentransplantation, unter einer Langzeit-Immundepressions-Therapie
standen. Jede Patientengruppe hat eine eigene, der Alters- und
Geschlechtsverteilung entsprechende, Normalprobandengruppe, die ihr im
Versuch gegenibergestellt wurde.

AulRerdem wurden sowohl der EGFP-Phagozytose-Degradation-Assay also

auch der Orpegen-Phagotest® parallel durchgefiihrt.
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Abb. 25: Vergleich der Phagozytose von EGFP- bzw. FITC-markierten E. coli
durch Monozyten von Sepsis- bzw. NTX-Patienten und gesunden Probanden.

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils n=7.
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Neutrophile Granulozyten
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Abb. 26: Vergleich der Phagozytose von EGFP- bzw. FITC-markierten E. coli
durch neutrophile Granulozyten von Sepsis- bzw. NTX-Patienten und gesunden
Probanden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils n=7. (* p<0,02; Mann-
Whitney-U-Test).
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Abb. 27: Vergleich der Degradation von EGFP- bzw. FITC-markierten E. coli durch

Monozyten von Sepsis- bzw. NTX-Patienten und gesunden Probanden. Dargestellt

sind die Mittelwerte + SD aus jeweils n=7. (* p<0,05; Mann-Whitney-U-Test)
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Abb. 28: Vergleich der Degradation von EGFP- bzw. FITC-markierten E. coli

Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus jeweils n=7.
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5 Diskussion

5.1 Ubersicht

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Etablierung und Validierung eines
neuen in vitro Phagozytose-Funktionstests, der neben der Quantifizierung der
Phagozytoseleistung Informationen Uber die Degradation des phagozytierten
Materials liefert.

Der durch uns entworfene Assay bediente sich lebender, fluoreszierender E.
coli - Bakterien. Zu 2 aufeinander folgenden MefRzeitpunkten wurden die
Fluoreszenzintensivitaten der Monozyten und neutrophilen Granulozyten
ermittelt. Die Fluoreszenzintensivitaten zum Messzeitpunkt 1 charakterisierten
die Phagozytoseleistung der Zellen. Die Differenz der Fluoreszenzintentsitaten
zu den Messzeitpunkten 1 und 2 erlaubte die Beurteilung des

Degradationsvermogens der Phagozyten.

5.2 GFP-Fluoreszenz

GFP ist ein fluoreszierendes Protein, das in den sechziger Jahren in der
Quallenart Aequarea victoria entdeckt wurde. Anfang der neunziger Jahre
gelang es, GFP mittels Vektoren in das genetische Material anderer
Organismen einzufiugen. Auferdem wurden durch Punktmutationen GFP-
Alloformen geschaffen, die eine stéarkere Leuchtkraft als das Wildtyp-GFP und
seine bekannten Isoformen aufweisen. Seitdem hat es vielfaltige Anwendungen
von GFP in der biomedizinischen Forschung gegeben, so z. B. als Marker fur
die Expression oder Lokalisation eines Gens bzw. Genprodukts (45, 46, 47, 48,
49), als Indikator fur den intrazellularen pH-Wert oder als Marker apoptotischer
bzw. nektrotischer Prozesse (50, 51, 52).

Das von uns verwendete EGFP fluoresziert 4-35fach starker als das Wildtyp-
GFP, sein Absorptionsmaximum liegt bei 395 nm, sein Emmissionsmaximum
bei 490 nm. (53) EGFP ist pH- und temperatursensitiv. Seine Fluoreszenz ist
zwischen pH-Werten von 7,0 und 11,5 stabil und fallt bei pH-Werten ausserhalb
dieses Bereichs steil ab (50). E. coli Bakterien sind bei pH-Werten zwischen
6,0 und 8,0 (+/- 1 pH unit) lebensfahig (54). Die phagozytierten Bakterien

