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5 Einleitung
5.1 Die neonatale Sepsis

Nach wie vor ist die neonatale Sepsis ein Hauptgrund flr neonatale Morbiditat und
Mortalitat vorwiegend in low and middle income countries (LMIC), aber auch in
Landern der westlichen Weltl? 3. Besonders betroffen sind Friihgeborene (Geburt vor
der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche), hierbei korreliert unter anderem das
Gestationsalter und Geburtsgewicht umgekehrt proportional mit der Inzidenz
neonataler Infektionenl®l. Eine uneinheitliche Definition der neonatalen Sepsis und
ihrer Schweregrade erschwert die Zusammenfassung von Studienergebnissen und

Therapieansatzen!4l,

Die Folgen der mit einer Sepsis einhergehenden Inflammation kdnnen verschiedene
Organsysteme beeintrachtigen und Langzeitschaden hinterlassen!>71, im schlimmsten

Falle auch tddlich endenl!: 8,

Man unterscheidet zwischen einer Sepsis, die intrauterin erworben wurde und bis zu
72 Stunden nach Geburt beginnt, Early-Onset Sepsis (EOS), und einer erst nach der
Geburt erworbenen Sepsis, der Late-Onset Sepsis (LOS), die meist mit Beginn nach
dem 3. Lebenstag definiert wird. Haufigster Erreger der LOS sind Gruppe B
Streptokokken (GBS) wahrend EOS am haufigsten durch Escherichia coli (E.coli)
hervorgerufen wird®l. Wahrend Gruppe B Streptokokken etwas haufiger in den
Blutkulturen von Reifgeborenen nachgewiesen werden konnten, fanden sich
Infektionen mit E.coli haufiger bei Frihgeborenen, besonders bei Very Low Birth
Weight Infants (VLBW), und fihrten zudem zu langeren Krankenhausaufenthalten und

héheren Mortalitatsraten®-111,

5.2 Das neonatale Immunsystem

Das Immunsystem des Fetus intrauterin bzw. von Frihgeborenen ist, anders als spater
im adulten Zustand, weniger in der Lage proinflammatorische Signale auszusenden
(Zytokin-Produktion, T-Zell-Aktivierung etc.) und wirkt in Richtung einer
Immunsuppression, was teilweise als ,unreif* bezeichnet wurdel'?>4. Die weitgehende

Suppression der proinflammatorischen Immunantwort dient wahrend der
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Schwangerschaft der Gewahrleistung der feto-maternalen Toleranz!'®l, das heil’t zur
Pravention der AbstoRung des semiallogenen Organismus!'®l. Postnatal in der
Neugeborenenperiode wird die Kolonisation mit Kommensalen, die die Mikrobiom-
Entwicklung unterstutzt, durch die Suppression einer proinflammatorischen Antwort
ermoglicht. Die immense Flut an Pathogenen und fremden Antigenen in den ersten
Lebenstagen stellt das neonatale Immunsystem vor besondere Herausforderungen,
was die Notwendigkeit einer andersartigen Immunantwort als beim Erwachsenen
begrindet. Dennoch ist das neonatale Immunsystem in der Lage auf entsprechende
Stimuli mit einer proinflammatorischen Antwort zu reagieren!'], zum Teil
UberschielRend oder anhaltend, was die erheblichen Folgeschaden neonataler

Infektionen mitbegriindet!18-20],

Die Erregerabwehr, die intrauterin nachrangig ist, da der muitterliche Organismus diese
Aufgabe weitestgehend Ubernimmt, wird jedoch unmittelbar unter und nach der Geburt
von Bedeutung, obwohl die Kolonisation ebenfalls in diese Phase fallt. Welche
Mechanismen hierbei zu einer ,Umprogrammierung” der Immunreaktion beitragen, ist
bislang ungeklart. Ein moglicher Trigger stellt der plotzliche Anstieg des
Sauerstoffpartialdruckes im Blut dar, der intrauterin dauerhaft zwischen geschatzten
26-28 mmHg pO2 im linken und 20-22 mmHg pOz2 im rechten Ventrikel liegt?!l, mit dem
ersten eigenen Atemzug des Kindes dann rasch auf Werte von 70-80 mmHg pO:2

innerhalb der ersten 10 Lebensminuten ansteigt!??l.

