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1 Einleitung

Wirtschaftlich gut entwickelte Lénder bringen durch fortschrittliche hygienische und
medizinische Versorgungsstrukturen eine ldngere Lebenserwartung ihrer Bevolkerung
mit sich. Diese ist mit Verzogerung ebenfalls in Landern geringer und mittlerer
wirtschaftlicher Entwicklung zu erwarten (/). Wéhrend in wenigen Jahren der
Weltbevolkerungsanteil von unter 5-Jahrigen und tiber 65-Jahrigen vergleichbar bei
jeweils ca. 8% liegen wird, wird sich dieser der iiber 65-Jdhrigen 2050 voraussichtlich

verdoppelt, jener der unter 5-Jahrigen auf

[Injuries [ Non-communicable [ Communicable, maternal,

diseases g_erina'ml, and nutritional ca. 6% Verringert haben. Dle
iseases
Total deaths (millions) . . . .
77 201 17.6 02 Finanzierung einer zunehmend hdéheren

100+

Zahl an alten Menschen muss folglich

. durch eine zunehmend geringeren Zahl

an jungen Menschen getragen werden (6).

60 Mit dem Alter des Menschen steigt

dessen Risiko einer Multimorbiditét,

40

Total deaths (%)

weshalb unsere modernen ,vergrei-

senden® Gesellschaften zunehmend mit

20_ . .. .
gesundheitsokonomischen Herausforde-

rungen konfrontiert werden (7). Ein

T T T T
Low-income  Lower-middle-  Upper-middle-  High-income

countrics income income countries Ausdruck dieser Entwicklung ist die in

countries countries

Abbildung 1: Todesursachen in Abhingigkeit zum den letzten Jahrzehnten zunehmend ins
Einkommenslevel eines Landes

(modifiziert nach Jamison et al. 2013(1)) Interesse geriickte Erforschung alters-
bedingter organsystemischer Verdnderungen. Das Verstehen der komplikations-
anfdlligen kostenintensiven Multimorbiditdt im Alter soll Schliissel zur Entwicklung
sinnvoller kostenlimitierender neuer Therapieansitze sein. Zukiinftig soll diese
zunehmende demographische Herausforderung hierdurch bewiltigt und eine gute
Lebensqualitdt im Alter gewihrleistet werden (&). Stellen in armen Lindern mit
kiirzerer Lebenserwartung noch immer die ilibertragbaren Infektionserkrankungen die
vorherrschende Todesursache dar, so sieht sich eine wohlhabende Gesellschaft mit
neuen Todesursachen konfrontiert (vgl. Abb. 1) (I): Wohlstand bringt eine hdhere

Lebenserwartung aber auch einen ungesiinderen Lebenswandel verbunden mit nicht

libertragbaren, chronischen Erkrankungen (Malignomerkrankungen, Herzinsuffizienz,
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Diabetes, chronische Atemwegserkrankungen, chronische Heilungsstorungen etc.) mit
sich (9-11). Neben diesen Erkrankungen stellt auch der Alterungsprozess an sich eine
hohe gesundheitspolitische Herausforderung dar.

Beispiel einer solchen kostenintensiven Herausforderung im Zuge der demographischen
Alterung in den nichsten Jahrzehnten konnte die sich drastisch erhdhende Anzahl an
Oberschenkelfrakturen sein, da es altersbedingt zu einer hoheren Sturzneigung kommt
und die Knochenstruktur altersbedingt instabiler wird (vgl. 4bb. 2) (6, 8, 12, 13). Nach
einer Oberschenkelfraktur wiederum
kommt es bei alten Menschen trotz
verbesserter medizinischer Moglich-

keiten unverdndert zu einer hohen

postoperativen  Komplikationsrate

(z.B.  Pneumonien, = Harnwegs- \@ T
infekte, Wundheilungsstérungen , x'\‘“'{‘\\

und Sepsen), welche nicht selten mit —{75] 35} [a5—165] [75] ES
einer hohen Mortalitdt einhergeht | AGE in Years

(1 4-1 ﬂ Das Outcome eines groBen Abbildung 2: Einfluss Lebensalter auf Knochendichte und
. . Frakturrisiko
Knochentraumas  ist im  Alter (modifiziert nach Valsamis et al. 2006(2))

deutlich schlechter als in jungen Jahren verbunden mit verldngerten Klinikaufenthalten,
einer erschwerten Rekonvaleszenz und einer Verringerung der Lebensqualitdt (/7).
Ursédchlich ist neben einer langsameren Knochenheilung aufgrund gealterter
Knochenmarksstammzellen und Knochenzellen eine altersbedingte Dysregulation
sowohl der angeborenen als auch der erworbenen Immunabwehr (75, 8). Diese
sogenannten Immunoseneszenz, welche bisher nur bedingt erforscht ist, fiihrt zu einer
verminderten Abwehrfunktion des Organismus im Alter (/9-27). Wéhrend das
Immungeschehen bei alten Menschen im Sinne des ,,Inflammaging® bereits basal bei
Abwesenheit einer Erkrankung aktiviert ist, kann es im Falle schwerer Erkrankungen
nur inaddquat gesteigert werden verbunden mit den klinisch relevanten problematischen
Heilungsverldufen (22, 23).

In einem solchen Heilungsprozess bildet die schnelle angeborene Immunabwehr die

erste ,,Verteidigungslinie“ gegen unerwiinschte Pathogene und die erste
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Koordinationseinheit einer effektiven Immunantwort, was die Aktivierung der verzogert
eintretenden erlernten addquateren Immunabwehr mit einschlieft (24, 25).

Die im Blut zirkulierenden Granulozyten stellen eine der wichtigsten Immunzellen der
angeborenen unspezifischen aber schnellen Immunabwehr dar und werden nach
Frakturgeschehen innerhalb von Minuten an den Ort des Traumas rekrutiert (/8, 26).
Durch das ,Inflammaging® kommt es altersbedingt bei groBerem Infekt zu einer
inaddquaten Produktionssteigerung der neutrophilen Granulozyten im Knochenmark
(27, 28). Im Alter konnen diese auBBerdem ihre Wirkung aufgrund eines schlechteren
Ubertritts aus der Blutbahn in das betroffene Gewebe nicht adiquat am Wirkort
entfalten (29). Neben geringerer Immunzellproduktion und geringerer Erreichbarkeit
des erkrankten Gewebes wird auBerdem eine schlechtere Signaltransduktion der
immunkommunikativen Botenstoffe fiir eine hohere Infektanfilligkeit bzw.
komplikationsreichere Heilungsverldufe im Alter verantwortlich gemacht (20).

Die im Blut zirkulierenden Monozyten dienen dem Organismus sowohl als Phagozyten
der angeborenen Immunabwehr zur Zerstorung korperfremder Strukturen als auch als
antigenprisentierende Aktivatoren der erworbenen adaptiven Immunabwehr (30).
Neben einer ersten Verteidigungslinie sind sie als Regulatoren einer angemessenen pro-
bzw. antiinflammatorischen Balance fiir einen geregelten Heilungsprozess unabdingbar
(31). Lange schon nimmt man in der Forschung an, dass es zwei Arten von
Makrophagenuntergruppen gibt, welche sich aus diesen im Blut zirkulierenden
Monozyten entwickeln konnen: proinflammatorische M1- und antiinflammatorische
M2-Makophagen (37, 32). Wihrend die klassischen proinflammatorischen M-
Makrophagen fiir die Aktivierung der T-1-Helferzellen (zellulire Immunantwort), die
Zerstorung intrazelluldrer Pathogene, die Typ-I-Allergie (vom Sofort-Typ) sowie die
Unterdriickung von Tumoren verantwortlich gemacht werden, obliegt in diesem
vereinfachenden Model den antiinflammatorischen alternativen M2-Makrophagen die
Koordinierung der T-2-Helferzellenaktivierung (humorale Immunantwort), der
Parasitenabwehr, u.a.  der  Typ-lI-Allergie = (Zytotoxischer = Typ),  von
Immunregulationsmechanismen sowie der tumorbegiinstigenden Matrixreposition (33).
Eine Arbeitsgruppe unseres Instituts vermutete anhand von Zytokinanalysen in

Blutseren eine tendenzielle Verschiebung der Makrophagenaktivierung élterer Spender
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von der antiinflammatorischen M2- hin zu einer proinflammatorischen M1-Aktivierung,
was eine neue Komponente der Inflammaging-Theorie sein kdnnte (22).

In dieser Arbeit wird diesem Hinweis auf eine mogliche altersbedingte Verdnderung des
Zusammenspiels zwischen Immunsystem und Knochenheilung anhand weiterer
makrophagensubtypenspezifischer Zytokinanalysen weiter nachgegangen. Hierbei ist zu
bedenken, dass eine solche Zuteilung der Monozytendifferenzierung in pro- bzw.
antiinflammatorischer Makrophagensubpopulationen in jiingster Zeit kritisch diskutiert
wird und neu bewertet werden muss (34). Wahrend sich im Zusammenhang zur
ineffizienteren akuten angeborenen Immunabwehr altersbedingt bei neutrophilen
Granulozyten neben qualitativen auch vor allem quantitative EinbuBen ergeben, ist die
Monozytenanzahl altersbedingt sogar physiologisch erhoht und die Defizienz vor allem
mit einer qualitativ verminderten Funktionsfdhigkeit der aus ihnen differenzierten
Makrophagen zu erkldren (35).

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind freie Radikale, wie beispielsweise das
Superoxidanion (O;") oder Substanzen, die sich leicht in Radikale umwandeln konnen
wie beispielsweise H,0O,, welche sich bei unzureichendem antioxidativem Abbau
zelltoxisch auswirken konnen und fiir pathologische Verdnderungen wie
Arteriosklerose, Diabetes, Krebs, Neurodegeneration und Alterung an sich
verantwortlich gemacht werden (36). ROS sind jedoch nicht nur als schidigend, sondern
in angemessener Konzentration auch als fiir einige physiologische Prozesse
unabdingbar zu betrachten. So spielen ROS wu.a. bei einigen zelluliren
Signaltransduktionen, bei der Abtotung von Pathogenen und bei der Apoptose eine
wichtige Rolle (37). Aulerdem konnen sowohl ROS wie auch Antioxidanzien einen
tiefgreifende Einfluss auf die Expression von Genen haben (38§).

Im Falle eines Frakturgeschehens steigen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bei jungen
wie alten Menschen physiologisch im Zuge des Heilungsprozesses an (39-42). Bei alten
Menschen besteht jedoch im Unterschied zu jungen bereits basal ein erhdhter Spiegel an
hochreaktiven oxidativen und nitrosativen Radikalen (43-45). Die intrazellulire
Akkumulation an freien hochreaktiven Radikalen, welche die zellulire Homdostase
durch Schidigung von DNA und anderen Zellkomponenten storen, werden bereits seit
den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts auch fiir den Alterungsprozess an sich

verantwortlich gemacht (44, 45). Die weitere Steigerung dieses Stresslevels wéhrend
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der Frakturheilung konnte im Alter Ursache der schlechteren Wund- und
Knochenheilung sowie der hoheren Infektionsanfilligkeit bis hin zu einem letalen
Ausgang sein, da sowohl Knochen- und Bindegewebszellen als auch die Immunzellen
stressbedingt Schaden nehmen konnten (46). So konnte eine gezielte Reduktion der
Stressstimuli nach Fraktur insbesondere beim alten Menschen fiir die Entwicklung
neuer, kausaler Therapie-Strategien zur Unterstiitzung der kdrpereigenen Regeneration
sowie Senkung der postoperativen Komplikationsrate von grof3er Bedeutung sein.

Um sich gegen oxidative und nitrosative reaktionsfreudige und somit zellschddliche
Radikale zu schiitzen, besitzen die Zellen des Menschen zahlreiche antioxidative
Abwehrmechanismen, welche in der Lage sind, oxidative Radikale abzubauen. Das
wichtigste bekannte zellulire Antioxidans neben antioxidativen Proteinen ist das
Tripeptid Glutathion (GSH), bestehend aus L-Glutaminsdure, L-Cystein und Glycin,
welches in zwei Schritten intrazellulér im Zellplasma synthetisiert wird. Hierbei ist der
erste L-Cystein bindende Schritt durch die y-Glutamat-Cystein-Ligase aufgrund der
limitierten Menge intrazelluldren L-Cysteins der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
der Biosynthese (47, 48). Die antioxidativen Eigenschaft verdankt das reduzierte GSH
seiner freien Thiolgruppe, da diese ein Elektron auf die ROS bzw. reaktive
Stickstoffspezies iibertragen und diese dadurch unschddlich machen kann. Dabei
verbinden sich jeweils zwei oxidierte Glutathionmolekiile {iber eine Disulfidbriicke zu
einem Gluthation-Disulfid (GSSG) (49). Wéhrend die Glutathion-Peroxidase hierbei die
Oxidation von GSH zu GSSG bei gleichzeitiger Reduktion von Wasserstoffperoxid
(H,O,) um zwei  Wasserstoffmolekiile  katalysiert, katalysiert wiederum
Glutathionreduktase  unter  Verbrauch eines Molekiils  Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat (NADPH) die umgekehrte Reaktion (50). Das intrazelluldre
Gluthation-System ist schematisch in Abbildung 3 abgebildet. Physiologisch liegt bei
Homdostase des Gluthation-Systems Glutathion intrazelluldir i.d.R. zu 90% im
reduzierten und nur etwa zu 10% im oxidierten Zustand vor. Dieses Gleichgewicht wird
im Falle oxidativen bzw. nitrosativen Stresses zugunsten der oxidierten Disulfid-Form
aufgehoben. GSSG kann folglich als Indikator oxidativen bzw. nitrosativen Stresses
dienen (51).

Wichtigste intrinsische Quelle der ROS scheint die Elektronentransportkette im Zuge

des Sauerstoffmetabolismus, welcher beispielsweise wihrend eines Heilungsprozesses
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erhoht ist, in der mitochondrialen Membran zu sein (50, 52). Zum Abbau der
anfallenden Radikale ist die Zelle daher in der Lage, das im Zellplasma produzierte
Antioxidans GSH in die Mitochondrien, dem Ort mit hoher ROS-Konzentration, zu
bringen (53). Auch extrinsisch kdnnen Umwelteinfliisse wie z.B. UV-Strahlung zu einer
intrazelluldren Erhohung von ROS fiihren (54).

Neben den ROS sind auch reaktive Stickstoffspezies (RNS) an pathophysiologischen
Prozessen beteiligt und werden beispielsweise u.a. flir neurologische, inflammatorische,
Stoffwechsel- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen mitverantwortlich gemacht (55, 56).
RNS sind jedoch auch an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt (37). So
spielen RNS wu.a. eine wichtige Rolle im Neurotransmittersystem, bei der
Blutdruckmodulation, bei antiinflammatorischen aber auch apoptotischen Prozessen
sowie bei Wund- und Knochenheilungsprozessen (57-62). Zu den RNS zdhlen
Stickstoffmonoxid (NO), welches u.a. als schnell gebildeter Transmitter in
Heilungsprozessen fungiert, und dessen Folgeprodukt Peroxynitrit (ONOQO"), welches
u.a. in der Lage ist, die Gluthationreduktase im Gluthation-System zu inaktivieren und
dadurch einen apoptotischen Prozess der Zelle auszulosen (57, 60, 63).
N-Acetyl-L-cystein (NAC) ist ein nicht-verschreibungspflichtiges Medikament, dessen
schleimlésende Wirkung bereits seit den 1960er Jahren bekannt ist, als es erstmals
erfolgreichen therapeutischen Einsatz zur Behandlung von Mukoviszdosepatienten fand
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(64). Dieser Wirkstoff hat sich mittlerweile in Europa als vielverschriebenes
Mukolytikum etabliert, obwohl aufgrund des bekannten hohen First-Pass-Effektes
Zweifel an seiner Wirksamkeit bei oraler Einnahme im Zielorgan Lunge bestehen (65,
66). Seit Mitte der 1970er Jahren hat sich NAC auBerdem therapeutisch bei der
Behandlung von Acetaminopheniiberdosierungen (Paracetamol) zur Minimierung von
Leberschiden bewihrt (67). In jliingerer Zeit berichten eine Vielzahl von Studien von
seiner moglichen antioxidativen Wirkung, um beispielsweise Organschidden nach
schweren operativen Eingriffen zu reduzieren (68-71). Vorarbeiten unseres Instituts
konnten diese antioxidative schiitzende Wirkung bereits in vitro anhand von mit
Zigarettenrauch behandelten primédren humanen Osteoblasten zeigen (72).

Als Wirkmechanismus nimmt die Literatur u.a. an, dass die zelluldre antioxidative
Kapazitdt im zelleigenen antioxidativen Glutathionreduktasemechanismus mithilfe von
NAC gesteigert werden kann (73). Wie in Abbildung 3 schematisch dargestellt konnte
NAC in die Zelle eintreten und so den zelleigenen antioxidativen
Glutathionreduktasemechanismus durch Auffiillen des Cystein-Pools, dem wie bereits
oben beschrieben limitierenden Faktor der GSH-Produktion, ldnger effizient halten (74).
Die Radikale konnte das synthetische Antioxidans NAC zudem direkt durch seine
Thiolgruppe unschidlich machen (38).

Zur Bedingungsoptimierung der Versuche mit Spenderproben hinsichtlich eingesetzter
Zellzahlen, der Inkubationszeitpunkte, NAC- bzw. H,0O,-Konzentrationen etc. sind die
gut kultivierbaren HL-60 bzw. THP-1-Progenitorzelllinien verwendet worden, die laut
Literatur typische Eigenschaften der zu untersuchenden Granulo- bzw. Monozyten
aufweisen (4, 5). Zur Untersuchung der Spenderproben wurden mithilfe dieser
Zelllinien die Versuchssettings zur Bestimmung der zelluldren Uberlebensraten sowie
der intrazelluliren ROS-Spiegel erstellt. AuBerdem wurde an diesen Zelllinien
stellvertretend fiir die humanen Granulo-/Monozyten tliberpriift, ob NAC intrazelluldren
Einfluss auf das antioxidative GSH-System dieser Zellen nimmt. Details dieser
Vorversuche sind im Appendix aufgefiihrt.

Die Thesen dieser Dissertationsarbeit sind im Rahmen einer langjihrig angesetzten
Studie zur Untersuchung des ,Einflusses des Alters auf die Knochenregeneration*
seitens des Siegfried Weller Institutes an der Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik

Tiibingen aufgestellt worden.
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In dieser Dissertationsarbeit wird das Zusammenspiel der granulo- bzw. monozytiren
akuten Immunabwehr wihrend des Heilungsprozesses langer Rohrenknochen
hinsichtlich altersphysiologischer Verdnderungen erforscht. Ziel ist die Entwicklung
eines kostengiinstigen, nebenwirkungsarmen und breit einsetzbaren therapeutischen
Behandlungsweges, um das schlechtere Outcome alter Menschen nach groerem
Knochentrauma zu verbessern (3, 75). In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob die
antioxidative Eigenschaft des NAC dazu genutzt werden kann, humane Granulo- und
Monozyten vor heilungsbedingt vermehrt entstehenden oxidativen Radikalen zu
schiitzen (3, 67). Indem diese dann der altersbedingt ohnehin ineffizienteren
angeborenen Immunabwehr linger zur Verfligung stehen und diese stérken, konnte das
posttraumatische Outcome und somit die Lebensqualitit der Betroffenen verbessert und
mit den Komplikationen auch die Hohe der Kosten im Gesundheitssystem gesenkt

werden (44, 45, 50).
Hypothese und Fragestellungen der Arbeit

Diese experimentell durchgefiihrte Arbeit untersucht in vitro folgende Hypothese:

NAC iibt einen positiven zellprotektiven Einfluss auf Granulo- und Monozyten
alter Menschen nach Bruch eines langen Rohrenknochens aus.

Zuniachst werden mogliche altersphysiologische Verdnderungen der granulo- bzw.
monozytiren akuten Immunabwehr anhand folgender Fragestellung untersucht: Wie
beeinflusst das Alter humane Granulo-/Monozyten und den Spiegel an RNS im
Organismus? Es wird anhand des Makrophagendifferenzierungsverhaltens untersucht,
ob sich die im Heilungsprozess aber auch bei Gesundheit wichtige Balance von
Antiinflammation und Proinflammation seitens des monozytiren Immunverhaltens
altersphysiologisch im Sinne des ,Inflammaging* hin zu einer proinflammatorischen
Aktivitdt verschiebt. Mogliche altersphysiologische Verdnderungen der Granulo-
/Monozyten werden hinsichtlich intrazelluldrer pro- bzw. antiapoptotischer Prozesse,
ihres zelluliren Uberlebensfihigkeit in vitro, sowie anfallender intrazelluldrer ROS-
Spiegel tberpriift. So konnten Granulo-/Monozyten alter Spender aufgrund eines
altersphysiologisch erhdhten Grundstresslevels iiber effizientere Abbaumechanismen
von ROS verfiigen als junge Spender. Um iiber die oxidative Komponente hinaus auch
einen Einblick in mogliche alters-/gesundheitsabhéngige Unterschiede der nitrosativen

systemischen Radikalspiegel zu erhalten, werden aullerdem die organischen
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Stickstoffkonzentrationen in den entsprechenden Spenderblutseren photometrisch
gemessen. So wird liberpriift, ob sich die Theorie radikalbedingter Alterung auch bzgl.
der RNS anwenden lésst.

Um Erkenntnisse dariiber zu gewinnen, wie die isolierten Granulo-/Monozyten alters-
/gesundsabhidngig mit akutem oxidativem Stress umgehen und diesen bewiltigen
konnen, werden diese in vitro mit H,O, oxidativ gestresst und unter folgender
Fragestellung untersucht: Wie beeinflusst das Alter humane Granulo-/Monozyten im
Umgang mit kiinstlichem oxidativem Stress in vitro? Dazu werden ebenfalls
intrazellulire pro- bzw. antiapoptotische Prozesse, zellulire Uberlebensraten, sowie
anfallende intrazelluldre ROS Spiegel unter H,O; Einfluss tiberpriift.

An den aus Spenderblut isolierten Granulo-/Monozyten wird schlieSlich der Hypothese
dieser Arbeit hinsichtlich folgender Fragestellung nachgegangen: Wie beeinflusst NAC
Granulo- und Monozyten alter Menschen in vitro? Durch Uberpriifung der
intrazelluldren Spiegel charakteristischer pro- bzw. antiapoptotische Signalkaskaden-
proteine wird hierbei ein moglicher antiapoptotischer Einfluss von NAC iiberpriift.
Mithilfe der mitochondrialen Umsatzaktivitit der Zellen werden auBerdem
Riickschliisse auf eine mogliche Steigerung der Uberlebensrate unter NAC gezogen.
Mittels indirektem Fluoreszenzmessverfahren wird zudem eine mogliche Senkung der
intrazelluldrer ROS Spiegel dieser Zellen unter NAC untersucht. Und um zu testen, ob
die untersuchten Zellen unter Einfluss von NAC auch akuten oxidativen Stress besser

bewiltigen konnen, werden diese zusédtzlich kiinstlich mit H,O, gestresst.
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2  Material und Methoden

2.1

Tabelle 1: Verwendete Geriite

Verwendete Materialien

4204.1, 4209.1

Bezeichnung Geriitename Hersteller Artikelnummer
Abzug Secuflow Waldner
Analysenwaage Kern ABJ Kern & Sohn GmbH WB1140084
Chemilumineszenz-Analysekamera ChemoCam Intas science imaging
COy-Inkubator (37°C, 5% CO,) C 150 Binder 9040-0078
Digitalmikroskop EVOS-fl-91-AF-4301 ‘g":’f]f eglab Biosysteme
Gefrierschrank (-20°C) Liebherr 7081896-04
Gefrierschrank (-80°C) Forma 900 Series ThermoScientific 827860-2521
Sl(l)}glcs)chrank/Gefrler- Kombi (+4°C/ Lichherr 7081896-04
Magnetriihrer RHB?2 IKA 06.050357
Mega Zentrifuge Zf}g‘m‘s Megafuge ThermoScientific 75004518
Plate Reader FLUOstar® Omega BMG-Labtech 0415B0001E
pH-Meter FiveEasy FE20 Mettler Toledo AG 1232315296
Sterile Werkbank Safe 2020 ThermoScientific 51026934
. . Carl Zeiss Mikroimaging 415510-1101-

Umkehrmikroskop Primo Vert GmbH 000
Vortex Corning 51101243

. .. LTF Labortechnik GmbH & 11DE090 und
Wippschiittler DRS-12 Co. KG 11DE243
Waage Kern PCB Kern & Sohn GmbH WD110036863
Wasserbad AL25 Lauda LCB0727

. Heraeus Fresco 17 L
Zentrifuge Centrifuge Thermoscientific 41250019
Tabelle 2: Verwendete Hilfsmittel und Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Hersteller Artikelnummer Bemerkung
Butterfly Blutentnahmesystem Sarstedt 85.1638.235 21G Safety-Multifly®
Deckglas Carl Roth VWR 631-0124
EDTA-Monovetten® Sarstedt 02.1066.001 9 ml
Elektrische Pipettierhilfe HS HS08348
ELISA-Well-Platte Greiner bio-one 655061 96-Well
0,2 ml Eppendorfgefilie Carl Roth CHS88.1, CH89.1, Verschiedene Farben
CH90.1

0,5 ml Eppendorfgefi3 Sarstedt 72.699
1,5 ml Eppendorfgefal3 Carl Roth 4182.1, 4189.1, 41901, Verschiedene Farben

Falkonreaktionsgefife g:si?:d}; bio-one é§852 47; 004 ;g Eﬂﬂ
Mehrkanalpipette Corning ;8:;8&1;120_200 W
g:\%?gpﬁé;?ﬁilt\dmi ELISA PeproTech® 900-M474

g:g;?gpg‘lgltl\ﬁﬁi ELISA PeproTech® 900-M14

g:‘vl:jgp%lefnl\g‘ ELISA PeproTech® 900-M16

gg‘vfl‘gp%leﬁ Mini ELISA PeproTech® 900-M96

gg\‘fl‘gplnl;eﬁ gﬁm ELISA PeproTech® 900-K23

Mehrkanalpipettierwanne NeoLab 7-2125
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Neubauerzahlkammer Carl Roth T728.1
Objekttriger NeoLab 2-2436
Parafilm Carl Roth H666.1 100 m
Pasteurglaspipette Carl Roth 4522.1
PathScan® Stress and Apoptosis | Cell Signaling 128568
Signaling Antibody Array Kit Technology
Peleusball Carl Roth 0251.1
Pipette Corning ;0%11[11? lp(l)l(,)goulula 1004
Biozym Scientific 720011 10 wl
GmbH
Pipettenspitzen Sorenson 37650 10
Sarstedt 70760 100 pl
Ratiolab 2100610 1000 pl
Serumrohrchen Sarstedt 01.1601 7,5 ml
: 4606108V 10 ml
Spritze BBraun 4606205V 20 ml
Sterilfilter Millipore Ireland Ltd. SLGPO33RS PorengréBe 0,22 um
. CLS4487 Sml
Stripette Cornin CLS4488 10 ml
o CLS4489 25 ml
CLS4500 50 ml
Well-Platten Becton Dickinson 353046 6 Wells
Greiner bio-one 655180 96 Wells (flach)
0,5 ml Zentrifugenfiltergefd3 Carl Roth XH83.1 < 40 kDa Proteingrofie
Greiner bio-one 660025 T25
Zellkulturflaschen Corning 4300641 T75
Greiner bio-one 660175 T175
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
Bezeichnung Hersteller Artikelnummer
4-Aminophenylsulfon Sigma Aldrich A74807-100G
Bovines Serum Albumin Carl Roth 8076.4
Desoxycholsédure Carl Roth 3484.1
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat Sigma Aldrich 35847-100MG
Dikaliumhydrogenorthophosphat Carl Roth 7875.1
. . Sigma Aldrich D8418-500ML
Dimethylsulfoxid Cfr I Roth 4720.2
5,5"-Dithiobis (2-nitrobenzoesiure) Carl Roth 6334.1
. . PAA HI15-002
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline Biochrom AG 1182-01
doppelt destilliertes Wasser Carl Roth 3175.1
(N-1-naphtyl-) Ethylendiaminhydrochlorid Carl Roth 4342.1
Ethylendiamintetraessigsiure Carl Roth 8043.2
Fetal Calf Serum (FCS) Gibco Lot. 41F3122K
Flavin Adenin Dinucleotid Sigma Aldrich F8384-100MG
Folins Reagenz Sigma F9252
Giemsa Losung Carl Roth 7862.1
Glutathion (reduziert) Carl Roth 6382.1
Glutathionreduktase Sigma G3664
Kaliumdihydrogenorthophosphat Carl Roth 3904.2
Kaliumnitrat Sigma Aldrich 221295-500G-D
Kupfersulfat Carl Roth P024.1
Leupeptin Carl Roth CN33.2
Luminol Carl Roth 4203.1
May-Griinwald Losung Carl Roth 7863.1
Metaphosphorsiure Sigma 239275
VWR 20847.307
Methanol Carl Roth 8388.5
N-Acetylcystein Carl Roth 4126.2
Natriumcarbonat Carl Roth P028.1
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Natriumchlorid Carl Roth HN00.3
Natriumfluorid Carl Roth P756.1
Natriumhydroxid Carl Roth T135.1
Natriumkaliumtartrat Sigma S2377
Natriumnitrit Sigma Aldrich §2252-500G-D
Natriumorthovanadat Sigma Aldrich S6508-10G
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat Carl Roth AE14.1
Nitratreduktase Sigma Aldrich N7265-5UN
p-Coumarsdure Carl Roth 9908.1
Penicillin/Streptomycin PA4 P11-010
Pepstatin A Sigma Aldrich P4265-5MG
Percoll (100% , Dichte 1,130 g/ml) GE Healthcare 17-0891-01
Phenylmethylsulfonylfluorid Carl Roth 6367.1
Resazurin Aldrich 199303
RPMI1640 mit L-Glutamin (Leukozyten-Zellkulturmedium) | Sigma Aldrich R8758-500ML
Salzsdure 2 M Carl Roth T134.1
Tergitol Losung Sigma Aldrich NP40S-100ML
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Base Carl Roth 1(2*515501
Trypanblau 0,5% Carl Roth CN76.1
Tween-20 Carl Roth 9127.1
2-Vinylpyridin Sigma G3664
Wasserstoffperoxid 30% Roth CP26.5

2.2 Spendergruppen, Blutserum- und Zellmaterial

Die Blutentnahmen sind im Rahmen einer langjdhrig angesetzten Studie zur
Untersuchung der ,,Mechanismen der Knochenregeneration — Einfluss des Alters auf die
Knochenregeneration  seitens des  Siegfried Weller Institutes an der
Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik (BGU) Tiibingen erfolgt, welche von der
Ethikkommission am 06.08.2012 bewilligt worden ist (Prj.-Nr.: 363/2012B02). Die
Probanden sind von drztlicher Seite iiber die Studie aufgekldrt worden, haben
Informationsbldtter und ein Beratungsgesprich zur Klirung aller offener Fragen
erhalten. Die Einwilligung zur Blutentnahme ist bei allen Spendern freiwillig und
schriftlich erfolgt. Die verwendeten vendsen Vollblutspenden stammen von Patienten
im Rahmen ihres stationdren Aufenthaltes in der BGU Tiibingen und von privaten
Spendern (im Zeitraum 25.04. bis 28.08.2014 abgenommen, Serumiiberstand bei -80°C
in 1,5 ml EppendorfgefdBlen gelagert). Das Blut wurde aus peripheren Venen von den
nicht verwandten erwachsenen Spendern iiber einen 21G Safety-Multifly® entnommen.
Zur Gewinnung des Blutserums ist das Vollblut in 7,5 ml-Serumréhrchen gesammelt,
mit 1000 G 10 min bei 22°C mit einer Mega Zentrifuge zentrifugiert und der
Serumiiberstand in 1,5 ml Eppendorfgefd3en portioniert bei -80°C eingefroren worden.
Das fiir die Experimente mit humanen Granulo-/Monozyten bendtigte Vollblut wurde in

9-ml-EDTA-Monovetten® gesammelt und mittels Dichtegradientenzentrifugation
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(siche Kapitel 2.5) vom vendsem Vollblut isoliert. Voraussetzung des kranken
Spenderklientels ist deren Zustand nach Bruch eines oder meherer langer

Rohrenknochen. Die Kriterien der insgesamt 40 Spender sind in Tabelle 4 aufgefiihrt:

Tabelle 4: Ubersicht Spendergruppen

Jung (18 —35 a) Alt (>64 a)

Spender Geschlecht | Alter | Fraktur Spender Geschlecht | Alter | Fraktur

1 Q 26 a | Keine 1 Q 73 a | Keine

2 Q 22 a| Keine 2 ) 66 a | Keine

3 Q 33 a| Keine 3 Q 66 a | Keine
= |4 Q 24 a | Keine 4 3 73 a | Keine
515 3 24 a | Keine 5 Q 73 a | Keine
16 48 27 a| Keine 6 3 75 a | Keine
Cly 3 30 a | Keine 7 Q 88 a | Keine

8 a8 32 a| Keine 8 Q 72 a| Keine

9 Q 24 a| Keine 9 Q 77 a | Keine

10 4 25 a | Keine 10 3 84 a | Keine

1 I 19 a | Tibia 1 Q 89 a | Humerus

2 I3 23 a | Tibia, Femur 2 3 73 a | Femur

3 a3 22 a | Handwurzel, Radius 3 Q 76 a | Humerus
= 4 a3 23 a | Humerus, Radius 4 Q 89 a | Femur
£2|5 3 19 a| Tibia 5 Q 71 a | Femur
816 4 28 a | Radius 6 Q 84 a | Femur
=17 Q 27 a | Tibia 7 Q 77 a | Femur

8 Q 20 a | Radius 8 Q 84 a | Femur

9 I3 33 a| Tibia 9 Q 64 a | Humerus

10 g 22 a | Radius 10 3 73 a | Humerus

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten, die zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme jiinger als 18 oder zwischen 35 und 65 Lebensjahren gewesen, unter
einer akuten oder chronischen Infektion (Hepatitis C, HIV etc.) bzw. einer aktiven
Neoplasie gelitten, unter Einnahme von Antibiotika gestanden sowie nicht selbst
geschiftsfahig gewesen sind. Die akuten bzw. chronischen Infektionen sowie aktiven
Neoplasieren sind hierbei anamnestisch und nicht durch eine zusédtzliche serologische

Untersuchung erfasst worden.

2.3 Kultivierung von humanen myeloischen Progenitorblutzelllinien der
natiirlichen Immunabwehr

Versuchsspezifische Losung:
wMedium++“ (=Zellkulturmedium) (unter steriler Bedingung) (4, 3, 76):
500 ml RPMI1640 + 50 ml FCS + 5 ml Penicillin/Streptomycin

2.3.1 HL-60-Zelllinie
Die verwendete HL-60-Zelllinie ist eine humane Leukdmiezelllinie, welche
urspriinglich 1979 von Gallagher et al. aus dem Blut einer an akuter

Promyelozytenleukdmie erkrankten Patientin kultiviert worden ist. Diese Zelllinie
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zeichnet sich dadurch aus, dass sie sich gut kultivieren ldsst und iiberwiegend
Eigenschaften neutrophiler Promyelozyten besitzt (4). Daher ist diese HL-60-Zelllinie
bei der Erstellung des Versuchssettings zur Untersuchung der aus Spenderblut isolierten
humanen (neutrophilen) Granulozyten als Stellvertreter dieser Spenderzellen eingesetzt

worden.