werden in Phagolysosomen enzymatisch und parallel dazu durch reaktive
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Sauerstoffverbindungen, die kurzfristig wéahrend des Phagozytoseprozesses
gebildet werden (Oxidativer Burst), abgetotet (Bakterienkilling). Dies geschieht
in einem Milieu, das sich um einen pH-Wert von 5,0 bewegt. Mit dem Abbau der
EGFP-transformierten Bakterien erfolgt ebenfalls die Degradation von EGFP
und damit die Abnahme des Fluoreszenzsignals als Mafl3 fur den stattgehabten
Proteinabbau. Physiologischerweise ist der Blut-pH-Wert im menschlichen
Organismus um 7,4 eingestellt. Bei diesem pH-Wert sind die E. coli lebensfahig
und die EGFP-Fluoreszenz ist stabil. Werden die E. coli phagozytiert und den
reatkiven Sauerstoffverbindungen in den Phagolysosomen ausgesetzt, kommt
es zu einem Abfall des pH auf Werte zwischen 4 bis 5. Die Bakterien sind dann
nicht langer lebensfahig, werden zusammen mit dem EGFP abgebaut, und
EGFP verliert seine Fahigkeit zur Fluoreszenz. Die Fluoreszenzintensitat von
FITC ist ebenfalls pH-abhangig (55) und nimmt bei einem pH<7,0 ab (maximale
Fluoreszenz um pH 9,5). Allerdings kann FITC nicht wie EGFP abgebaut
werden, so dass zwar das Floreszenzniveau ph-bedingt abnimmt, aber tber die
Zeit hinweg konstant bleibt. Die FITC-Daten machen einen tatsachlichen Abbau
von EGFP als Ursache der Fluoreszenzabnahme wahrscheinlich, stellen aber
keinen Beweis dar. Eine Moglichkeit, die uns zum Zeitpunkt der experimentellen
Arbeiten nicht zur Verflgung stand, wére die Messung des intrazellularen
EGFP-Gehalts mit einem monoklonalen Antikorper gegen EGFP.

Bei einer Temperatur von 37°C, die der menschlichen Korpertemperatur
entspricht, vermehren sich E. coli-Bakterien ideal. Obwohl EGFP eine hohe
Thermostabilitat aufweist, beeinflusst neben dem pH-Wert auch die Temperatur
die Starke der Fluoreszenz. Bei einer Temperatur von 15°C ist die
Fluoreszenzintensitdt von EGFP am starksten (56, 57), wahrend sie bei 37°C
bereits um 25% reduziert ist. Das EGFP-Fluoreszenz-Signal, das wir nach der
Inkubation bei 37°C erzielten, war fir die FACS-Messungen stark genug, so
dass wir keine die Vitalitdt von Phagozyten und Bakterien beeinflussende

Temperaturreduktion vornehmen mussten.

5.3 Fluoreszenz-Signalstarke der transformierten E. coli - Bakterien

Zunéchst erfolgte die genetische Transformation der E. coli Bakterien mittels
Plasmid-Vektor, welcher sie zur EGFP-Expression beféahigt. Es schlossen sich
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Messungen zur Bakterienfluoreszenz an, in denen die nicht-transformierten den
transformierten Bakterien vergleichend gegenubergestellt wurden. Die nicht-
tranformierten E. coli dienen im  Phagozytose-Funktionstest als
Negativkontrolle. Anfanglich war fur uns Uberraschend, dass die EGFP-E. coli in
der Stammldsung (Versuchsvorrat), die aliquotiert und sachgemalf eingefroren
wurde, eine wesentlich starkere Fluoreszenz aufwiesen als die nach dem
Einfrieren und Auftauen eine Stunde rekultivierten Bakterien. Weil die Starke
der EGFP-Signale der rekultivierten Bakterien eindeutig ausreichend war, um
FACS-Messungen zu erzielen, wurde darauf verzichtet die Fluoreszenz nach
der Rekultivierung wieder zu steigern. Wir haben im Laufe der Etablierung die
E. coli Fluoreszenz nach der Rekultivierung regelméRig gemessen. Die
gemessene EGFP - E. coli Fluoreszenz wies einen Variationskoeffizienten von
10,11 % auf, was die Reproduzierbarkeit des ersten Teils unseres Assays
belegt.