5.3 Hypoxie-induzierbarer-Faktor - 1-alpha (HIF-1a)

Die Wahrnehmung (,sensing“) des Sauerstoffangebots ist ein elementarer Prozess auf
zellularer Ebene. Eines der wichtigsten Systeme des ,oxygen sensings® ist der
Transkriptionsfaktor ,hypoxia inducible factor (HIF, Hypoxie-induzierbarer Faktor).
Seine alpha- wie beta-Untereinheit wird auf niedrigem Niveau konstitutiv exprimiert?3],
wobei heute bekannt ist, dass sowohl die Transkription der beta-Untereinheit?¥! als

auch der alpha-Untereinheit sauerstoffabhangig variieren!?°l,

In Normoxie wird die HIF-1a-Untereinheit durch eisenabhangig sauerstoffsensible
Prolylhydroxylasen (PHDs) an den Prolylresten Pro402 und Pro564126. 271 hydroxyliert.
Von-Hippel-Lindau-Tumor-Suppressor-Protein  (pVHL) ubiquitiniert das Protein

daraufhin, was zum Abbau der HIF-1a-Untereinheit im Proteasom fuhrt!26 281, Somit
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kann HIF-1a nicht mit der B-Untereinheit dimerisieren und wird damit nicht
funktionsfahig. In Hypoxie werden die sauerstoffsensiblen Prolylhydroxylasen inaktiv
und die HIF-1a-Untereinheit nicht mehr abgebaut. Reicht das Sauerstoffangebot einer
Zelle ihren Anforderungen nicht aus, tritt also Hypoxie ein, kann die alpha-Untereinheit
von HIF, die Helix-Loop-Helix Untereinheit eines Proteins, mit der B-Untereinheit
heterodimerisieren!?® und mit weiteren modulierenden Co-Faktoren wie p300/CBP!30
als wichtiger Transkriptionsfaktor in allen Saugetierzellen®'l im Zellkern an Genen

Einfluss nehmen, die im Promoter das ,Hypoxia-response element‘ (HRE) besitzen[32].

Eine andere sauerstoffkonzentrationsabhangige Regulation erfolgt Uber das
sogenannte ,Factor inhibiting HIF* (FIH), eine Asparaginyl-Hydroxylase. Diese
hydroxyliert HIF-1a am Asparaginylrest Asn803 und unterbindet damit die Bindung von
p300, einem Cofaktor des HIF-Transkriptionsfaktors, sodass die Transkriptionsaktivitat

beeinflusst wird27: 331,

Zudem gibt es weitere nicht sauerstoffkonzentrationsabhangige
Regulationsmechanismenl4, Unter Wachstumshormonen wird HIF-1a stabilisiert!3%],
unter geringer Glucose-Konzentration[3®! sowie erhdhtem Lactat-/Pyruvat-Spiegel wird

HIF-1a in der Zelle akkumuliert®7],

Die HIF-1B -Untereinheit (auch bekannt als Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator (ARNT)) wird in gewissen Tumorzelllinien ebenfalls sauerstoffabhangig
exprimiert und kann noch mit anderen als mit der alpha-Untereinheit dimerisieren.?4
Es ist zudem zu erwahnen, dass noch zwei weitere HIF-alpha-Untereinheiten bekannt
sind, HIF-2a, die der HIF-1a Untereinheit sehr ahnelt, sowie die am wenigsten

bekannte und starker differente HIF-3a-Untereinheit!34].