2.3.2 THP-1-Zelllinie

Die verwendete THP-1-Zelllinie ist ebenfalls eine humane Leukdmiezelllinie, welche
urspriinglich 1980 von Tsuchiya et al. aus dem Blut eines an akuter Monozytenleukdmie
erkrankten Jungen kultiviert worden ist. Diese Zelllinie zeichnet sich dadurch aus, dass
sie sich gut kultivieren lasst und typische Eigenschaften humaner Monozyten iiber einen
langen Zeitraum beibehdlt (5). Daher ist diese THP-1-Zelllinie bei der Erstellung des
Versuchssettings zur Untersuchung der aus Spenderblut isolierten humanen Monzyten
als Stellvertreter dieser Spenderzellen eingesetzt worden. Da im Verlauf dieser
experimentellen Arbeit aus isoliertechnischen Griinden (s.u.) keine getrennte
Betrachtungsweise der gespendeten Granulo- bzw- Monozyten gelungen ist, hat die
getrennte Betrachtung der HL-60- bzw. THP-1-Zellinien dazu gedient, mogliche grobe
Abweichung im Verhalten bei der Erstellung der Versuchsbedingungen auszuschlieen.
Zur Anzucht der HL-60- bzw. THP-1-Zellen (DSMZ-Nr.: ACC 3 (HL-60), ACC 16
(THP-1)) werden diese tiefgefroren gelagerten Zellen tropfenweise mittels insgesamt 5
ml 37°C warmem ,Medium++“ aufgetaut und tiber Nacht in einer T25-
Zellkulturflasche in Dunkelheit bei 37°C und 5% CO, im Inkubator kultiviert. Beide
Zelllinien werden nun auf je drei T175-Zellkulturflaschen in 30 ml ,Medium++
verteilt und weiter im Inkubator kultiviert. Das ,,Medium++“ wird zweimal die Woche
folgendermaBlen steril gewechselt (5): Unter der sterilen Werkbank werden die
Zellkulturflaschen mit den nichtadhdrenten Zellen geschwenkt und 29 ml Zell-Medium-
Gemisch fiir die jeweiligen Experimente eines Tages (s.u.) mittels 50 ml Stripette in ein
50 ml Falkongefid3 gegeben. Dann werden 29 ml frisches auf 37°C erwérmtes steriles
»2Medium ++“ hinzugegeben und die Zellen im Inkubator weiter kultiviert. Die
Kontamination von Bakterien wird vor jeder Verwendung der Zellen mithilfe eines

Umkehrmikroskops ausgeschlossen.
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2.4 Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau

Methodenspezifische Losung (77):
Trypanblau Anwendungslosung:
0,75 ml Trypanblau + 2,25 ml DPBS (Gesamtkonzentration 0,125%)

Zur Normierung der Experimente mit lebenden Blutzellen sind testspezifisch festgelegte
Zellkonzentrationen verwendet worden. Dazu sind die lebenden Zellen mittels
Trypanblau, einem an DNA bindenden anionischen Farbstoft, gezahlt worden (77):

Von der mit dem Vortex gemischten Suspension der nichtadhidrenten Zellen werden 10
ul entnommen und mit 10 pl Trypanblau Anwendungslosung 1:1 verdiinnt, mit dem
Vortex gemischt und auf eine zuvor mit 70%-igem Ethanol gereinigte
Neubauerzdhlkammer mit Deckglas gegeben. Intakte lebende Zellen mit fiir das
Trypanblau undurchldssiger Membran heben sich vom blaufarbigen Hintergrund hell
ab. Tote Zellen erscheinen hingegen dunkelblau, da diese den blauen anionischen
Farbstoff aufgrund ihrer defekten Zellmembran aufnehmen und dieser an ihren
Zellkernen bindet. Mittels Umkehrmikroskop werden die Zellen bei einer 10-fachen
Vergroflerung jeweils in 4 GroBquadraten (mit je 16 Kleinquadraten) gezdhlt und der
aus der Zellzahl gebildete Mittelwert mit dem Verdiinnungsfaktor 2 sowie dem
Zahlkammerfaktor 10* multipliziert. Die hierbei ermittelte Zellzahl bezieht sich auf eine

Zellzahl pro 10° ul Medium.

2.5 Granulo-/Monozytenisolierung mittels Percoll-Dichtemedium bei
Dichtezentrifugation

In der Literatur finden sich zahlreiche Methoden, die eine Isolierung von Zellen mittels
Dichtezentrifugation durch Verwendung verschiedener Dichtegradientenmedien wie
beispielsweise Percoll (kolloidales Siliziumdioxid) (78-87) oder Ficoll (Polysucrose)
beschreiben (82-84). Das entsprechende Dichtegradientenmedium besitzt eine
bestimmte Dichte (z.B. 1,09 g/ml) und dient bei der Zentrifugation als Barriere, durch
welchen Zellen hoherer Dichte (Erythrozytendichte 1,09 — 1,1 g/ml) Fliehkraft bedingt
hindurchgedriickt werden, wihrend Zellen geringerer Dichte (Monozytendichte 1,04 —
1,06, Lymphozytendichte 1,06 — 1,08, Neutrophilendichte 1,08 — 1,09 g/ml) daran
gehindert und somit isoliert werden (8/). Im Versuch, die Granulozyten in einem
zweiten Dichtezentrifugationsschritt von den Monozyten weiter zu trennen, gelang eine

nur unsaubere Trennung beider Zellarten. Daher konnten diese beiden Zellarten nicht
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getrennt voneinander untersucht werden. Das aus dem Spendervollblut isolierte
Zellgemisch von Granulo- und Monozyten wird in dieser Arbeit zusammenfassend als
,Granulo-/Monozyten* bezeichnet. Die ebenfalls dichtebedingt in diesem Zellgemisch
in geringer Zahl vorhandenen Lymphozyten konnen vernachldssigt werden, da alle
Blutproben zeitnah durchschnittlich 5 Tage nach Trauma bzw. Operation entnommen
worden sind, weshalb von einer vornehmlich akuten Immunabwehraktivitit
ausgegangen werden kann (60). In dieser Arbeit wurden die Ergebnisse als mafgeblich
durch das Verhalten der neutrophilen Granulozyten bedingt angenommen, da diese den
Anteil der Monozyten z.T. deutlich iibertreffen (85-87). Das verwendete Filtermedium
Percoll hat bei einer Raumtemperatur von 20 — 22°C seine fiir diesen Versuch optimale
Dichteeigenschaft (78, 81).

Um die Granulo-/Monozyten mit bestmoglicher Reinheit bei bestmdglicher Ergiebigkeit
der Zellzahl aus dem Vollblut zu isolieren, sind zundchst zur Optimierung der Dichte
des verwendeten Percolls verschiedene Konzentrationen dessen ausgetestet worden
(Details sieche Appendix). Die Herstellung der Dichtemedien ist in Modifikation einer in
Munteanu und Dinu 2004 beschriecbenen Methodik erfolgt (8/). Eine optimale
Isolierung der Granulo-/Monozyten aus Spendervollblut gelingt bei Verwendung eines
66%-igen Percollmediums. Fiir die Isolierung der Zellen aus den insgesamt 40
Vollblutproben sind steril 500 ml 66%-iges Percollmedium hergestellt und bei 4°C in
einer Glasflasche gelagert worden. Bei Bedarf sind steril nach griindlichem Schwenken
der Flasche je 10 ml in 15-ml-Falkonrdhrchen stripettiert und abschlieBend auf RT
gebracht worden. Die Durchfiihrung der Zellisolation aus Spendervollblut ist unten
beschrieben. Die oberhalb des Percolls befindlichen Zellphase nach Zentrifugation ist

durch Aspiration mittels gldserner Pasteurpipette und Peleusball entnommen worden.

Methodenspezifische Losungen (87):

Tabelle 5: Verwendete Anwendungslosungen Kapitel 2.5

Anwendungslosungen Bestandteile Masse/Volumen
DPBS Losung (10-fach) DPBS Pulver 4,77 ¢
(steril, gelagert bei 4°C) ddH,0 50 ml
100%-ige Percolldsung 6,6 ml
66%-ige Percolllosung DPBS Losung (10-fach) 1,0 ml
ddH,O 2,4 ml
Durchfiihrung:

Das je Spender in 9-ml-EDTA-R6hrchen gesammelte Blut wird gut gemischt. Auf die

in einem 15-ml-Falkonr6hrchen befindliche 66%-ige gut gemischten Percolllosung wird

Martin Radermacher Eberhard Karls Universitét Tiibingen 23



Inaugural-Dissertation Einfluss von N-Acetylcystein auf Granulo- und Monozyten wahrend Frakturheilung
bei alten Patienten mit Bruch der langen Réhrenknochen

jeweils vorsichtig mithilfe eines Peleusballs und einer 5-ml-Stripette 4 ml Vollblut
gegeben, damit sich Percolllosung und Blut nicht vermischen. Zentrifugiert wird 25 min
mit 1000 G bei 22°C und langsamer Be- und Entschleunigung (ohne Bremse) mithilfe
der Mega Zentrifuge.

2.6  Anfirbung der Blutzellen mittels Pappenheim Fiarbung

Die Pappenheim Farbung wird wie in Binder et al. 2012 beschrieben durchgefiihrt (88).
Ein Tropfen des mikroskopisch zu untersuchenden Zellgemischs wird dazu auf einen
Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas ausgestrichen. Zur Permeabilisierung
und Fixierung wird darauf Methanol pipettiert. Nach 10-miniitiger Einwirkzeit folgt
eine 7 miniitige Farbung mit einer 1:1 mit ddH,O verdiinnten May-Griinwald Ldsung,
welche dann abtropfen und fiir 10 s trocknen gelassen wird. Es folgt eine 20-miniitige
Féarbung mit einer 1:20 mit ddH,O verdiinnten Giemsa Losung (0,5 ml Giemsa + 9,5 ml
ddH,0). AnschlieBend folgen drei Waschschritte in ddH>O. Der erste fir 10 s, die
beiden folgenden je fiir 4 min. In Abbildung 4 sind exemplarisch die nach Trocknung
mittels Digitalmikroskop in 40-facher VergoBerung aufgenommenen Priparate in den
Zustinden nach Isolierung mit 72%-igem (Abbildung 4a) bzw. 66%-igem Percoll-
Filtermedium (4bbildung 4b) zu sehen.

o 30 g
A A . .
/ <o &— Erythrozyten
v

Thrombozyten > Thrombozyten

x\ : e
P N S e
5 4 v

A @ A ",, : .. ." S Granulozyten
Granulozyt Ll | i SUL s K
X 100pm + . ) « 100pm
Abbildung 4a: Abbildung 4b:

Abbildung 4a/b: Mikroskopische Uberpriifung der Reinheit isolierter Granulo-/Monozyten

Fotografische Mikroskopaufnahme isolierter Granulo-/Monozyten (Pappenheim Firbung, Aufnahme mit
Digitalmikroskop EVOSFI in 40-facher Vergrofierung) nach Dichtezentrifugation mit 72%-igem Percoll-
Dichtegradientenmedium (a) und 66%-igem Percoll- Dichtegradientenmedium (b). Wihrend sich unter 66%
Percoll neben Granulozyten und Thrombozyten keinerlei Erythrozyten finden lassen, sind diese unter 72%
noch reichlich vorhanden (kleinere Zellen mit hellem Zentrum).

2.7 Analyse der Zellviabilitit in Zellkultur mittels Fluoreszenzmessung

Laut O'Brien et al. 2000 ist die zelluldre Reduktionrate von blauem nichtfluoreszenten

Resazurin hin zu pinkfarbenem fluoreszenten Resorufin ein guter Parameter, um mittels
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spektrophotometrischer Messung Riickschliisse auf die Menge mitochondrial aktiver
Zellen ziehen zu konnen. Daraus lisst sich dann eine mogliche Aussage zur Toxizitét
eines auf diese Zellen wirkenden Stoffes ableiten. Resazurin selbst ist hierbei nicht-
toxisch (89). In dieser Dissertation dient die Messung des Resazurinumsatzes sowohl
bei den HL-60- und THP-1-Zelllinien als auch bei den aus Spendervollblut isolierten
humanen Granulo- bzw. Monozyten dazu, Riickschliisse auf deren Uberlebensrate unter
bestimmten Bedingungen ziehen zu kdnnen.

Zunichst wird in der Durchfiihrung auf die Vorversuche mit den HL-60- bzw. THP-1-
Zellen eingegangen (Details siche Appendix), dann folgt die Durchfithrungsdarstellung

der Versuche mit humanen Granulo- bzw. Monozyten:

Methodenspezifische Losung:
Resazurin Stammlosung: 5 mg Resazurin + 20 ml DPBS

(10 ml Aliquots bei -20°C dunkel gelagert und bei Bedarf im Wasserbad aufgetaut)

2.7.1 Identifizierung optimierter Zellzahl fiir die Analyse der Zellviabilitit

Um einen mdglichen Einfluss von NAC auf die Immunzellen beziiglich dessen
Auswirkung auf die zellulire Uberlebensrate optimal messen zu kdnnen, muss deren
Resazurinumsatz und somit das Fluoreszenzsignal von Resorufin deutlich messbar sein.
Mittels einer Zellzahl-Verdiinnungsreihe wird eine fiir die Resazurinmessung optimalen
Zellzahl von 64000 Zellen pro Well einer 96-Well-Platte ermittelt (Details siehe
Appendix).

2.7.2 Analyse der Zellviabilitit der HL-60- bzw. THP-1-Zellen unter NAC
(Details zur Herstellung versuchsspezifischer Losungen sieche Appendix)

Durchfiihrung:

Die jeweils steril aus den Kulturflaschen enthommenen 29 ml werden in drei 50-ml-
Falkonrohrchen mit 600 G 10 min bei 22°C zentrifugiert. Es werden dann je 30 ml an
frischem ,,Medium++*“ dazugegeben und dieses mit dem Vortex gut gemischt. Nach
Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau werden 7.500.000 HL-60- bzw. THP-1-Zellen
in 5 ml ,Medium++*“ in einem 15-ml-Falkonréhrchen gelost und mit dem Vortex
gemischt. In einer 96-Well-Platte werden nach Belegungsschema aus Tabelle 6 50 pl
NAC-Losungen pro Well mit insgesamt 12 Bedingungen (500 mM, 250 mM, 125 mM,
62,5 mM, 31,25 mM, 15,63 mM, 7,81 mM, 3,91 mM, 1,95 mM, 0,98 mM, 0,49 mM
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und 0 mM NAC in ,Medium++“) mit einer Mehrkanalpipette aus einer
Mehrkanalpipettierwanne  verteilt. Danach werden pro Well weiter nach
Belegungsschema aus Tabelle 6 50 pl Zellsuspension (=64.000 Zellen/Well) der HL-
60-/ THP-1-Zellen bzw. 50 pul reines ,,Medium++* ohne Zellen (als Leerwert) mit einer
Mehrkanalpipette hinzupipettiert, wird die Platte mit Deckel geschlossen und vorsichtig
horizontal geschwenkt. Dadurch erhdlt man pro Well jeweils die Hélfte der eingesetzten

NAC-Milieukonzentration (z.B. 500 mM => 250 mM NAC).

Tabelle 6: Plattenbelegung der 96-Well-Platte Kapitel 2.6.1

500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49
500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49
500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49
500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49
500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49
500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49
500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49
500 250 125 62,5 31,25 0 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49

Jeweils 50 pl der NAC-Lésungen in [mM] (500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,81, 3,91, 1,95, 0,98, 0,49 und 0 (=
sMedium++%)). Dazu jeweils S0 pl Zellsuspension THP-1-Zellen (hellgrau) und HL-60-Zellen (dunkelgrau)
bzw. 50 pl reines ,,Medium++* als Leerwert (weif}).

Nach 23,5- bzw. 47,5-stiindiger Inkubation (zwei Platten) im Dunkeln bei 37°C, 5%
CO; im Inkubator werden mittels Mehrkanalpipette pro Well 10 pl Resazurin
Stammldsung hinzugegeben, wird die Platte vorsichtig geschwenkt und die Fluoreszenz
nach weiteren 30 min Inkubation im Inkubator mittels Plate Reader bei ex/em 530/560
nm gemessen. Nachdem der Toxizitdtsbereich von NAC durch die zuvor beschriebene
Testung herausgefunden worden ist, wird nun die Wirkung einer NAC 1:2
Serieellenerdiinnung ausgehend von 2 mM NAC nach 1, 2, 4 und 7 Tagen tiberpriift
(Details zur Herstellung verwendeter Losungen sieche Appendix). Die Durchfiihrung
enspricht hierbei dem bereits beschriebenen Prozedere. Die 30-miniitige Inkubationen
von Resazurin startet entsprechend nach 23,5-, 47,5-, 95,5- und 167,5-stiindiger
Inkubation im Dunkeln bei 37°C, 5% CO, im Inkubator.

Zur Testung der Replizierbarkeit sind alle Versuche dreimalig durchgefiihrt worden.

Die Auswertung ist am Ende dieses Kapitels beschrieben.

2.7.3 Identifizierung optimaler Milieukonzentration von H,O; zur oxidativen
Stressinduktion bei HL-60-/THP-1-Zellen (Teil 1)

In dieser Dissertation soll Wasserstoffperoxid (H,O,) als Induktor von kiinstlichem
oxidativen Stress dienen (36). Hierfiir muss eine Konzentration an H,O, gewihlt

werden, dessen Toxizitdtsgrad eine Zelliiberlebensrate garantiert, bei welchem mogliche
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antioxidative Effekte von NAC gut messbar bleiben. Dazu sollte die Zelliiberlebensrate
nach 2 h moglichst noch iiber 50% liegen. Mittels Resazurin wurde der Einfluss
verschiedener H,O,-Konzentrationen (0,6%, 0,3%, 0,15%, 0,075%, 0,0375%, 0,019%,
0,009% und 0% H,0; in ,,Medium++*) hinsichtlich des Zelliiberlebens von HL-60-
/THP-1-Zellen nach 1 h und nach 2 h iiberpriift und eine optimale oxidative Stressung
in 0,03%-igem H,O,-Milieu erreicht (Details siche Appendix).

2.7.4 Analyse der Zellviabilitit der aus Spendervollblut isolierten Granulo-

/Monozyten ohne/mit NAC ohne/mit H,O; (89)

(Details zur Herstellung versuchsspezifischer Losungen siehe Appendix)

Durchfiihrung:

Nach Zellisolierung mittels Dichtezentrifugation und Zellzahlbestimmung mittels
Trypanblaumethode werden 2.560.000 Zellen in 4000 pl ,Medium++* in einem 15-ml-
Falkonréhrchen gelost und mit dem Vortex gemischt. In einer 96-Well-Platte werden
nach Belegungsschema aus Tabelle 7 50 pul Stammlosungen pro Well mit insgesamt 6
Bedingungen (3,0 mM, 1,5 mM und 0,0 mM NAC ohne/mit jeweils 0,06% H,0O, in
,2Medium++*) mit einer Mehrkanalpipette verteilt. Danach werden pro Well weiter nach
Belegungsschema aus Tabelle 7 100 pl Zellsuspension (= 64.000 Zellen/Well) des
entsprechenden Spenders bzw. 100 ul reines ,,Medium++*“ ohne Zellen (als Leerwert)
mit einer Mehrkanalpipette hinzupipettiert, wird die Platte mit Deckel geschlossen und
vorsichtig horizontal geschwenkt. Dadurch erhédlt man pro Well jeweils ein Drittel der

eingesetzten NAC- bzw. H,O,-Milieukonzentration (z.B. 3,0 mM => 1,0 mM NAC und
Tabelle 7: Plattenbelegung der 96-Well-Platte Kapitel 2.7.4/2.8.3

3- 3- 3- 3- 3- 3- 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
1,5- 1,5- 1,5- 1,5- 1,5- 1,5- 1,5+ 1,5+ 1,5+ 1,5+ 1,5+ | 1,5+
0- 0- 0- 0- 0- 0- 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+
3- 3- 3- 3- 3- 3- 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

1,5- 1,5- 1,5- 1,5- 1,5- 1,5- 1,5+ 1,5+ 1,5+ 1,5+ 1,5+ | 1,5+
- - - - - - 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+

Jeweils 50 pl 3-mM-NAC-Lésung ohne H,0, (3-), 1,5-mM-NAC-Loésung ohne H,0, (1,5-), 0,0-mM-NAC-
Losung ohne H,0, (0-), 3-mM-NAC mit 0,06%-H,0, (3+), 1,5-mM-NAC mit 0,06%-H,0, (1,5+) und 0,0-mM-
NAC mit 0,06%-H;O, (0+). Dazu jeweils 100 pl Zellsuspension Spender 1 (hellgrau) und Spender 2
(dunkelgrau) bzw. 100 pl reines ,,Medium++*“(Kapitel 2.7.4)/100 ul reines DPBS (Kapitel 2.8.3) als Leerwert
(weil}) (Unbesetzte Wells durchgestrichen).

0,06% => 0,02% H,0;). Nach 60 min Inkubation im Dunkeln bei 37°C, 5% CO, im
Inkubator wird mittels Mehrkanalpipette pro Well 15 pl Resazurin Stammldsung

hinzugegeben, wird die Platte vorsichtig geschwenkt und die Fluoreszenz nach weiteren
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30 min Inkubation im Inkubator mittels Plate Reader bei ex/em 530/560 nm gemessen.
Je Spendergruppen werden 10 Spender getestet. Wie in 2.1 zu lesen bestehen die vier
Gruppen aus jungen und aus alten Spendern jeweils ohne/mit Fraktur eines langen

Rohrenknochens.

Auswertung:

Die gemessene Fluoreszenz wird proportional zur Anzahl lebender Zellen nach den
entsprechenden Inkubationszeiten angenommen. In Excel Microsoft 2010 werden die
gemittelten Leerwerte (Duplikate) jeweils von den gemittelten Probenwerten
(Quadruplikate) abgezogen. Bei der prozentualen Normierung dienen jeweils die Werte
unter 0,0 mM NAC und ohne H,O; Stress (= unbehandelte Zellen) als 100% Bezug. Zur
vergleichenden Darstellung der Spendergruppen dient abschlieBend bei den HL-60-
/THP-1-Zellen die unbehandelte Zellgruppe nach 24 h bei den humanen Granulo-
/Monozyten die junge gesunde Gruppe unter 0,0 mM NAC und ohne H,O, Stress als
100% Bezug.

2.8 Analyse von ROS in Zellkultur mittels Fluoreszenzmessung (90)

Zur Detektion der intrazelluliren ROS kam in dieser Arbeit 2°-7'-
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (DCFH-DA), ein sensitiver wenn auch
unspezifischer Marker, zum Einsatz, um intrazellulire ROS nachzuweisen. Dieses
Molekiil kann aufgrund seiner zwei Acetatgruppen gut in die Zelle gelangen, von
welchen es intrazelluldir dann durch Deacetylasen getrennt wird. Das entstandene
nichtfluoreszente 2’-7 -Dichlorfluorescin (DCFH) kann wiederum durch intrazellulédre
ROS in fluoreszentes 2’-7’-Dichlorfluorescein (DCF) umgewandelt werden und ist
somit ein relativ spezifischer Indikator fiir den intrazelluliren Radikalspiegel. Die
Fluoreszenz ist bei einer Anregungswellenlinge von 485 nm und einer
Emissionswellenldnge von 520 nm messbar (90). In dieser Dissertation wird die DCF-
Fluoreszenzmessung zur Ermittlung intrazelluldren oxidativen Stresses sowohl bei den
HL-60- bzw. THP-1-Zellen wie auch bei den aus Spendervollblut isolierten Granulo-
/Monozyten angewandt. Zunichst wird in der Durchfithrung auf die Versuche mit den
HL-60- bzw. THP-1-Zellen eingegangen, dann folgt die Durchfiihrungsdarstellung der

Versuche mit humanen Granulo-/Monozyten:
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Methodenspezifische Losung (91-93):
DCFH-DA Stammlésung (20 mM): 100 mg DCFH-DA + 10,26 ml DMSO
(20-pl-Aliquots bei -20°C dunkel gelagert)

Versuchsspezifische Losung:
sMedium+* Zellmedium ohne FCS (unter steriler Bedingung) (4, 5, 76):
500 ml RPMI1640 + 5 ml Penicillin/Streptomycin

(bei +4°C dunkel gelagert und bei Bedarf auf +37°C aufgewérmt und steril entnommen)

2.8.1 Identifizierung optimierter Zellzahl und Messzeitpunkt fiir Analyse
intrazellulirer ROS-Produktion

Mittels Zellzahl-Verdiinnungsreihe wird eine fiir diese Messmethode optimalen Zellzahl
von 2000 Zellen pro Well einer 96-Well-Platte ermittelt, bei der die
Fluoreszenzentwicklung zwischen zu geringer und séttigungsbedingter Verfilschung
der gemessenen Fluoreszenzentwicklung liegt. Aulerdem stellt sich der Messzeitpunkt
nach 20-miniitiger H,O,-Inkubation als optimal heraus, da die Fluoreszenzintensitit
deutlich messbar und gegen diese bei ndchsthoherer bzw. -tieferer Zellzahl signifikant

abgrenzbar ist (Details siche Appendix).

2.8.2 Identifizierung optimaler Milieukonzentration von H;O; zur oxidativen
Stressinduktion bei HL-60-/THP-1-Zellen (Teil 2)

Wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben konnte eine optimale oxidative Stressinduktion bei
HL-60-/THP-1-Zellen in einem 0,03%-igem H,O,-Milieu ermittelt werden. Die Uber-
prifung der messbaren Fluoreszenzintensititen von DCF unter verschiedenen H,O,-
Konzentrationen zeigte bei dieser Konzentration ein deutlich messbares Fluoreszenz-

signal ebenfalls bei einem. optimalen Messzeitpunkt nach 20 min (Details in Appendix).

2.8.3 Analyse intrazellulirer ROS der aus Spendervollblut isolierten Granulo-
/Monozyten ohne/mit NAC ohne/mit H,O; (90)

(Details zur Herstellung versuchsspezifischer Losungen siche Appendix)

Durchfiihrung (97-94):

Nach Zellisolierung mittels Dichtezentrifugation und Zellzahlbestimmung mittels
Trypanblaumethode werden 80.000 Zellen in 4000 pul FCS-freien ,,Medium+* in einem

15-ml-Falkonréhrchen mit 2,5 ul DCFH-DA Stammlosung versetzt und gut mit dem

Vortex gemischt. Dann inkubiert die Losung im gedffneten FalkonrShrchen fiir 30 min
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bei Dunkelheit, 37°C und 5% CO; im Inkubator. Zur Beendigung der Inkubation wird
das Rohrchen mittels Mega Zentrifuge mit 600 G bei 22°C 10 min zentrifugiert und das
Pellet nach Absaugen des Uberstandes mit 15 ml DPBS mithilfe des Vortex gewaschen.
Es folgt eine weitere Zentrifugation unter 600 G bei 22°C und Absaugung des
Uberstandes und eine Resuspension in 4000 pl DPBS. In einer 96-Well-Platte werden
nach Belegungsschema aus Tabelle 7 aus Kapitel 2.7.4 50 pl Stammlosungen pro Well
mit insgesamt 6 Bedingungen (3,0 mM, 1,5 mM und 0,0 mM NAC ohne/mit jeweils
0,06% H,0, in DPBS) mit einer Mehrkanalpipette verteilt. Danach werden pro Well
weiter nach Belegungsschema aus Tabelle 7 aus Kapitel 2.7.4 100 pl Zellsuspension
(=2000 Zellen/Well) des entsprechenden Spenders bzw. 100 ul reines DPBS ohne
Zellen mit einer Mehrkanalpipette hinzupipettiert, wird die Platte mit Deckel
geschlossen und vorsichtig horizontal geschwenkt. Dadurch erhélt man pro Well jeweils
ein Drittel der eingesetzten NAC- bzw. H,O,-Milieukonzentration (z.B. 3,0 mM => 1,0
mM NAC und 0,06% => 0,02% H,0O,). Nach 20 min Inkubation im Dunkeln bei 37°C,
5% CO, im Inkubator wird die Fluoreszenz bei ex/em = 485/520 nm mittels Plate
Reader gemessen. Zur Vermeidung moglicher Messfehler aus Griinden der
Lichtempfindlichkeit von DCFH-DA wird bei gesamter Durchfiihrung moglichst unter
dunklen Lichtverhéltnissen gearbeitet. Je Spendergruppen werden 10 Spender getestet.
Wie in 2.1 zu lesen bestehen die vier Gruppen aus jungen und aus alten Spendern

jeweils ohne/mit Fraktur eines langen Rohrenknochens.
Auswertung:

Die gemessene Fluoreszenz wird direkt proportional zu der im Well enthaltenen Menge
der innerhalb von 20 min intrazelluldr gebildeten ROS angenommen. In Excel Microsoft
2010 werden die gemittelten Leerwerte jeweils von den Quadruplikaten abgezogen. Bei
der prozentualen Normierung dienen jeweils die Werte unter 0,0 mM NAC und 0,02%
H,0, als 100% Bezug, da unter diesen die hochste Produktion an ROS zu erwarten ist.
Zur vergleichenden Darstellung der Spendergruppen dient die junge gesunde Gruppe
unter 0,0 mM NAC und 0,02% H,O, als 100% Bezug.

2.9 ,,Griess“~-Methode zur Analyse organischer Stickstoffkonzentration im
Blutserum

In dieser Arbeit werden zur Analyse moglicher alters- sowie krankheitsbedingter

Verdnderungen der systemischen nitrosativen Stresslevel (RNS) die im Blutserum
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befindlichen Nitrit- bzw. Nitratanteile mittels der in Moshage et al. 1995 beschriebenen
,@riess“-Methode ermittelt (95). Diese Methode zur Nitrit-/Nitratbestimmung ist
erstmals bereits 1858 vom Chemiker Peter Griess beschrieben worden (96-98). Da der
u.a. als Signalmolekiil schnell gebildete wichtige Vertreter der RNS Stickstoffmonoxid
(NO) eine duBerst kurze Halbwertszeit besitzt, dienen die im Blutserum befindlichen
und mittels ,,Griess“~-Methode messbaren Konzentrationen der stabilen Metabolite Nitrit
(NO3") und Nitrat (NOj3") als Index fiir ehemals vorhandenes NO (99). Das Prinzip der
,Qriess“-Methode ist die Derivatisierung des in der Probe enthaltenen Nitrits (bzw.
zuvor in Nitrit umgewandelten Nitrats) zu einem pinken Azofarbstoff durch eine
Diazotisierung mit einem Sulfonamid (,,Griess [*) unter sauren Verhédltnissen und einer
anschlieBenden Kupplungsreaktion mit N-(1-naphtyl)-ethylendiaminhydrochlorid
(,,Griess II*). Im Spektrophotometer (Plate Reader) wird die Extinktion dieses
entstandene Farbstoffes bei einer Wellenlinge von 550 nm gegen den Leerwert

gemessen (95).

Methodenspezifische Losungen (Alle Reagenzien auf Eis):

Tabelle 8: Verwendete Stamm- und Anwendungslosungen Kapitel 2.9

Stamm- und Anwendungslésungen Bestandteile Masse/Volumen
Losung A (FAD Nay) FAD Na, 1,8 mg
(dunkel 6-8 Wo. bei 4°C stabil) ddH,O 20 ml
Losung B (NADPH) NADPH 5,4 mg
(frisch vor Versuch) ddH,O 2 ml
Losung C (NR (5 U/ml)) NR 33,3 mg
(ca. 6 Wochen bei 4°C stabil) ddH,O 2 ml
NaNO, 27,5 mg

Standardlgsung NaNO, (8 mM)
NaNO, Losung (80 uM)

ddH,0 50 ml
Standardlésung NaNO, (8 mM) | 100 ul

=> 1:2 Verdiinnungsreihe mit ddH,O 8-malig bis
herunter 0,3 uM (alle Losungen 4 Wochen bei 4°C stabil) ddH,0 9,9 ml
. KNO; 40 mg
Standardlgsung KNO; (8 mM) ddH,0 50 ml
KNO; Losung (80 uM) ..
=> 1:2 Verdiinnungsreihe mit ddH,O 8-malig bis g;[iz}—llldgrdlosung KNO; (8 mM) 5090 mu 11
herunter 0,3 uM (alle Losungen 4 Wochen bei 4°C stabil) 2 ’
Griess [ 4-Aminophenylsulfon 80 mg
(4 Wochen bei 4°C stabil) HCI 20 ml
Griess 11 Ethylendiaminhydrochlorid 20 mg
(4 Wochen bei 4°C stabil) ddH,0 20 ml
Durchfiihrung:

Die Blutseren der insgesamt 40 Spender (je 10 jung/alt, ohne/mit Knochenfraktur) tauen
auf Eis auf, werden mit dem Vortex gut gemischt, 1:5 mit ddH,O verdiinnt (je 100 pl
Serum + 400 pl ddH,0) in 0,5-ml-Zentrifugengefile pipettiert und Proteinen < 40 kDa
durch 60-miniitige Zentrifugation bei 4°C mit 14.000 g entfernt. Da durch Griess-
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Methode nur Nitrit nachweisbar ist muss das Nitrat zuvor in Nitrit umgewandelt
werden:

Zu je 450 ul KNOs Standardlosung (40 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM,
0,6 uM und 0,3 uM) werden je 22,5 ul Losung A, je 22,5 ul Losung B und je 22,5 pl
Losung C gegeben und mit dem Vortex gemischt. Fiir den Leerwert werden 300 pl
ddH,0 mit 15 pl Losung A, je 15 pl Losung B und je 15 pul Losung C mit dem Vortex
gemischt. Je Spenderprobe werden 75 pl Serumfiltrat mit je 75 pl ddH,O, je 7,5 pl
Losung A, je 7,5 ul Losung B und je 7,5 pl Losung C mit dem Vortex gemischt. Alle
Losungen werden in den beschrifteten 0,5-ml-Eppendorfgefdl3 fiir 60 min bei 37°C und
5% CO, im Inkubator zusitzlich mit Alufolie abgedunkelt inkubiert. Bei
Raumtemperatur (RT) werden in eine 96-Well-Platte je Standardreihen-, Leerwert- und
Spenderprobenlosung 150 pul pro Well in  Duplikaten pipettiert. Mittels
Mehrkanalpipette werden nun pro Well 75 pl Griess 1 sowie 75 pul Griess II
hinzugegeben und durch vorsichtiges horizontales Schwenken auf der Laborbank gut
gemischt. Nach S5-miniitiger Inkubation bei RT wird die Extinktion bei einer

Wellenldnge von 550 nm gegen den Leerwert gemessen.

Auswertung:

Die Standardproben werden in Excel Microsoft 2010 gegen die Extinktion aufgetragen,
nachdem zuvor gemittelter Leerwert abgezogen wurde und die Duplikate gemittelt
wurden. Die dann ermittelte Geradengleichung wird nach x aufgeldst, somit die
Nitrit+Nitrat-Gesamtkonzentration der Proben in uM anhand gemessener gemittelter
Extinktion abziiglich Leerwert bestimmt und mit dem Verdiinnungsfaktor von
insgesamt 10 multipliziert. Nach durchgefiihrter Normierung mittels ,,Lowry*-
Proteinbestimmung ldsst sich der Gesamtgehalt an Nitrit+Nitrat pro Protein in pmol/mg

angeben.

2.10 ,,Lowry*“-Proteinkonzentrationsbestimmung

Eines der hédufigst angewandten und somit zitierten Verfahren zur Proteinbestimmung
ist die Anfang der 1950er Jahre entwickelte und verdffentlichte Methode von Oliver
Lowry (/00). Diese dient in dieser Dissertation zu Normierungs- und
Dosierungszwecken der experimentellen Versuche. In einer ersten Biuret-Reaktion

gehen die Peptidbindungen der zu bestimmenden Proteine einen Komplex mit Kupfer
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ein. Dieser Komplex verdndert dann in einer zweiten Reaktion durch Reduktion die
gelbe Farbe zugegebenen Folin-Reagenz in eine blaue, welche dann bei einer

Wellenldnge von 750 nm photometrisch gemessen werden kann.

Methodenspezifische Losungen:
10pg/pl BSA Stammlosung: 50 mg BSA + 5 ml ddH,O

Folgende BSA Standardreihe wurde in absteigender Konzentration hergestellt und

entweder direkt verwendet oder bei -20°C eingefroren:

Tabelle 9: BSA Standardreihe Kapitel 2.10

BSA Konzentration 10 pg/pl | 8 pg/pl 6 pg/nl 4 ng/pl 2 ng/nl 1 pg/pl 0 pg/nl
10 pg/pl

BSA Stammlésung 1000 ul | 800 pl 600 pl 400 ul 200 ul 100 ul 0wl
ddH,0 0l 200 pl 400 pl 600 pl 800 pl 900 pl 1000 pl

Tabelle 10: Verwendete Stamm- oder Anwendungslésungen Kapitel 2.10

Stamm- oder Anwendungslésungen Bestandteile Masse/Volumen
2%-ige Na-K-Tartrat Stammldsung Na-K-Tartrat 2g
(bei RT in einer braunen Flasche aufbewahrt) ddH,0 100 ml
1%-ige CuSO,4 Stammldsung CuSO, lg
(bei RT in einer braunen Flasche aufbewahrt) ddH,O 100 ml
2%-ige Na,CO;3 Stammlosung Na,CO; 208
(bei RT aufbewahrt) ddH,0 950 ml
2 M NaOH 50 ml
Losung A (mit Na,CO; Stammldsung frisch vor dem Na-K-Tartrat Stammldsung 270 ul
Versuch auf 27 ml gebracht) CuSO, Stammldsung 270 ul
Losung B Folins Reagenz (33%) 2000 pl
(frisch vor dem Versuch vorbereitet) ddH,O 4000 pl

Durchfiihrung:

In Triplikaten werden in eine 96-Well-Messplatte je 2 ul der Standards bzw. der zu
bestimmenden Proben (die zu untersuchenden Blutseren zuvor 1:10 verdiinnt, je 20 pl +
180 pl PBS) hineinpipettiert und anschlieBend 150 pl von Losung A hinzugegeben.
Nach einer Inkubation auf dem Schwenkinkubator von 10 min werden jeweils 30 pl von
Losung B hinzugegeben und diese nach 120 min bei 750 nm Absorption mittels Plate

Reader gemessen.
Auswertung:

Die Standardproben werden in Excel Microsoft 2010 gegen die Absorption aufgetragen,
nachdem zuvor gemittelter Leerwert abgezogen und die Triplikate gemittelt wurden.
Die dann ermittelte Geradengleichung wird nach x aufgelost und somit die

Proteinkonzentrationen der Proben in pg/pl anhand gemessener gemittelter Absorption
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abziiglich Leerwert bestimmt (und im Falle einer vorherigen Verdiinnung mit dem

Verdiinnungsfaktor multipliziert).