5.4 Physiologische Mediumsbedingungen

Danach galt es, das gunstigste Kulturmedium fur den Phagozytose-
Degradation-Funktionstest herauszufinden. Da in diesem Assay lebende, also
teilungsfahige Bakterien eingesetzt werden, war es zuerst notwendig sicher zu
stellen, dass (i) wahrend der Inkubationszeit keine Vermehrung von Bakterien
stattfindet und (ii) nach Abschluss fir die Phagozytose vorgesehenen
Inkubationszeit keine weitere Aufnahme von Bakterien mdglich ist. Dartber
hinaus war es unser Ziel, das Kulturmedium méglichst den physiologischen
Bedingungen anzugleichen. Wir haben unser Ziel durch Verwendung eines
bestimmten Gemisches aus Antibiotika und Benutzung einer relativ geringen
Zahl an Bakterien erreicht. Interessanterweise zeigen unsere Versuche, dass
sowohl zellfreies Normalprobanden-Plasma die E. coli - Vermehrung verhindert
als auch der alleinige Zusatz von Antibiotika. Um so nah wie moglich an den in-
vivo-Bedingungen der zu untersuchenden Patienten zu bleiben und gleichzeitig
maoglicherweise vorliegenden Plasma-Defekten vorzubeugen, haben wir uns
daher entschlossen, das Plasma nicht von den Blutzellen zu separieren und mit

antibiotikahaltigem Kulturmedium zu versetzen.
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5.5 Phagozytose - Bakterienmenge und Messzeitpunkt

Anschliel3end, in den kinetischen Studien und den Versuchen zur Auswahl des
Kulturmediums wurde ermittelt, dass nach 15 Minuten ein Maximum der
Fluoreszenzintensitat erreicht ist. Deshalb haben wir diesen Zeitpunkt als
Messzeitpunkt 1 des Assays ausgewahlt. Im Weiterem wahlten wir flr unseren
Assay eine moglichst geringe Bakterienmenge (3,0 x 10e6 E. coli) (4.1.5). Die
bereits beschriebene Herstellung eines Kulturmediums (heparinhaltiges
Kulturmedium mit Penicillin- und Streptomycinzusatz), das eine Vermehrung
der Bakterien und Uberleben tiber 15 Minuten hinaus ausschlie3t (siehe

Abb. 4 bis Abb. 7) und die geringe Zahl der verwendeten Bakterien tragen dazu
bei, dass nach der fur die Phagozytose vorgesehenen Inkubationszeit keine
weitere Aufnahme von Bakterien stattfindet. Dieses ist deshalb so wichtig, weil
die Proben fur Messzeitpunkt 2 im Inkubator verbleiben und erst nach 4
Stunden der FACS-Messung zugefihrt werden. Wirde Uber ca. 15 Minuten
hinaus Phagozytose stattfinden, wirde vermutlich eine zu niedrige

Degradationsleistung gemessen werden.

Eine andere denkbare Herangehensweise waére, mittels einer chemischen
Substanz die Phagozytose nach einer bestimmten Zeit abzustoppen. Allerdings
waren grundlegende Nachteile einer chemischen Abstoppung, wie z. B. die
Beeinflussung des Degradationsprozesses unter Umstanden in Kauf zu

nehmen.