Als Transkriptionsfaktor hat der Hypoxia-inducible factor (HIF) eine zentrale Rolle in
der Steuerung des Metabolismus, der Funktion und des Uberlebens der Zelle, weshalb
HIF Gber mehrere Wege gesteuert wird®4. Wie wichtig HIF als Regulator in der Zelle
ist, wird mitunter darin deutlich, dass die Untereinheiten von HIF quasi konstitutiv auch
in Normoxie in geringem MaRe exprimiert werdenl?3 2%l die Zelle also einen hohen
Energieaufwand in Kauf nimmt, obwohl in normoxischen Verhaltnissen die a-
Untereinheit sofort wieder abgebaut wird, die Zelle aber so umgehend auf HIF-

initiierende Stimuli reagieren kann.
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Zu den mannigfaltigen direkten und indirekten Zielgenen von HIF (schon 2005 dber
100 bekannte direkte Zielgenel®*) gehoren bislang bekanntermaRen Gene, die auf
Hypoxie, physiologisch ausgelost durch beispielsweise Anamie, reduzierte
Sauerstoffkonzentration in der Hohe, Entwicklung, Wundheilung oder pathologisch
durch Tumorwachstuml?’l, reagieren, indem sie je nach Zellart unterschiedliche
Anpassungen einleiten. Das sind unter anderem Gene, die die oxidative
Phosphorylierung der Zellatmung in den Mitochondrien hemmen und die anaerobe
Glykolyse im Zytoplasma fordern, zugleich flr einen vermehrten Transport der
anfallenden sauren Valenzen aus der Zelle sorgen, Erythropoietin zur Produktion von
Erythrozyten produzieren oder Vascular endothelial growth factor (VEGF) initiieren,
um verbesserte Oxygenierungsverhaltnisse durch vermehrte Vaskularisierung zu
erreichen': 3%, Auch HIF-1a selbst hat im Promoter ein HRE®?, wird aber auch durch
andere Transkriptionsfaktoren beeinflusst wie beispielsweise NF-kB (Nuclear factor-
kappa B), der mit p50 und p65 im HIF-1a-Promoter bindet!?! und die Transkription von
HIF-1a in Hypoxie (Hypoxie aktiviert Gber den PI3K-Signalweg NF-kB innerhalb von
30 Minuten!?) und Inflammation fordert*!l, wohingegen HIF-1a die NF-kB-Aktivitat

einschranken kann42l,

Die Regulation von HIF scheint zellspezifisch zu differieren, so akkumulierten Zellen
einer humanen Endothelzelllinie (HMEC-1) nach 3 Stunden am meisten HIF-1a0-
Protein auf Hypoxie (1,5% O2) wohingegen die HIF-1a-mRNA-Level zunachst
gleichblieben und ab etwa 3 Stunden bis 24 Stunden anhaltender Hypoxie
abnahmenl#3l. Ratten-Retinazellen exprimierten ab 30 Minuten bis 3 Stunden Hypoxie
(6-7% Oz2) zunehmend HIF-1a-Protein ohne Anderung des HIF-1a-mRNA-Gehalts*4l.
Glatte Muskelzellen der Pulmonalarterien im Hypoxie-Mausexperiment (10% O2)
erhdhten jedoch nach 30 Minuten ihre HIF-1a-mRNA-Level, maximal dann nach 1
Stunde und waren nach 4 Stunden wieder auf Ausgangsniveau — HIF-1a Protein war
nach 30 Minuten erhéht und blieb es fiir bis zu 8 Stundenl?%. In Zellkultur konnte keine
erhohte HIF-1a-mRNA-Menge durch Hypoxie nachgewiesen werden!?®l. Andere Zellen
der Lunge erhohten die HIF-1a-mRNA-Menge nach 48 Stunden (1% Og,
pulmonalarterielle Endothelzellen) oder gar erst nach 3 Wochen Hypoxie (10% Oz,
Ratten), was auf unterschiedliche Regulationsmechanismen von HIF kurz- und
langfristig hindeutet 3. Zum Teil wurde in humanen Monozyten keinerlei HIF-1a-

Akkumulation auf 0,1% Hypoxie gesehen nach 1 Stunde bis zu 24 Stunden, sondern
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lediglich auf Makrophagen, schon nach 1 Stunde 0,1% Hypoxie, die bis 16 Stunden
zunahm und nach 24 Stunden nicht mehr detektierbar warf#6l. Jedoch konnten
Fangradt et al. nachweisen, dass humane Monozyten nach 2 Stunden <1% Sauerstoff
HIF-1a akkumulierten, allerdings nur im Zytosol, Makrophagen aber die HIF-1a-