2.11 Analyse des intrazelluliren GSH-Gehaltes von HL-60- bzw. THP-1-Zellen

Um einen moglichen intrazelluldren Einfluss des N-Acetylcysteins (NAC) auf den
zelleigenen antioxidativen Gluthationstoffwechsel zu iiberpriifen soll in dieser Methode
der intrazellulire Gesamtspiegel von GSH und GSSG bestimmt werden. Durch
Auffiillen des Cystein-Pools kdnnte NAC diesen intrazelluliren Gesamtspiegel anheben
(73, 74). Dazu werden in dieser Analyse der Einfluss des NAC sowohl auf HL-60- als
auch auf THP-1-Zellen betrachtet.

Der antioxidative Schutz der Zelle wird durch 90%-iges intrazellulires Vorliegen des
reduzierten GSH gewéhrleistet. Hierzu wird u.a. die oxidierte GSSG-Form mit Hilfe der
Glutathionreduktase (GR) wunter Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Verbrauch
(NADPH) wieder zu GSH recycled (50, 51).

Zur Bestimmung der intrazelluldren Gesamtspiegel des reduzierten und oxidierten GSH
ist das von Rahman et al. 2006 beschriebenen Verfahren verwendet worden (/01):
Hierbei reagiert das intrazellulire reduzierte GSH mit 5,5-Dithiobis-2-
Nitrobenzoesdure (DTNB) wunter Freisetzung von fluoreszentem 5-Thio-2-
Nitrobenzoesdure (TNB) zu GS-TNB. Die Rate an spektrophotometrisch bei einer
Wellenldnge von 412 nm im Plate Reader gemessenem TNB ist hierbei proportional des
reduzierten GSH. Da das oxidierte GSSG durch ein Recycling-Assay mittels GR und
NADPH vor der TNB-Messung auch zu GSH reduziert worden ist, stellt das gemessene
GSH den Gesamtspiegel von intrazellulirem GSH und GSSG dar.

Methodenspezifische Losungen:

Tabelle 11: Verwendete Stamm- oder Anwendungslosungen Kapitel 2.11

Stamm- oder Anwendungslésungen Bestandteile Masse/Volumen
Losung A KH,PO, 6,8 ¢g
(gelagert bei 4°C) ddH,0 500 ml
Losung B K,HPO, 85¢g
(gelagert bei 4°C) ddH,0 500 ml
0,1 M Kaliumphosphat-Puffer (KPE) Losung A 8000 pl
(frisch vor dem Versuch angesetzt) Losung B 42000 pl
GSH- Stammlésung (1 mg/ml) GSH 14 mg
(in 1-ml-Aliquots bei -20°C gelagert) KPE 14 ml
GSH-Anwendungslésung (10 pg/ml) GSH- Stammlésung 10 pl
(frisch vor Versuch) KPE 990 pl
Standardkurve: GSH-Anwendungslosung 800 pl
Hochste Standardkonzentration (26,2 nmol/ml) KPE 200 pl
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1:2 Verdiinnungsreihe Nachsthohere Konz. 800 pl
(13,2, 6,6, 3,3 nmol/ml,...bis 0,2 nmol/ml) KPE 200 pl
1:1 GR-DTNB-Mischlsung GR 3500 pl
(kurz vor Messung gemischt) DTNB 3500 pl
GR-Losung 500-units/ml-GR 23 pl
(frisch vor Versuch) KPE 3500 pl
DTNB-Losung DTNB 2,35 mg
(vor Versuch, lichtgeschiitzt, auf Eis) KPE 3500 pl
NADPH-Losung NADPH 4,7 mg
(vor Versuch, lichtgeschiitzt, auf Eis) KPE 7000 pl
MPP-Losung MPP 03¢g
(bei 4°C gelagert) KPE 10 ml

(Details zur Herstellung versuchsspezifischer Losungen siehe Appendix)

Durchfiihrung (fiir HL-60- bzw THP-1-Zellen analog):

Nach Bestimmung der Zellzahl mittels Trypan Blau werden 2x10° Zellen pro 1,5-ml-
Eppendorfgetill bei 600 G und 22°C fiir 10 min zentrifugiert und in je 1000 pl Losung
mit je drei verschiedenen NAC-Konzentrationen (0,0 mM, 0,5 mM und 1,0 mM in ,,Me-
dium++*) resuspendiert (pro NAC-Bedingung und Zellart (HL-60, THP-1) ein Eppen-
dorfgefall fiir 2-h-Messung und 24-h-Messung => insg. 4 EppendorfgefiBle je NAC-
Bedingung). Die beschrifteten gedffneten Eppendorfgefile werden zur Inkubation fiir
die 2-h-Messung 1 h 55 min fiir die 24-h-Messung 23 h 55 min in den CO;-Inkubator
(37°C, 5% CO,, dunkel) gestellt. Zum Beenden der Inkubation sowie Lysierung der
Zellen (jeweils nach 2 bzw. 24 h) werden die Eppendorfgefifie 5 min mit 1000 G bei
4°C zentrifugiert, wird der Uberstand mittels Pipette entfernt, das Pellet in 200 ul MPP-
Losung resuspendiert und bei -80°C eingefroren. Nach Auftauen werden die Eppen-
dorfgefile nochmals 10 min mit 12.000 g bei 4°C zentrifugiert. Aus jedem Eppen-
dorfgefidll werden fiir die Messung des Gesamtspiegels von intrazellulirem GSH und
GSSG 40 pul Uberstand benétigt. Der restliche Uberstand (ca. 120 pl) wird zu Normie-
rungszwecken mittels ,,Lowry*“-Proteinkonzentrationsbestimmung in beschriftete 1,5-
ml-Eppendorfgefile bei -20°C eingefroren. Zur Neutralisierung der Reste der MPP-
Losung werden die 40 pl Uberstand in einem jeweilig beschrifteten 0,5-ml-Eppen-
dorfgefdl mit 80 pl Losung B gemischt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert (bei
der Kalkulation wird diese 1:3 Verdiinnung mit einberechnet). Auf eine 96-Well-Platte
werden nun je Sample, je Standard und je Leerwert (KPE) 3x20 pl (Triplikate)
pipettiert. Dann werden mit einer Mehrkanalpipette je Well 120 ul GR-DTNB-Misch-
16sung hinzugegeben und nach 30 s je Well 60 pl NADPH-LGosung hinzugegeben.
AbschlieBend misst der Plate Reader unmittelbar alle 30 s die Absorption bei einer

Wellenldnge von 412 nm.
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Auswertung:

Mithilfe von Excel Microsoft 2010 wird die Linearitét der Produktbildung gepriift. Die
Werte der 5. Messung nach 2 min werden ausgewertet. Zur Erstellung einer
Geradengleichung wird aus den Triplikatwerten der Standardreihe jeweils der
Mittelwert berechnet und nach Abzug des Leerwerts werden die Konzentrationen der
Standardreihe gegen die Absorption aufgetragen. Die dadurch erhaltene
Geradengleichung wird nach x aufgeldst und fiir y werden nun die fiir die Proben
gemessenen Absorptionen jeweils abziiglich des Leerwerts eingesetzt. Man erhélt somit
den Gesamtgehalt von intrazellulirem GSH und GSSG in nmol/ml. Nach
durchgefiihrter Normierung mittels ,,Lowry“-Proteinbestimmung lisst sich der

Gesamtgehalt von intrazellulirem GSH und GSSG pro Protein in nmol/mg angeben.

2.12 Sandwich-Immunoassay (ELISA) zur Messung pro-/antiinflammatorischer
Botenstoffspiegel im Blutserum

Zum besseren Verstindnis einer moglichen alters- und gesundheitsbedingten
Verdnderung einer Makrophagensubtypaktivierung sind in dieser Arbeit die flir eine
klassische proinflammatorische MI1- bzw. alternative antiinflammatorische M2-
Makrophagenpolarisierung charakteristischen Botenstoffe in den Blutseren der 40
Spender (je 10 jung/alt, ohne/mit Knochenfraktur) bestimmt worden (37, 32, 102). Dazu
sind ergdnzend zu den bereits in Vorarbeiten der Arbeitgruppe des Instituts bestimmten
fiir eine M1-Makrophagenaktivierung charakteristischen Markern TNF-a, IFN-y, und
GM-CSF die Marker IL-6 und IL-12 sowie erginzend zu den flir eine M2-
Makrophagenaktivierung charakteristischen Markern IL-10 die Marker IL-1RA, 1L-4
und IL-13 bestimmt worden (32, 102). Das ELISA-Verfahren wird im
Durchfiihrungsteil erlautert.

Die Methode ist nach den Protokollen des Herstellers PeproTech® modifiziert
durchgefiihrt worden (/03-105). Die Modifikation besteht in der Nutzung einer selbst
hergestellten chemilumineszenten ECL-Losung anstelle des von PeproTech®
angebotenen photometrisch nutzbaren ABTS-Fliissigsubstrates (2,2'-(Azino-di-3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (/06). Das nachfolgende Durchfiihrungsprotokoll
bezieht sich auf alle 5 detektierten Botenstoffe. Fiir die Detektion eines Botenstoffes ist
fiir alle 40 Spender und entsprechender Standardreihe eine ELISA-96-Well-Platte

benutzt worden:

Martin Radermacher Eberhard Karls Universitét Tiibingen 36



Inaugural-Dissertation Einfluss von N-Acetylcystein auf Granulo- und Monozyten wahrend Frakturheilung

bei alten Patienten mit Bruch der langen Réhrenknochen

Methodenspezifische Losungen (steril mit Sterilfilter, Volumen pro 96-Well-Platte):

Tabelle 12: Verwendete Stamm- oder Anwendungslésungen Kapitel 2.12

Stamm- oder Anwendungslosungen Bestandteile Masse/
Volumen
DPBS 600 ml
Y -
Waschpuffer (0,05% Tween-20) Tween-20 300 ul
. .. Waschpufter 50 ml
0,
Verdiinnungslosung (VL) (0,1% BSA) BSA 50 mo
. DPBS 30 ml
0,
Blockierungspuffers (1% BSA) BSA 03¢
TRIS Puffer (pH 8,5) (100 mM TRIS) TRIS 12,1¢g
(mit HCI auf pH 8,5, dann mit ddH,O auf 1000 ml Endvolumen bringen) ddH,0 800 ml
Luminol Stammldsung (LSt) (250 mM Luminol) Luminol 0,88 g
(200-pl-Aliquots -20°C dunkel gelagert) DMSO 20 ml
p-Cumarsdure Stammlosung (CSt) (90 mM p-Cumarséure) Cumarséure 0,15¢g
(90-pl-Aliquots -20°C dunkel gelagert) DMSO 10 ml
TRIS 10 ml
ECL-Losung (1,25 mM Luminol, 0,2 mM Cumarsiure, 0,03% H,0,) LSt 50 ul
(frisch vor Verwendung) CSt 22 ul
30% H,0, 10 pl
Avidin-HRP Konjugatlésung (1:2000) QZLQLH-;I]]Z:HH 5501
(unmittelbar vor Verwendung, aus PeproTech®-Kit, 2 Jahre -20°C haltbar) VL Jug g 1’1 r;l |
Tabelle 13: Fingerantikorper Stammlésungen Kapitel 2.12
Fingerantikorper Stammlosungen (FSt) (aus jeweiligem PeproTech®-Kit) Bestandteile quoif;/en
Humanes IL-1RA .
(100 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2-8°C 2 Wochen haltbar) ZEE%L-IRA 1 10” gl
(Antigenaffinititsgereinigtes anti-hIL-1RA vom Kaninchen + 0,5 mg D-Mannitol) 2 K
Humanes I1.-4 anti-hIL-4 11
(100 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) 4dH,0 1 0” gl
(Antigenaffinititsgereinigtes anti-hIL-4 vom Kaninchen + 0,5 mg D-Mannitol) 2 H
Humanes IL-6 anti-hIL-6 21
(100 pg/ml, 50-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) 4dH-O 21 0” gl
(Antigenaffinititsgereinigtes anti-hIL-6 von der Ziege + 0,5 mg D-Mannitol) 2 H
Humanes I1-12 anti-hIL-12 | 11
(100 pg/ml, 50-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) 4dH,0 1 0” gl
(Antigenaffinititsgereinigtes anti-hIL-12 von der Ziege + 0,5 mg D-Mannitol) 2 H
Humanes IL-13 .
(100 pg/ml, 50-ul-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) aniniL- ) ook
(Antigenaffinititsgereinigtes anti-hIL-13 vom Kaninchen + 2,5 mg D-Mannitol) 2 H
Tabelle 14: Fiingerantikorper Anwendungslosungen Kapitel 2.12
Féngerantikorper Anwendungslésungen (unmittelbar vor Verwendung) Bestandteile \l\;loiflsril/en
FSt 25 ul
Humanes IL-1RA (0,5 pg/ml) VL 5000 ul
FSt 25 ul
Humanes IL-4 (0,5 pg/ml) VL 5000 ul
FSt 50 ul
Humanes IL-6 (1 pg/ml) VL 5000 ul
FSt 50 ul
Humanes IL-12 (1 pg/ml) VL 5000 ul
FSt 50 pl
Humanes IL-13 (1 pg/ml) VL 5000 ul
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Detektionsantikorper Stammlosungen (DS) (aus jeweiligem PeproTech®-Kit) Bestandteile yoiiflslfl/en
Humanes IL-1RA
(100 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) anti-hIL-1RA 11 pg
(biotinyliertes Antigenaffinitdtsgereinigtes anti-hIL-1RA vom Kaninchen + 0,5 mg | ddH,O 110 ul
D-Mannitol)
Humanes IL-4
(100 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) anti-hIL-4 11 pg
(biotinyliertes Antigenaffinitits-gereinigtes anti-hIL-4 vom Kaninchen + 0,5 mg ddH,O 110 pl
D-Mannitol)
Humanes IL-6
(100 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) anti-hIL-6 21 pug
(biotinyliertes Antigenaffinitdtsgereinigtes anti-hIL-6 von der Ziege + 0,5 mg ddH,0 210 pl
D-Mannitol)
Humanes IL-12
(100 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) anti-hIL-12 11 pg
(biotinyliertes Antigen-affinitdtsgereinigtes anti-hIL-12 von der Ziege + 0,5 mg ddH,0 110 pl
D-Mannitol)
Humanes IL-13
(100 pg/ml, 12,5-pul-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) anti-hIL-13 25 ug
(biotinyliertes Antigen-affinititsgereinigtes anti-hIL-13 vom Kaninchen + 2,5 mg ddH,O 250 pl
D-Mannitol)
Tabelle 16: Detektionsantikorper Anwendungslosungen Kapitel 2.12
. R . . . Masse/
Detektionsantikorper Anwendungslosungen (unmittelbar vor Verwendung) Bestandteile Volumen
DSt 25l
Humanes IL-1RA (0,5 pg/ml) VL 5000 ul
DSt 25l
Humanes IL-4 (0,5 pg/ml) VL 5000 ul
DSt 25l
Humanes IL-6 (0,5 pg/ml) VL 5000 ul
DSt 25 ul
Humanes IL-12 (0,5 pg/ml) VL 5000 ul
DSt 12,5 ul
Humanes IL-13 (0,25 pg/ml) VL 5000 ul
Tabelle 17: Standard Stammlosungen Kapitel 2.12
Standard Stammldsungen (SSt) (aus jeweiligem PeproTech®-Kit) Bestandteile yoi?lsl‘zen
Humanes IL-1RA
(1 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) l(lild]ﬁlORA 1 0}6% |
(rekombinantes hIL-1RA + 2,2 mg BSA + 11 mg D-Mannitol) 2 H
Humanes IL-4 hIL-4 | g
(1 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) 4dH,0 1000 ul
(rekombinantes hIL-4 + 2,2 mg BSA + 11 mg D-Mannitol) 2 K
Humanes IL-6 hIL-6 |
(1 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) 4dHL0 1 0%% |
(rekombinantes hIL-6 + 2,2 mg BSA + 11 mg D-Mannitol) 2 H
Humanes IL-12 hIL-12 | g
(1 pg/ml, 25-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) 4dH-0 1000 ul
(rekombinantes hIL-12 + 2.2 mg BSA + 11 mg D-Mannitol) 2 K
Humanes IL-13 hIL-13 |
(1 pg/ml, 12,5-pl-Aliquots bei 2 - 8°C 2 Wochen haltbar) 4dHL0 1 0%% |
(rekombinantes hIL-13 2,2 mg BSA + 11 mg D-Mannitol) 2 K
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Tabelle 18: Standard Anwendungslosungen und Standardreihen Kapitel 2.12

Standard Anwendungsléosungen (unmittelbar vor Verwendung) Bestandteile Masse/
Volumen

Humanes IL-1RA (1,5 ng/ml) SSt 0,45 ul

=> 1:2 Verdiinnungsreihe mit VL 6-malig bis herunter 0,023 ng/ml VL 299,55 ul

Humanes IL-4 (1 ng/ml) SSt 0,3 pl

=> 1:2 Verdiinnungsreihe mit VL 6-malig bis herunter 0,015 ng/ml VL 299,7 ul

Humanes IL-6 (1,5 ng/ml) SSt 0,45 ul

=> 1:2 Verdiinnungsreihe mit VL 6-malig bis herunter 0,023 ng/ml VL 299,55 ul

Humanes IL-12 (2 ng/ml) SSt 0,6 pl

=> 1:2 Verdiinnungsreihe mit VL 6-malig bis herunter 0,031 ng/ml VL 2994 ul

Humanes IL-13 (4 ng/ml) SSt 1,2 ul

=> 1:2 Verdiinnungsreihe mit VL 6-malig bis herunter 0,063 ng/ml VL 298,8 ul

Durchfiihrung (bei RT):

Zur Detektion oben genannter Botenstoffspiegel im Blutserum kommt das Sandwich-
ELISA Verfahren zum Einsatz. Spezielle gut bindenden ELISA-96-Well-Platten werden
hierbei zundchst mit spezifischen Fangerantikorpern beschichtet. Hierzu werden 100 pl
der Fiangerantikorper-Anwendungslosung pro Well iiber Nacht in mit Parafilm
versiegelter Platte auf einem Wippschiittler inkubiert. Nach vorsichtigem Ausklopfen
der Wells werden diese in 4 Waschschritten jeweils mit 300 ul Waschpuffer pro Well
mithilfe einer elektronischen Mehrkanalpipette gewaschen und nach letztem Schritt
wiederum vorsichtig ausgeklopft. An diesen spezifischen Fangerantikérper konnen die
zu detektierenden in der Probe befindlichen Botenstoffmolekiile als Antigen binden. Zur
Verhinderung falsch positiver Reaktionen miissen unspezifische Bindungsstellen
geblockt werden, um die Bindung unspezifischer Antigene daran zu verhindern. Hierzu
werden 300 pl Blockierungspuffer pro Well zugegeben und die 1-stiindige Inkubation
auf dem Wippschiittler wird abermalig in 4 Waschschritten wie oben beschrieben
beendet. Nun werden die zu detektierenden Antigene hinzugegeben: Zur Erstellung
einer Kalibrationskurve wird auf die prédparierte Platte nun die Standardreihe (in
Duplikaten pro Konzentration a 50 pl pro Well) pipettiert (als Leerwert 50 pl reine VL
pro Well). AuBlerdem werden nun die Serumprobenlésungen (in Duplikaten pro Spender
a 10 pl + 40 pl VL pro Well => 1:50 verdiinnt) auf dieselbe Platte pipettiert. Nach 2-
stiindiger Inkubation auf dem Wippschiittler folgen abermalig 4 Waschschritte wie oben
beschrieben. Um die Menge der zu detektierenden Antigene messen zu konnen, miissen
sog. Detektionsantikorper hinzugegeben werden, welche als sekundédre Antikdrper
spezifisch an diese Antigene binden konnen. Die Menge des zu detektierenden Antigens
korreliert mit der entsprechenden Menge des sekunddren Antikorpers. Hierzu wird die

entsprechende Detektionsantikdrper-Anwendungslosung hinzugegeben (50 pl pro Well,
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2-stlindige Inkubation auf dem Wippschiittler, beendet durch 4-maliges Waschen).
Durch Chemilumineszenz wird die Menge der sekunddren Antikdrper messbar, indem
der hinzugegebene Farbstoff Luminol durch enzymatische Spaltung fluoreszent aktiviert
wird. Als Enzym dient die in der hinzugegebene Avidin-HRP-Konjugatlosung
befindliche Meerrettichperoxidase (50 pl pro Well, 30-miniitige Inkubation, beendet
durch 4-maliges Waschen). Der Farbstoff Luminol befindet sich in der ECL-Ldsung,
welche wihrend des letzten Waschschrittes (maximal 30 min stabil) frisch hergestellt wird
und mithilfe der elektrischen Mehrkanalpipette in jedes Well gegeben wird (100 pl pro
Well). Die Lumineszenzsintensititen werden abschlieBend unmittelbar im Plate Reader
(,,ELISA*“-Programm mit Emission: 2500, 3000, 3500 und Gain: 2500) gemessen. Sie sind
proportional zur Menge des gebundenen Zielmolekiils. Mittels erstellter
Kalibrationskurve kann abschlieBend dann die Konzentration des nachzuweisenden

Antigens, in diesem Falle des Botenstoffes, errechnet werden (707).

Auswertung:

Mithilfe von Excel Microsoft 2010 wird die Linearitdt der Produktbildung gepriift. Die
Werte der ersten Messung bei 0 s werden ausgewertet. Zur Erstellung einer
Geradengleichung wird aus den Duplikatwerten der Standardreihe jeweils der
Mittelwert berechnet und nach Abzug des Leerwerts werden die Konzentrationen der
Standardreihe gegen die Lumineszenz aufgetragen. Die dadurch erhaltene
Geradengleichung wird nach x aufgelost und fiir y werden nun die fiir die Proben
gemessenen Lumineszenzwerte jeweils abziiglich des Leerwerts eingesetzt. Man erhilt
somit die Serumspiegel des entsprechenden Botenstoffes in ng/ml. Da die verwendeten
Blutseren bereits bei der ,,Lowry“-Proteinbestimmung 1:10 verdiinnt und bei diesem
Verfahren abermals 1:50 verdiinnt worden sind, wird dieser entsprechend mit 500
multipliziert, um die tatsdchlichen Serumkonzentrationen zu erhalten. Nach
durchgefithrter Normierung mittels ,Lowry“-Proteinbestimmung lassen sich die

Serumlevel der entsprechenden Botenstoffe in ng/ml Protein angeben.

2.13 Sandwich-Immunoassay basiertes Kit zur Messung intrazellulirer
Zellsignalkaskadenproteinspiegel

Anhand der intrazelluldren Spiegel einiger flir Zellstress bzw. Anti- und Proapoptose
typischer intrazelluldrer Signalkaskadenproteine soll das Reaktionsverhalten der aus

dem Vollblut der 40 Spender (je 10 jung/alt, ohne/mit Knochenfraktur) isolierten
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Granulo-/Monozyten auf induzierten oxidativen Stress sowie ein mdglicher
antioxidativer protektiver Einfluss von NAC untersucht werden. Dazu werden die

Zellen nach 50-mintitiger Inkubation ohne/mit H,O, und/oder ohne/mit NAC lysiert

Dazu wird ein Radioimmunfallungs (RIPA) Lysepuffer hergestellt (Tabelle 19) (108).

Tabelle 19: Verwendete Stamm- oder Anwendungslosungen Kapitel 2.13

Stamm- oder Anwendungslésungen Bestandteile Masse/Volumen
Pepstatin A Losung Pepstatin A 1 mg
(10-pl-Aliquots bei -20°C) Methanol 2 ml

Leupeptin Losung Leupeptin 2,5mg
(5-pl-Aliquots bei -20°C, einmalig verwendbar) ddH,0 1 ml

PMSF Lésung PMSF 87,1 mg
(10-pl-Aliquots bei -20°C) DMSO 1 ml

NaF Losung NaF 102 mg
(5-pl-Aliquots bei -20°C, einmalig verwendbar) ddH,0 1 ml

Na;VO, Losung NasVO, 90 mg

(mittels HCI-Koch-Abkiihlzyklen auf pH 9 einstellen,

haltbar bei -20°C bis gelbliche Fiarbung auftritt) ddH,0 I ml
RIPA Stammldsung ;iésl Base 8,;§1gg
(in 50 ml ddH,O 16sen, auf pH 7,6 einstellen, mit Tergitol Ls 560 |
ddH,0 auf insgesamt 100 ml bringen) & & H
(50-ml-Aliquots bei -20°C) DOC 03¢
EDTA 0372 g
RIPA Stammldsung 1400 pl
Proteaseninhibition:
RIPA Lysepuffer P?pstatin A Losung Leupeptin 2,8 ul
(auf Eis, zeitnah vor Zelllysierung die Reagenzien in Il;l(z/ilsnlégLésung %’z ﬁ i
fester Reihenfolge zugeben) Phosphataseninhibition: ’
NaF Losung 2,8 ul
Na;VO, Losung 2,8 ul

(Volumenangaben beziehen sich auf ein Experiment mit vier Spendern)

Die intrazelluldren Signalkaskadenproteinspiegel werden mithilfe des ,,PathScan®
Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kit” (Cell Signaling Technology)
gemessen. Alle Informationen zu diesem Kit sind dem Data Sheet des Herstellers
entnommen (/09). Das Kit funktioniert wie ein Sandwich-Immunoassay und besteht aus
zwel ,Slides* (sieche A4bb. 5a) zur gleichzeitigen Detektion von jeweils 19 an
Stressantwort und Apoptose beteiligten Signalmolekiilen pro Antikdrperfeld. Folgende
12 dieser 19 Signalmolekiile sind in dieser Arbeit von besonderem Interesse gewesen
und in 7abelle 20 ihren in der Literatur beschriebenen zellregulatorischen Funktionen
nach geordnet abgebildet.

Fir das im Kit genutzte Sandwich-Immunoassay-Verfahren sind zielspezifische
Fangerantikorper in Duplikaten auf einen mit Nitrozellulose beschichteten Glastrager
aufgebracht. Der Belegungsplan dieser Duplikate im jeweiligen Antikorperfeld ist in
Abbildung 5b zu sehen. Jeder Glastrdger tridgt 16 solcher Antikorperfelder. In den
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insgesamt 32 Antikorperfeldern beider Glastrager konnen insgesamt folglich 1216
chemilumineszente Datenpunkte generiert werden. Nach Zugabe der verschiedenen
Zelllysatproben binden an die Fangerantikorper die zu detektierenden Antigene.
Spezifisch binden an diese wiederum hinzugegebene biotinylierter Detektions-
Antikorper. Die Konzentration dieser sekunddren Antikorper wird auch hier durch
Chemilumineszenz messbar, indem der anschlieBend hinzugegebene Farbstoff Luminol
(im LumiGLO® Reagenz) durch enzymatische Spaltung des ebenfalls hinzugegebenen
Enzyms Meerrettich-Peroxidase (HRP-linked Streptavidin) fluoreszent aktiviert wird.

Tabelle 20: Analysierte Kaskadenproteine des verwendeten Antibody Array Kits

Nr.: | Signalkaskadenprotein | Modifikation (109)
PRO-apoptotische intrazellulire Mediatoren

‘Kontextabhéin ig PRO-apoptotische intrazellulire Mediatoren

ANTI-apoptotische intrazelluliire Mediatoren
4 Akt (116) phosphoryliert an Ser473 => aktiviert
20 Survivin (/17) Gesamtkonzentration

Stresslevelabhiingig ANTI-apoptotische intrazellulire Mediatoren

6 HSP27 (118) phosphoryliert an Ser82 => aktiviert
14 IxBa (119, 120) Gesamtkonzentration
9 p38 MAPK (/22-124) phosphoryliert an Thr180/Tyr182 => aktiviert

Analysierte Intrazelluliire Mediatoren des ,,PathScan® Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kit’s”
(Cell Signaling Technology 12856S) ihrer zellregulatorischen Funktionen nach geordnet (Referenznummern in
Klammern): Die fiir das Zelliiberleben ungiinstigen, Apoptose regulierenden Proteine sind ,,dunkelgrau, die
fiir das Uberleben giinstigen, Antiapoptose regulierenden ,hellgrau“ hinterlegt. ,,Kontextabhingig PRO-
apoptotisch® bedeutet, dass diese Mediatoren stresslevel- bzw. mediatorlevelabhiingig entweder regulatorisch
oder apoptotisch wirken konnen. Die ,hellgraue“ Hinterlegung zeigt zellprotektive und die ,,dunkelgraue*
zellbelastende Regulationen an. Diese Funktionseinteilung dient einer besseren Ubersicht und hat nicht den
Anspruch, der tatsichlichen Funktionskomplexizitit der aufgefiihrten Mediatoren im Organismus vollstindig
gerecht z7u werden. Die Nummern unter ,Nr.:“ beziehen sich auf die in Abbildung 5b abgebildeten
Belegungspliitze in den Antikérperfeldern Unter ,Modifikation“ ist beschrieben, ob die Proteine in ihrer
aktivierten Form oder in ihrer Gesamtkonzentration gemessen worden ist. Hierzu ist ggf. aufgefiihrt, an
welcher/n Aminosiure/n die untersuchten Proteine durch welchen Vorgang aktiviert wurden. Asp -
Asparaginsiure; Ser - Serin; Thr - Threonin; Tyr - Tyrosin.
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Abbildung Sa: Abbildung 5b:
Abbildung 5a/b: Fotografie und Belegungsplan des verwendeten Antibody Array Kits

Fotografie eines zusammengebauten ,,PathScan® Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kit’s” (Cell
Signaling Technology 12856S) mit seinen 16 Antikorperkammern (a), welche jeweils mit zielspezifischen
Féngerantikorpern von 19 an Stressantwort und Apoptose beteiligten intrazelluliiren Signalmolekiilen in
Duplikat-Form bestiickt sind (b) (modifizierte Abbildung aus dem Data Sheet des Herstellers (109)). Die
Zellen der 4 Spendergruppen ,,Jung gesund®, ,,Alt gesund®, ,,Jung mit Fraktur®“ und ,,Alt mit Fraktur* sind
jeweils nach 50-miniitiger Inkubation von 4 verschiedenen Bedingungen lysiert worden: 1. ohne NAC ohne
H,0, (0-), 2. ohne 1,0 mM NAC mit 0,03% H,0, (0+), 3. mit 1 mM NAC ohne H,0, (1-) und 4. mit 1 mM NAC
mit 0,03% H,0, (1+) (b). Pro Spendergruppe und Slide sind die jeweiligen Zelllysate von 5 Spendern in
gleichen Konzentrationsanteilen mithilfe der ,,Lowry“-Proteinbestimmung gepoolt worden.

Durchfiihrung:

Zunéachst miissen die Proben nach Inkubation mit entsprechender Bedingung lysiert

werden und bis zur Analyse gelagert werden (Lagerung bei -80°C):

Die aus dem Vollblut der 40 Spender (je 10 jung/alt, ohne/mit Knochenfraktur)

isolierten in 15-ml-Falkonréhrchen befindlichen Granulo-/Monozyten, welche nach den

Experimenten aus Kapitel 2.7 und 2.8 verbleibend sind, werden nach guter

Durchmischung mit dem Vortex in vier 1,5-ml-Eppendorfgefifle je Spender pipettiert

und mit 600 G bei 22°C 10 min lang zentrifugiert. Die vier Pellets je Spender werden

danach je in 1 ml der vier verschiedenen Losungen in Tabelle resuspendiert:

1. ,,Medium++* (vgl. Kapitel 2.3)

2. 1,0-mM-NAC-Losung: 4 ml 3,0-mM-NAC-Losung (vgl. Kapitel 2.7) + 8 ml
,,Medium++

3. 0,0-mM-NAC mit 0,03%-H,0,: 5 ml ,Medium++*“+ 5 ul 30% H,0,

4. 1,0-mM-NAC mit 0,03%-H>0;: 5 ml 1-mM-NAC-Losung + 5 ul 30% H,0,

(Volumen reicht fiir ein Experiment mit vier Spendern)

Fiir 50 min inkubieren die Zellen nun im gedffneten Eppendorfgefdl im Inkubator bei

37°C, 5% CO, in Dunkelheit und werden dann mit 600 G bei 4°C 10 min lang
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zentrifugiert. Die Pellets werden in 75 pul RIPA Lysepuffer resuspendiert, gut mit dem
Vortex gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach abschlieBender 10-miniitiger
Zentrifugation mit 14.000 g bei 4°C werden die Uberstinde in beschriftete
Eppendorfgefile gegeben und bis zur Analyse der Signalmolekiile bei -80°C
eingefroren. Anhand der mittels ,,Lowry“-Methode ermittelten Proteinkonzentrationen
werden je Slide die Proteinlysate von 5 Spendern pro Spendergruppe (jung/alt ohne/mit
Bruch eines langen Rohrenknochens) zu gleichen Anteilen gepoolt, sodass mit den
beiden Slides alle 10 Spender der entsprechenden Spendergruppe beriicksichtigt werden
konnen. Die verwendeten Losungen und Materialien sind alle Bestandteil des Array-Kit
Sets der Firma Cell Signaling Technology und im folgenden Abschnitt kursiv in
Orginalbezeichnung des Herstellers aufgefiihrt. Diese Bezeichnungen sowie das
Durchfiihrungsprozedere sind dem Protokoll des Herstellers entnommen (/09):

Glastrager und Array Blocking Buffer werden auf Raumtemperatur (RT) gebracht und
ein /X Array Wash Buffer (1,5 ml 20X Array Wash Buffer + 28,5 ml ddH,O (Carl Roth
3175.1)) wird ebenfalls bei RT hergestellt. Auf Eis werden 1250 ul /X Detection
Antibody Cocktail (125 pl 10X Detection Antibody Cocktail + 1125 pl Array Diluent
Buffer) und 1250 ul 1.X HRP-linked Streptavidin (125 pl 10X HRP-linked Streptavidin +
1125 ul Array Diluent Buffer) hergestellt. Zur dichten Trennung der 16
Antikorperfelder werden das Vielkammerelement aus Plastik und der Glastrager wie in
Abbildung 4a zu sehen mittels Eisenklammern dicht aneinander fixiert, sodass die
Féangerantikorperpunkte jeweils auf dem Grund einer Kammer nach Oben zeigen.
Wihrend des nachfolgenden weiteren Prozederes ist diese Antikdrperbeschichtung
ununterbrochen feucht gehalten worden: Nach Pipettieren von 100 pl Array Blocking
Buffer in jede Kammer und Versiegelung des Kits mit dem mitgelieferten
Versiegelungsstreifen folgt bei RT eine 15-miniitige Inkubation auf einem
Wippschiittler. Der Array Blocking Buffer wird dann sanft auf Papiertiichern
ausgeklopft. Nach Belegungsschema aus Abbildung 4b folgt anschlieend {iber Nacht
die Inkubation von 75 pl Zelllysatlosung pro Kammer versiegelt auf Eis (Kiihlakkus in
einer Eisbox) auf dem Wippschiittler. Am Folgetag erfolgt dann eine viermalige
Waschung mit 100 ul /X Array Wash Buffer pro Kammer, indem die zugegebene
Losung jeweils 5 min auf dem Wippschiittler inkubiert und danach jeweils sanft

ausgeklopft wird. Es folgt eine einstiindige Inkubation von 75 pl 1.X Detection Antibody
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Cocktail pro Kammer versiegelt bei RT auf dem Wippschiittler. Nach 4 x 5-miniitiger
Waschung wie oben beschrieben folgt eine 30-miniitige Inkubation von 75 pl /X HRP-
linked Streptavidin pro Kammer versiegelt bei RT auf dem Wippschiittler, welche dann
durch abermaliger 4 x 5-miniitiger Waschung wie oben beendet wird. Nach Entfernung
des Vielkammerelements aus Plastik wird der Glastrager noch einmal ziigig in einem
Plastikbehdlter mit ca. 10 ml /X Array Wash Buffer gewaschen. Kurz vor der
Chemilumineszenzmessung werden LumiGLO® Reagenz und Peroxide Reagenz
kombiniert (9 ml ddH,O + 0,5 ml 20X LumiGLO® Reagent A #7003 + 0,5 ml 20X
Peroxide Reagent B #7003), auf den Glastriager gegeben und die entstehenden 1344
Chemilumineszenzpunkte (1216 Datenpunkte (Duplikate), 96 Positivkontrollpunkte
(Triplikate) und 32 Negativkontrollpunkte) werden in 5 Belichtungszeiten alle 5 s mit
der digitalen Chemilumineszenz-Analysekamera ChemoCam (Dunkelkammer)

aufgenommen.