5.6 Auswahl des Antikoagulans

Eine andere wichtige Frage, die es zu klaren galt, war die nach dem zu
verwendenden Antikoagulanz. Zur Auswahl standen die Antikoagulanzien
EDTA, Citrat und Heparin. EDTA und Citrat, die aktive Komplexbildner sind und
tiber die Bindung von Ca®*-lonen die Blutgerinnung verhindern, beeinflussen
die Phagozytose ungunstig. Schon 1975 konnte Ryder et al. beobachten, dass
ein zu niedriger Serum-Calciumspiegel die Phagozytosefahigkeit von
hepatischen Kupffer Sternzellen beeintrachtigt (58). Berger et al. und Segura et
al. entdeckten, dass EDTA die Komplementopsonisierung (59) und die

Phagozytose (60) der neutrophilen Granulozyten behindert. Yuan et al.
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beobachteten, dass extrazellulares EDTA die Phagozytose von Hefepartikeln
(Dictyostelium discoideum) hemmt, und diese Hemmung durch Zugabe von
Calcium aufgehoben werden kann, wéahrend die Pinozytose von EDTA nicht
beeinflusst wurde (61). Aufgrund dieser Daten bliebe nur Heparin als
Antikoagulanz flr unsere Phagozytoseversuche, auch wenn fir Heparin
einzelne Berichte vorliegen, die von einer Hemmung der Phagozytose sprechen
(62). So berichten Freischlag et al. (63), Labrouche et al. (64) und Salih et al.
(65) dass Heparin in neutrophilen Granulozyten die Fahigkeit zu Chemotaxis,
Phagozytose und oxidativem Burst signifikant hemmt. Daher empfahl Salih,
auch den Einsatz von Heparin in immunologischen Untersuchungen kritisch zu
Uberdenken (65). Um uns selber ein Bild zu machen, haben wir unseren EGFP-
Phagozytose-Degradations-Assay mit EDTA-, Citrat- und Heparin-Blut
durchgefuhrt. Phagozytose- und Degradationsfahigkeit der neutrophilen
Granulozyten waren in Heparin-Blut am gré3ten, was die Empfehlung, Heparin
als Antikoagulanz fur Funktionsteste in Vollblut zu verwenden, bestatigt.
Interessanterweise  erzielten  Monozyten in EDTA die hdchsten
Phagozytoseergebnisse (Citrat- und Heparin-Blut unterschieden sich nicht).
Diese Daten stimmen mit Ergebnissen von Grunwald et al. Gberein, die zeigen,
dass Monozyten in Anwesenheit von EDTA auf einen CD14-abhangigen

Phagozytosemechanismus zurlckgreifen kdnnen (66).

5.7 Mechanische Umwelteinflisse

Zur Inkubation der Proben wird ein Thermomixer verwendet. Mit den
Ruttelbewegungen des Thermomixers, so die Idee, soll die Blutzirkulation im
GefalRsystem simuliert werden und bis zu Messzeitpunkt 1 flr einen
ausreichenden Kontakt zwischen Phagozyten und Bakterien sorgen.
Interessanterweise scheint die Uber Stunden anhaltende Riuttelbewegung im
Eppendorfgefal3 zu einer Lebensverkirzung der Zellen zu fihren. In den
Vorversuchen, in denen alle Proben bis zu Messzeitpunkt 2, d.h. Uber 4
Stunden, mit 600 rpm inkubiert wurden, wurde eine Abnahme des Verhaltnisses
von lebenden und toten Zellen beobachtet. Daher begrenzten wir die Inkubation

mit Ruttelbewegungen auf die Phagozytosephase.
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5.8 Auswahl der Antikérpermarkierung zur Zelldifferenzierung

Im Weiteren haben wir verschiedene Kombinationen von fluoreszenz-
markierten Antikorpern (CD45-PerCP, CD33-PC5 und CD14-PC5) getestet, um
die Bedingungen fir eine optimale Differenzierung zwischen Monozyten und
Granulozyten zu identifizieren. Dabei haben wir festgestellt, dass sich eine
Kombination aus CD14-PC5, CD33-PC5 und Seitwartsstreulicht (SSC) fur die
Differenzierung der phagozytierenden Zellen in Monozyten
(CD33+/CD14+/SSC+) und Granulozyten (CD33-/CD14+/SSC+++) als am

glunstigsten erwies.

5.9 Intra- und Inter-Assay-Variation

AnschlieRend ermittelten wir die Intra- und Inter-Assay-Variation des Testes.