Akkumulation im Zellkern zeigtenl40,

5.4 Mononukleare Zellen

Unter mononuklearen Zellen versteht man Immunzellen im zirkulierenden Blut, die
einen einzelnen runden bis ovalen Zellkern besitzen. Dazu zahlen Lymphozyten (T-
Zellen (40-70%), B-Zellen (5-15%), NK-Zellen (5-10%)), Monozyten (10-30%) sowie
auch Dendritische Zellen (1-2%)#7- 481, Im Rahmen der standardisierten Aufreinigung
mittels Dichtegradientenzentrifugation kommt eine Verunreinigung mononuklearer
Zellen durch wenige Granulozyten, vorwiegend basophiler Granulozyten(1-3% )49,
hinzu, zudem eine geringe Anzahl an pluripotenten Stammzellen!®®l. Der Anteil an
Stammzellen liegt bei mononuklearen Zellen aus der Nabelschnur Reifgeborener bei
0,1-0,4% und bei mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut Erwachsener bei
0,01-0,1%011.

Die Gesamt-Leukozytenzahl sowie auch die Anzahl CD14 positiver Monozyten ist in
mononuklearen Zellen aus Nabelschnurblut (CBMC, cord blood mononuclear cells)
grolRer im Gegensatz zu mononuklearen Zellen aus peripherem Blut Erwachsener
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells)®?., Ein weiterer Unterschied von CBMC
im Gegensatz zu PBMC ist der geringere Anteil an T-Lymphozyten (ca. 50% in CBMC
und 70% in PBMC)[52 53],

5.5 Monozyten

Monozyten spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr und
verknipfen die angeborene mit der erworbenen Immunitat durch Phagozytose und
anschlieBende Antigenprasentation mit nachfolgender Aktivierung des erworbenen

Immunsystems wie der T-Zell-Aktivierung®4l.

Monozyten entwickeln sich aus den myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark,

werden zu zirkulierenden Monozyten im Blutstrom fur etwa 1 bis 3 Tage und
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differenzieren nach Migration ins Gewebe zu Makrophagen und Dendritischen
Zellenl®® %61 mit denen sie zusammen zum Mononukledren Phagozyten System (MPS)
zahlen®’l, Heutzutage ist bekannt, dass ein Teil der Gewebsmakrophagen

embryonalen Ursprungs ist%8l,

Die zirkulierenden Monozyten wiederum kommen auch gepoolt in lymphatischem
Gewebe wie der Milzpulpa vor. Von dort kdénnen sie beispielsweise bei
proinflammatorischen Reizen entsendet werden und die proinflammatorische Antwort
verstarken. Andererseits sind Monozyten auch essentielle Bestandteile von
antiinflammatorischen Signalen und konnen Resolution mit beispielsweise

Wundheilung oder Narbenbildung einleiten(8l,

Anhand der unterschiedlichen funktionellen Ausrichtung werden drei Untergruppen
von zirkulierenden Monozyten unterschieden. Die , klassischen Monozyten®,
gekennzeichnet durch CD14MM"CD16- Oberflachenmarker, die vorwiegend Pathogene
erkennen, phagozytieren und Antigene prasentieren, Zytokine und Chemokine
sezernieren (ca. 85% aller adulten Monozyten), die ,intermedidren Monozyten®,
CD14*CD16", die ebenfalls Antigene prasentieren und Zytokine produzieren®(ca. 5%
aller adulten Monozyten), und die ,nicht-klassischen“, CD14"°“*CD16*, die
proapoptotisch sind, patroullierende Funktion einnehmen und antiviral sowie auch

antiinflammatorisch wirken (ca. 10% aller adulten Monozyten)!'8. 57 60,

Monozyten stellen prozentual hdhere Anteile der Leukozyten bei Neugeborenen und
Frihgeborenen im Vergleich zu Erwachsenen, wobei bei Frihgeborenen weniger
Monozyten nachgewiesen werden konnten als bei reifen Neugeborenen!®? 611 Bei
Frihgeborenen konnten hingegen mehr Dendritische Zellen als bei reifen

Neugeborenen nachgewiesen werdenl®'l.