Auswertung:

Die Chemilumineszenzpunkte der zwei Array Kits werden in der Analysesoftware
ImageJ manuell fiir alle 5 Belichtungszeiten markiert, in ihrer Intensitit von dieser
Software analysiert und in Grauwerte transferiert. In Excel Microsoft 2010 werden die
Duplikate der Datenpunkte eines jeweiligen Antikorperfeldes gemittelt und anhand der
gemittelten Triplikate der Positivkontrollpunkte desselben Feldes als 100% Bezug
normiert. AbschlieBend werden die Daten der 5 Belichtungszeiten gemittelt und unter
den jeweiligen Spendergruppen (je 10 jung/alt, ohne/mit Knochenfraktur) den
Bedingungen ohne/mit H,O, und/oder ohne/mit NAC zugeordnet. Die Nachweisgrenze,
ab welcher die Signalmessungen als verwertbar angenommen werden, liegt bei gerundet
10% der Positivkontrolle als Normierungsfaktor und ist mithilfe folgender Formel
errechnet worden (Mittelwert aller Blindwerte (yoiank) = 6,04; Standardabweichung aller
Blindwerte (Oplank) = 1,41): ydl = Yblank + 3*Gblank (/25). Alle Daten unterhalb dieser
Grenze konnen nicht verwertet werden, da bereits kleine Schwankungen zu falsch-

positiven bzw. falsch-negativen Ergebnissen flihren.

2.14 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Aufgrund der kleinen ProbengroBe (drei seperat kultivierte HL-60- bzw. THP-1-
Zellkulturen (je N=3) und 40 Spenderproben (N=40)) ist keine Normalverteilung
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anzunehmen. Die statistische Auswertung der mit der Software Excel 2010 (Microsoft)
errechneten Werte ist mithilfe der Software GraphPadPrism 5 (Graphpad Software,
Inc.) daher mittels Kruskal-Wallis Test als H-Test und anschlieBend mittels Dunn’s
Multiple comparison Test als Post-hoc-Test erfolgt (126, 127). Als Signifikanzlimit ist
die Wahrscheinlichkeit p<0,05 gewéhlt worden. Die Daten werden immer als
Mittelwert + Standardfehler préasentiert.

Alle graphischen Darstellungen der Ergebnisse dieser Dissertation sind ebenfalls mit

der Software GraphPadPrism 5 erstellt worden.

3  Ergebnisse

Bei der Literaturrecherche zu dieser Arbeit fiel auf, dass zur Erforschung moglicher
altersphysiologischer immunologischer Unterschiede zwar junge mit alten
Spendergruppen vergleichend diskutiert werden, bei den Experimenten hierzu jedoch
teilweise jung und alt bzw. gesund und krank getrennt voneinander untersucht wurden.
Zur direkten Vergleichbarkeit moglicher altersbedingter Verdnderungen der zelluldren
bzw. intrazelluliren Reaktion von Granulo-/Monozyten bei Aktivierung der akuten
Immunabwehr untersuchte diese Arbeit jung und alt sowie gesund und krank in

gemeinsamen und nicht in getrennten Experimenten.

3.1 Einfluss des Alters auf humane Granulo-/Monozyten und den Spiegel an
RNS im Organismus

Bevor der Einfluss oxidativen Stresses bzw. des NAC ndher untersucht wird, gibt dieses
Kapitel zunédchst Einblick in mogliche alters- bzw. gesundheitsabhingige Unterschiede
der akuten angeborene Immunabwehr an sich. Die dazu untersuchten Blutseren bzw.

Granulo-/Monozyten entstammen jungen/alten Spendern ohne/mit Bruch eines langen

Rohrenknochens.

3.1.1 Erhohung pro-/antiinflammatorischer monozytirer Grundaktivitit

Wie in Mantovani et al. 2004 und Biswas et al. 2010 als ein vereinfachtes Model
beschrieben sind bestimmte Botenstoffe und Rezeptoren charakteristisch fiir eine M1-
bzw. eine M2-Makrophagenpolarisierung (32, /02). Auf die Funktionen klassischer
proinflammatorischer M1-Makrophagen und alternativer antiinflammatorischer M2-
Makrophagen wird im Diskussionsteil genauer eingegangen (3/). Basierend auf

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe des Instituts, welche anhand von Zytokinanalysen in
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Blutseren eine tendenzielle Verschiebung der Makrophagenaktivierung élterer Spender
von der antiinflammatorischen M2- hin zu einer proinflammatorischen M1-Aktivierung
als Ausdruck einer neuen Komponente der Inflammaging-Theorie annahm, wurden
weitere makrophagensubgruppentypische Botenstoffe in den Blutseren von jungen und
alten Spendern wie in Material und Methoden beschrieben mittels ELISA gemessen und
vergleichend analysiert (22).

Charakteristisch fiir eine proinflammatorische M1-Polarisierung waren hierbei wie in
Mantovani et al. 2004 beschrieben u.a. die hier betrachteten Mediatoren 1L-6, 1L-12,
GM-CSF, IFN-y und TNF-a (4bb. 6a-e) (32). Die Grundspiegel dieser Botenstoffe
lagen bei den Kontrollgruppen alter Spender im Vergleich zu denen junger Spender bei
allen untersuchten Mediatoren signifikant hoher vor (IL-6 (**p<0,01), IL-12 (*p<0,05),
GM-CSF (***p<0,001), IFN-y (**p<0,01) und TNF-a (***p<0,001)). Verglichen zur
jeweiligen Kontrollgruppe lagen die Level von IL-6, IL-12 und TNF-a junger wie alter
Spendern bei Frakturgeschehen erhoht vor (jung: IL-6 und IL-12 (je ***p<0,001) sowie
TNF-a (**p<0,01); alt: IL-6 (***p<0,001), IL-12 (**p<0,01) und TNF-a (tendenziell)).
Beziiglich GM-CSF und INF-y zeigten sich hingegen altersabhingige Unterschiede:
Wihrend die Seren junger Spender Fraktur bedingt ebenfalls erhohte Spiegel dieser
Botenstoffe aufwiesen (GM-CSF (*p<0,05), INF-y (tendenzielll und TNF-a
(***p<0,001)), waren die Spiegel alter Spender bei Fraktur im Falle von GM-CSF und

INF-y sogar tendenziell niedriger.

0.15+

0.10+

0.05+

[ng IL-6 / ml Protein]
[ng IL-12 / ml Protein]

Abbildung 6a: Blutserumkonzentration von IL-6 Abbildung 6b: Blutserumkonzentration von IL-12
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Abbildung 6c: Blutserumkonzentration von GM-CSF Abbildung 6d: Blutserumkonzentration von IFN-y

1.0+
Abbildung 6a-e: Alters-/gesundheitsabhiingige Boten-

stoffspiegel typisch fiir eine M1-Differenzierung

0.8+
Blutserumkonzentrationen der fiir eine pro-
inflamatorische M1-Differenzierung typischen
Botenstoffe IL-6, IL-12, GM-CSF, IFN-y und TNF-a im
Blutserum von jungen/alten Spendern ohne/mit
Fraktur mittels ELISA-Verfahren gemessen und
anhand »Lowry“-Proteinbe-stimmung normiert.
Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis Test und
Dunn’s Multiple Comparison Test; *p<0,05, **p<0,01
und *** p < 0.001. Die Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler von je 10 Probanden je Spendergruppe
angegeben (N=40, n=2).
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Abbildung 6e: Blutserumkonzentration von TNF-a

Fiir eine antiinflammatorische M2-Polarisierung waren wie in Mantovani et al. 2004
beschrieben u.a. die hier betrachteten Mediatoren IL-1RA, IL-4, 1L-10 und IL-13
charakteristisch (4bb. 7a-d) (32). Junge und alte Spender mit Fraktur wiesen auch hier
verglichen mit den jeweiligen Kontrollgruppen signifikant hohere Mediatorenspiegel an
IL-1 RA, IL-4 und IL-13 auf (jung: IL-1 RA, IL-4 und IL-13 (je ***p<0,001); alt: IL-1
RA (*p<0,05), IL-4 (***p<0,001) und IL-13 (*p<0,05)). IL-10 als typischer direkt
antiinflammatorisch wirkender Botenstoff hingegen war verglichen mit der jeweiligen
gesunden Kontrollgruppe sowohl bei jungen (signifikant mit **p<0,01) als auch alten
Spendern (tendenziell) Fraktur bedingt herunterreguliert (/28). Die alte Kontrollgruppe
zeigte hierbei im Vergleich zur jungen Kontrollgruppe basal hohere Spiegel an II-1RA
(mit *p<0,05), 1I-4 (mit **p<0,01), IL-10 (tendenziell) und IL-13 (mit ***p<0,001).
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Abbildung 7c: Blutserumkonzentration von I1L-10 Abbildung 7d: Blutserumkonzentration von IL-13

Abbildung 7a-d: Alters-/gesundheitsabhiingige Botenstoffspiegel typisch fiir eine M2-Differenzierung

Blutserumkonzentrationen der fiir eine antiinflamatorische M2-Differenzierung typischen Botenstoffe IL-1RA
(Rezeptorantagonist), 1L-4, IL-10 und IL-13 im Blutserum von jungen/alten Spendern ohne/mit Fraktur
mittels ELISA-Verfahren gemessen und anhand ,,Lowry*“-Proteinbestimmung normiert. Signifikanztestung
mittels Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test; *p<0,05, **p<0,01 und *** p < 0.001. Die
Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von je 10 Probanden je Spendergruppe angegeben (N=40, n=2).

3.1.2 Geringere apoptotische Grundaktivitit der Granulozyten/Monozyten
alterer Spender bei Gesundheit

Um Einblick in mdgliche alters-/gesundheitsabhingige Unterschiede ihrer
intrazelluldren Regulationsmechanismen zu erhalten, wurden die aus Spendervollblut
isolierten Granulo-/Monozyten isoliert, lysiert, zu gleichen Anteilen gepoolt und mittels
Sandwich-Immunoassay-Verfahren in Form eines Array Kits (Cell Signaling
Technology)  hinsichtlich der in Tabelle 21  gelisteten intrazelluliren
Signalkaskadenproteine untersucht. Die Referenzen in dieser Tabelle beziehen sich auch

auf die Beschreibungen der Mediatoren im FlieBtext und sind zukiinftig nicht zusétzlich
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Tabelle 21: Funktionsiibersicht untersuchter intrazelluldrer Kaskadenproteine

Signalkaskadenprotein (Modifikation (/09)) | Regulatorische Funktion

PRO-apoptotische intrazelluliire Mediatoren

Caspase-3 (gespalten an Asp175 => aktiviert)
Caspase-7 (gespalten an Asp198 => aktiviert)

Kontextabhingig PRO-apoptotische intrazellulire Mediatoren

DNA-Zerstorungskontrolle: Chromatin

Chkl (phosphoryliert an Ser345 => aktiviert) Remodelling, Kombinationspartner Chk2

DNA-Zerstoérungskontrolle:
Chk2 (phosphoryliert an Thr68 => aktiviert) | zerstdrungsinduzierte Transkription, DNA-
Reparatur

basales p53 und geringer Zellstress =>
p53 (phosphoryliert an Ser15 => aktiviert) antioxidativer Schutz, Reparatur und
Zelliiberleben (Wéchter des Genoms)

SAPK/INK . . L
(phosphoryliert an  Thr183/Tyr185 => promﬂammatorlsqhe Zytokine =>
At stressaktivierter Signalweg

Smad2 (phosphoryliert an Ser465/467 =>| TGF-B-Signal in Zellkern leitend =>
aktiviert) Zelldifferenzierung

Neutrophilen: hemmt das Zellwachstum,
hemmt die proinflammatorische Zytokin-
ausschiittung (IL-6, IL-1b and TNF-a) und
die Produktion von ROS (715)

TAKI1 (phosphoryliert an Ser412)

ANTI-apoptotische intrazellulire Mediatoren

Akt (phosphoryliert an Ser473 => aktiviert) ANTI-Apoptose (116, 129)

Survivin (Gesamtkonzentration) ANTI-Apoptose (/17)

Stresslevelabhiingig ANTI-apoptotische intrazellulire Mediatoren

HSP27 (phosphoryliert an Ser82 => aktiviert) %fxlgvl:} ;ttlg:l E;’;ZE: eEth](()?l;ten SR L e D

Chronische ROS-Belastung:
IxBa (Gesamtkonzentration) Hemmt NF-xB und somit Caspase
unabhingige Apoptose (119)

p38 MAPK (phosphoryliert an Thr180/Tyr182 | Monozyten/Makrophagen: Uberleben (722), Neutrophilen:
=> aktiviert) Hemmung Apoptose (/23), ROS-abhéngige NET-Bildung (/24)
TAKI1 (phosphoryliert an Ser412) Makrophagen: steigert p38 MAPK => Uberleben (122)

Intrazelluliire Mediatoren ihrer zellregulatorischen Funktionen nach geordnet: Die fiir das Zelliiberleben
ungiinstigen, Apoptose regulierenden Proteine sind ,dunkelgrau®, die fiir das Uberleben giinstigen,
Antiapoptose regulierenden ,hellgrau® und die zellregulatorischen ,,weif“ hinterlegt. ,,Kontextabhéngig PRO-
apoptotisch® bedeutet, dass diese Mediatoren stresslevel- bzw. mediatorlevelabhiingig entweder regulatorisch
oder apoptotisch wirken konnen. Die ,hellgraue“ Hinterlegung zeigt zellprotektive und die ,,dunkelgraue*
zellbelastende Regulationen an. Diese Funktionseinteilung dient einer besseren Ubersicht und hat nicht den
Anspruch, der tatsichlichen Funktionskomplexizitit der aufgefiihrten Mediatoren im Organismus vollstindig
gerecht zu werden. Unter ,,Modifikation“ ist beschrieben, ob die Proteine in ihrer aktivierten Form oder in
ihrer Gesamtkonzentration gemessen worden ist. Hierzu ist ggf. aufgefiihrt, an welcher/n Aminosiure/n die
untersuchten Proteine durch welchen Vorgang aktiviert wurden. Asp - Asparaginsiure; Ser - Serin; Thr -
Threonin; Tyr - Tyrosin.

darin aufgefiihrt. Als Normierungsfaktor dienten bei allen folgenden Ergebnissen der
Signalkaskadenproteinanalysen die entsprechenden Positivkontrollen des Kits. Die
analysierten Kaskadenproteine liegen in ihrer Gesamtmenge oder in ihrer aktivierten

Form sei es durch Spaltung, sei es durch Phosphorylierung vor (vgl. Tabelle 21). Im

Martin Radermacher Eberhard Karls Universitét Tiibingen 50



Inaugural-Dissertation Einfluss von N-Acetylcystein auf Granulo- und Monozyten wahrend Frakturheilung
bei alten Patienten mit Bruch der langen Réhrenknochen

FlieBtext wird nicht gesondert auf die Art ihrer Aktivierung hingewiesen. Im
Ergebnisteil sind nur diese Signalkaskadenproteine aufgefiihrt, deren Proteinspiegel
zumindest in einer Spendergruppe oberhalb der errechneten Nachweisgrenze von 10%
des Normierungsfaktors lagen.

Bei der vergleichenden Analyse der Kaskadenproteine von jungen und alten gesunden
Spendern fiel auf, dass die Granulo-’/Monozyten im Alter einen deutlich geringeren
Spiegel an den proapoptotischen Caspase-3 und Caspase-7 (jeweils signifikant mit
*#%p<0,001) (4bb. 8a) sowie an den kontextabhingig proapoptotischen SAPK/INK,
Smad2 (jeweils signifikant mit ***p<0,001) und TAKI1 (nichtsignifikant) (4bb. 8b)
aufwiesen. Caspase-7 und SAPK/JNK lagen dabei bei der alten gesunden
Spendergruppe unterhalb der errechneten Nachweisgrenze. Verglichen mit den jungen
gesunden Spendern zeigte sich bei den alten gesunden ein signifikant geringere Spiegel
des NF-xB hemmenden IxBa (*p<0,05, alt gesund unterhalb der Nachweisgrenze)
(Abb. 8c). Hierbei ist die Rolle des NF-xB bei einer in der Literatur beschriebenen
chronischen erhohten ROS im Alter hinsichtlich eines pro- bzw. antiapoptotischen
Einflusses zu diskutieren (45, 119, 121). Weiter lagen das an der zelluldren
Wiederstandskraft gegen stressbedingte dullere Einfliisse beteiligte HSP27 lediglich bei
den jungen Gesunden oberhalb der Nachweisgrenze. Bei allen Spendergruppen lagen
Akt, Survivin, Chkl, Chk2, p53 und p38 MAPK allesamt unter der Nachweisgrenze,
waren daher nicht verwertbar und sind nicht dargestellt.

Verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe zeigten sich bei jungen Menschen mit
Fraktur generell bei allen untersuchten Signalkaskadenproteinen niedrigere
intrazelluldre Proteinspiegel (die proapoptotischen Caspase-3 und -7 (je *p<0,05) (4bb.
8a); die kontextabhingig proapoptotischen SAPK/JINK (***p<0,001), Smad2
(***p<0,001) und TAKI (***p<0,001) (4bb. 8b); die stresslevelabhingig
antiapoptotischen HSP27 (**p<0,01) und IxBa (***p<0,001). Bis auf Caspase-3 und
TAKI1 lagen dabei alle anderen Proteinkonzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze
Die proapoptotischen Kaskadenproteine scheinen unter allen Spendern am deutlichsten
herunterreguliert.

Verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe zeigte sich bei alten Menschen mit
Fraktur hingegen keine generelle Erniedrigung der Mediatorspiegel. Denn hierbei

lagen einige typisch/potenziell proapoptotische Mediatoren (Caspase-3 signifikant mit
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Abbildung 8a: Intrazellulidre Konzentration der PRO-apoptotischen Caspase-3 (gespalten) und Caspase-7
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Abbildung 8b: Intrazellulire Konzentration der kontextabhiingig PRO-apoptotischen SAPK/JNK
(phosphoryliert), Smad2 (phosphoryliert) und TAK1 (phosphoryliert)
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Abbildung 8a-c: Alters-/gesundheitsabhingige intrazellulire Konzentration verschiedener Signalkas-
kadenproteinen in Granulo-/Monozyten
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**p<0,01 und Caspase-7, SAPK/INK sowie Smad2 tendenziell (4bb. S8a/b)) erhoht vor.
Alle anderen untersuchten Proteinspiegel (TAK1, HSP27 und IkBa) waren im Alter
entsprechend der jungen Spendergruppe im Zustand nach Fraktur tendenziell erniedrigt
(Abb. 8b/c). Der intrazellulire Proteinspiegel unterschied sich hierbei jedoch anders als
bei den jungen Spendern im Alter z. T. kaum bzw. in deutlich geringerem Malle vom
gesunden Zustand. Oberhalb der errechneten Nachweisgrenze lagen lediglich die

Proteinkonzentrationen von Caspase-3, Smad2 und TAKI.

3.1.3 Hoheres Zelliiberleben von Granulo-/Monozyten ilterer Spender

Wie in Material und Methoden beschrieben wurden die mitochondrialen
Reduktionsraten von Resazurin zu fluoreszentem Resorufin 90 Minuten nach Aussaat
jeweils gleicher Zellzahlen je Spendergruppe (jung/alt; ohne/mit Fraktur) gemessen, um
Riickschliisse auf eine mogliche alters- bzw. gesundheitsabhéingig unterschiedliche
Uberlebensfihigkeit getesteter Granulo-/Monozyten in diesem Zeitraum ziehen zu
konnen.

In Abbildung 9 sind die Reduktionsraten der von den vier verschiedenen

Spendergruppen stammenden Granulo-/Monozyten vergleichend dargestellt.

160+ P = 1

Mitochondriale  Umsatzaktivitit der  Granulo-/
Monozyten von jungen/alten Spendern ohne/mit
Fraktur 90 min nach Aussaat von 64000 Zellen/Well
anhand gemessenen fluoreszenten  Resorufins.
Zellziihlung mittels Trypanblau. Junge gesunde
Kontrollzellgruppe dient als 100%-Bezug.
Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis Test und
Dunn’s Multiple Comparison Test; **p<0,01 und ***
P < 0.001. Die Daten sind als Mittelwerte =+
Standardfehler von je 10 Probanden je Spendergruppe
angegeben (N=40, n=4).

140+

120+

Umsatzaktivitat in [%]

100

80

Abbildung 9: Alters-/gesundheitsabhéingige mitochondriale Umsatzaktivitit als Hinweis auf die Viabilitit von
Granulo-/Monozyten

Der zelluldre Resazurinumsatz junger Gesunder lag im Mittel 11% signifikant unter
dem alter Gesunder (**p<0,01) was in Korrelation des in 3.1.2 gezeigten hohere
antiapoptotische Verhalten dieser Zellen stehen konnte. Sowohl die Zellen junger mit
im Mittel 24% als auch die alter Spender mit im Mittel 29% wiesen bei

Frakturgeschehen ein signifikant hoheres Level zelluldrer Redoxleistung auf als diese

Martin Radermacher Eberhard Karls Universitét Tiibingen 53



Inaugural-Dissertation Einfluss von N-Acetylcystein auf Granulo- und Monozyten wahrend Frakturheilung
bei alten Patienten mit Bruch der langen Réhrenknochen

der entsprechenden Kontrollgruppe (jeweils mit ***p<(0,001). Auch hier lieBe sich im
Falle der jungen Spender ein Zusammenhang mit den in 3.1.2 festgestellten moglichen
antiapoptotischen intrazelluliren Mechanismen herstellen. Eine erhohte Redoxleistung
als Parameter flir erhohte Zellviabilitit bei alten Spendern mit Fraktur unterstreicht die
in 3.1.2 festgestellte proapoptotische intrazellulire Tendenz dieser Spendergruppe

jedoch nicht.

3.1.4 Geringste intrazellulire ROS-Spiegel bei Granulo-/Monozyten alter
gesunder Spender

Abbildung 10 zeigt vergleichend die mithilfe von fluoreszentem DCF gemessenen
basalen intrazelluliren ROS Spiegel der von den unterschiedlichen Spendergruppen
(jung/alt; ohne/mit Fraktur) stammenden Granulo-/Monozyten ohne zusédtzlichen
kiinstlich induzierten oxidativen Stress durch H,O,. Dadurch sollen mogliche alters-
bzw. gesundheitsabhdngiger Unterschiede hinsichtlich der basalen intrazelluldren
Konzentrationen an zelltoxischen ROS detektiert werden.

Ohne zusitzlicher oxidativen Stressinduktion zeigten sich erwartungsgemal3 verglichen
mit den in 3.2.3 kiinstlich oxidativ gestressten Zellen nur sehr geringe intrazellulédre
Konzentrationen an ROS. Daher lieBen sich auch keine signifikanten
Hohenunterschiede dieser zwischen den verschiedenen Spendergruppen feststellen.

Bei jungen und alten Spendern mit Fraktur lagen die ROS Spiegel tendenziell hoher als
bei den jeweiligen gesunden Kontrollgruppen, wobei die Differenz unter den beiden
alten Spendergruppen von im Mittel 2% deutlicher war. Die geringste zelluldre ROS-

Produktionsrate konnte bei der alten gesunden Spendergruppe festgestellt werden.

Intrazellulire Konzentrationen reaktiver Sauer-
stoffspezies in Granulo-/Monozyten von jungen/alten
Spendern ohne/mit Fraktur 50 min nach Aussaat
von 2000 Zellen/Well anhand gemessenen
fluoreszenten DCF-Levels. Zellzihlung mittels
Trypanblau. Junge gesunde Kkiinstlich mit H,0,
gestresste Kontrollzellgruppe dient als 100%-Bezug
(vgl. Kapitel 3.2.3). Die Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler von je 10 Probanden je
Spendergruppe angegeben (N=40, n=4).

ROS-Level in [%]

Abbildung 10: Alters-/gesundheitsabhingige intrazelluliire ROS Spiegel in Granulo-/Monozyten
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3.1.5 Erhohte systemische RNS im Alter

Abbildung 11 zeigt die mittels ,,Griess“-Methode ermittelten Nitrat-/Nitritkonzentration
in den Blutseren der verschiedenen Spender (jung/alt; ohne/mit Fraktur) als mogliche
Parameter alters-/gesundheitsabhidngig differenter nitrosativer Stressgeschehen.

Bei alten Gesunden zeigte sich hierbei eine signifikant hohere Konzentration des Nitrat-
/Nitritspiegels als bei jungen Gesunden (mit *p<0,05). Sowohl bei jungen (mit *p<0,05)
als auch bei alten (mit **p<0,01) Spendern zeigte sich bei Frakturgeschehen eine
verglichen  mit  der signifikant ~ geringere

jeweiligen  Kontrollgruppe

Blutserumkonzentration der méglichen nitrosativen Stressmarker NO,  und NO;".
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Abbildung 11: Alters-/gesundheitsabhiingige Nitrat-/Nitritkonzentration in Blutseren

3.2 Einfluss des Alters auf humane Granulo-/Monozyten im Umgang mit
kiinstlichem oxidativem Stress

Zur Uberpriifung des Umgangs der Granulo-/Monozyten von jungen/alten Spendern
ohne/mit Knochenfraktur mit oxidativem Stress wurden diese kiinstlich in vitro
gestresst. Dazu diente ein Zellmilieu mit 0,03%-igem H,0,-Anteil, welcher in
Vorversuchen an den HL-60- und THP-1-Progenitorzelllinien als optimal getestet
wurde, um einen versuchstauglichen Grad an Zelltoxizitdt zu generieren. So wirkte
diese toxische H,O,-Konzentration nicht unmittelbar tddlich auf die Zellen und konnte
als oxidativer Stressor dieser genutzt werden. Durch diese einheitliche kiinstliche
Stressung sollte herausgefunden werden, ob und wie die je nach Spendergruppe
unterschiedlich vorbelasteten Zellen diesen

immunologisch und altersbedingt

bewiltigen konnten.
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3.2.1 Mogliche Steigerung einer Gegenregulation apoptotischer Prozesse der
Zellen gesunder Spender im Alter

Anhand der aus 3.1.2 bereits bekannten und dort in Tabelle 21 erlduterten fiir PRO-
Apoptose, ANTI-apoptose bzw. Zellstress typischen Signalkaskadenproteine untersucht
dieses Kapitel mogliche alters-/gesundheitsabhéngige Unterschiede der intrazelluldren
Zellprogramme untersuchter Granulo-/Monozyten in der Reaktion auf kiinstlich
induzierten oxidativen zelltoxischen Stress.

Die betrachteten Immunzellen wurden dazu wie in Material und Methoden beschrieben
50 min lang in 0,03%-igem H,O,-Milieu gestresst. Zur Normierung der Ergebnisse
dienten hierbei die entsprechenden Positivkontrollen des Sandwich-Immunoassay-Kits.
Generell betrachtet zeigten sich unter kiinstlich induziertem oxidativen Stress kaum

signifikante Verdnderungen der betrachteten intrazelluldren Mediatoren (4bb. 12).

Wihrend eine Fraktur (vgl. auch 3.1.2) zu einer geringeren apoptotischen Aktivitdt der
Granulo-/Monozyten junger Spender zu fithren schien, schien ein akuter oxidativer
Stress bei Zellen junger Gesunder tendenziell ein proapoptotisches intrazelluldres
Verhalten zu bewirken (die typisch/potenziell proapoptotischen Caspase-3/-7, Smad2
hierbei unter H,O, tendenziell erhoht (4bb. 12a/b); die potenziell antiapoptotischen
IkBa unter H,O, tendenziell erniedrigt (4bb. 12c¢)). Bis auf Smad2 lagen alle weiteren
untersuchten kontextabhingig proapoptotischen Mediatoren (SAPK/JINK und TAKI1)
unter H,O, tendenziell niedriger vor (4bb. 12b). Weiter lagen das an der zelluldren
Wiederstandskraft gegen stressbedingte dulere Einfliisse beteiligte HSP27 unter H,O,
tendenziell niedriger und die u.a. Apoptose hemmende proinflammatorische p38 MAPK

kaum verandert vor.

Wie bereits im ungestressten Zustand verglichen mit der jungen gesunden
Kontrollgruppe in 3.1.2 festgestellt, zeigten die betrachteten Immunzellen junger
Spender mit Fraktur unter oxidativer Stressung abermals eine weitere
Herunterregulierung typisch proapoptotischer Signalkaskadenproteine (Caspase-3 und -
7 (Abb. 12a)). Auftillig waren unter H,O, die signifikanten Anstiege des u.a. potenziell
antiapoptotischen IkBa (*p<0,01) und des u.a. apoptosechemmenden Mediators p38
MAPK (***p<0,001) (4bb. 12d). Die stressregulierenden SAPK/JNK, Smad2 und
HSP27 zeigten sich unter H,O, tendenziell erhoht (4bb. 12b/c). Das potenziell
apoptotische TAKI1 zeigte sich tendenziell erhoht (4bb. 12b).
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Abbildung 12a: Intrazelluliire Konzentration der PRO-apoptotischen Caspase-3 (gespalten) und Caspase-7
(gespalten)
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Abbildung 12b: Intrazellulire Konzentration der kontextabhingig PRO-apoptotischen SAPK/JNK

(phosphoryliert), Smad2 (phosphoryliert) und TAK1 (phosphoryliert)
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Abbildung 12c: Intrazelluliire Konzentration der stresslevelabhingig ANTI-apoptotischen HSP27
(phosphoryliert), IxBa (insgesamt) und p38-MAPK (phosphoryliert)
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Abbildung 12a-c: Einfluss H,0, auf die intrazelluléire Konzentration verschiedener Signalkaskadenproteine in
Granulo-/Monozyten in Abhiingigkeit zum Alter/Gesundheitzustand der Spender

Einfluss von kiinstlich induziertem oxidativen Stress (50 min mit H,0,) auf die intrazelluliire Konzentration
an mittels Spaltung bzw. Phosphorylierung aktivierten Signalkaskadenproteinen in Granulo-/Monozyten von
jungen/alten Spendern ohne/mit Fraktur mittels nicht-kompetitivem Sandwich-Immunoassay-Verfahren
gemessen. Prozentuale Angabe bezieht sich auf die jeweilige Positivkontrolle als 100 %. Die gestrichelte Linie
markiert die errechnete Nachweisgrenze bei 10% des Normierungsfaktors. Signifikanztestung mittels
Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test; *p<0,05, **p<0,01 und *** p < 0.001. Die Daten
sind als Mittelwerte + Standardfehler von je 10 Probanden je Spendergruppe angegeben (N=40, n=2). (2 Array
Kits (Cell Signaling Technology Array Kit Nr.: #12856) mit 5 gepoolten Spendern je Bedingung)

Die Zellen alter gesunder Spender zeigten unter H,O, eine dhnliche intrazelluldre
Heraufregulierung eines proapoptotischen Zellprogramms wie es im ungestressten
Zustand bei Fraktur verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe der Fall war (vgl.
3.1.2). Einen auffélligen Unterschied bildeten hierbei allerdings die unter H,O, deutlich
heraufregulierten Spiegel der zellstressregulatorischen potenziell antiapoptotischen
Mediatoren IxkBa und p38 MAPK (signifikant mit **p<0,01), wie es unter Fraktur nicht
der Fall war (4bb. 12¢). Im Detail zeigten sich erhdhte intrazelluldre Spiegel der typisch
proapoptotischen Mediatoren Caspase-3 und -7 (4bb. 12a) sowie der kontextabhdngig
proapoptotischen Mediatoren SAPK/INK und Smad2 (4bb. 12b). Das potenziell
apoptotische TAK1 hingegen lag unter HO, erhoht vor (4bb. 12b). Wie bei den jungen
Spendern mit Fraktur lagen neben IkBa und p38 MAPK auch das

zellstressregulatorische HSP27 unter H,O, erhoht vor.

Auch bei den Zellen alter Spender mit Fraktur bewirkte die oxidative Stressung eine
proapoptotische Zellregulierung. Unter H,O, stieg der Spiegel der typisch
proapoptotischen Caspase-7 bei kaum verdndertem Caspase-3-Spiegel (4bb. 12a). Im
Gegensatz zu den unter H,O, gestiegenen Konzentrationen von SAPK/JNK, Smad2 und
IkBa bei den gesunden Alten sank diese bei denen mit Fraktur unter H>O,. Die
potenziell apoptotische TAK1 sank unter H,O, (4bb. 12a). Vergleichbar der gesunden
Kontrollgruppe lagen HSP27 und p38 MAPK in hoherer Konzentration vor (4bb. 12¢).

3.2.2 Hohere Uberlebensrate der Zellen gesunder Spender im Alter

Dieses Kapitel untersucht mdogliche alters-/gesundheitsabhdngige Unterschiede der
mitochondrialen Umsatzaktivitdt untersuchter Granulo-/Monozyten unter kiinstlich
mduziertem oxidativen Stress mit H,O,. Das soll dazu dienen, Riickschliisse auf deren
oxidative Belastbarkeit hinsichtlich ihrer Uberlebensrate in Abhiingigkeit zu Alter und

Gesundheitszustand ihrer Spender ziehen zu konnen.
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Nach insgesamt 90-miniitiger oxidativer Stressung der Granulo-/Monozyten aller
Spendergruppen in 0,03%-igem H,O,-Milieu zeigten diese Zellen anhand gemessenen
umgesetzten fluoreszenten Resorufins erwartungsgemidll  deutlich  geringere
mitochondriale Umsatzaktivititen als die entsprechenden unbehandelten Gruppen
(signifikant bei allen vier Spendergruppen mit je ***p < 0,001) (4bb. 13).

Mitochondrialen Umsatzaktivitit von

160+ gestresst oxidativ ungestressten (hellgrau) bzw.

140+ gestressten (90 min mit H,0,)

S 1204 Granulo-/Monozyten von jungen/alten

£ Spendern ohne/mit Fraktur anhand
8 100+

= L gemessenen fluoreszenten Resorufins.

% 601 Zellzihlung mittels Trypanblau (64000

© 40- Zellen/Well). Junge gesunde Kontroll-

% zellgruppe dient als 100%-Bezug.

20 Signifikanztestung mittels Kruskal-

0 : Wallis Test und Dunn’s Multiple

S Comparison Test; **p<0,01 und *** p

&90 < 0.001. Die Daten sind als Mittelwerte
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Abbildung 13: Einfluss von H,0, auf die mitochondriale Umsatzaktivitiit als Hinweis auf die Viabilitit von
Granulo-/Monozyten in Abhiingigkeit zum Alter/Gesundheitszustand der Spender

Dies sprach fiir eine deutlich geringere Uberlebensrate dieser Zellen unter H,O,. Die
betrachteten Immunzellen junger Gesunder erbrachten signifikant die geringste zelluldre
Reduktionsleistung als Hinweis auf die geringste Uberlebensrate (bzgl. ,,Junge Fraktur®,
LAl gesund® sowie ,,Alte Fraktur jeweils mit ***p<0,001). Die untersuchten Zellen
von jungen Spendern mit Fraktur leisteten unter H,O, die hochste Reduktionsrate aller
Spendergruppen (bzgl. ,.JJung gesund“ im Mittel 34% (***p<0,001), bzgl. ,,Alten
gesund im Mittel 13% und bzgl. ,,Alt Fraktur® im Mittel 9% hoher). Verglichen mit
der alten Kontrollgruppe wiesen die Zellen alter Spender mit Fraktur unter H,O, nur
eine geringfiigig hohere Reduktionsleistung auf. Unter oxidativem Stress schienen die

Zellen alter gesunder signifikant besser zu iiberleben als diese junger gesunder Spender.

3.2.3 Altersunabhingige Steigerung zelluliirer ROS-Produktion bei Fraktur
Dieses Kapitel untersucht mogliche alters-/gesundheitsabhdngige Unterschiede der
intrazelluldren antioxidative Potenz untersuchter Granulo-/Monozyten unter kiinstlich
induziertem oxidativen Stress mit H>O,.