Sowohl die Intra- als auch die Inter-Assay-Varianzen lagen unterhalb oder leicht
oberhalb eines fur biologische Testverfahren als ausreichend angenommenen
maximalen Variationskoeffizienten von 20 % (67) und (i) belegen damit die
Validitat einmalig erhobener Testdaten und (ii) weisen zumindest bezogen auf
Tag-zu-Tag-Veranderungen auf einen stabilen Biorhythmus von Phagozytose

und Degradation durch Monozyten und Granulozyten hin.

5.10 Auswirkungen der FITC-Markierung auf Bakterien

Die Messung der Degradation phagozytierten Materials war bisher
durchflul3zytometrisch nicht méglich. Bisher wurden die Oberflachen von
Partikeln, die man flir Phagozytoseversuche vorgesehen hatte, mit
Fluoreszenzfarbstoffen beladen wie z. B. im kommerziellen Testkit der Firma
Orpegen® die FITC-gelabelten E. coli - Bakterien.

Uber den FITC-Farbstoff ist bekannt, dass er pH- und lichtempfindlich, aber
unempfindlich gegentber Proteasen ist (68,69). Somit ware in unserem Assay
keine Degradation der FITC-Molekule zu erwarten, und wéhrend die FITC-
markierten Bakterien dem lysosomalen Degradationsprozess unterliegen,
bliebe die FITC-Fluoreszenz erhalten. Passend dazu sahen wir Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum im Gegensatz zum EGFP-Fluoreszenzsignal
keine Abnahme des FITC-Signals.
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Wie die Arbeitsgruppe um Weingart et al. zeigte, kann die FITC-Markierung
Uber kovalente Bindungen an Proteine der Bakterien auch deren Eigenschaften
verandern: das ebenfalls gramnegative Bakterium Bordetella pertussiv wurde
unabhangig vom Opsonisierungsgrad im FITC-markierten Zustand deutlich
starker phagozytiert als unmarkiert (70). Desweiteren wurde beobachtet, dass
die Aktivitat des Adenylatzyklasetoxins, welches einer der Virulenzfaktoren
dieses Bakteriums ist, in den FITC-markierten Bakterien um den Faktor 5

reduziert war (70).

Zusammenfassend stellt die EGFP-Markierung durch  genetische
Transformation eine praktikable und physiologischere Alternative zur FITC-
Markierung dar, da sie die aul3ere Hulle der Bakterien unbeeinflusst lasst und
mit den ,anderen” bakteriellen Proteinen abbaubar ist.

5.11 Erste Anwendungsergebnisse und Zukunftsperspektiven

Erste  Anwendungsversuche unseres Testes ergaben, dass die
Phagozytoseleistung der neutrophilen Granulozyten von Sepsis-Patienten im
Stadium der Immunparalyse (Sepsis-Patienten, siehe 3.3.2) signifikant geringer
als die von Normalprobanden war. Passend dazu zeigten Mitzner et al. und
Ono et al., dass neutrophile Granulozyten von Patienten in Immunparalyse eine
verminderte Expression von CD16, einem fur die Opsonisierung und damit fur
die Phagozytose relevanten Protein, aufwiesen (71, 72). Die Untersuchung
nierentransplantierter  Patienten unter  immunsuppressiver  Therapie
(Glukokortikoid, Ciclosporin A und Azathioprin) zeigte dagegen Kkeine
Einschrankung der Phagozytosefahigkeit, wahrend die Degradationsfahigkeit
der Monozyten gegenuber Normalprobanden signifikant reduziert war. Wir
vermuten, dass fir diesen Effekt vor allem die iatrogene Glukokortikoid-Gabe
verantwortlich ist. Neben ihren immunsuppressiven und antiinflammatorischen
Eigenschaften schitzen Glukokortikoide die Integritdt der Zell- und
Plasmamembran und stabilisieren lysosomale Membranen, wodurch die
Freisetzung lysosomaler Enzyme fur die Degradationsvorgange verhindert wird
(73, 74), was unsere Beobachtung erklaren kénnte.
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Die verminderte Phagozytoseleistung der Granulozyten bzw. die verminderte
Degradationsleistung der Monozyten in Patienten mit erworbener
Immunsuppression  tragt  sehr  wahrscheinlich  zu  der  erhdhten

Infektionsanfallgkeit dieser Patienten bei.