Die vielfaltigen Aufgaben von Monozyten als wichtiger Teil des angeborenen
Immunsystems beginnen im Kontext von Infektionen mit dem Erkennen eines
Pathogens durch Pattern-Recognition-Receptors (PRR, wie beispielsweise Toll-like
Rezeptoren, TLR4 ist fur die Erkennung von Lipopolysacchariden,LPS, bzw. E.coli
relevant). Daraufhin wird der Erreger phagozytiert und im besten Falle im
Phagolysosom verdaut. Teile des Erregers werden dann uUber MHC-II-Proteine
prasentiert, z.B. an T-Zellen, um diese zu aktivieren. Hierbei ist nicht nur die Bindung
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zwischen MHC-II/Antigen-Komplex und T-Zell-Rezeptor (TZR) entscheidend, sondern
auch die Bindung von Co-Rezeptoren!'8 %71, CD80 und CD86 sind Co-Rezeptoren des
TZR aus der B7-Familie und binden an CD28 auf T-Zellen mit dem Effekt einer
Aktivierung oder an CTLA-4 (=CD152) mit dem Effekt der T-Zell-Hemmung. CD86
kommt auf Monozyten haufiger vor, CD80 bindet jedoch mit hoherer Affinitat und
Aviditat an CTLA-4 und wird anschlie3end via Transendozytose von der Zelloberflache
entfernt®2 63 PD-L1 ist ein weiterer Bindungspartner von CD80 und aller
Wahrscheinlichkeit nach hauptsachlich in der cis-Bindung vorkommend, also auf
derselben Zelle, indem statt einem CD80-Homodimer ein CD80/PD-L1-Heterodimer
entsteht, der uneingeschrankt an CD28, schwacher aber an CTLA-4 binden kann!®2,
Klassischerweise binden PD-L1 und auch PD-L2 jedoch an PD-1 und vermitteln

ebenfalls eine immunsuppressive Wirkung(®4 691,

Ein aktivierter Monozyt kommuniziert auch uber die Sekretion von Interleukinen, so
werden beispielsweise proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1-beta (IL-18),

Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) sezerniert(e],

Monozyten sind imstande neben der Phagozytose direkt bakterizid zu wirken, indem
sie zum Beispiel Radikale ausschutten, die die Zellwand der Bakterien angreift wie
beispielsweise reactive oxygen species (ROS) oder nitric oxygen (NO)571, oder indem
sie den Bakterien essenzielle Aminosauren entziehen durch Enzyme wie Indolamin-
2,3-Dioxygenase (IDO), die die Aminosaure Tryptophan in bakterizide Kynurenin-
Produkte umwandelt”] oder durch Arginase-1, die die Aminosdure Arginase

entziehtl®8l,

Um die Entziindungsbeendigung zu unterstitzen, sind Monozyten im weiteren Verlauf
der Infektion imstande, antiinflammatorische Signale zu senden wie die Zytokine

Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-4 (IL-4) oder Stimulation von Treg-Zellen!®9,

5.6 Ziel der Arbeit

Mit dem ersten Atemzug des Neugeborenen steigt der Sauerstoffpartialdruck im Blut
plétzlich und dauerhaft an. Von nun an muss das Immunsystem des Neugeborenen
nicht mehr die feto-maternale Toleranz aufrechterhalten, sondern die Immunabwehr
von Erregern bei gleichzeitiger Kolonisation durch Kommensale gewahrleisten. Wie

diese Adaptation des Immunsystems vollzogen wird, konnte bis heute noch nicht
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umfassend geklart werden. Wir vermuten, dass dieser plotzliche Anstieg des

Sauerstoffpartialdruckes nach Geburt eine zentrale Rolle spielt bei dieser essenziellen

Anpassung des neonatalen Immunsystems.

In dieser Arbeit wurden folgende Hypothesen Uberpruft:

1)

3)

4)

5)

Mononukleare Zellen von Neugeborenen sind unter Hypoxie und/oder Infektion
mit E.coli nicht in der Lage HIF-1a in gleichem MalRe zu aktivieren wie
mononukleare Zellen Erwachsener.