Die Zellen wurden dazu wie in Material und Methoden beschrieben 30 min mit DCFH-

DA Stammldsung inkubiert und weitere 20 min in 0,03%-igem H,O,-Milieu oxidativ
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gestresst. Anhand der fluoreszenten DCF-Level konnten die intrazelluldr in dieser Zeit
entstandenen Raten an ROS gemessen werden. Als Ursache einer niedrig gemessenen
intrazelluliren ROS-Rate einer Spendergruppe wurden hierbei potente antioxidative
Zellmechanismen angenommen und umgekehrt.

Die Zellen junger wie alter durch Fraktur vorbelasteter Spender produzierten in dieser
Zeit ein signifikant im Schnitt 13% hoheres Level (jeweils ***p<0,001) an ROS als
diese der jeweiligen gesunden Kontrollgruppe (A4bb. 14). Hierbei zeigten sich bei den
jungen geringfligig hohere Level als bei den entsprechenden alten Spendergruppen.

Intrazellulire ROS-Produktions-

gestresst raten von oxidativ un-/gestressten
1204 — e (20 min mit H,0,;) Granulo-
g /Monozyten von jungen/alten
e 1107 Spendern ohne/mit Fraktur anhand
% gemessenen fluoreszenten DCF-
2] 100+ = == Levels. Zellzihlung mittels Trypan-
é blau (2000 Zellen/Well). Junge
3 90—~ gesunde Kontrollzellgruppe mit 20-
E 207 miniitiger H,0,-Inkubation dient
8 104 als 100%-Bezug. Signifikanztestung
x mittels Kruskal-Wallis Test und
0 ; 2 y : ; - Dunn’s  Multiple  Comparison

o kk M 3
e‘)(\b rz}l"\& e“(\é q‘,‘”& e"(@ %\& e"(\é ,g@k TleSt’M'tt[l’ . 2.00}:. ];;e I()latedI; :ln .
K & K & K & &q@ \\Qg als \ ittelwerte a.n ardfehler
3\)& 30@ » R 5\\’& 3\)(9 ® v von je 10 Probanden je Spender-

gruppe angegeben (N=40, n=4).

Abbildung 14: Einfluss von H,0, auf die intrazellulire ROS-Produktionsraten von Granulo-/Monozyten in
Abhingigkeit zum Alter/Gesundheitszustand der Spender

3.3 Einfluss von NAC auf humane Granulo-/Monozyten alter Menschen

In auf dieser Dissertationsarbeit autbauenden klinischen Studien soll als Fernziel der
Einsatz von NAC hinsichtlich eines durch eine unterstiitze akuten Immunabwehr
verbessertes Outcomes alter Menschen im Knochenheilungsprozess untersucht werden.

Dieses Kapitel 3.3 untersucht gemal der Fragestellung dieser Dissertation, ob sich NAC
in seinem antioxidativen Charakter protektiv auf Granulo- und Monozyten alter
Menschen mit Bruch der langen Rohrenknochen auswirkt, den Einfluss dieses
Medikamentes auf diese Immunzellen in vitro. Zum einen wurde dieser Einfluss im
Zustand fehlender weiterer kiinstlicher oxidativer Stressbedingungen, zum anderen im
Zustand zusitzlicher kiinstlicher oxidativer Stressbedingungen in 0,03%-igem H,O»-

Milieu untersucht.

Martin Radermacher Eberhard Karls Universitét Tiibingen 60



Inaugural-Dissertation Einfluss von N-Acetylcystein auf Granulo- und Monozyten wahrend Frakturheilung
bei alten Patienten mit Bruch der langen Réhrenknochen

3.3.1 Erhohung des intrazelluliiren Glutathionspiegels oxidativ ungestresster HL-
60-/THP-1-Progenitorzellen

Die in der Literatur beschriebene direkte antioxidative Wirkung des synthetischen
Antioxidans NAC auf das als oxidativen Stressor verwendete H,O, konnte
mitverantwortlich fir die gefundene signifikante Herunterregulation der zelluldren
ROS-Produktion untersuchter HL-60-/THP-1-Progenitorzellen bei Co-Inkubation von
NAC zusammen mit H,O; sein (4bb. 15) (38).
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Abbildung 15a: Einfluss von NAC auf die intrazellulire ROS-Produktionsrate H,0,-gestresster HL-60-Zellen
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1501 e 3 0,15mM NAC
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Abbildung 15b: Einfluss von NAC auf die intrazelluliire ROS-Produktionsrate H,0,-gestresster THP-1-Zellen

Abbildung 15a/b: Einfluss von NAC auf die intrazellulire ROS-Produktionsrate H,0,-gestresster HL-60-
/THP-1-Zellen

Intrazelluliire ROS-Produktionsmenge oxidativ gestresster HL-60- bzw. THP-1-Zellen anhand gemessenen
fluoreszenten DCF-Levels unter 0,0, 0,04, 0,15 und 1,2 mM NAC 24 h vor sowie zusammen mit der oxidativen
Stressung in 0,03%-igem H,0,-Milieu. Zellziihlung mittels Trypanblau. Mit oxidativ gestresste Zellgruppe
ohne NAC dient als 100%-Bezug. Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple
Comparison Test; *p<0,05 und *** p < 0.001 (ROS-Produktion unter 1,2 mM im Vergleich zur Kontrolle). Die
Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von je drei seperat kultivierten HL-60- bzw. THP-1-Zelllinien pro
Bedingung angegeben (N=3, n=4).
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Denn im Gegensatz zu einem nichtsignifikanten Einfluss von 1,2 mM NAC bei Pra-
Inkubation 24 h vor oxidativer Stressung in 0,02%-igem H,O,-Milieu bewirkte die Co-
Inkubation von NAC zusammen mit der H,O,-Stressung bei den HL-60- (Abb. 15a) wie
auch den THP-1-Zellen (4bb. 15b) eine signifikante Herunterregulierung der
intrazelluldr anfallenden ROS. Die verwendeten NAC-Konzentrationen entsprechen der
errechneten systemischen Blutkonzentration bei Gabe von 1200 mg NAC unter ver-
schiedenen Applikationsformen (oral => 0,04 mM, intravends => 0,15 mM und maxi-

maler aber unrealistischer Serumpeak ohne First-Pass-Effekt => 1,2 mM) (130-133).

Stellvertretend fiir die zu untersuchenden humanen Granulo-/Monozyten wird in diesem
Kapitel nun wie in Material und Methoden beschrieben mithilfe der HL-60- bzw THP-
1-Zellen der bereits in der Literatur beschriebene intrazellulire Einfluss von NAC auf
den zelleigenen antioxidativen Glutathionreduktasemechanismus tberpriift (74, 134).
Cystein ist ein aktiver Metabolit von NAC, einem wichtigen Baustein intrazellulir
hergestellten Glutathions (y-glutamyl-L-cysteinylglycine, GSH) (47, 135). Sowohl bei
den HL-60- (4bb. 16a) wie auch bei den THP-1-Zellen (4bb. 16b) zeigte sich zwei

Stunden nach Gabe von 1,0 mM NAC ein verglichen mit dem jeweiligen unbehandelten

200+
200+ ] Unbehandelt

= Mit NAC

150 1507

100

H

100

50- 50

reduziertes GSH in [%)]
H
reduziertes GSH in [%]

0 . . 0 T

N
2 > & >
o & & &
R & < Ny
Abbildung 16a: Einfluss von NAC auf den GSH- Abbildung 16b: Einfluss von NAC auf den GSH-
Spiegel von HL-60-Zellen Spiegel von THP-1-Zellen

Abbildung 16a/b: Einfluss von NAC auf den intrazelluliren Glutathionspiegel in HL-60- bzw. THP-1-Zellen

Intrazelluliirer Glutathionspiegel von HL-60- bzw. THP-1-Zellen anhand gemessener fluoreszenter
Thionitrobenzoesiure (TNB) jeweils 2 und 24 h nach Inkubation mit 0,00 und 1,00 mM NAC. Anhand
»Lowry“-Proteinbestimmung normiert. Kontrollzell-gruppe ohne NAC-Behandlung dient als 100%-Bezug.
Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test; **p<0,01. Die Daten
sind als Mittelwerte + Standardfehler von je drei seperat kultivierten HL-60- bzw. THP-1-Zelllinien pro
Bedingung angegeben. (N=3, n=3)

Zustand tendenziell hoherer intrazelluldrer Spiegel an reduziertem GSH. Nach weiteren

22 Stunden stiegen die GSH-Spiegel der HL-60-Zellen unter allen getesteten
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Bedingungen um durchschnittlich ca. 50% weiter, wahrend diese der THP-1-Zellen im
Durchschnitt sanken (geringere Teilungsrate dieser monozytiren Zellinie). Der
anfiangliche Anstieg der intrazelluldren Glutathionspiegel beider Zellarten unter 1| mM

NAC schien sich nach einem Tag wieder zuriickgebildet zu haben.

3.3.2 Proapoptotischer Einfluss bei Gesundheit, antiapoptischer bei Fraktur

Zur Uberpriifung eines moglichen zellprotektiven Einflusses von NAC auf die
untersuchten Granulo-/Monozyten in Abhédngigkeit zu Alter und Gesundheitszustand
der Spender wurde der Einfluss von I mM NAC auf deren intrazelluldren Spiegel der in
Kapitel 3.1.2 in Tabelle 21 erlduterten fiir Apoptose bzw. Zellstress typischen

intrazelluldren Signalkaskadenproteine untersucht.

Die Granulo-/Monozyten junger gesunder Spender zeigten unter 1 mM NAC
tendenziell niedrigere Spiegel der typisch proapoptotischen Caspasen-3 und -7
(unterhalb der Nachweisgrenze) (4bb. 17a) aber auch der potentiell proapoptotischen
Kaskadenproteine SAPK/JNK, Smad2 und TAKI1 (4bb. 17b). Die potentiell
antiapoptotischen HSP27 und IkBa (**p<0,01) lagen jedoch ebenfalls unter NAC

erniedrigt vor (jeweils unterhalb der Nachweisgrenze) (4bb. 17c).

Verglichen mit der jungen gesunden lag bei der jungen erkrankten Spendergruppe
unter NAC eine deutlichere Herunterregulierung der typisch proapoptotischen Caspase-
3 (Abb. 17a) vor. Die Rolle der heraufregulierten potenziell proapoptotischen
Kaskadenproteine SAPK/INK (***p<0,001), Smad2 (***p<0,001) und TAKI
(**p<0,01) unter NAC (jeweils oberhalb der Nachweisgrenze) (4bb. 17b) muss in
diesem Zusammenhang diskutiert werden. Das zellschiitzende HSP27 (***p<0,001)
sowie der potenziell antiapoptotische IxkBa (***p<0,001) (jeweils oberhalb der
Nachweisgrenze) (4bb. 17c) lagen unter NAC im Sinne eines antiapoptotischen

Prozesses wiederum erhoht vor.

Bei alten gesunden zeigten sich unter NAC hoherer Spiegel der potenziell/typisch
proapoptotischen Mediatoren Caspase-3, SAPK/INK (oberhalb der Nachweisgrenze,
*p<0,05), Smad2 und TAKI1 (4bb. 17a/b)). Neben dieser proapoptotischen Tendenz lag
jedoch auch der Spiegel des potenziell antiapoptotischen [kBa erhoht vor (oberhalb der
Nachweisgrenze) (4bb. 17c).
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Abbildung 17a: Intrazelluliire Konzentration der PRO-apoptotischen Caspase-3 (gespalten) und Caspase-7
(gespalten)

30+
1 Jung gesund: unbehandelt/ ‘}

— o5 ] Jung Fraktur: unbehandelt/
S 25 *x
= [ Alt gesund: unbehandelt/
2 204 Alt Fraktur: unbehandelt/ _JE
(]
€
5 a
é 15+ Fokk dokck
b=~ [
8 *
g I [
+ 10 =
Q
£
g s5-

0

T ‘ ‘ T y T
SAPK/INK Smad2 TAK1

Abbildung 17b: Intrazellulidre Konzentration der kontextabhingig PRO-apoptotischen SAPK/JNK
(phosphoryliert), Smad2 (phosphoryliert) und TAK1 (phosphoryliert)
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Abbildung 17c: Intrazellulire Konzentration der stresslevelabhingig ANTI-apoptotischen HSP27
(phosphoryliert) und IkBa (insgesamt)
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Abbildung 17a-c: Einfluss von NAC auf die intrazellulire Konzentration verschiedener Signalkaskaden-
proteine in Granulo-/Monozyten in Abhéingigkeit zum Alter/Gesundheitzustand der Spender

Einfluss von 1 mM NAC (50 min Inkubation) auf die intrazellulire Konzentration an
Signalkaskadenproteinen in Granulo-/Monozyten von jungen/alten Spendern ohne/mit Fraktur mittels nicht-
kompetitivem Sandwich-Immunoassay-Verfahren gemessen. Prozentuale Angabe bezieht sich auf die jeweilige
Positivkontrolle als 100%. Die gestrichelte Linie markiert die errechnete Nachweisgrenze bei 10% des
Normierungsfaktors. Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test;
*p<0,05, **p<0,01 und *** p < 0.001. Die Daten sind als Mittelwerte = Standardfehler von je 10 Probanden je
Spendergruppe angegeben (N=40, n=2). (2 Array Kits (Cell Signaling Technology Nr.: #12856) mit 5 gepoolten
Spendern je Bedingung)

Die untersuchten Zellen alter Spender mit Fraktur zeigten unter Einfluss von 1 mM
NAC geringfligig niedrigere Spiegel der potenziell/typisch proapoptotischen
Kaskadenproteine Caspase-3, Smad2 und TAKI1 (4bb. 17a/b). Die potenziell
proapoptotische SAPK/INK lag unter NAC leicht erhoht oberhalb der Nachweisgrenze
vor (Abb. 17b).

3.3.3 Gesundheitsunabhingig antiapoptotischer Einfluss bei oxidativem Stress

Auch dieses Kapitel untersucht einen moglichen zellprotektiven Einfluss von NAC auf
die untersuchten Granulo-/Monozyten ebenfalls anhand einiger fiir Apoptose bzw.
Zellstress typischer intrazelluldrer Signalkaskadenproteine (vgl. Tabelle 21 aus Kapitel
3.1.2). Im Gegensatz zu vorherigem Kapitel wurden die Zellen hierbei jedoch zusitzlich
zur NAC-Inkubation 50 min mit H,O, oxidativ gestresst. Im Speziellen soll hierdurch
iberpriift werden, ob und wie die Granulo-/Monozyten in Abhédngigkeit zu Alter und
Gesundheitszustand der Spender dieses Antioxidans nutzen konnen.

Auch unter oxidativer Stressung zeigten sich nicht die gewiinschten klaren Ergebnisse
bzgl. eines pro-/antiapoptotischen intrazelluldren Einflusses von NAC auf untersuchte

Granulo-/Monozyten.

Hinsichtlich einer antiapoptotischen Tendenz wiesen die oxidativ gestressten Zellen
junger gesunder Spender unter NAC geringere Spiegel der potenziell/typisch
proapoptotischen Mediatoren Caspase-3, Caspase-7 (unterhalb der Nachweisgrenze),
SAPK/INK, Smad2 und TAKI1 (4bb. 18a/b) bei hdoherem Spiegel der u.a.
antiapoptotischen p38 MAPK (4bb. 18c) auf. Hinsichtlich einer proapoptotischen
Tendenz zeigten die oxidativ gestressten Zellen unter NAC jedoch auch erniedrigte

Spiegel der potenziell antiapoptotischen Mediatoren HSP27 und IkBa (4bb. 18¢).
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Abbildung 18a: Intrazelluliire Konzentration der PRO-apoptotischen Caspase-3 (gespalten) und Caspase-7

(gespalten) unter oxidativem Stress
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Abbildung 18b: Intrazellulire Konzentration der Kkontextabhingig PRO-apoptotischen SAPK/JNK
(phosphoryliert), Smad2 (phosphoryliert) und TAK1 (phosphoryliert) unter oxidativem Stress
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Abbildung 18c: Intrazellulire Konzentration der

stresslevelabhiingic ANTI-apoptotischen HSP27

(phosphoryliert), IkBa (insgesamt) und p38 MAPK (phosphoryliert) unter oxidativem Stress
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Abbildung 18a-c: Einfluss von NAC auf die intrazellulire Konzentration verschiedener
Signalkaskadenproteine in Granulo-/Monozyten in Abhédngigkeit zum Alter/Gesundheitzustand der Spender
unter oxidativem Stress

Einfluss von NAC auf die intrazellulire Konzentration an Signalkaskadenproteinen in oxidativ gestressten
Granulo-/Monozyten von jungen/alten Spendern ohne/mit Fraktur mittels nicht-kompetitivem Sandwich-
Immunoassay-Verfahren gemessen (50-miniitige Co-inkubation 1 mM NAC in 0,03%-igem H,0,-Milieu).
Prozentuale Angabe bezieht sich auf die jeweilige Positivkontrolle als 100%. Die gestrichelte Linie markiert
die errechnete Nachweisgrenze bei 10% des Normierungsfaktors. Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis
Test und Dunn’s Multiple Comparison Test; *p<0,05, **p<0,01 und *** p < 0.001. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardfehler von je 10 Probanden je Spendergruppe angegeben (N=40, n=2). (2 Array Kits
(Cell Signaling Technology Nr.: #12856) mit 5 gepoolten Spendern je Bedingung)

Die oxidativ gestressten Zellen junger Spender mit Fraktur zeigten unter NAC im
Gesamten ein erhohtes Level aller betrachteten Signalkaskadenproteine, woraus sich
auch hier keine klaren Tendenzen hinsichtlich eines zelluldren Apoptoseverhaltens
ableiten lieBen (4bb. 18a—c). Mit jeweils **p<0,01 waren hierbei die

stressregulatorischen Proteine Smad 2 und HSP27 signifikant erhoht.

Hinsichtlich einer antiapoptotischen Tendenz wiesen die oxidativ gestressten Zellen
alter gesunder Spender unter NAC geringere Spiegel der potenziell/typisch
proapoptotischen Mediatoren Caspase-3, Smad2 und TAKI1 (4bb. [8a/b) auf.
Hinsichtlich einer proapoptotischen Tendenz zeigten die oxidativ gestressten Zellen
unter NAC jedoch auch leicht niedrigere Spiegel der potenziell antiapoptotischen

Mediatoren [kBa und p38 MAPK (4bb. 18c¢).

Unter NAC wiesen die oxidativ gestressten Granulo-/Monozyten alter Spender mit
Fraktur hinsichtlich der fiir Pro- bzw. Antiapoptose typischen Signalkaskadenproteinen
eine antiapoptotische Tendenz auf. So zeigten sich unter NAC niedrigerer Spiegel der
typisch/potenziell proapoptotischen Mediatoren Caspase-3 (4bb. 18a), SAPK/INK,
Smad2 und TAK1 (4bb. 18b) auf. Im Sinne einer proapoptotischen Tendenz fielen
jedoch unter NAC auch ein verringertes zellprotektiv wirkendes HSP27 sowie
verringerte Spiegel der potenziell antiapoptotischen Mediatoren IxBa und p38 MAPK
(Abb. 18¢) auf.

3.3.4 Gesteigerte Uberlebensrate bei Fraktur

Abbildung 19 zeigt den Einfluss einer 90-miniitigen Inkubation mit 0,5 mM bzw. 1 mM
NAC auf die mitochondriale Umsatzaktivitit als Hinweis auf die Uberlebensrate
untersuchter isolierter Granulo-/Monozyten von jungen/alten Spendern ohne/mit

Fraktur. Diese befanden sich zum einen im oxidativ ungestressten zum andern im
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oxidativ gestressten Zustand (in 0,03%-igem H,O,-Milieu). Diese Umsatzaktivitét
wurde wie in Material und Methoden beschrieben mithilfe der Rate an reduziertem
Resazurin gemessen.

Gesamt betrachtet liel sich bei fehlender zusétzlicher oxidativer Stressung bei beiden
Altersgruppen unter 0,5 mM NAC ein vergleichbarer positiver Einfluss auf die
zelluliren Uberlebensraten feststellen. Unter 1 mM NAC zeigte sich jedoch bei den
Zellen alter gesunder Spender im Gegensatz zu allen andern Spenderguppen ein
negativer Einfluss auf das zellulire Uberleben. Die herabgesetzte Uberlebensrate unter
I mM NAC konnte in einem moglichen Zusammenhang mit dem in Kapitel 3.4.1
gefundenen Hinweis auf eine proapoptotischen intrazellulidre Aktivitdt der Zellen alter
gesunder Spender unter dieser NAC-Konzentration stehen. Wéhrend diesbeziiglich die
Redukionsraten bei jungen und alten erkrankten Spendern korrelierend mit den
verwendeten NAC-Konzentrationen von 0,5 mM und 1 mM anstiegen, zeigte sich
auflerdem bei der gesunden jungen Spendergruppe unter 1 mM ein geringerer Anstieg

der Uberlebensraten als unter der geringeren Konzentration von 0,5 mM.
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Abbildung 19: Alters-/gesundheitsabhiingiger Einfluss von NAC auf die mitochondriale Umsatzaktivitit als
Hinweis auf die Viabilitiit von oxidativ un-/gestressten Granulo-/Monozyten

Einfluss von NAC auf die mitochondriale Umsatzaktivitit von oxidativ un-/gestressten Granulo-/Monozyten
von jungen/alten Spendern ohne/mit Fraktur anhand gemessenen fluoreszenten Resorufins (90 miniitige Co-
inkubation von 0,5 und 1 mM NAC in 0,03%-igem H,0,-Milieu). Zellzihlung mittels Trypanblau (64000
Zellen/Well). Junge gesunde Kontroll-zellgruppe dient als 100%-Bezug. Signifikanztestung mittels Kruskal-
Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test; keine Signifikanzen. Die Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler von je 10 Probanden je Spendergruppe angegeben (N=40, n=4).
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Der kiinstlich induzierte oxidative Stress senkte als Hinweis auf ein toxizititsbedingtes
zelluldres Sterben erwartungsgeméill bei allen Spendergruppen die mitochondrialen
Reduktionsraten von Resazurin. Bis auf die Zellen alter Spender mit Fraktur zeigte die
Zellen aller anderen Spender einen mit der NAC-Konzentration korrelierenden
nichtsignifikanten Anstieg ihrer Uberlebensraten. Denn unter 0,5 mM NAC zeigten die
Zellen alter Spender mit Fraktur eine verglichen mit dem unbehandelten Zustand
geringere mitochondriale Umsatzaktivitét.

Gesamt betrachtet zeigten die Zellen junger gesunder Spender unter allen Bedingungen
eine verglichen mit allen anderen Spendergruppen deutlich geringere zelluldre

Reduktionsleistung (vgl. Kapitel 3.1.3).

3.3.5 Erhohung intrazellulirer ROS bei Gesunden

Abbildung 20 zeigt den Einfluss einer 20-miniitigen Inkubation von 0,5 mM bzw. 1 mM
NAC auf die Produktionsraten zelltoxischer ROS seitens der von den vier
verschiedenen Spendergruppen stammenden Granulo-/Monozyten. Diese befanden sich
zum einen im oxidativ ungestressten zum andern im oxidativ gestressten Zustand. Dazu
wurden diese wie in Material und Methoden beschrieben 30 min mit DCFH-DA
Stammlosung inkubiert und weitere 20 min in 0,02%-igem H,O,-Milieu oxidativ
gestresst. Anhand der fluoreszenten DCF-Level konnten die intrazelluldr in dieser Zeit
entstandenen Raten an ROS gemessen werden.

Wie zu erwarten, lag der Gesamtspiegel zellulir produzierter ROS unter H,O,
erwartungsgeméil deutlich hoher als im ungestressten Zustand. Gesamt betrachtet zeigte
sich beziiglich der zelluliren ROS-Produktionsrate ein der in vorherigem Kapitel
beschriebenen mitochondrialen Umsatzaktivitidt als Hinweis auf das Zelliiberleben
komplementér entgegen gestelltes zelluldres Verhaltensmuster: Wihrend sich unter
oxidativer Stressung mit steigender Hohe zugegebener NAC-Konzentration ein
tendenzieller Anstieg der zelluliren Uberlebensraten zeigte, zeigte sich bei allen
Spendergruppen ein Abfall der intrazelluldiren ROS-Produktionsraten. So bewirkte die
Gabe von 0,5 mM NAC bei den gesunden Spendergruppen eine Reduktion der ROS-
Produktionsraten von im Schnitt 13% (jung nichtsignifikant, alt signifikant mit
*#%p<0,001), bei den erkrankten Spendergruppen von im Schnitt 17% (jeweils mit
*#%p<0,001). Die Gabe von 1 mM NAC bewirkte bei den gesunden Spendergruppen

eine signifikante Reduktion von im Schnitt 27% (jeweils mit ***p<0,001), bei den
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erkrankten Spendergruppen von im Schnitt 37% (jeweils mit ***p<0,001). Die ROS-
Produktionsraten der Zellen beider junger lagen unter allen NAC-Konzentrationen

tendenziell hoher vor als bei den entsprechenden alten Spendergruppen.

140+
*kk *kk *kk *kk
I 1 I 1 I 1 I 1
120+ — — —
== ==
100+41+== i ===
g _ ==
£ 804 — -
Q —_ = —_
© — —I=
2
5 60-+
£ 15+
>
e}
e
a
%
10+
O T
x - = T T T
=il e ISR EE | B [+
L _ == -
5] ==
0 T T T T T T T T T T T T
S L O L @ L @& 0L L e
Junge gesund Jung Fraktur Alt gesund Alt Fraktur
[ mit H,0, gestresst NAC-Konzentration in [mM]

[ unbehandelt

Abbildung 20: Alters-/gesundheitsabhiingiger Einfluss von NAC auf die intrazelluliiren ROS-
Produktionsraten von oxidativ un-/gestressten Granulo-/Monozyten

Einfluss von NAC auf die intrazelluliren ROS-Produktionsraten von oxidativ un-/gestressten Granulo-
/Monozyten von jungen/alten Spendern ohne/mit Fraktur anhand gemessenen fluoreszenten DCF-Levels (20
miniitige Co-inkubation von 0,5 und 1 mM NAC in 0,03%-igem H,0,-Milieu). Zellzihlung mittels Trypanblau
(2000 Zellen/Well). Junge gesunde Kontrollzellgruppe mit 20-miniitiger H,O,-Inkubation dient als 100%-
Bezug. Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test;*p<0,05,
**p<0,01, *** p < 0.001. Die Daten sind als Mittelwerte = Standardfehler von je 10 Probanden je Spender-
gruppe angegeben (N=40, n=4).

Ohne kiinstlich induziertem oxidativen Stress zeigten sich erwartungsgemal3 deutlich
niedrigere intrazellulire ROS-Raten bei entsprechend geringem Einfluss von NAC. Die
Zellen alter gesunder Spender zeigte in Korrelation mit der eingesetzten NAC-
Konzentration einen Anstieg intrazelluldr anfallender ROS. Das konnte mit dem in 3.3.2
gefundenen tendenziell apoptotischen Zellprogramm bei geringerer Uberlebensrate
unter NAC zusammanhédngen. Verglichen mit dem unbehandelten Zustand zeigten sich
bei allen anderen Spendergruppen unter 0,5 mM NAC tendenziell geringere
intrazellulire ROS-Level und unter | mM NAC kaum Veridnderungen.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss des Alters auf humane Granulo-/Monozyten und den Spiegel an
RNS im Organismus

Im Sinne der in der Einleitung erlduterten ,Inflammaging“-Theorie ging diese Arbeit
der Hypothese nach, dass die akute Immunabwehr im Alter nicht nur basal aktiver ist,
sondern darliber hinaus eine Gewichtung von antiinflammatorischen hin zu
proinflammatorischen Prozessen erfahrt. Diese Gewichtung wurde hinsichtlich des
monozytdren Differenzierungsverhaltens anhand von Botenstoffen im Blutserum
iberpriift, welche fiir eine proinflammatorische M1-Makrophagenaktivierung bzw. fiir
eine antiinflammatorische M2-Makrophagenaktivierung typisch sind.

Tatsachlich zeigte sich altersbedingt hinsichtlich der untersuchten Botenstoffe eine
deutlich hdhere inflammatorische Aktivitdt. Eine altersbedingte Akzentuierung der
monozytdren  Differenzierung hin zu einer proinflammatorischen  MI1-
Makrophagenaktivierung konnte jedoch nicht wie erhofft gefunden werden, da bei alten
Spendern im Sinne der in der Literatur beschriebenen pro- bzw. antiinflammatorischen
Balance sowohl die M1-typischen wie auch die M2-typischen Zytokinkonzentrationen
erhoht vorlagen (317).

Im Sinne des ,,Inflammaging*, des dauerhaft bestehenden basal erhdhten Entziindungs-
geschehens im Alter, lagen die Serumkonzentrationen der fiir eine proinflammatorische
MI-Polarisierung typische Mediatoren IL-6, IL-12, GM-CSF, IFN-y und TNF-a bereits
bei gesunden Alten signifikant hoher als in jungen Jahren vor (22, 32, 102). IL-6 wird in
der Literatur als eine Art Altersmarker mit beispielsweise damit verbundener schlechter
Impfantwort angesehen (/36). Das im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe Fraktur
bedingt signifikant hohere Level an IL-6 und IL-12 bei jungen wie alten Spendern ldsst
sich mit hochregulierten proinflammatorischen Prozessen der Heilung begriinden (/37).
Hier scheint ein Frakturgeschehen im Alter zwar eine verglichen mit jungen Spendern
geringeren Hochregulation zu bewirken, ein Anpassungsproblem bzgl. der im
Knochenheilungsprozess notwendigen Inflammationsaktivierung scheint hier aber nicht
zu existieren. Der anders als beispielsweise in Kim et al. 2011 beschrieben deutlich
hohere und nicht niedrigere Spiegel an GM-CSF im Alter liee sich gut dadurch
erkliren, dass die Neutrophilen und Monozyten alter Menschen eine geringere

Signaltransduktion dieses zellstimulierenden Faktors aufweisen als diese junger
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Menschen (20, 138, 139). Um trotzem cinen Effekt bewirken zu konnen, konnte der
Serumspiegel dieses Botenstoffes deshalb deutlich erhoht sein. Fir den alten
Organismus scheint es jedoch bei Fraktur problematisch zu werden; hier zeigte sich
anders als bei den IL-6 und IL-12 keine Steigerung dieses Granulo-/Monozyten
stimulierenden Faktors. Auch die Botenstoffkonzentrationen von TNF-a und INF-y
zeigten unter Fraktur anders als bei den jungen Spendern ebenfalls kaum eine
Verianderung. Diese inaddquate Anpassung der Zellkommunikation, wie sie in der
Literatur als wichtiger Bestandteil der altersbedingten Immunineffizienz diskutiert wird,
konnte in diesem Falle den schlechteren Heilungsverlauf alter Menschen bei Fraktur
begiinstigen (23).

Diese inaddquate Anpassung der proinflammatorischen Immunkomponente an das
Frakturgeschehen zeigte sich bei keinem der untersuchten antiinflammatorischen
Zytokinen IL-1RA, IL-4, IL-10 und IL-13, die laut Mantovani et al. 2004 an einer
antiinflammatorischen M2-Makrophagenaktivierung beteiligt sind (32). Ein im Falle
eines Uberwiegen einer mit M2-Polarisierung einhergehenden zytotoxische Typ-II-
Reaktion bei Fraktur konnte den alten Organismus durch das Abtoten korpereigener
Zellen zusétzlich belasten (/40). Castle et al. beobachteten in diesem Zusammenhang
bereits 1997 hinsichtlich des IL-10 bzw. IL-12 eine verstiarkte Typ-II-Immunantwort bei
gestorter ~ Hochregulation  einer  Typ-I-Antwort  bei  schwachen  élteren
Pflegeheimbewohnern (/47). So konnte diese mit dem Alter und mit chronischen
Erkrankungen assozierte Typ-II-Gewichtung auch Tumorgeschehen begiinstigen (23).
Bei Fraktur lagen bei jung und alt inflammatorisch bedingt als inflammationsddmpfende
Mediatoren die Spiegel an IL-1RA, IL-4 und IL-13 erhoht vor (37, 128). IL-10 als
unmittelbar antiinflammatorischer Botenstoff zum Schutz vor inflammatorisch
bedingtem Gewebsabbau hingegen wies bei jungen mit Fraktur eine signifikant, bei
alten mit Fraktur eine tendenziell geringere Konzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf. Im Sinne des ,,Inflammaging* wiesen auch die M2-aktivierenden
Botenstoffen im Serum alter ,,gesunder* Spender einen hoheren Spiegel auf als im
Serum junger Gesunder (IlI-1 RA tendenziell und I1-4, IL-10 und IL-13 signifikant).
L2 mmunoneszenz“-bedingt konnte bei ,,gesunden* Alten aufgrund des chronischen
aktiveren Inflammationsgeschehen eine groere Gefahr flir eine iiberschieende

Immunantwort bestehen, was moglicherweise u.a. durch eine im Vergleich zur jungen
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Kontrollgruppe signifikant hohere Konzentration an IL-10 verhindert werden soll (742,
143). Bei einem Heilungsgeschehen sollte die Balance zwischen tiberschieBendem und
unzureichendem Inflammationsgeschehen gehalten werden (37). Die bereits bei einer
Anzahl von 10 Spendern gefundene inaddquatere proinflammatorische Immunregu-
lierung bei Fraktur im Alter konnte u.a. Ursache eines erhohten Komplikationsrisikos
im Heilungsverlauf (Lungenentziindung, Sepsis etc.) sein (/5). Die in der Literatur
beschriebene geringere Signaltransduktion von Zytokinen bei Granulo-/Monozyten alter
Spender konnten diese Inaddquanz zusitzlich potenzieren (20). Hinsichtlich einer
proinflammatorischen M1- bzw. antiinflammatorischen M2-Makrophagenaktivierung
wie in Vorarbeiten angenommen hat sich in dieser Arbeit jedoch kein klares
altersabhigiges Polarisierungsmuster gezeigt. Dieses anschauliche Polarisierungsmodell
in M1- und M2-Makrophhagen wird laut Xue et al. 2014 ohnehin der Komplexizitét der
scheinbar um einiges individueller umgebungsabhidngig programmierten Monozyten
und Makrophagen nicht gerecht (34). Ein Kollege von Mantovani, Martinez, bestétigte
im gleichen Jahr 2014 die Notwendigkeit einer Neubewertung dieser Theorie und sieht
die Griinde dieser unzureichenden Theorie in der zu ,,in vitro “-lastigen Forschung in
diesem Gebiet, welche der Komplexizitit der Umgebungsfaktoren bei der
Differenzierung der Monozyten nicht hinreichend gerecht wird (/44).