Im Parallelversuch mit FITC-markierten Bakterien (Orpegen-Phagotest®) waren
keine signifikanten Unterschiede zwischen Probanden wund Patienten
hinsichtlich der Phagozyten-Leistung feststellbar. Das heif3t, der EGFP-Assay
weist Unterschiede in der Phagozytoseleistung deutlich sensitiver nach als der
Orpegen-Phagotest®. Dariiber hinaus wies der Orpegen-Phagotest® eine

deutlich héhere Intra- und Interassay-Varianz als der EGFP-Assay auf.
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6 Zusammenfassung

Funktionsstérungen phagozytierender Zellen spielen eine wichtige Rolle in der
Entstehung und Ausbreitung einer Infektion. Mit Dbereits vorhandenen
Testverfahren kdnnen bislang jedoch nur gravierende, d.h. zumeist angeborene
Funktionsstérungen der Phagozytose und keine Degradationsstérungen erfasst
werden.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Phagozytose-Degradations-
Assays, der mit Hilfe lebender Bakterien bereits weniger gravierende
Funktionsstérungen der Phagozytose und zusatzlich Stérungen der

Degradation nachweisen kann.

Bisherige Testverfahren arbeiten z.B. mit abgetdteten Bakterien, deren
Oberflachenstruktur durch Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff verandert
wurde. Mit dem Ziel, lebende und in ihrer Oberflachenstruktur unveranderte
Bakterien zu generieren, wurden E. coli-Bakterien mit dem fluoresziierenden
Protein EGFP transformiert. Diese gentechnisch verdnderten und dadurch
EGFP-produzierenden Bakterien wurden in dem neuen Assay verwendet. Es
wurden die flir den Test optimalen Versuchsbedingungen hinsichtlich
Kulturmedium, Messzeitpunkten, Antikoagulanz sowie Bakterien- und
Phagozytenkonzentration ermittelt. Anschlieend wurden im Rahmen der
Qualitatssicherung Testreihen zur Intra- und Interassay-Varianz durchgefihrt,
die mit Variationskoeffizienten kleiner bzw. lediglich leicht Uber 20% eine gute
Reproduzierbarkeit der Testergebnisse und bezogen auf Tag-zu-Tag-
Veranderungen einen stabilen Biorhythmus des Phagozytoseprozesses
belegten. Nach abgeschlossener Testoptimierung untersuchten wir, ob mit
diesem Assay Veranderungen in der Phagozytose und/oder Degradation der
Bakterien in Patienten mit iatrogener immunsuppressiver Therapie (NTX-
Patienten) oder Immunparalyse (Patienten mit post-operativer Sepsis) messbar
sind. Die Ergebnisse dieser ersten Anwendungsversuche ergaben eine
signifikant verminderte Phagozytoseleistung in neutrophilen Granulozyten der
Patienten mit Immunparalyse. In nierentransplantierten Patienten mit iatrogener

Immunsuppression zeigte sich eine signifikant verminderte
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Degradationsleistung der Monozyten. Diese Veranderungen waren mit einem
kommerziell erhaltlichen Test nicht nachweisbar.

Zusammenfassend haben wir einen schnell und einfach zu handhabenden
Funktionstest etabliert, der die Charakterisierung der Phagozytose- und
Degradations-Leistung der Monozyten und neutrophilen Granulozyten unter in-
vivo-nahen Bedingungen erlaubt und deutlich sensitiver als ein kommerziell
erhaltlicher Test Phagozytose-Leistungsunterschiede nachweist. Damit stellen
wir for die Forschung und klinische Diagnostik einen neuen, viel

versprechenden Funktionstest zu Verfiigung.
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