Bei der Untersuchung moglicher alters-/gesundheitsabhéngiger Unterschiede des
zelluldren Verhaltens der Granulozyten fielen unter den untersuchten intrazelluldren
pro- bzw. antiapoptotischen Mediatoren bei allen Spendergruppen hohe
Konzentrationen der gespaltenen Caspasen-3 und -7 auf. Diese Erhohung
proapoptotischer Kaskadenproteine konnte Ausdruck ihrer geringen Lebensdauer von
wenigen Tagen in vivo sein (26). Bei Infekt steigern diese Zellen physiologisch u.a.
durch systemisch erhohte Spiegel antiapoptotisch wirkender Botenstoffe wie dem G-
CSF ihre Halblebenszeit, um der akuten Immunabwehr des Organismus ldnger und
somit effizienter zur Verfligung zu stehen (/45, 146). Dementsprechend wiesen die
Granulozyten der Spender mit Fraktur in vitro 90 min nach Aussaat eine hohere
Uberlebensrate auf als jene der gesunden Spender (im Mittel 24% hoher bei den jungen,
29% hoher bei den alten Spendern mit Fraktur). Wihrend sich hinsichtlich der
Uberlebensrate hierbei kein altersabhéingiger Unterschied zeigte, zeigte sich dieser

jedoch auf intrazellulirer Ebene. So wiesen die Zellen alter Spender im Sinne der
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Immunoseneszenztheorie ein deutlich proapoptotischeres Zellprogramm unter Fraktur
auf als diese junger Spender (20). Ursdchlich hierfiir kdnnte die in der Literatur
beschriebene altersbedingt gestorte Signaltransduktion antiapoptotisch wirkender
Botenstoffe sein, die als Ursache einer inadiquaten Steigerung der Uberlebenszeit von
Granulozyten bei Infekt im Alter diskutiert wird (27, 147, 148). Bei gesunden Alten
hingegen scheint interessanterweise eine geringere apoptotische Zellprogrammierung
vorzuliegen als bei jungen Gesunden. So zeigten die Zellen der alten verglichen mit
denen der jungen Spender signifikant niedrigere Spiegel der pro-apoptotischen Caspase-
3 und -7 (/10). AuBerdem scheint der Zelliiberlebensfaktor NF-«xB bei der alten
gesunden geringer gehemmt zu sein als bei der jungen gesunden Vergleichsgruppe,
wihrend das Zellprogramm zur Steigerung der Widerstandskraft gegen stressbedingte
duBlere Einfliisse bei alten im Vergleich zu den jungen aktiver scheint (//8, 121).
Korrelierend hierzu iiberlebten deutlich mehr Zellen alter gesunder als junger gesunder
Spender in vitro. Der ,gesunde alte Organismus konnte durch initial ,robustere*
Granulozyten versuchen, einen drohenden relativen Immunzellmangel bei Infekt
anfanglich abmildern bzw. kleineren Infekten im Sinne des ,,Inflammaging* besser zu
begegnen (22). Dieses bei alten gesunden gefundene iiberlebensstdrkere Verhalten der
Granulozyten konnte auBerdem u.a. erkliren, warum Granulozyten im Alter bei
Gesundheit in z.T. hoherer Anzahl in der Blutbahn vorliegen als bei jungen gesunden
Menschen, obwohl die Produktionsraten dieser im Knochenmark bei fehlendem
Infektgeschehen vergleichbar sind (79, 28). Neben Uberlebenssteigerung durch
geringere apoptotische Aktivitdt im Alter, konnte der gefundene geringste Spiegel an
intrazelluliren ROS bei alten gesunden Spendern Ausdruck eines potenteren
antioxidativen Enzymsystems untersuchter Zellen sein. Denn aufgrund der chronisch
hoheren systemischen Radikalspiegel im Alter konnte dieses weiter ausgebaut sein als
es in den Zellen junger Menschen vonndten wére (43-45). Ein Problem ergibt sich bei
eintretendem Infektionsgeschehen, da das Knochenmark alter Menschen die
Produktionsrate der Granulozyten aufgrund gestorter Signaltransduktion stimulierender
Botenstoffe nicht addquat steigern kann (27, 28). In Kombination mit der gefundenen
hoheren Proapoptose dieser Zellen im Alter bei Fraktur konnte dies eine Erkldrung des
altersbedingt schlechteren Outcomes nach Knochenbruch sein. Eine weitere Gefahrdung

des Heilungsverlaufes konnte u.a. eine inadéquate Drosselung der granulozytdren ROS-
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Produktion bei Fraktur sein. Chaves et al. 2009 diskutiert bzgl. neutrophiler
Granulozyten eine altersphysiologische Verdnderung bei den ROS senkenden
Drosselungsmechanismen: So ist der systemische Botenstoff IL-10 Ilediglich bei
Menschen bis zu einem Alter von ca. 50 Lebensjahren in der Lage, die ROS-Produktion
der Neutrophilen zu drosseln, wéahrend dieser aber aufgrund eines anderen p38 MAPK
abhéngigen Mechanismus keine hemmende Wirkung auf die ROS-Produktion &lterer
Menschen zu haben scheint (/49). Bei den beiden jungen Spendergruppen wurden
hingegen nahezu unverdnderte bzw. nur geringfiigig hohere intrazelluldren ROS-Level
unter Fraktur gemessen, was an einer wirksamen IL-10 vermittelten Drosselung der
ROS-Produktion liegen konnte. Die Fraktur bedingt sowohl geringfiigig bei der jungen
als auch in deutlicherem Maf3e bei der alten Spendergruppe hohere intrazellulire ROS-
Spiegel als moglicher Ausdruck der Aktivierung der Granulozyten. ROS und RNS
gelten als Marker fiir aktivierte Neutrophile, da sie intrazelluldr als Botenstoffe zur
Modulation von Phagozytose, Sekretion, Genexpression und Apoptose dieser Zellen
sowie extrazelluldr als Botenstoffe beispielsweise zur Angiogenese im Heilungsprozess
fungieren (39-41). Intrazelluldr dienen ROS den Neutrophilen aulerdem zur Abtétung
phagozytierter Pathogene durch sogenanntes ,,oxidative burst*, welches diesen Zellen
im Alter jedoch verbunden mit einer ineffizienteren angeborenen Immunabwehr
vermindert mdglich scheint (42). Trotzdem fand sich bei alten Spendern mit Fraktur der
hochste Spiegel an ROS. Das oben beschriebene Fehlen der ROS-hemmenden Wirkung
von IL-10 auf die Neutrophilen, welche in der Literatur in Zusammenhang mit den
altersbedingten Heilungsstorungen gebracht wird, konnte hierbei ursdchlich sein (749).
Denn vermehrt entstehende ROS bei Fraktur im Alter konnten wiederum durch
Ansammlung zytotoxischer oxidativer Radikaler chronische Wundheilungsverldufe und
das Altern an sich begiinstigen (39, 58, 150). Neben der in dieser Arbeit erfolgten
Messung intrazelluldr befindlicher ROS mittels DCFH-DA wire auch die Messung des
extrazelluliren ROS-Level im Zellmilieu beispielsweise mittels Cytochrom C
interessant, um herauszufinden, ob die inaddquate ROS Drosselung auch extrazelluldre
Auswirkungen hat (/57). Ein zu hoher extrazelluldrer ROS-Spiegel konnte die in der
Literatur diskutierte feine Balance zwischen der positiven (Debridement, Desinfektion
und Stimulation von Gewebe) und schidlichen Wirkungen (Gewebszerstérung) von

ROS bei der Wundheilung storen (46, 152).
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Im Sinne der Theorie einer radikalbedingten Alterung zeigte sich bzgl. des systemischen
Level an RNS in den Blutseren der Spender eine altersbedingt signifikant hohere
Konzentration des Nitrat-/Nitritspiegels als bei jungen Gesunden (43-45). Hierbei sollte
die im Alter tibliche regelméfige Einnahme von stickstofthaltigen Medikamenten (wie
u.a. manche Antihypertensiva) als mogliche Teilursache eines hdoheren nitrosativen
Stresses im Alter nicht auler Acht gelassen werden (/53). Ursache fiir die verglichen
mit der jeweiligen Kontrollgruppe wider Erwarten signifikant geringere systemische
Blutserumkonzentration an NO,  und NO;3; sowohl bei jungen als auch bei alten
Spendern mit Fraktur konnte paradoxerweise der lokal im Heilungsgebiet erhohte
Bedarf an Stickstoff und ein damit einhergehender hoherer Spiegel anfallender
nitrosativer Radikale sein. In der Literatur werden NO und respektive NO;™ als
unerldssliche Mediatoren im Wundheilungsprozess beschrieben, welche an Prozessen
der Kollagenbildung, der Zellproliferation und Wundkontraktion beteiligt sind (/54,
155). Zu Beginn einer Wundheilung dienen hierbei u.a. eingewanderte
Entziindungszellen, vor allem Makrophagen, als Lieferanten des kurzlebigen, lokal
wirksamen Mediators NO (60). Die Literatur berichtet sowohl einen schlechteren
Wund- als auch einen schlechteren Frakturheilungsverlauf bei Hemmung der lokalen
NO-Produktion (59, 156). Die geringer gemessene systemische Blutserumkonzentration
an NO; und NOj bei Fraktur konnte folglich - als Ausdruck moéglicher Anpassung an
die bedarfsbedingt hoheren Level an Stickstoffradikalen - einem protektiv
hochgefahrenen Radikal entschirfenden Mechanismus geschuldet sein. Zur
Untersuchung dieser These miisste eine Moglichkeit gefunden werden die RNS-
reduzierende systemischen Leistungsfihigkeit von im Heilungsprozess befindlichen mit
dieser von gesunden Probanden vergleichen zu koénnen. In dieser Arbeit fanden sich
diesbeziiglich bereits hinsichtlich oxidativer Radikale mogliche Hinweise auf einen
hochgefahrenen Radikal entschiarfenden Mechanismus untersuchter Immunzellen bei
Fraktur (s.u.). Interessant wére hierbei im Falle einer Radikalentschirfung seitens der
Blutzellen, ob die gefundenen Fraktur bedingt niedrigeren systemischen NO,-/NOs™-
Level mit Ndihe zum Wundgebiet ansteigen. Die Untersuchung des Wundgewebes
hinsichtlich nitrosativ verdnderter Proteine wie dem Nitrotyrosin z.B. mittels Western-
blot-Verfahren konnte dann Aufschluss dariiber geben, ob sich ein mogliches

nitrosatives Stressgeschehen lokal auf das Wundgebiet beschrinkt (/57). Die
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therapeutischen Ansétze zur Senkung freier Radikale und méglicher Verbesserung des
Heilungsverlaufes konnten sich dann entsprechend auf eine lokale Anwendungsform
beschrinken. Da die Ergebnisse mithilfe der Proteinkonzentrationsspiegel normiert
worden sind, ist nicht von einer beispielsweise infusionstherapeutisch bedingten
Verfilschung der NO,-/NO;™-Level durch Verdiinnung auszugehen, zumal die
postoperativen eingesetzten Infusionen zur Volumensubstitution i.d.R. keine Proteine
enthalten. Eine therapeutisch bzw. operativ bedingte Veridnderung der RNS durch

Anderung der Blutzusammensetzung darf jedoch nicht ginzlich ausgeschlossen werden.

4.2 Einfluss des Alters auf humane Granulo-/Monozyten im Umgang mit
kiinstlichem oxidativem Stress

Bevor ein moglicher protektiver antioxidativer Einfluss von NAC auf kiinstlich oxidativ
gestresste Granulo-/Monozyten in 4.3 diskutiert wird, werden in diesem Kapitel
mogliche alters- bzw. gesundheitsabhdngige Unterschiede dieser Zellen im Umgang mit
und der Bewiéltigung von kiinstlich induziertem oxidativen Stress mit H,O, diskutiert.
Anhand ihrer pro-/antiapoptotischen intrazelluliren Kaskadenproteine, ihrer
Zellviabilitdt und ihrer ROS-Produktion wird hier untersucht, ob und ggf. wie nachteilig
sich der Faktor Alter auf die Effizienz der angeborenen Immunabwehr unter einer
oxidativen Belastung beispielsweise im Zuge eines Heilungsprozesses auswirkt (39-42).
Wiéhrend sich das kiinstlich induzierte H;O, wie erwartet dem gefundenen
proapoptotischen Zellprogrammierung nach zu urteilen zytotoxisch auf die untersuchten
Immunzellen junger gesunder Spender auszuwirken schien, schien es wider Erwarten
bei den Zellen junger Spender mit Fraktur eine auf Widerstandskraft und Zelliiberleben
abzielende intrazellulidre Zellprogrammierung zu aktivieren. So wiesen die Zellen der
gesunden jungen Spender unter H,O, die geringste Uberlebensrate auf, wihrend die
Zellen junger Spender mit Fraktur die hdchste Uberlebensrate aller Spendergruppen
aufwiesen. Laut Literatur schidigt das reaktionsfreudige Molekiill H,O, die zelluldre
DNA und kann dadurch eine kontrollierte Apoptose in Gang setzen (/58). Neben einer
kontrollierten Apoptose wird auferdem ein Spontantod der Neutrophilen durch
Herunterregulierung des antiapoptotischen Akt unter ROS diskutiert (729, 158-160).
Scheinbar verfiigen die inflammatorisch vorbelasteten aktivierten Granulozyten bei
Fraktur iiber Mechanismen, die ihnen eine bessere Bewdltigung oxidativer Radikale

ermOglicht (/60). Um ihrer Aufgabe im Abtdten von Pathogenen auf der einen sowie
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der Aktivierung der erworbenen Immunabwehr auf der anderen Seite gerecht zu
werden, steigern aktivierte neutrophile Granulozyten wie bereits beschrieben ihre
Produktion von ROS (/61). Bei der Analyse der intrazelluldr unter H,O, entstandenen
ROS-Level wurden bei jungen wie alten Spendern diese effizienteren Mechanismen zur
ROS-Produktion der aktivierten Granulozyten im Zustand nach Fraktur deutlich. Denn
altersunabhingig lagen die ROS-Level unter Fraktur signifikant hoher vor als im
gesunden Zustand. Um sich also selbst vor den schidigenden ROS schiitzen zu kdnnen,
miissten diese folglich iiber effektive zelleigene antioxidative Schutzmechanismen
verfligen, welche wiederum bei nicht aktivierten Zellen nur gering ausgeprigt sind. In
der Literatur wird diesbeziiglich beispielsweise eine erhohte Apoptose neutrophiler
Granulozyten durch den zelleigenen ,,oxidative burst“ bei Verlust des zelleigenen
antioxidativen GSH durch Chloramine beschrieben (/62). Neben den erniedrigten
typisch proapoptotischen Caspasen-3 und -7 fand sich unter H,O, auch ein erhohtes
HSP27, welches wu.a. fiir eine Steigerung zelluldrer Selbstschutzmechanismen
verantwortlich gemacht wird (//8). AuBBerdem konnten die u.a. Apoptose hemmende
p38 MAPK sowie der signifikant erhohte Inhibitor von NF-xB IxBa hierbei auf diese
insgesamt antiapoptotische intrazellulire Konstellation hinweisen (779, 123). Denn im
Zusammenhang mit einer chronischen H,;0O,-Stressung wurde das hinldnglich als
antiapoptotisch bekannte Protein NF-xB in der Literatur neuerdings als Caspase-
unabhingig proapoptotisch beschrieben (779, 120). Eine Hemmung dessen mittels IxBa
konnte als Benefit fiir die aus dem oxidativ gestressten Organismus stammenden Zellen
gewertet werden. Die Zellen junger Spender mit Fraktur schienen sich also gesamt
betrachtet vor dem sie umgebende zytotoxischen Milieu schiitzen zu konnen, indem sie
sowohl Caspase-abhingig als auch Caspase-unabhingig antiapoptotisch reagieren - ein
Hinweis auf eine Effizienzsteigerung der angeborenen Immunabwehr im erkrankten
jungen Organismus. Vergleichbar der jungen gesunden fand sich auch bei der alten
gesunden Spendergruppe der Hinweis auf eine proapoptotische Zellprogrammierung
unter H,O,. Auch diese Zellen schienen, da sie inaktiv und unvorbereitet aus einem
gesunden Organismus stammten, empfindlich auf die oxidative Belastung zu reagieren.
Neben erhohten apoptotischen Caspasen unter H>O, zeigten diese Zellen jedoch anders
als jene junger gesunder Spender eine zusétzliche Erhohung der oben beschriebenen

Mediatoren HSP27, p38 MAPK und IxBoa. Die basal antiapoptotisch programmierten
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Zellen konnten bei plotzlichem  Stressgeschehen dadurch versuchen, die
Wiederstandskraft gegen die ROS zu steigern und dem ausgeldsten proapoptotischen
Caspaseweg mittels Caspase-unabhédgiger antiapoptotischer Stressregulation zu
begegnen (/19). Dieses konnte u.a. Erklirung fiir das gefundene bessere Uberleben der
Zellen alter gesunder verglichen mit denen junger gesunder Spender unter H,O, sein.
AuBlerdem konnte die in 4.1 diskutierte antiapoptotische ,,Ausgangssituation® einen
begiinstigenden Effekt auf die Viabilitdt der Zellen gesunder alter Spender haben.
Anders als bei den jungen Spendern mit Fraktur zeigten die Zellen alter Spender mit
Fraktur unter H,O, ein proapoptotisches Verhalten ohne zusitzlicher Caspase-
unabhingiger antiapoptotischer Zellregulation, wie es bei der gesunden Kontrollgruppe
der Fall war. Im Alter scheinen die aktivierten Granulozyten anders als in jungen Jahren
eine nur unzureichende Schutzfunktion gegeniiber ROS zu haben - ein Hinweis auf
einen Effizienzverlust der angeborenen Immunabwehr im erkrankten alten Organismus.
Die unter H,O, gefundenen vergleichbaren Uberlebensraten der Zellen alter Spender
ohne und mit Fraktur konnten auf das bereits in 4.1 diskutierte inaddquate
Anpassungsvermogen der Zellen bei Frakturgeschehen beruhen, die u.a. auf eine
altersphysiologisch  schlechteren  Signaltransduktion antiapoptotischer  Signale
zuriickzufiihren sind (/39).

Wie oben bereits erwéhnt lagen die intrazelluldr unter H,O, entstandenen ROS-Level in
den untersuchten Zellen altersunabhédngig unter Fraktur signifikant héher vor als im
gesunden Zustand, was moglicherweise Ausdruck ihrer frakturbedingten Aktivierung
sein konnte. Hierbei stellt sich die Frage, ob und wie sich die Immunzellen des
gesunden Organismus auf beispielsweise enzymatischer Ebene an ein eintretendes
Infektgeschehen mit ldngerer oxidativer Belastung adaptieren. Beziiglich chronischer
Wundheilungsverldufe ist diese Frage bisher nur unzureichend beantwortet (750).
Konnte sich eine Adaption beispielsweise in  Form einer intrazelluldren
Heraufregulierung der ROS-bildenden Enzymsysteme wie u.a. dem NADPH-Oxidase-
Komplex der bereits in der Blutbahn patrouillierenden Neutrophilen gestalten oder gar
durch Austausch dieser Zellen mit neu gebildeten hinsichtlich des ,,oxidative burst* von
vorne herein potenter ausgestatteten Artgenossen (/63)? Eine hoheres Vermogen der
Neutrophilen zu ,,oxidativem burst* wird mit einem inflammationsdimpfenden Zytokin

senkenden und proapoptotischen Effekt auf diese Zellen in Verbindung gebracht, was
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dem Verhindern einer {iberschieBenden Inflammationsreaktion beispielsweise
diesbeziiglich im Falle eines plotzlichen Knochenbruchgeschehens entgegen kédme
(158). Aufgrund des altersbedingt schlechteren Produktionsvermdgens des
Knochenmarks an Granulo-/Monozyten bei Infekt konnte hierbei die Gewichtung im
Alter auf einer Anpassung der bereits bestehenden Zellen auf das Infektausmal} liegen.
Demgegeniiber konnten die bei Gesundheit aufgrund fehlender Aktivierung
ineffizienteren Zellen in jungen Jahren durch Apoptose zugrunde gehen und durch
neugebildete aktivierte effizientere Zellen bei Infekt ersetzt werden (27). Dies konnte
ein weiterer Erklirungsansatz der festgestellten geringeren zelluldren Uberlebensrate
der Zellen junger Gesunder unter H,O, sein. Die Literatur beschreibt eine altersbedingte
geringere Abtotungsleistung der Neutrophilen mittels ,,oxidative burst im Alter (42).
Tatséchlich zeigten sich bei beiden alten Spendergruppen tendenziell geringere
intrazelluldire ROS-Level als bei den entsprechenden jungen Spendergruppen nach 20-
mintitiger Inkubation dieser mit H>O,. In diesem Zusammenhang konnte die in Keshari
et al. 2013 beschriecbene p38 MAPKinase abhidngige NET-Bildung (neutrophil
extracellular traps = ,neutrophile extrazellulire Fallen*) interessant sein (/24). Bei
Neutrophilen wurde beobachtet, dass diese in der Lage sind aus Proteinen und
Chromatin ihrer DNA extrazelluldre Fasern, die sog. NET’s, zu bilden, um Pathogene
abfangen und abtdten zu konnen (764). Diesbeziiglich fiel unter dem Einfluss von H,0O,
nur bei den Zellen junger gesunder Spender eine fehlende Hochregulierung der p38
MAPK auf, wihrend diese bei den Zellen aller anderen Spendergruppen signifikant
stattfand. Bekannt ist, dass neutrophile Granulozyten H,O,-abhidngig NET s bilden und
Bakterien wiederum in der Lage sind diese NET-Bildung durch H,O,-Abbau zu
vermeiden (/65). Bzgl. der Zellen untersuchter alter Spender konnte das bedeuten, dass
deren intrazelluldr impotenteres Abtotungsvermégen mittels ROS durch das
Modellieren extrazelluldrer NET's in ROS-reichem extrazelluliren Umgebungsmilieu
kompensiert wird (35). Dieses konnte auch wu.a. Ursache der gesteigerten
Thromboseanfilligkeit im Heilungsverlauf élterer Patienten sein, wie sie in Fuchs et al.
2012 mit NET in Zusammenhang gebracht wird (/66, 167). Eine Untersuchung der
Neutrophilen alter Menschen hinsichtlich ihres NET-Bildungsverhaltens in einem ROS-

reicherem Millieu wie beispielsweise einer Wunde konnte diesen Sachverhalt genauer
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untersuchen. Auch im Zusammenhang mit der Krebsassoziierten Thrombose werden die

NET’s diskutiert (/68).

4.3 Einfluss von NAC auf humane Granulo-/Monozyten alter Menschen

In diesem Kapitel werden nun abschlieBend die Ergebnisse zur Hypothese dieser
Dissertation  diskutiert.  Untersucht wurde, ob das kostengiinstige und
nebenwirkungsarme Medikament NAC durch seinen antioxidativen Charakter in der
Lage ist, Granulo-/Monozyten alter Menschen mit Bruch eines langen Rohrenknochens
zu schiitzen. Denn diese Zellen der akuten Immunabwehr sind bei einem solchen
groferen Inflammationsgeschehen einer hohen oxidativen Belastung ausgesetzt (44, 435,
50). In diesem Falle konnte der Einsatz von NAC moglicherweise das
komplikationsreiche Outcome alter Menschen jenseits des 64. Lebensjahres nach
grofBerem Knochentrauma verringern (75). Die Idee hinter der Verwendung des NAC
liegt in der Minimierung der schddlichen Auswirkungen oxidativen Stresses durch den
Aufbau einer zelluldren antioxidativen Kapazitit (73). Tritt NAC in die Zelle ein, so soll
es den zelleigenen antioxidativen Glutathionreduktasemechanismus durch Auffiillen des
Cystein-Pools, dem limitierenden Faktor der GSH-Produktion, linger effizient erhalten
(74). Zudem soll die synthetische Antioxidantie NAC mit seiner Thiolgruppe direkt
Radikale unschidlich machen (38). Hierbei muss bedacht werden, dass diese reaktions-
freudige Thiolgruppe auch unter Umstdnden einen negativen prooxidativen Effekt in
sich bergen kann (/69). Bei Leberzellen wurde als weiterer mdglicher Wirk-
mechanismus von NAC aullerdem eine durch Hochregulation von H,O;-abbauenden
Katalasen erreichte Hemmung der zelluldiren ROS-Produktion beschrieben (770).

Im Sinne eines Aufbaus einer zelluldren antioxidativen Kapazitit zeigte sich bei den
untersuchten HL-60/THP-1-Zellen eine tendenzielle Erhohung des intrazelluldren
antioxidativen GSH-Spiegels nach 2-stiindiger Inkubation mit 1 mM NAC. Nach
Ablauf eines Tages schien dieser in der Literatur bereits beschriebene erhéhende
Einfluss auf die zelleigene Antioxidantie GSH jedoch nicht mehr zu bestehen (47, 134,
135). Laut Baudouin-Cornu et al. 2012 betrigt die Halbwertszeit von GSH 90 min, eine
mogliche Erkldrung fiir das anndhernd einheitliche Level an GSH 24 h spiter (47). In
Xu et al. 2009 wird zudem ein lediglich kurzzeitiger antioxidativer Effekt des NAC von
2-3 h auf neutrophile Granulozyten beschrieben (/59). Der durchschnittlich 50% hdhere
intrazellulire GSH-Spiegel der HL-60-Zellen nach einem Tag konnte der hdheren
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Zellzahl der sich teilenden Zellen nach 24 h geschuldet sein. Bei den THP-1-Zellen ist
zwar eine langsamere Zellteilungsrate bekannt, diese erklirt jedoch nicht den
durchschnittlich geringeren GSH-Spiegel der THP-1-Zellen nach einem Tag. Dieses
geringere intrazelluldre Level nach 24 h konnte jedoch u.a. Ausdruck eines geringeren
Produktionsvermogen an zellschiitzendem GSH seitens der THP-1-Zellen sein. Das
konnte u.a. die in Vorversuchen verglichen mit den HL-60-Zellen festgestellte
geringeren Toleranz dieser Zellen gegeniiber H,O, erkldren. In Vorversuchen mit
oxidativ ungestressten HL-60-/THP-1-Zellen bewirkte die Gabe von NAC nach 24 h
einen Anstieg intrazellulirer ROS Spiegel. Dieses konnte Hinweis auf einen
prooxidativen Charakter des NAC bei fehlendem Bedarf dieser Antioxidantie sein, wie
er bereits in Finn et al. 2012 bzgl. leukdmischer Zellen beschrieben wird (/71).
Nachfolgend werden nun mogliche alters- bzw. gesundheitsabhdngige Unterschiede des
Einflusses von NAC auf die aus dem Spendervollblut isolierten Granulo-/Monozyten in
vitro hinsichtlich ihres intrazelluliren pro-/antiapoptotischen Verhaltens, ihrer
Zellviabilitdt und ihrer ROS-Produktion diskutiert. Hierbei befanden sich diese Zellen
einmal im oxidativ ungestressten zum anderen im kiinstlich mit H,O, oxidativ
gestressten Zustand. Die vier Spendergruppen (jung/alt, ohne/mit Fraktur) wurden
hierbei jeweils flir sich betrachtet:

Junge gesunde Spender: Im H,O,-freiem Milieu schien die hohere Konzentration von 1

mM NAC eine geringere Steigerung der zelluliren Uberlebensrate zu bewirken als die
niedrigere Konzentration vion 0,5 mM. Bei der Analyse der intrazelluldren
Signalkaskadenproteinlevel lieBen sich hierbei keine klaren Schliisse beziiglich pro-
bzw. antiapoptotischer Verdnderungen unter NAC ziehen. Denn unter NAC lagen nicht
nur die Level typischer proapoptotischer Caspasen sondern auch alle anderen
betrachteten Kaskadenproteinlevel bei nahezu unverdndertem Survivinspiegel
signifikant niedriger vor. Bei fehlendem oxidativem Stress zeigte sich die ohnehin

schon geringe intrazelluldre ROS-Produktionrate unter 1 mM NAC geringfiigig erhdht,
was Ausdruck eines prooxidativen Charakters von NAC bei fehlendem Bedarf sein
konnte (169, 171). Die gefundene geringere Steigerung der Uberlebensrate unter 1 mM
NAC konnte folglich moglicherweise auf einen prooxidativen Charakter dessen
beruhen. Anders zeigte sich der Einfluss der geringeren NAC-Konzentration von 0,5

mM. Hierunter zeigte sich sowohl eine hdhere Uberlebensrate wie auch ein leicht
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geringeres intrazelluldres ROS-Level als Hinweis auf einen mdglichen positiven
antioxidativen NAC-Einfluss. Wie in Abbildung 21 dargestellt konnte eine zu hohe

Dosis an NAC also bei einer ungestressten Zelle aus gesundem Organismus zu einer

Neutrophiler Granulozyt bei Gesundheit Schematisierte  Darstellung

AUfgabe: Patrouillieren Produktions-Apoptose-Balance mit einer ~ des Erklirungsversuchs
Halblebenszeit von 7 - 10 Tagen einer moglichen negativen
iv prooxidativen Wirkung von

oral N NAC bei neutrophilen
Granulozyten eines gesun-
den Organismus (modifi-
ziert nach Rushworth und
Megson 2014 (3), Sagrista et
al. 2002 (169), Tak et al. 2013
(145)). Ac - Acetylrest; Cys -
Cystein; DA — Deace-tylase;
GCL - Glutamat Cystein
Ligase; Glu -  Glu-
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GS - Glutathion Synthase;
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Abbildung 21: Negative prooxidative Wirkung von NAC bei neutrophllen Granulozyten eines gesunden
Organismus
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Ubersittigung des Bedarfs bei einer Uberforderung eines geringer ausgereiften
intrazelluldren antioxidativen Gluthationstoffwechsels und somit zu einer Ansammlung
nicht benétigten reaktionsfreudigen Cysteins in den untersuchten Zellen fithren. Der
daraus resultierende ,,Mehrstress® dieser Zellen konnte einen geringeren protektiven
Effekt von 1 mM NAC mit sich bringen. Im Gegensatz zu den alten gesunden Spendern
jedoch zeigte sich bei den Zellen junger Gesunder dennoch eine gesteigerte zelluldre
Uberlebensrate unter 1 mM NAC. Die geringere Dosis von 0,5 mM wirkte sich
hingegen bei jung und alt iiberlebenssteigernd aus, was auf einen bei dieser geringeren
Dosis voll antioxidativ genutzten Charakter beruhen konnte (769).

Bei einem hoheren Bedarf an einer antioxidativen Kapazitdt unter kiinstlicher H,O;-
Stressung zeigte sich diesbeziiglich auch unter der hoheren Dosis von 1 mM NAC
neben einer hoheren Uberlebensrate auch ein signifikant geringes Level intrazellulirer
ROS als Hinweis auf einen bedarfsbedingt antioxidativen Charakter. Ein Mehr an
antioxidativer Kapazitdt konnte also auch ein Mehr an antioxidativ protektivem Effekt
mit sich bringen (73). Als Hinweis auf einen antiapoptotischen Einfluss des NAC lagen

die typisch proapoptotischen Caspasen unter 1 mM NAC deutlich herunterreguliert vor.
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Junge Spender mit Fraktur: Da die Zellen der jungen Spender mit Knochenbruch

hinsichtlich einer signifikant gesteigerten Uberlebensrate im Gegensatz zu denen der
gesunden Kontrollgruppe auch schon bereits ohne zusitztlicher oxidativer Stressung
unter | mM NAC noch mehr als unter der halben Dosis dessen zu profitieren schienen,
konnte dieses auf einen Mehrbedarf einer antioxidativen Kapazitit durch ein bei
Infektgeschehen von vorne herein hoher vorhandenes intrazelluldres ROS-Level
hinweisen (39, 73). Vergleichend dazu soll an dieser Stelle noch einmal auf das Ergeb
nis in 3.1.4 hingewiesen sein,welches unter Fraktur tendenziell hohere intrazelluldre
ROS-Spiegel zeigt. Das zelluldre Glutathion-antioxidationssystem scheint durch NAC
einen ,,Nachschub® an GSH zu erhalten und diese oxidativ hohere Belastung dadurch

bewaltigen zu konnen (3). Abbildung 22 stellt diese Moglichkeit vereinfacht dar.

Schematisierte Darstellung

des Erklidrungsversuchs

. . einer maoglichen positiven
Neutrophller GranUIOZVt bei Infekt Verléngerung der Uberlebenszeit antioxidativen Wirkung von
. durch z.B. GM-CSF NAC bei neutrophilen

Aufgabe: Pathogenelemenierung + Immunaktivierung Granulozyten  cines er-
kiinstlicher krankten Organismus (mo-

oxidativer Stress iv difiziert nach Harbort et al.
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al. 2002 (169), Xu et al. 2010
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Abbildung 22: Positive antioxidative Wirkung von NAC bei neutrophilen Granulozyten eines erkrankten
Organismus

Eine solche oxidative Entschirfung konnte die angeborene Immunabwehr durch eine
Lebensverldngerung der dann ldnger zur Verfligung stehenden Immunzellen, wie sie der
Organismus bekannterweise an sich schon durch antiapoptoische Mechanismen bei

Infekt bewirkt, stirken (20, 139, 173). In der Literatur wird bei groBerem
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Infektgeschehen eine gestdrte Balance zwischen der Produktion von Granulozyten und
deren Abbau beispielsweise durch Makrophagen angenommen. Dadurch sammeln sich
sowohl deren Zellreste als auch deren zytotoxischer Inhalt wie ROS nach Apoptose
bzw. sekunddrer Nekrose dieser massiv im Gewebe an und kdnnen ein chronisches
Inflammationsgeschehen wie auch Heilungsstorungen auslosen (86, 174). Ein
moglicher antioxidativer Effekt von NAC konnte wihrend der Hinauszdgerung der
Apoptose also auch die Herunterregulierung ihrer schiadlichen ROS-Beladung bewirken.
Unter 1 mM NAC zeigte sich bei den Granulo-/Monozyten junger Spender mit Fraktur
ein antiapoptotisches Zellprogramm, was mit der gefundenen signifikant hoheren Uber-
lebensrate gut korrelierte. Wie bei den jungen Gesunden schien 1 mM NAC die ohnehin
geringe intrazelluldre ROS-Produktionrate hierbei kaum zu beeinflussen. Diese lag ver-
glichen mit der unbehandelten Bedingung im Mittel jedoch geringfiigig niedriger vor.

Unter H,0,-Stressung schien 1 mM NAC in vitro ebenfalls den gewiinschten
antioxidativen Effekt zu bewirken, da die Zellen hochsignifikant geringere Mengen an
ROS produzieren, was mit der gefundenen tendenziellen Steigerung der Uberlebensrate
assoziiert sein kdnnte. In vivo konnte ein lingeres Uberleben der Granulo-/Monozyten
in einem ROS-reicheren Milieu beispielsweise eines Wundheilungsgebietes einer
effizienteren Immunabwehr zugute kommen (47). Die Messung der intrazelluldren
Signalkaskadenproteinlevel lieB keine klaren Schliisse beziiglich pro- bzw.

antiapoptotischer Verdnderungen zu, da alle Level unter NAC erhoht waren.

Alte gesunde Spender: Die Theorie einer prooxidativen Eigenschaft des NAC bei

fehlendem Bedarf an zusidtzlicher antioxidativer Kapazitit im gesunden Organismus,
wie sie bereits oben bei den jungen gesunden Spendern diskutiert und in Abbildung 21
dargestellt wird, konnte auch hier im oxidativ ungestresstem Zustand zum Tragen
kommen. Im Gegensatz zu den Granulo-/Monozyten der jungen Gesunden schienen
diese Zellen durch den moglicherweise prooxidativen Einfluss des 1 mM NAC bei
einem ,,Zuviel” an intrazelluldrem Cystein sogar Schaden zu nehmen. Denn verglichen
mit der Kontrolle zeigte sich nach 90 min immerhin eine im Mittel 7% geringere
Zellviabilitdt. Der gefundene verglichen mit der Kontrolle sogar signifikant hohere
intrazellulire ROS-Spiegel nach 50 min kdnnte diese These unterstreichen. In der
Literatur wurde ein bedingungsabhéngig pro- bzw antioxidativer Charakter von NAC

im Kontext einer Leukdmiebehandlung bereits beschrieben: Wihrend NAC bei einer
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geringen Dosis des verwendeten Zytostatikums einen prooxidativen Einfluss auf die
verwendete B-Zelllinie nahm, beeinflusste es diese bei hoher Dosis des zelltoxischen
Chemotherapeutikums antioxidativ (/717). Interessanterweise schien die geringere NAC-
Dosis von 0,5 mM in dieser Arbeit den antioxidativen Bedarf untersuchter Granulo-
/Monozyten zu decken und nicht zu iibersittigen. Denn unter dieser Konzentration
zeigte sich eine gesteigerte Uberlebensrate. Die Wirkung des NAC kénnte den Zellen
also ROS-Level-abhingig zum Nutzen oder zum Schaden gereichen.

Unter zusitzlicher H,O,-Stressung schien dann neben 0,5 mM auch 1 mM NAC in
seiner antioxidativen Wirkung benodtigt und sich auf die Granulo-/Monozyten
antiapoptotisch auszuwirken. Hier zeigte sich eine Verringerung der intrazelluldren
Produktion zytotoxischer ROS sowie eine tendeziell hohere Uberlebensrate bei

signifikanter Verringerung der Spiegel proapoptotischer Caspasen.

Alte Spender mit Fraktur: In dieser Dissertationsarbeit sollte ein moglicher Nutzen einer

NAC-Behandlung fiir diese alte Spendergruppe hinsichtlich eines Schutzes ihrer akuten
angeborenen Immunabwehr untersucht werden. Durch eine effizientere angeborene
Immunabwehr soll dadurch in der Klinik das im Alter bekannte schlechtere Outcome
verbessert werden (75). Im Gegensatz zu den aus den gesunden alten Organismen
stammenden Granulo-/Monozyten schienen diese der erkrankten alten Spenderguppe
hinsichtlich der gefundenen gesteigerten Uberlebensrate bereits ohne zusétzlicher
kiinstlicher Stressung mit H,O, tatsdchlich von 1 mM NAC zu profitieren. Es zeigte
sich also im Alter ein mit den beiden jungen Spendergruppen vergleichbares Phanomen.
Auch in diesem Fall konnte der Mehrbedarf einer antioxidativen Kapazitit durch das bei
Infektgeschehen erhohte intrazellulire ROS-Level, wie in 3.1.4 tendenziell gemessen,
eine mogliche Erkldrung dafiir sein (39). Wie in Abbildung 22 dargestellt schien auch
hierbei das zelluldre Glutathionantioxidationssystem mithilfe des NAC eine hdhere
oxidative Belastung entschirfen zu konnen (3). Durch eine Lebensverlingerung von
Innen konnte der aufgrund einer schlechteren Transduktion antiapoptotischer Signale
geringeren zelluliren Lebensverldngerung von Aullen entgegengewirkt werden (20).
AuBBerdem konnte indirekt auch hier durch Hinauszogerung der Apoptose der
Neutrophilen eine zu hohe Konzentration der ROS- bzw. RNS im heilenden Gewebe
herunterreguliert werden, indem die libermdBige Ansammlung ROS-reichen Inhalts

untergegangener Neutrophilen verringert wiirde (86). In der Forschung wurde bei
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Miusen die verglichen mit jungen Tieren gefundene hohere Anzahl an
Gewebsmakrophagen im  Heilungsgebiet alter Tiere als ein  moglicher
Kompensationsmechanismus der schlechteren Gewebsheilung im Alter dieser gedeutet
(174). Im Falle einer Ubertragbarkeit dieser Theorie auf den Menschen, hiitten die
Makrophagen, welche in dieser Arbeit nicht gesondert betrachtet wurden, durch einen
antiapoptotischen Effekt auBerdem mehr Zeit und somit Kapazitit fiir die Phagozytose
untergegangener Neutrophilen. Im Einzelnen lieB sich auf intrazelluldrer Ebene bei den
Granulo-/Monozyten unter 1 mM NAC eine nichtsignifikante Herunterregulierung
typisch  proapoptotischer Signalkaskadenproteine feststellen. Diese geringere
intrazelluldre apoptotische Aktivitit konnte vergleichbar der jungen erkrankten
Spendergruppe die gefundene erhdhte Uberlebensrate bedingen. Bzgl. der ohnehin
geringen intrazellulire ROS-Produktionrate konnte ohne kiinstlicher oxidativer
Stressung der Zellen kein deutlicher antioxidativer Einfluss des NAC auf diese
festgestellt werden.

Anders bei oxidativer Stressung mit H,O,, bei der sich unter 1 mM NAC ebenfalls
entsprechend der jungen erkrankten Spendergruppe der gewlinschte hochsignifikante
antioxidative ROS senkende Effekt einstellte. Diese konnte auch bei der alten
erkrankten Spendergruppe Ursache der gefundenen Steigerung der zelluldren
Uberlebensrate sein. Die signifikant geringeren proapoptotischen Caspasen korrelierten
gut mit dieser erhdhten Viabilitdt. Ob sich eine moglicherweise direkte bzw. indirekte
antioxidative Wirkung von NAC auch lokal in dem ROS- bzw. RNS-reicheren
Heilungsgebiet in vivo durch eine Uberlebensverlingerung sowohl der Neutrophilen als
auch der Makrophagen positiv auf die Heilung und die immunologische Effizienz der
angeborenen Immunabwehr auswirken kann, miisste durch Analysen des Gewebes aus

dem Heilungsgebiet {liberpriift werden (/75).

4.4 Schlussfolgerung aus der Arbeit

Diese Arbeit untersuchte hinsichtlich der akuten Immunabwehr u.a. mégliche Ursachen
des schlechten Outcomes alter Menschen nach Bruch eines langen Rohrenknochen (/7).
Die Analyse monozytdrer anti- bzw. proinflammatorischer Botenstoffe im Blutserum
zeigte, dass das im Alter bereits basal bei Gesundheit im Sinne des Inflammaging

erhohte Inflammationsgeschehen zwar im Gleichgewicht zwischen Anti- und
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Proinflammation zu stehen scheint, dass jedoch bei Fraktur eine nur noch geringe und
somit inaddquate Steigerung der Immunaktivitidt moglich scheint (22).

Bei der Untersuchung der aus Spenderblut isolierten Granulo-/Monozyten zeigten sich
deutliche alters- bzw. gesundheitsabhidngige Verhaltensunterschiede. Aus dem in vitro
bei Gesundheit gefundenen verlingerten Uberlebensraten dieser Zellen alter gegeniiber
dieser junger Spender bei verringertem apoptotischen Verhalten und héherer Toleranz
oxidativen Stresses konnte geschlossen werden, dass diese im Alter wohlmoglich
aufgrund von Inflammaging und chronisch erhohter Radikalspiegel bei Gesundheit
wiederstandsfdhiger sind als in jungen Jahren (22, 43-45). Bekannt ist ein geringeres
Produktionsvermogen an neutrophilen Granulozyten im Alter, obwohl die Zahl dieser
im Blut jedoch z.T. dennoch hoher ist als in jungen Jahren (79, 27, 28). So konnte die
Effizienz der akuten Immunabwehr in jungen Jahren durch ein hohes
Produktionsvermogen dieser gewéhrleistet sein, wihrend im Alter ein bekanntermaflen
geringeres Produktionsvermdgen durch Lebensverlingerung der Zellen kompensiert
und das bei eintretendem Infekt entstehende Problem der geringeren
Produktionssteigerung dadurch abgemildert wird (27, 28). Bei Fraktur hingegen konnte
lediglich bei den Zellen junger Spender eine deutlich bessere Toleranz oxidativen
Stresses, eine deutliche Steigerung der Uberlebensrate und ein signifikant geringeres
Apoptoseverhalten beobachtet werden, wohingegen diese im Alter zwar auch lidngere
Uberlebensraten aufwiesen, jedoch hierbei ein gesteigertes apoptotisches Verhalten
zeigten. Es ist diesbeziiglich bekannt, dass der Organismus bei Infekt in der Lage ist, die
Uberlebenszeit von Granulozyten bei Inflammationsgeschehen zu steigern, und dass die
dazu notige antiapoptotische Signaltransduktion im Alter deutlich schlechter
funktioniert (20, 145, 146). Im Alter konnen Neutrophile auBerdem nicht mehr
angemessene Spiegel an ROS zu Kommunikationszwecken bzw. zum Abzutéten von
Pathogenen produzieren, mdglicherweise assoziiert mit altersbedingt ineffizienteren
antioxidativen Zellsystemen (42, 160). So produzierten die Zellen alter unter H,O,
tendenziell weniger intrazelluldre ROS als diese junger Spender und zeigten bei Fraktur
eine kaum gesteigerte Toleranz gegeniiber oxidativen Stresses. Bei Gesundheit konnten
die Alten diese geringere ROS-Produktionsfdhigkeit durch die Fahigkeit, p38-MAPK-
abhéngig extrazelluldren Fangnetzen (NET) aus Proteinen und und DNA-Bausteinen

zur Totung von Pathogene bilden zu konnen, kompensieren (/24). NET’s werden in
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Abhidngigkeit zu oxidativem Stress gebildet (/65). Als einzige Spendergruppe zeigte die
junge gesunder keine zelluldre p38-MAPK-Erhohung unter H,O,, ein mogliches
Zeichen, dass sich die Fihigkeit zur NET-Bildung erst bei groBerem Infekt ausbildet,
wiahrend sie im Alter bei chronisch erhohten Radikalspiegeln von vorneherein
funktioniert. Hinsichtlich nitrosativer Radikalspiegel fanden sich in den Blutseren
gesunder Spender deutliche Hinweise auf hohere nitrosative Radikalspiegel im Alter
(44, 176). Als moglicher Ausdruck einer Adaption an einen lokal im Heilungsgebiet
bestehenden erhohten Stickstoftbedarf bei Wund- und Knochenheilung durch ein
hochgefahrenes Radikal entschiarfendes System zeigten sich bei Fraktur
altersunabhingig geringere Level systemischer nitrosativer Radikale (/54, 155). Das
intrazelluldr in den untersuchten Granulo-/Monozyten gefundene tendenziell hohere
ROS-Level bei Frakturgeschehen hingegen konnte Ausdruck der frakturbedingten
Zellaktivierung sein (39-42).

NAC scheint in Abhdngigkeit zum Gesundheitszustand der Spendergruppe und zur
Dosis dieser Substanz einen pro- oder einen antioxidativen Einfluss auf die Granulo-
/Monozyten zu haben, wie es bereits ebenfalls in der Literatur bzgl. Leukdmiezellen
diskutiert wird (/71). Wéhrend eine Dosis von 1 mM NAC hinsichtlich der
Uberlebensraten bei jungen gesunden nur geringfiigig zu nutzen, bei alten hingegen
sogar zellschiddigend zu wirken scheint, scheinen die Zellen bei Fraktur hingegen
altersunabhdngig einen protektiven antioxidativen Nutzen dieser Dosis zu ziehen.
Ursache dieses Nutzens konnte ein ausgereifteres antioxidatives Zellsystem sowie ein
hoherer Spiegel zu entscharfender ROS bei Fraktur sein verbunden mit einem hoheren
Bedarf an dieser antioxidativ supportiven Substanz. Hinweis auf ausgereiftere
antioxidative Zellsysteme bei Fraktur konnten die altersunabhidngig geringer
gemessenen intrazelluldren ROS-Spiegel unter kiinstlicher H>O,-Stressung geben.

Im Sinne der Hypothese dieser Dissertation schienen die Granulo-/Monozyten alter
Spender bei Fraktur und somit bei bestehendem Bedarf an antioxidativen Substanzen

einen zellprotektiven Nutzen aus NAC ziehen zu kdnnen.
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5 Ausblick

In dieser Arbeit zeigte sich altersunabhingig durch die Gabe von 1 mM NAC in vitro
ein iiberlebenssteigernder Effekt auf die analysierten Granulo-/Monozyten der Spender
mit Fraktur. Der Heilungsprozess eines Knochens ist mit einer Erhohung der
systemischen zelltoxischen ROS verbunden (50). Das Antioxidans NAC schien die
Zellen nicht nur indirekt durch Unterstiitzung des zelleigenen antioxidativen
Gluthationstoffwechsels zu schiitzen, sondern schien auch durch direkte antioxidative
Wirkung von zusétzlichem antioxidativen Nutzen zu sein. So konnte in der Praxis
beispielsweise wihrend einer Operation die Applikation von NAC durch eine
Dauerinfusion zum einen sinnvoll sein, um dem bekannten First-Pass-Effekt von NAC
entgegenzuwirken, zum anderen, um eine hohe systemische Konzentration und somit
auch die direkte antioxidative Wirkung des NAC zu gewihrleisten (65, 66). In den
Vorversuchen zeigte sich beziiglich einer direkten antioxidativen Wirkung von NAC ein
deutlicherer antioxidativer Einfluss dessen bei Co-inkubation mit dem oxidativen
Stressor H,O; als es bei Prainkubation 24 h vor der oxidativen Stressung der Fall war.

Die Gabe von NAC schien jedoch in Abhingigkeit zum Gesundheitszustand der
Spendergruppe und zur Dosis dieser Substanz neben einem anti- auch einen
prooxidativen Einfluss auf die untersuchten Granulo-/Monozyten zu haben. Daher folgt
nun beziiglich eines klinischen Nutzens von NAC hinsichtlich einer Verbesserung des
Outcomes alter Menschen nach Bruch der langen Rohrenknochen eine Nutzen-Risiko-
Abschitzung: Wie sich in dieser Arbeit bei den untersuchten Granulo-/Monozyten
beider gesunder Spendergruppen zeigte, schien NAC in vitro bei fehlendem Bedarf
dosisabhingig zelltoxisch zu wirken. Der gleiche Wirkstoff bewirkte also in
Abhidngigkeit seiner Dosis das, was man eigentlich durch diesen vermeiden wollte.
Doch auch bei einer erfolgreichen Senkung intra- bzw. extrazelluldrer Radikale durch
NAC bei Fraktur kann nicht per se von einem Nutzen dieses Wirkstoffes ausgegangen
werden. Denn ein erfolgreicher Heilungsprozess erfordert eine feine Balance zwischen
den positiven und schiadlichen Wirkungen von ROS: Ein Zuwenig an ROS hitte durch
zu geringer desinfizierender, debridementierender und koordinierender Wirkung einen
schlechten Heilungsverlauf zur Folge, wie es auch bei einem Zuviel durch Schidigung
des Gewebsstromas der Fall wire (46). Unter ,koordinierenden Wirkungen* der

potenten ROS fallen u.a. die Koordinierungen der im Heilungsverlauf wichtigen
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Zellablosung oder der Bildung einer Zytoskelettarchitektur (/52). Der Einsatz des
antioxidativen NAC kdme folglich bei einem Zuviel an ROS einem verbesserten
Heilungsverlauf zugute, wihrend es hingegen den reibungslosen Heilungsverlauf bei
optimal geregelten ROS-Verhiltnissen gefihrden konnte. In der Praxis hie3e dies’, dass
es von Nutzen wére, einen Parameter fiir den Grad der oxidativen Belastung erkrankter
Patienten zu finden, an welchem sich die Dosis des antioxidativ wirksamen NAC
orientieren konnte. Hinsichtlich einer mdglichen dosisabhéngigen Schédlichkeit von
Antioxidantien konnte vergleichend zum Einsatz von NAC auflerdem die Reaktion
erkrankter Korper auf andere antioxidativen Substanzen untersucht werden. Dadurch
konnten eventuell mogliche bedingungsabhdngige Risiken dieser bisher als
nebenwirkungsarm gepriesenen und gerne verwendeten Substanzen aufgedeckt werden.
AbschlieBend darf jedoch nicht auBBer Acht gelassen werden, dass sich in dieser Arbeit
in vitro Hinweise auf einen moglichen Nutzen von NAC bzgl. einer verbesserten akuten
Immunabwehr alter Menschen nach Bruch eines langen Réhrenknochens fanden. Daher
sollte diese kostenglinstige Substanz in klinischen Studien weiter hinsichtlich eines
verbesserten Outcomes betroffener alter Patienten getestet werden.

Generell betrachtet sollte bei der Erforschung des Immunsystems alter Menschen
bedacht werden, dass verdnderte immunologische Verhaltensweisen des Organismus sei
es auf humoraler, sei es auf zellulirer Ebene zunichst nicht unbedingt Ausdruck einer
Schwiche an sich, sondern besser Ausdruck einer Strategiednderungen des
Immunsystems aufgrund altersbedingt entstandener Schwéchen sein konnte. Das Altern
darf nicht als Krankheit, sondern sollte als physiologischer Prozess verstanden werden.
Neben beeinflussbarer immunfordernder Verhaltensweisen wie beispielsweise einer
ausgewogenen vitaminreichen Erndhrung oder einer regelmédfigen korperlichen
Ertiichtigung im Alltag bestimmen unbeeinflussbare Faktoren die Leistungsfahigkeit
unserer immunologischen Abwehr. So sind Outcome eines grofleren immunbelastenden
Prozesses, Héufigkeit auftretender Infekte, aber letztendlich auch Erreichbarkeit der
Hoéhe eines bestimmten Lebensalters eines Menschen an sich vor allem individuell
abhédngig vom korperlich vorhandenen Immuntyp, welcher gerade bei zunehmendem

Alter enscheidend an Bedeutung gewinnt (/77).
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6 Zusammenfassung

Eine altersbedingte Zunahme kostenintensiverer Erkrankungsverldufe stellt unsere west-
liche, demographisch alternde Gesellschaft vor eine wachsende finanzielle Heraus-
forderung und macht eine Entwicklung neuer kostensenkender Behandlungsstrategien
unabdingbar. Vor diesem Hintergrund erforscht diese Dissertation einen kostengiinsti-
gen Behandlungsweg, um das immunbedingt komplikationsreiche und dadurch kosten-
intensive Outcome alter Menschen nach Fraktur eines langen Rohrenknochens zu ver-
bessern. Mithilfe des nebenwirkungsarmen Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) soll
hierbei die granulo- bzw. monozytire akute Immunabwehr gestdrkt werden, indem sie
durch Unterstiitzung des zelleigenen antioxidativen Gluthationstoffwechsels vor der
heilungsbedingt erhohten oxidativen Belastung geschiitzt wird. Zur Untersuchung des
Einflusses von NAC auf Granulo-/Monozyten in vitro, wurden diese mittels Dichte-
zentrifugation aus insgesamt 40 Spenderblutproben (jeweils 10 junge/alte Spender
ohne/mit Fraktur eines langen Réhrenknochens) isoliert, photometrisch deren Uberle-
bensverhalten und intrazelluldre Spiegel an zelltoxischen oxidativen Sauerstoffspezies
(ROS) untersucht sowie mittels Immunoassay deren apoptotisches Verhalten analysiert.
NAC schien sich auf diese in Abhingigkeit zum zelluliren antioxidativen Bedarf
sowohl positiv anti- wie auch negativ prooxidativ auszuwirken: Wéhrend sie bei Fraktur
moglicherweise aufgrund ausgereifter zelleigener antioxidativer Mechanismen von
NAC zu profitieren schienen, schienen sie bei Gesundheit Schaden zu nehmen. Bei
fehlendem Bedarf konnte NAC moglicherweise als schiddliches Prooxidans intrazelluldr
akkumulieren. Bei der Untersuchung mdglicher altersphysiologischer Verdnderungen
der granulo-/monozytiren Immunabwehr schienen die Granulo-/Monozyten im Alter
bei Gesundheit wiederstandsfihiger, bei Fraktur jedoch anfélliger auf oxidative Stres-
soren zu reagieren als in jungen Jahren. Ursache konnte die zellulire Adaption an das
im Sinne des ,,Inflammaging® im Alter bereits basal aktivere Entziindungsgeschehen
und hohere Radikalspiegel sein, wihrend altersbedingt nur eine inaddquate Anpassung
an die hohe immunologische Herausforderung einer Fraktur gelingt. Die Analyse mono-
zytdrer Botenstoffe mittels Immunoassay zeigte im Alter eine ebensolche hdhere
inflammatorische Grundaktivitdt mit einer nur inaddquaten Steigerung bei Fraktur. Im
Sinne einer radikalbedingten systemischen Grundbelastung zeigten sich photometrisch

bei alten bereits basal hohere nitrosative Radikalspiegel als bei jungen Spendern.
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Appendix

1 Versuchsvorbereitende Vorarbeiten und versuchsspezifische Losungen

Zur Entwicklung der Versuchssettings und optimalen Versuchsbedingungen mit den
zu untersuchenden aus Spendervollblut isolierten humanen Granulo-/Monozyten
wurden in Vorarbeiten HL-60-/THP-1-Progenitorzellen verwendet, welche sich gut
kultivieren lassen und in ihrem Phdnotyp mit den humanen Granulo- bzw.
Monolozyten vergleichbar sind (4, 5). Nachfolgend sind Details zu den Vorarbeiten
zur Entwicklung der Versuchssettings sowie zu verwendeten versuchsspezifischen
Losungen aufgefiihrt:
1.1 Details Kapitel 2.5: Granulo-/Monozytenisolierung mittels Percoll-
Dichtemedium bei Dichtezentrifugation
Um die Granulo-/Monozyten mit bestmoglicher Reinheit bei bestmdglicher
Ergiebigkeit der Zellzahl aus dem Vollblut zu isolieren, sind zur Optimierung der
Dichte des verwendeten Percolls verschiedene Konzentrationen dessen ausgetestet
worden:
Methodenspezifische Losungen:

(10-fache) DPBS Losung: 4,77 g DPBS Pulver + 50 ml ddH,O (steril, Lagerung 4°C)

Tabelle 22: Herstellung verschiedenprozentiger Percolllosungen (bei RT)

Percolllosung 100% Percoll DPBS Lésung ddH,O

72% Percoll 7,2 ml 1,0 ml 1,8 ml

70% Percoll 7,0 ml 1,0 ml 2,0 ml

68% Percoll 6,8 ml 1,0 ml 2,2 ml

66% Percoll 6,6 ml 1,0 ml 2,4 ml

64% Percoll 6,4 ml 1,0 ml 2,6 ml
Durchfiihrung:

Insgesamt wird 27 ml Blut in drei 9-ml-EDTA-Rohrchen gesammelt und gut gemischt.
Auf die in je einem 15-ml-Falkonréhrchen befindlichen verschiedenprozentigen gut
gemischten Percolllosungen wird jeweils vorsichtig mithilfe eines Peleusballs und
einer 5-ml-Stripette 4 ml Vollblut gegeben, damit sich Percolllosung und Blut nicht
vermischen. Das Ergebnisse nach einer 25 miniitigen Zentrifugation mit 1000 G bei
22°C und langsamer Be- und Entschleunigung (ohne Bremse) mithilfe der Mega
Zentrifuge ist auf Abbildung 23a und b zu sehen. Bereits makroskopisch sind ab einer
Percollkonzentration von 66% keine roten Erythrozyten in der Granulo-

/Monozytenphase zu sehen.
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Zur Uberpriifung der Reinheit der jeweiligen Granulo-/Monozytenphasen sind diese
nach Pappenheim Farbung mikroskopisch auf Abwesenheit rotfarbener Erythrozyten
hin untersucht worden (siche Abb. 4 Kapitel 2.6): Mikroskopisch lassen sich in der
Zellphase bei Verwendung einer 68%-igen Percolllosung neben Granulo- und selten
Monozyten noch ganz vereinzelt Erythrozyten feststellen. Bei Verwendung einer 66%-
igen Percolllosung lassen sich keine Erythrozyten mehr in der Granulo-
/Monozytenphase detektieren. Bei verwendetem 64% Filtermedium resultiert eine
deutlich schmilere und somit schlechter zu entnehmende Granulo-/Monozytenphase.
Daher ist in dieser Arbeit zur Isolierung der Granulo-/Monozyten aus Spendervollblut

ein 66%-iges Percollmedium zum Einsatz gekommen.
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Abbildung 23a: Abbildung 23b:

Abbildung 23a/b: Granulo-/Monozytenisolation aus Spendervollblut

Fotografie von 15-ml-Falkonréhrchen nach Granulo-/Monozytenisolation aus Vollblut mittels 64, 66, 68, 70
und 72%-igen Percoll-Dichtegradientenmedien nach 25 miniitiger Zentrifugation mit 1000 G bei 22°C (a),
Makroskopischer Reinheitsgrad des in ein neues Falkongefidfi iibertragenen Granulo-/Monozytenisolats
anhand der Abwesenheit rotfarbener Erythrozyten (b).

1.2 Details Kapitel 2.7.1: Identifizierung optimierter Zellzahl fiir Analyse der
mitochondrialen Umsatzaktivitit

Die zur Versuchsoptimierung der photometrischen Messung mitochondrialer
Umsatzaktivitdt ermittelte bei allen Folgeversuchen verwendete optimalen Zellzahl

von 64000 Zellen pro Well einer 96-Well-Platte wurde folgendermallen ermittelt:

Aus drei separaten Zellkulturen werden je eine Zellzahl-Verdiinnungsreihe hergestellt.
Die jeweils steril aus den drei Kulturflaschen entnommenen in drei 50-ml-
Falkonrohrchen befindlichen 29 ml an Zellkultur werden dazu mit 600 G 10 min bei
22°C zentrifugiert und die Zellpellets dann jeweils in 30 ml frischem , Medium++
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resuspendiert (mit dem Vortex gut gemischt). Nach Zellzahlbestimmung mittels
Trypanblau wird mittels ,,Medium++“ aus den drei Zellreihen jeweils die Zielmenge

von 1,28 x 10° Zellen/1000 pl gebildet (=> 64.000 Zellen/50 pl).

1:2 Zellzahl-Verdiinnungsreihe ausgehend von 1,28 x 10° Zellen/1000 pl:
je 500 pl Zell-Losung (hdhere Zellkonz.) + 500 pul ,Medium++* => 64 x 10, 32 x
10% 16 x 10%, 8 x 10*, 4 x 10* und 2 x 10* Zellen/ml

Durchfiihrung:

In eine 96-Well-Platte werden zunichst nach Belegungsschema aus Tabelle 23 50 pl
»~Medium++*“ pro Well vorgelegt. Mit einer Mehrkanalpipette werden dann aus einer
Mehrkanalpipettierwanne weitere 50 pl pro Well der insgesamt 8 Zellkonzentrationen
(64000, 32000, 16000, 8000, 4000, 2000, 1000 und 0 (= ,,Medium++*) Zellen/Well)
in Quadruplikate je Zellreihe verteilt. Mittels Mehrkanalpipette werden pro Well 15 pl
Resazurin Stammlosung hinzugegeben, wird die Platte vorsichtig geschwenkt und die
Fluoreszenz nach weiteren 30 min Inkubation im Inkubator mittels Plate Reader bei

ex/em 530/560 nm gemessen.

Tabelle 23: Plattenbelegung der 96-Well-Platte Kapitel 2.7.1

64000 | 64000 | 64000 64000 64000 64000 64000 64000 64000 64000 64000 64000
32000 | 32000 | 32000 32000 32000 32000 32000 32000 32000 32000 32000 32000
16000 [ 16000 | 16000 16000 16000 16000 16000 16000 16000 16000 16000 16000
8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000
4000 | 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2000 | 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Jeweils 50 pl ,,Medium++*“ und dazu jeweils 50 pl Zell-Losung in [Zellen/Well] (64000, 32000, 16000, 8000,
4000, 2000, 1000 und 0 (= ,,Medium++“)). Drei verschiedene Zellreihen (dunkel-, mittel-, hellgrau) bzw. 50
pl reines ,,Medium++“ als Leerwert (weif3).

Ergebnis:

Bei der Messung der von unterschiedlichen Zellzahlen pro Well umgesetzten
Resorufinspiegel zeigte sich ein deutlich messbarer Umsatz bei einer Zellzahl von
64000 Zellen pro Well (4bb. 24). Diese Zellzahl pro Well wurde daher bei allen
Resazurinmessungen der Folgeversuche verwendet, da die Hohe ihres Umsatzes eine

gute Beurteilung des Einflusses von NAC zulieB3.
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Abbildung 24: Mitochondriale Aktivitiit verschiedener HL-60-Zellzahlen nach 30 min

Mitochondriale Aktivitit verschiedener HL-60-Zellzahlen nach 30 min anhand photometrisch gemessenen
umgesetzten fluoreszenten Resorufins. Zellzihlung mittels Trypanblau. Signifikanztestung mittels Kruskal-
Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test; *** p < 0.001 (Resorufinproduktion von 32000 HL-60-
Zellen/Well im Vergleich zur Kontrolle, zu einer Anzahl von 16000 Zellen/Well sowie einer Anzahl von
64000 Zellen/Well). Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung von je drei seperat kultivierten
HL-60- bzw. THP-1-Zelllinien pro Bedingung angegeben. (N=3, n=4).

1.3 Details Kapitel 2.7.2: Analyse der Zellviabilitit der HL-60- bzw. THP-1-
Zellen unter NAC

Versuchsspezifische Losungen:

20 ml 0,5-M-NAC Stammlésung (molare Masse NAC: 163 g/mol (Carl Roth)) (132):

(Mnac = cnac X Mnac X V & myac= 0,5 mol/l x 163 g/mol x 0,02 1)

1,63 g NAC in 20 ml ,,Medium++*“ (3 Aliquots a 4 ml bei -20°C gelagert)

NAC 1:2 Verdiinnungsreihe ausgehend von 500 mM NAC:
je 3 ml NAC (hohere Konz.) + 3 ml ,Medium++* => 250 mM, 125 mM, 62,5 mM,
31,25 mM, 15,63 mM, 7,81 mM, 3,91 mM, 1,95 mM, 0,98 mM und 0,49 mM

NAC 1:2 Verdiinnungsreihe ausgehend von 2 mM NAC:
je 3 ml NAC (héhere Konz.) + 3 ml ,Medium++“ => 2 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,25
mM, 0,125 mM, 0,063 mM und 0,031 mM

1.4 Details Kapitel 2.7.3: Identifizierung optimaler Milieukonzentration von
H,0; zur oxidativen Stressinduktion (Teil 1)

Mittels Resazurin wurde der Einfluss verschiedener H>O,-Konzentrationen

hinsichtlich des Zelliiberlebens von HL-60-/THP-1-Zellen nach 1 h und nach 2 h
iberpriift.
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Losungen:

0,6% H>0,-Losung: 60 pl 30% H,O, + 2940 pl ,,Medium++*

H,0, 1:2 Verdiinnungsreihe ausgehend von 0,6% H,0,:
je 1,5 ml HyO, (hohere Konz.) + 1,5 ml ,Medium++“ => 0,3%, 0,15%, 0,075%,
0,0375%, 0,019% und 0,009%

Durchfiihrung:

Die jeweils steril aus den Kulturflaschen entnommenen 29 ml werden in drei 50-ml-
Falkonrohrchen mit 600 G 10 min bei 22°C zentrifugiert. Es werden dann je 30 ml
frisches ,,Medium++*“ dazugegeben und dieses mit dem Vortex gut gemischt. Nach
Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau werden 7.500.000 HL-60- bzw. THP-1-Zellen
in 5000 pl ,Medium++* in einem 15-ml-Falkonréhrchen gelost und mit dem Vortex
gemischt. In einer 96-Well-Platte werden nach Belegungsschema aus Tabelle 24 50 nl
H,0,-Losungen pro Well mit insgesamt 8 Bedingungen (0,6%, 0,3%, 0,15%, 0,075%,
0,0375%, 0,019%, 0,009% und 0 (= ,Medium++“) % HO0;) mit einer
Mehrkanalpipette aus einer Mehrkanal-pipettierwanne verteilt. Danach werden pro
Well weiter nach Belegungsschema aus Tabelle 24 50 pl Zellsuspension (=75.000
Zellen/Well) der HL-60-/ THP-1-Zellen bzw. 50 pl reines ,,Medium++*“ ohne Zellen
(als Leerwert) mit einer Mehrkanalpipette hinzupipettiert, wird die Platte mit Deckel
geschlossen und vorsichtig horizontal geschwenkt. Dadurch erhdlt man pro Well
jeweils die Hélfte der eingesetzten H,O,-Milieukonzentration (z.B. 0,6% => 0,3%
H,0;). Nach 0,5- bzw. 1,5-stiindiger Inkubation (zwei Platten) im Dunkeln bei 37°C,
5% CO, im Inkubator werden mittels Mehrkanalpipette pro Well 15 pl Resazurin
Stammlosung hinzugegeben, wird die Platte vorsichtig geschwenkt und die
Fluoreszenz nach weiteren 30 min Inkubation im Inkubator mittels Plate Reader bei
ex/em 530/560 nm gemessen. Zur Testung der Replizierbarkeit sind alle Versuche
dreimalig durchgefiihrt worden.

Die Auswertung entspricht dem Prinzip aus 2.6, wobei bei der prozentualen
Normierung jeweils die Werte der H,O, unbehandelten Zellen als 100% Bezug dienen.
Die in dieser Arbeit angegebenen H,O,- Konzentrationen beschreiben den jeweiligen
prozentualen Anteil von H,O, am Medium, in denen sich die Zellen befinden. Dazu
wurde eine 30%-ige H,O,-Losung mit dem versuchsentsprechenden Zellmedium

verdinnt.

Martin Radermacher Eberhard Karls Universitét Tiibingen A\



Inaugural-Dissertation Einfluss von N-Acetylcystein auf Granulo- und Monozyten wahrend Frakturheilung
bei alten Patienten mit Bruch der langen Réhrenknochen

Tabelle 24: Plattenbelegung der 96-Well-Platte Kapitel 2.7.3

0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075 0,075
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,0375 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375 | 0,0375

0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019 0,019

0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009

Jeweils 50 pl der H,O,-Lésungen in [%] (0,6, 0,3, 0,15, 0,075, 0,0375, 0,019, 0,009 und 0 (= ,,Medium++<)).
Dazu jeweils 50 pl Zellsuspension THP-1-Zellen (hellgrau) und HL-60-Zellen (dunkelgrau) bzw. 50 pl reines
»Medium++* als Leerwert (weil}).

Ergebnis:

Nach einer H,O,-Inkubationszeit von einer Stunde bei einer H>O,-Konzentration von
0,02% sank die durchschnittliche mitochondriale Reduktionsleistungsrate der THP-1-
Zellen auf 68% und die der HL-60-Zelle auf 87% (4bb. 25a/b). Nach einer weiteren
Stunde bei einer H;0O,-Konzentration von 0,02% sank die durchschnittliche
mitochondriale Reduktionsleistungsrate der THP-1-Zellen auf 60% und die der HL-
60-Zelle auf 67%. Bei einer H,;0,-Konzentration von 0,04% befand sich die
Reduktionsleistung nach dieser Zeit im Durchschnitt bei den THP-1-Zellen noch
geringer bei 42% und bei den HL-60-Zellen unverandert bei 67%. Alle hoheren H,O,-
Konzentrationen brachten die mitochondriale Reduktionsleistungsrate weit unter 50%
und somit in einen fiir weitere Versuche unbrauchbaren Bereich, um mogliche
protektive Effekte von NAC nachvollziehen zu konnen.

Bei allen nun nachfolgenden Versuchen wurde basierend auf diese Toxizitédtstestung
eine H,O,-Milieukonzentration von 0,03% gewéhlt, um die aus mitochondrialer
Reduktionsleistung geschlossene Uberlebensrate wie fiir weitere Versuche angestrebt

uber 50% zu halten.
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Mitochondriale Aktivitit von THP-1-
und  HL-60-Progenitorzellen unter
Einfluss von 0,005, 0,01, 0,02, 0,04,
0,075, 0,15 und 0,3% H,0, anhand
} {_ photometrisch gemessenen umgesetzten
{_ fluoreszenten Resoruﬁns" als moglicher

{. Hinweis auf deren Uberlebensrate.
THP-1- und HL-60-Zellen befanden
sich jeweils auf der selben 96-Well-
Platte und wurden gleichzeitig mit
denselben H,0,-Losungen inkubiert,
was folglich eine direkte Vergleich-
barkeit zuldsst. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardfehler von je
drei seperat kultivierten HL-60- bzw.
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Abbildung 25b: Dosis-Wirkungsspektrum H,0,

H,0,-Konzentration in [%)]

auf mitochondriale Aktivitit von THP-1-/HL-60-

Progenitorzellen nach 2 Stunden

Abbildung 25a/b: Dosis-Wirkungsspektrum H,0, auf mitochondriale Aktivitit von THP-1-/HL-60-
Progenitorzellen nach 1 und 2 Stunden
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1.5 Details Kapitel 2.7.4: Analyse der Zellviabilitiit der aus Spendervollblut
isolierten Granulo-/Monozyten ohne/mit NAC ohne/mit H,O,

Stammlosungen mit insg. 6 Bedingungen (Volumen reicht fiir 2 Spender):

3,0-mM-NAC-L&sung: 8 mg NAC + 20 ml ,,Medium++* (s. Kapitel 2.2)
1,5-mM-NAC-Losung: 6 ml 3,0-mM-NAC-Losung + 6 ml ,,Medium++*
0,0-mM-NAC-Lo6sung: 12 ml , Medium++*

3,0-mM-NAC mit 0,06%-H,0,: 7 ml 3,0-mM-NAC-Lésung + 21 pl 30% H,0,
1,5-mM-NAC mit 0,06%-H,0,: 6 ml 1,5-mM-NAC-Ldsung + 18 pl 30% H,0,
0,0-mM-NAC mit 0,06%-H,0,: 12 ml ,Medium++* + 36 ul 30% H,0,

Abbildung 26 zeigt eine 24 h nach Inkubationsbeginn fotografierte 96-Well-Platte in
der Belegung nach Tabelle 7, Kapitel 2.7.4. Da die schwarz-wei3 Abbildung keine
Unterscheidung der Farbnuancen ermoglicht, folgende Beschreibung: Wihrend das
von den Zellen zu rosa- bzw. pinkfarbenen/fluoreszenten Resorufin umgesetzte
urspriinglich blaufarbene/nichtfluoreszente Resazurin tags zuvor nur mittels Plate
Reader detektierbar gewesen ist, ist dieser Umsatz nach 24 h auch mit bloBem Auge
erkennbar. Der Leerwert ist wie zu erwarten jeweils unverdandert blaufarben geblieben
(mittelgrau, rechts und links auf der Platte). Die ungestressten Zellen beider
Spendergruppen setzten das Resazurin vollstindig rosafarben um (hellgrau in der
Abbildung). Der Grad an pinkfarbenen Umsatz (dunkelgrau in der Abbildung) kann
als korrelierend mit der Zahl {iberlebender Zellen beurteilt werden. Hierbei fillt auf,
dass Zellen junger Spender mit Fraktur einen hoheren Grad pinkfarbenen Farbstoffes
gebildet haben (helleres Dunkelgrau) als diese alter gesunder Spender (dunkleres
Dunkelgrau), ein mdglicher Hinweis auf einer bessere Resistenz gegeniiber

oxidativem Stress.

Auf der abgebildeten Platte, welche 24 h nach
Inkubationsbeginn fotografiert wurde, befinden sich
in Belegung nach Tabelle 7 neben Granulo-
/Monozyten junger Spender mit Fraktur diese alter
gesunder Spender. Das blaufarbene/nichtfluoreszente
Resazurin ist von den ungestressten Zellen zu
rosafarbenem/fluoreszentem Resorufin (hellgrau)
umgesetzte worden, wihrend der Leerwert
erwartungsgemifl unverindert blaufarben bleibt
(mittelgrau). Der Grad an pinkfarbenem Umsatz der
gestressten Zellen kann als Korrelierend mit der Zahl
iiberlebender Zellen beurteilt werden.

Abbildung 26: Fotografie einer 96-Well-Platte in Belegung nach Tabelle 7

ohne H20: | mit H20:

Jung
Fraktur

Alt
gesund
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1.6 Details Kapitel 2.8.1: Identifizierung optimierter Zellzahl wund
Messzeitpunkt fiir Analyse intrazelluliirer ROS-Produktion

Von NAC ist bereits bekannt, dass es einige Zellarten bei der Verringerung der
Entstehung von zelltoxischem intrazelluldirem ROS unterstiitzt (74). Zur Untersuchung
einer moglichen antioxidativen Wirkung von NAC auf die isolierten Immunzellen ist
der Einfluss von NAC auf deren zelluldre Produktionsrate an ROS mittels DCFH-DA-
Fluoreszenzmessmethode iiberpriift worden. Um nun einen solchen antioxidativen
Effekt ersichtlich machen zu konnen, musste zunichst eine fiir die Versuche sinnvolle
Immunzellzahl pro Well gefunden werden, bei der sich die produzierte Rate an ROS
und somit die Stidrke des Fluoreszenzsignals von DCF signifikant von der der
Kontrollgruppe abhob bei geeignetem Abstand zum Sattigungsbereich dieser DCFH-

DA-Fluoreszenzmessmethode:

Losungen:

1:2 Zellzahl-Verdiinnungsreihe ausgehend von 1,28 x 10° Zellen/1000 pl:

je 500 pl Zell-Losung (hohere Zellkonz.) + 500 pl DPBS => 64 x 10*, 32 x 10*; 16 x
10%, 8 x 10%, 4 x 10" und 2 x 10* Zellen/ml

0,06% H,0,-Losung: 6 pl 30% H,O, + 2994 ul DPBS

Durchfiihrung:

In gleicher Weise wie in 1.6 werden 1,28 x 10° HL-60-Zellen mit DCFH-DA
Anwendungslosung (10 uM) 30 min inkubiert und gewaschen. Anstelle von 4 ml wird
das Zellpellet jedoch danach in 1 ml DPBS resuspendiert (=> 64.000 Zellen/50 pl pro
Well).

In eine 96-Well-Platte werden zunichst aus einer Mehrkanalpipettierwanne 50 pl pro
Well der insgesamt 8 Zellkonzentrationen (64000, 32000, 16000, 8000, 4000, 2000,
1000 und 0 (= DPBS) HL-60-Zellen/Well) in Quadruplikate je Zellreihe verteilt. Mit
einer Mehrkanalpipette werden dann pro Well 50 pl der 0,06% hinzugegeben (dadurch
0,06% => 0,03% H,0,) und wird die Platte vorsichtig geschwenkt. In 5-miniitigen
Intervallen wird nun unmittelbar die Fluoreszenz bei ex/em = 485/520 nm mittels Plate
Reader gemessen. Zur Vermeidung moglicher Messfehler aus Griinden der
Lichtempfindlichkeit von DCFH-DA wird bei gesamter Durchfiihrung moglichst unter

dunklen Lichtverhdltnissen gearbeitet.
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ROS-Produktionsmenge verschiedener HL-
60-Zellzahlen (0, 62,5 125, 250, 500, 1000,
2000, 4000, 8000, 16000, 32000 und 64000
Zellen/Well) in 0,03%-igem H,0,-Milieu.
Zellzéhlung  mittels  Trypanblau.  Die
Kinetikmessung der ROS-Produktionslevel im
5-Minuten-Intervall anhand photometrisch
gemessener fluoreszenter DCF-Level zeigt sich
nach 20 min am optimalsten, da der
Sittigungsbereich noch nicht erreicht ist (a).
Bei einer Zellzahl der HL-60-Zellen von 2000
pro Well (schwarzer Balken) zeigt sich der
optimalste Anstieg mit signifikantem Abstand
zu doppelter bzw. halber Nachbarzellzahl (b).
Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis
Test und Dunn’s Multiple Comparison Test;
**% p <0.001 (ROS-Produktion von 2000 HL-
60-Zellen/Well im Vergleich zur Kontrolle, zu
einer Anzahl von 1000 Zellen/Well sowie einer
Anzahl von 2000 Zellen/Well). Die Daten sind
als Mittelwerte + Standardabweichung von je
drei seperat kultivierten HL-60-Zellinien pro
Bedingung angegeben. (N=3, n=3)

Abbildung 27a: ROS-Produktionsmenge verschiedener HL-60-Zellzahlen in H,O, im Zeitverlauf von 35 min
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Abbildung 27b: ROS-Produktionsmenge verschiedener HL-60-Zellzahlen in H,O, nach 20 min

Abbildung 27a/b: ROS-Produktionsmenge verschiedener HL-60-Zellzahlen in 0,03%-igem H,0,-Milieu
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Auswertung:

Die gemessene Fluoreszenz wird direkt proportional zu der im Well enthaltenen
Menge der intrazelluldr gebildeten ROS angenommen. In Excel Microsoft 2010
werden die gemittelten Leerwerte jeweils von den Quadruplikaten der Proben
abgezogen und in der graphischen Darstellung und statistischen Auswertung mittels
der Software GraphPadPrism werden Messzeitpunkt auf der X- und
Fluoreszenzintensitdt auf der Y-Achse der verschiedenen Zellzahlen gegeneinander
aufgetragen. Die Fluoreszenzentwicklung tiber die Zeit liegt bei einer Anzahl von
2000 HL-60-Zellen/Well gut 1im Mittelfeld zwischen zu geringer und
sattigungsbedingt verfilschter gemessener Fluoreszenzentwicklung. Nach 20 min (5.
Intervall) ist im sigmoidalen Verlauf der Fluoreszenzentwicklung iiber die Zeit der
Wendpunkt zu verzeichnen. (4bb. 27a). Dieser Messzeitpunkt nach einer 20-
miniitigen Inkubation in 0,03 %-igem H,0O,-Umgebungsmilieu ist optimal, da die
Fluoreszenzintensitdt deutlich messbar und gegen diese bei nichsthdhere bzw. -tiefere

Zellzahl signifikant abgrenzbar ist (4bb. 27b).

1.7 Details Kapitel 2.8.2: Identifizierung optimaler Milieukonzentration von
H,0; zur oxidativen Stressinduktion bei HL-60-/THP-1-Zellen (Teil 2)

Hier soll nun {iiberpriift werden, ob und in welchem Zeitintervall diese Zellen unter
dieser H,O,-Konzentration ein deutlich messbares Fluoreszenzsignal bei der Messung

des intrazellularen ROS-Anteils entwickeln:

Losungen (97-94):
DCFH-DA Anwendungslosung (10 uM): 45 ul DSt + 9 ml ,,Medium+*

0,06% H,0,-Losung: 6 pl 30% H,O, + 2994 ul DPBS

H,0, 1:2 Verdiinnungsreihe ausgehend von 0,06% H,0,:
je 1,5 ml H,O, (héhere Konz.) + 1,5 ml DPBS => 0,03%, 0,015%, 0,0075%,
0,00375%, 0,0019% und 0,0009%

Durchfiihrung (97-94):

Nach Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau werden 1,28 x 10° HL-60-Zellen in
einem 15-ml-Falkonr6hrchen mit 600 G 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Nach Entfernung des FCS-haltigen Uberstandes, Resuspension in 8 ml DCFH-DA
Anwendungslésung (10 uM) und Mischung mit dem Vortex inkubiert das DCFH-DA

Martin Radermacher Eberhard Karls Universitét Tiibingen XI



Inaugural-Dissertation Einfluss von N-Acetylcystein auf Granulo- und Monozyten wahrend Frakturheilung
bei alten Patienten mit Bruch der langen Réhrenknochen

fiir 30 min im Inkubator bei gedftnetem Gefd3. Zur Beendigung der Inkubation wird
wie oben zentrifugiert, der Uberstand entfernt, 13 ml DPBS dazugegeben, gut
gemischt, abermals zentrifugiert und in 4 ml DPBS resuspendiert. Eine 96-Well-Platte
wird entsprechend Tabelle 24 aus Appendix-Kapitel 1.4 ohne THP-1-Zellen (hellgrau)
und anstelle des ,,Medium++“ mit DPBS als Tragersubstanz der H,O,-Losungen bzw.
HL-60-Zell-Losungen belegt, wobei hierbei die 1:2 Verdlinnungsreihe der H,O,-
Konzentration nicht von 0,6% sondern von 0,06% ausgeht. Zuerst werden anders als
in 2.6.2 die 50 ul Zell-Losungen pro Well ausgebracht und danach je Well 50 pul der
entsprechenden H,O,-Losungen (dadurch z.B. 0,06% => 0,03% H,0,) hinzupipettiert.
In 5-miniitigen Intervallen wird nun unmittelbar die Fluoreszenz bei ex/em = 485/520
nm mittels Plate Reader gemessen. Zur Vermeidung moglicher Messfehler aus
Griinden der Lichtempfindlichkeit von DCFH-DA wird bei gesamter Durchfiihrung

moglichst unter dunklen Lichtverhiltnissen gearbeitet.

Auswertung:

Die gemessene Fluoreszenz wird direkt proportional zu der im Well enthaltenen
Menge der intrazellulir gebildeten ROS angenommen. In Excel Microsoft 2010
werden die gemittelten Leerwerte jeweils von den Quadruplikaten der Proben
abgezogen und in der graphischen Darstellung und statistischen Auswertung mittels
der Software GraphPadPrism werden H;0,-Konzentration auf der X- und
Fluoreszenzintensitdt auf der Y-Achse gegeneinander aufgetragen. Nach 20 min (5.
Intervall) ist die gemessene Fluoreszenzintensitdt der HL-60-Zellen in 0,03%-igen
H,0,-Milieu deutlich messbar und von dieser unter nidchsthOherer bzw. -tieferer

Konzentrationsbedingung signifikant abgrenzbar.

Ergebnis:

Bei einer H,O,-Milieukonzentration von 0,03% grenzte sich der gut messbare
Messwert zelluldr umgesetzten ROS signifikant von dem unter halber bzw. doppelter
Konzentration entstandenen Level ab (4bb. 28). Aufgrund schnellerer Kultivierbarkeit
der HL-60-Zellen gegeniiber der THP-1-Zellen wurde bis zur Entwicklung komplexer
Versuchssettings von der zusitzlichen Testung des Verhaltens der THP-1-Zellen

abgesehen.
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ROS-Produktionsraten von HL-60-Progenitorzellen

- *kk

< 600 " anhand photometrisch gemessenen fluoreszenten
= 500 DCF-Levels unter Einfluss von 0,0075, 0,015, 0,03
o und 0,06%-igem H,0,-Milieu nach 20 Minuten. Die
g400— T - 1 Kinetikmessung der ROS-Produktionslevel im 5-
s 300- il Minuten-Intervall zeigt sich nach 20 min am

g . v . .
3 = optimalsten, da der Sittigungsbereich noch nicht
S 200+ erreicht ist. Signifikanztestung mittels Kruskal-
('/l-) 100 == == Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test;
8 - ’%‘ **% p < 0.001 (ROS-Produktion in 0,03%-igem
0 . . . . H,0,-Milieu im Vergleich zur Kontrolle, zu unter
@ & N & © 0,015% H,0, sowie zu unter 0,06% H,0,). Die
(\‘\0 QQQ NS R o Daten sind als Mittelwerte = Standardabweichung
© von je drei seperat kultivierten HL-60- bzw. THP-1-

H,O,-Konzentration in [%] Zelllinien pro Bedingung angegeben. (N=3, n=4)

Abbildung 28: ROS-Produktionsraten von HL-60-Progenitorzellen in differentem H,O,-Milieu nach 20 min

1.8 Details Kapitel 2.8.3: Analyse intrazelluléirer ROS der aus Spendervollblut
isolierten Granulo-/Monozyten ohne/mit NAC ohne/mit H,O,

Stammldsungen mit insg. 6 Bedingungen (Volumen reicht fiir 2 Spender):

3,0-mM-NAC-Losung: 8 mg NAC + 20 ml DPBS
1,5-mM-NAC-L6sung: 6 ml 3,0-mM-NAC-Losung + 6 ml DPBS
0,0-mM-NAC-Losung: 12 ml DPBS

3,0-mM-NAC mit 0,06%-H,0:: 7 ml 3,0-mM-NAC-Ldsung + 21 pl 30% H,O,
1,5-mM-NAC mit 0,06%-H,0,: 6 ml 1,5-mM-NAC-Ldsung + 18 pl 30% H,O,
0,0-mM-NAC mit 0,06%-H,0:: 12 ml DPBS + 36 ul 30% H,0,

1.9 Details Kapitel 2.11: Analyse des intrazelluliiren Gesamt-GSH-Gehaltes von
HL-60- bzw. THP-1-Zellen

Versuchsspezifische Losungen:

NAC-,,Medium++“-Losung (0,0 mM, 0,5 mM bzw. 1,0 mM in ,,Medium++*):
1,0 mM-NAC-L6sung: 0,005 g NAC + 30675 pl ,,Medium++*

0,5 mM-NAC-Losung: 2500 pl 1,0 mM-NAC-Lésung + 2500 pl ,Medium++*
0,0 mM-NAC-L6sung: pures ,,Medium++*

2 Einfluss NAC auf HL-60- und THP-1-Progenitorzellen

Alles in allem stellte sich die Verwendung der HL-60- und THP-1-Zellinien zur
Entwicklung eines reibungslosen Versuchssetting der zu untersuchenden aus
Spendervollblut isolierten humanen Granulo-/Monozyten als sinnvoll heraus. Die

Tatsache, dass diese sich in threm Vermodgen zur Replizierbarkeit grundsétzlich von
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den ausdifferenzierten Spenderzellen unterscheiden, kann aufgrund des kurzen
Versuchszeitraums von Stunden vernachlissigt werden. So stellten sich die an diesen
Progenitorzellinien gefundenen Dosen von 0,5 mM und 1 mM NAC sowie eine
Coinkubation von NAC bei zusétzlicher kiinstlicher oxidativer Stressung in
Umgebungsmilieu mit 0,03%-igen Anteil an H,O, auch bei den Spenderzellen als
optimal heraus, um im Sinne der Fragestellung dieser Arbeit den Einfluss dieses
Medikamentes auf diese Zellen gut zeigen zu konnen. Isoliertechnisch lieBen sich die
humanen Granulo- und Monozyten zwar nicht getrennt betrachten, der deutlich hdhere
Anteil der neutrophilen Granulozyten konnte in der Diskussion der Ergebnisse jedoch
in Beriicksichtigung der Blutentnahmezeitpunkte nach Trauma als maBgeblich
betrachtet werden. Daher konnte auch die in den Vorversuchen festgestellte verglichen
mit den HL-60-Zellen als Stellvertreter der Neutrophilen tendenziell empfindlichere
Reaktion der THP-1-Zellen als Stellvertreter der Monozyten auf einwirkende Einfliisse
in den Hauptversuchen mit den Spenderzellen vernachléssigt werden. Es ergaben sich
Hinweise auf den in der Literatur beschriebenen GSH-steigernden intrazelluldren
Einfluss von NAC sowohl auf die HL-60- wie auch auf die THP-1-Zellen, was u.a.
auch die gefundenen Hinweise auf einen antioxidativen Einfluss dieses Medikamentes

auf untersuchte humane Granulo-/Monozyten erklidren konnte (74).

2.1 Analyse Dosis-Wirkungsspektrums von NAC auf mitochondriale
Umsatzaktivitit

Zur Ermittlung einer fiir die Versuche mit humanen Granulo-/Monozyten zu
verwendenden optimalen NAC-Konzentration wurde das Dosis-Wirkungsspektrum
von NAC auf die mitochondriale Umsatzaktivitdit von HL-60-/THP-1-Zellen als
Hinweis auf deren Zellviabilitdt hin untersucht. Zur Feststellung einer moglichen pH-
Wert bedingten Toxizitdt von NAC auf diese Zellen wurden diese zunédchst mit einer
relativ hohen NAC-Konzentration von maximal 250 mM inkubiert. Weitere NAC-
Konzentrationsmilieus wurden im Sinne einer 1:2 Verdiinnungsreihe bis minimal 0,25
mM geschaffen um die grobe Toxizitdtsgrenze herauszufinden. Der mitochondriale
Reduktionsumsatz wurde hierbei wie in Kapitel 2.6 beschrieben photometrisch
bestimmt. Beide Zellarten wiesen in einem Umgebungsmilieu mit einer NAC-

Konzentration von > 30 mM keine mitochondriale Umsatzaktivitét auf (4bb. 29).
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Abbildung 29a: Dosis-Wirkungsspektrum NAC auf mitochondriale Aktivitit von HL-60-/THP-1-Zellen nach
1 Tag
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Abbildung 29b: Dosis-Wirkungsspektrum NAC auf mitochondriale Aktivitit von HL-60-/THP-1-Zellen
nach 2 Tagen

Abbildung 29a/b: Dosis-Wirkungsspektrum NAC auf mitochondriale Aktivitit von HL-60-/THP-1-Zellen

Mitochondriale Aktivitit von HL-60- und THP-1-Progenitorzellen anhand gemessenen umgesetzten
fluoreszenten Resorufins als moglicher Hinweis auf deren Uberlebensrate. Aufgrund ihrer Replizierbarkeit
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als Progenitorzellen ist aufgrund ihrer hoheren Zellzahl die im Vergleich zu Tag 1 hohere Stoffwechselrate
an Tag 2 erklirbar. Die Stoffwechselleistung von THP-1-Zellen an Tag 2 fillt moglicherweise geringer aus,
da sie sich wie in Tsuchiya et al. 1980/Gallagher et al. 1979 beschrieben und wie anhand von Zellzihlungen
im Laufe der Kultivierung der Zellen bestitigt langsamer replizieren als die HL-60-Zellen (4, 5). Die Daten
sind als Mittelwerte + Standardfehler von je drei seperat kultivierten HL-60- bzw. THP-1-Zelllinien pro
Bedingung angegeben. (N=3, n=3)

Wihrend die mitochondriale Reduktionsleistung beider Zellarten nach 24 h unter 16
mM NAC verglichen mit der Kontrollgruppe klar hoher lag, zeigte sich nach 48 h
verglichen mit der Kontrollgruppe bei den HL-60-Zellen eine kaum hohere bei den
THP-1-Zellen sogar eine geringere Reduktionsrate. Die Differenz der
Reduktionsleistungen beider Zelltypen von Kontrollgruppe zu den restlichen NAC-
Konzentrationsbedingungen zeigte sich hingegen nach 48 h verglichen mit denen am
Vortag kaum verdndert. NAC schien auflerdem ab einer Konzentration von 4 mM bei
beiden Zellarten nach 24 h insgesamt eine hohere mitochondriale Umsatzaktivitdt zu
bewirken, wobei hierbei diese der THP-1-Zellen bei 4 — 16 mM geringer als bei den
HL-60-Zellen ausfiel.

Herstellerangaben in der ,,Roten Liste 2014* empfehlen eine maximale Tagesdosis
von 600 mg NAC, wihrend wie in Aitio 2006 beschrieben in Studien auch Dosen von
bis zu 18 g taglich zum Einsatz kamen (/30, 1317). Eine einmalige orale Gabe von 600
mg NAC fiihrt laut Allegra et al. 2002 im menschlichen Organismus nach First-Pass-
Effekt der Leber zu einem Blutserumpeak von 16 umol/l was bei einer molaren Masse
von 163,2 g/mol (Herstellerangaben Firma Carl Roth) einer NAC-Konzentration von
0,016 mM entspriache (132, 178). Bei einer doppelten oralen Dosis von 1200 mg lésst
sich auf gleiche Weise die Konzentration von 0,035 mM errechnen. Nun wurde in
weiteren Versuchen {iiber sieben Tage der Einfluss von NAC in einer 1:2
Konzentrationsverdiinnungsreihe von 1 mM bis hinunter zu 0,016 mM auf beide
Zelltypen getestet. Dieser Konzentrationsbereich deckte den wie oben

beschrieben maximal erreichbaren Blutserumpeak von 0,016 mM bei oraler NAC-
Einnahme von 600 mg bis hin zum maximal erreichbaren Serumkonzentrationsspiegel
von 1 mM NAC (angenommene 6 Litern Gesamtblutvolumen) bei intravendser Gabe
von 1200 mg NAC ab.

Uberpriift wurde die mitochondriale Umsatzaktivitit der HL-60-/THP-1-Zellen jeweils
nach einem, zwei, vier und sieben Tagen. Im Zeitraum von sieben Tagen zeigte sich

kein nennenswerter negativer Einfluss von NAC auf die Zellviabilitit (4bb. 30).
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Abbildung 30a: Mitochondriale Aktivitit von HL-60-Progenitorzellen unter NAC im Verlauf einer Woche
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Abbildung 30b: Mitochondriale Aktivitit von THP-1-Progenitorzellen unter NAC im Verlauf einer Woche

Abbildung 30a/b: Mitochondriale Aktivitiit von HL-60-/THP-1-Progenitorzellen unter NAC im Verlauf einer
Woche

Mitochondriale Aktivitit von HL-60- und THP-1-Progenitorzellen unter Einfluss von 0,031, 0,063, 0,125,
0,25, 0,5 und 1,0 mM NAC anhand photometrisch gemessenen umgesetzten fluoreszenten Resorufins als
moglicher Hinweis auf deren Uberlebensrate. Die grofie Varianz des Stoffwechselumsatzes und somit der
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Uberlebensrate der THP-1- und HL-60-Zellen nach 7 Tagen unter 1,0 mM NAC koénnte aus einem
Randeffekt durch Verdunstung auf der 96-Well-Platte resultiert sein, wie er an Tag vier noch nicht so
deutlich zu beobachten ist. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von je drei seperat kultivierten
HL-60- bzw. THP-1-Zelllinien pro Bedingung angegeben. (N=3, n=3)

Dieser wichtige Erkenntnisgewinn war Voraussetzung, um auszuschlieBen, dass NAC
an sich schon beispielsweise einen wie in Fitri et al. 2011 beschrieben prooxidativen
und somit moglichen toxischen Charakter bei betrachteten Immunzellen aufwies
(179). In einem néchsten Schritt wurde die Wirkung des oxidativen Radikals H,O, auf
diese Zellen untersucht, da dieses als wichtiger Faktor bei der zelluldren Produktion
zelltoxischer reaktiver Sauerstoffspezies im menschlichen Organismus in den weiteren
Versuchen als aggressiver oxidativer Stressor dienen sollte (/80). Ein moglicher
versuchsbedingter Randeffekt durch Verdunstung auf die HL-60- bzw. THP-1-Zellen
wird in der Legende zur Abbildung 29 ndher erldutert. Da folgende Versuche mit den
Spenderzellen keinen Zeitraum von sieben Tagen in Anspruch nehmen sollte, konnte

dieser Effekt vernachldssigt werden.

2.2 Einfluss NAC-Applikation pria, co und post Induktion von oxidativem
Stress bzgl. mitochondrialer Umsatzaktivitit und intrazellulirer ROS-
Produktion

Entsprechend einer Simulation verschiedener moglicher NAC-Gabezeitpunkte in der
Klinik (in diesem Falle: 2 h nach Bruch des Knochens bei Patientenautnahme, 24 h
vor operativer Knochenreposition sowie wiahrend des Operationsgeschehens) soll im
folgenden komplexen Versuchsablauf der Einfluss von NAC prd, co und post
kiinstlicher Induktion von oxidativem Stress (H,O,) in vitro bzgl. mitochondrialer
Umsatzaktivitidt und intrazelluldarer ROS-Produktion der getesteten HL-60- und THP-
1-Zellen tberpriift werden. Dazu kommen die in Material- und Methoden
beschriebenen Resazurin- bzw. DCFH-DA-Verfahren zum Einsatz. Fiir die Simulation
zweimaligen oxidativen Stressgeschehens im Zuge von Trauma und Operation werden
die Zellen zweimalig mit H,O, gestresst. Das Prozedere ist fiir HL-60- sowie THP-1-
Zellen analog durchgefiihrt worden.

Durchfiihrung:
Abbildung 31 zeigt vereinfacht zur Veranschaulichung den durchgefiihrten

Versuchsaufbau in Form eines Flussdiagramms.
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Abbildung 31: Flussdiagramm Versuchsablauf NAC-Applikation pri, co und post Induktion von oxidativem
Stress

Versuchsablauf einer Simulation verschiedener méglicher NAC-Gabezeitpunkte bzgl. Knochenfraktur- bzw.
Operationsgeschehen in der Klinik: Zur Simulation der mit den Traumata , Fraktur“ und ,,Operation*
verbundenen Erhohung systemischer oxidativer Belastung der Immunzellen akuter Immunabwehr sind HL-
60- und THP-1-Zellen in 0,03%-igem H,0,-Milieu kiinstlich oxidativ gestresst worden. In einem komplexen
Versuchsablauf wurde der Einfluss von NAC pri, co und post kiinstlicher Induktion dieses kiinstlichen
oxidativen Stresses in vitro bzgl. mitochondrialer Umsatzaktivitit und intrazelluléirer ROS-Produktion auf
HL-60- und THP-1-Zellen iiberpriift.

Bei einigen Versuchen mussten die 96-Well-Platten zentrifugiert werden. Dazu
wurden 96-Well-Platten mit V-formigen anstelle von flachen Wellboden genutzt, um
den Uberstand nach Zentrifugation abpipettieren zu konnen. Bei der Programmwahl
der Plate Reader Messung wurde diese andere Wellform beriicksichtigt (,,v-formig®,
,Lbottom optic®). Zur Vermeidung moglicher Messfehler aus Griinden der
Lichtempfindlichkeit von DCFH-DA wurden die Versuche zur ROS-Bestimmung
unter dunklen Lichtverhidltnissen durchgefiihrt. Die Zellzahlen sind mittels
Trypanblau-Methode bestimmt worden (2000 Zellen/Well fir ROS-Messungen und
64.000 Zellen/Well fiir Resazurin-Messungen). Zur Uberpriifung der Replizierbarkeit

sind alle Versuche dreimalig durchgefiihrt worden.

Auswertung:

Die gemessene Fluoreszenz wurde direkt proportional zu der im Well enthaltenen
Menge des mitochondrialen Umsatzes an Resazurin als Marker fiir das Zelliiberleben
bzw. der intrazelluldr gebildeten ROS angenommen. In Excel Microsoft 2010 wurden
die gemittelten Leerwerte jeweils von den gemittelten Probenwerten abgezogen. Bei
der prozentualen Normierung der mitochondrialen Umsatzaktivitdt dienten jeweils die
Werte unter 0,0 mM NAC und ohne H,O, Stressung (= unbehandelte Zellen) als 100%
Bezug. Bei der prozentualen Normierung der intrazelluliren ROS-Produktion dienten
jeweils die Werte unter 0,0 mM NAC und in 0,03%-igem H,0,-Milieu als 100%

Bezug, da unter diesen die hochste Produktion an ROS zu erwarten war.
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2.2.1 Ergebnis: Einfluss NAC auf Zellviabilitiit bei oxidativem Stress

Um folgende Analysen zu verstehen wird hier kurz die Idee hinter den verschiedenen
Zeitpunkten der oxidativen Stressung der Zellen im Bezug auf den
Behandlungszeitpunkt mit NAC beschrieben:

Kommt der Patient nach Knochenbruchgeschehen in die Notaufnahme, kann im
Rahmen einer klinischen Wirksamkeitsstudie frithstens bei Aufnahme erstmalig 600
mg bzw. 1200 mg NAC zur Testung oral bzw. intravends verabreicht werden. In
diesem préklinischen Versuch wurde dieser klinische Sachverhalt simuliert: Nach
Stopp einer zweistlindigen Inkubation in 0,03%-igen H,O,-Milieu (= oxidativer Stress
als Simulation des Bruchs eines langen Rohrenknochens wihrend der Zeit eines lange
andauernden Anfahrtsweges zur Klinik) wurden die HL-60-Zellen (= stellvertretend
fir humane Granulozyten) bzw. die THP-1-Zellen (= stellvertretend fiir humane
Monozyten/Makrophagen) mit 1200 mg NAC behandelt (entsprechend folgender hier
aufgefiihrten Applikationsformen: oral => 0,04 mM, intravendés => 0,15 mM und
maximaler aber unrealistischer Serumpeak => 1,2 mM). In der Klinik ist also nach
Fraktur nur eine Post-Inkubation mit NAC moglich (im Versuch 2 h nach H,O,-
Stressung). Hierbei bewirkte keine der eingesetzten NAC-Konzentrationen eine
verglichen mit der unbehandelten Bedingung hohere mitochondriale Aktivitdt der HL-
60-Zellen (4bb. 32a) bzw. THP-1-Zellen (Abb. 32b) nach einem Tag. Ein moglicher
Hinweis auf einen positiven Effekt auf das Zelliiberleben durch Post-Inkubation mit
NAC bietet sich folglich nicht.

Muss besagter Patient nun zur Reposition der Fraktur operiert werden, stellt dies” ein
zweites Stressgeschehen dar. Diesem konnte zur antioxidativen Protektion der akuten
Immunabwehr hypothetisch sowohl prophylaktisch vor (= Pra-Inkubation mit NAC 24
h vor H,0,-Gabe im Versuch), als auch therapeutisch wihrend der Operation (= Co-
Inkubation mit NAC und H,O; im Versuch) beispielsweise in Form einer i.v. Infusion
entgegnet werden. Auch bei Prd- und Co-Inkubation mit NAC zeigte sich verglichen
mit der unbehandelten Bedingung nach einem Tag keine hdhere mitochondriale
Umsatzaktivitit als mdglicher Hinweis auf einen positiven Effekt auf das Uberleben

der HL-60- (A4bb. 32a) bzw. THP-1-Zellen (4bb. 32b).
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Abbildung 32a: Einfluss von NAC auf mitochondriale Umsatzaktivitiit oxidativ un-/gestresster HL-60-Zellen
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Abbildung 32b: Einfluss NAC auf mitochondriale Umsatzaktivitiit oxidativ un-/gestresster THP-1-Zellen

Abbildung 32a/b: Einfluss von NAC auf mitochondriale Umsatzaktivitit oxidativ un-/gestresster HL-60-
/THP-1-Zellen

Mitochondiale Umsatzaktivitit anhand photometrisch gemessenen fluoreszenten Resorufins als moglicher
Hinweis auf die Uberlebensraten untersuchter HL-60- bzw. THP-1-Zellen unter 0,0, 0,04, 0,15 und 1,2 mM
NAC 24 h vor, zusammen mit sowie 2 h nach oxidativer Stressung in 0,03%-igem H,0,-Milieu. Zellzihlung
mittels Trypanblau. Unbehandelte ungestresste Kontrollzellgruppe dient als 100%-Bezug. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardfehler von je drei seperat kultivierten HL-60- bzw. THP-1-Zelllinien pro Bedingung
angegeben (N=3, n=4).

Die in vitro Simulation sowohl eines Fraktur- als auch eines Operationsgeschehens
innerhalb eines Versuchssettings gestaltete sich sehr kompliziert und fithrte aufgrund
haufiger Wasch- und Resuspensationsschritten zu Ergebnissen, die nicht
zufriedenstellend waren. Simuliert werden sollte hier eine 24 h nach Knochenbruch
erfolgende Operation, da wenn moglich eine frithzeitige Operation nach Trauma ein
besseres Outcome fiir den Patienten mit sich bringt (/87). Im Falle dieses

praklinischen Versuches hieB3 dies: 24 Stunden nach Stopp der ersten erfolgte eine
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zweite Inkubation mit H,O,. Wéhrend dieser zweiten Inkubation erfolgte eine Co-
Behandlung mit den hier aufgefiihrtem 0,04, 0,15 und 1,2 mM NAC (= Simulation
Behandlung wihrend OP). Bei der Uberpriifung der Uberlebensrate lagen keine
verwertbaren Ergebnisse vor, da 24 h nach erstmaliger Stressung mit H>O, kein
Resazurinumsatz mehr messbar war (4bb. 33), was auf den Untergang der oxidativ
gestressten Zellen schlieBen lieB. Von dieser Versuchskonstellation wurde aufgrund
dieser Fehleranfilligkeit bei der Untersuchung der THP-1-Zellen sowie der
Immunzellen aus Spenderblut abgesehen. Die ROS-Produktion unter diesen

Versuchsbedingungen wurde ebenfalls aufgrund der Fehleranfilligkeit nicht

durchgefiihrt.
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Abbildung 33: Einfluss NAC auf die mitochondriale Aktivitit zweimalig mit H,O, gestresster HL-60-Zellen

Mitochondiale Umsatzaktivitit anhand photometrisch gemessenen fluoreszenten Resorufins als moglicher
Hinweis auf die Uberlebensraten untersuchter HL-60- bzw. THP-1-Zellen unter 0,0, 0,04, 0,15 und 1,2 mM
NAC. Zellzihlung mittels Trypanblau. H,O,-Inkubationen am 1. Tag wurden nach 30 min durch PBS-
Waschung beendet. NAC wurde am 2. Tag nach 24 h hinzugegeben.Unbehandelte ungestresste
Kontrollzellgruppe dient als 100%-Bezug. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von je drei
seperat kultivierten HL-60- bzw. THP-1-Zelllinien pro Bedingung angegeben (N=3, n=2).

2.2.2 Ergebnis: Einfluss NAC auf zellulire ROS-Produktionsrate bei
oxidativem Stress

Das Verhalten der Zellen hinsichtlich ihrer ROS-Produktion als akute Reaktion auf
den kiinstlich induzierten oxidativen Stressor H,O, zeigte hingegen eine
Herunterregulierung des zelltoxischen ROS-Spiegels unter NAC (4bb. 34a/b). Hierbei
bewirkte eine Co-Inkubation von 1,2 mM NAC sowohl bei den HL-60-Zellen
(***p<0,001) wie auch bei den THP-1-Zellen (*p<0,05) eine signifikante Regulierung
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Abbildung 34a: Einfluss von NAC auf intrazelluliire ROS-Produktionsmenge H,0,-gestresster HL-60-Zellen
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Abbildung 34b: Einfluss von NAC auf intrazellulire ROS-Produktionsmenge H,0,-gestresster THP-1-
Zellen

Abbildung 34a/b: Einfluss von NAC auf intrazelluliire ROS-Produktionsmenge H,0,-gestresster HL-60-
/THP-1-Zellen

Intrazelluliire ROS-Produktionsmenge oxidativ gestresster HL-60- bzw. THP-1-Zellen anhand gemessenen
fluoreszenten DCF-Levels unter 0,0, 0,04, 0,15 und 1,2 mM NAC 24 h vor sowie zusammen mit der
oxidativen Stressung in 0,03%-igem H,0,-Milieu. Zellzihlung mittels Trypanblau. Mit oxidativ gestresste
Zellgruppe ohne NAC dient als 100%-Bezug. Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis Test und Dunn’s
Multiple Comparison Test; **p<0,01 und *** p < 0.001 (ROS-Produktion unter 1,2 mM im Vergleich zur
Kontrolle). Die Daten sind als Mittelwerte = Standardfehler von je drei seperat kultivierten HL-60- bzw.
THP-1-Zelllinien pro Bedingung angegeben (N=3, n=4).

der zelluliren ROS-Produktionsrate nach unten. Diese Herunterregulierung zeigte sich
auch nach Pri-Inkubation, hierbei jedoch nur tendenziell. AuBBerdem lie sich bei den
pra-inkubierten oxidativ ungestressten HL-60-/THP-1-Zellen nach 24 h ein verglichen
mit den co-inkubierten Zellen héheres intrazellulares ROS-Level feststellen, welches
tendenziell mit steigender NAC-Konzentration geringer ausfiel. Die Post-Inkubation
mit NAC konnte methodisch bedingt nicht iiberpriift werden.

Da lediglich die Co-Inkubation von NAC bei H,0,-Stressung eine signifikante
Herunterregulierung der zelluldren ROS-Produktion seitens der HL-60- bzw. der THP-

1-Zellen bewirkte und beziiglich der Messung der mitochondrialen Umsatzaktivitat
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verwertbare Ergebnisse erbrachte, wurde dieser Inkubationszeitpunkt auch in den

folgenden Versuchssettings mit den aus Spenderblut isolierten humanen Granulo-

/Monozyten genutzt.
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