Die geringere Aktivierbarkeit von HIF-1a ist bei neonatalen Monozyten unter
Bedingungen von Hypoxie und/oder Infektion mit E.coli besonders ausgepragt.
Die fehlende Aktivierung von HIF-1a in mononuklearen Zellen ist auf mRNA-
Ebene auf Prolylhydroxylasen zurtickzufihren, die zu vermehrtem Abbau von
HIF-1a fuhren.

Die verminderte Aktivierung von HIF-1a hat funktionelle Folgen in neonatalen
Monozyten auf Ebene der Zytokin-Produktion und Akkumulation von
Effektorenzymen.

Die verminderte HIF-Aktivierung neonataler mononuklearer Zellen hat Einfluss

auf Zielgene von HIF, beispielhaft auf VEGF.
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5.7 Konzeption der Versuche

1 . Nabelschnurblut Peripheres Blut Erwachsener
N
[ Isolation mononuklearer Zellen = ']
in Normoxie .

12
Kultivierung in Normoxie Kultivierung in Normaoxie Kultivierung in Anoxie Kultivierung in Anoxie
4 Stunden + E.coli 4 Stunden + E.coli
4 Stunden 4 Stunden

Kultivierung in Normoxie
Gber Nacht (16-22 Std.)

Kultivierung in Anoxie

Kultivierung in Normoxie
g tber Nacht (16-22 Std.)

+ E.coli
| Uber Nacht (16-22 Std.) |

Kultivierung in Anoxie
+ E.coli
Uber Nacht (16-22 Std.) )

HIF-1a/PHDII-Nachweis Oberflachen-/intrazellulare Antigene Genexpressionslevel Zielgen-Nachweis VEGF
Western Blot FACS qPCR ELISA
2. Nabelschnurblut Peripheres Blut Erwachsener

,.—,="¢’7

N vl

Isolation mononuklearer Zellen ]

in Normoxie
X - —r__— ==
Isolation CD14+ Monozyten ]

T = Py 7
U "_,--' L ;
& & P ¥

Kultivierung in Normoxie Kultivierung in Normoxie Kultivierung in Anoxie Kultivierung in Anoxie
4 Stunden +E.coli 4 Stunden +E.coli
4 Stunden 4 Stunden

Kultivierung in Normoxie
Uber Nacht (16-22 Std.)

Kultivierung in Anoxie

Kultivierung in Normoxie
g tber Nacht (16-22 Std.)

+ E.coli
tber Nacht (16-22 Std.)

Kultivierung in Anoxie
+E.coli
tber Nacht (16-22 Std.)

HIF-1a/PHDII-Nachweis Oberflachen-/intrazellulare Antigene Zielgen-Nachweis VEGF
Western Blot FACS ELISA

Abbildung 1 Konzeption der Versuche

(1.) In einem ersten Versuchsabschnitt wurden samtliche Versuche an mononuklearen Zellen durchgefiihrt. (2.) In einem
zweiten Versuchsabschnitt wurden aus den mononukledren Zellen CD14-tragende Monozyten mittels magnetischer

Zellsortierung (negativ) isoliert.
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6 Material

Sofern kein Land vermerkt ist, befindet sich der Hauptsitz der Firma in Deutschland.

6.1 Patientenproben und Ethikvotum

Das verwendete Nabelschnurblut nach Sectio caesarea wurde nach vorhergehender
Aufklarung durch die Gynakologlnnen des Universitatsfrauenklinikums Tubingen und
nach Einverstandnis der Mutter aus dem plazentanahen Nabelschnuranteil gewonnen.
Hierzu wurde bei geklemmter Nabelschnur eine Nabelschnurarterie in Nahe der
Plazenta punktiert und das Blut mit einer 50ml-Spritze abgezogen, die mit 2 ml Heparin

die Blutgerinnung verhinderte (100 [.U./ml).

Die Ethikkommission der Universitat Tubingen hat mit dem Ethikvotum ,,Aligemeine
Nabelschnurblutnutzung® Nr. 248/2005A einer anonymen Verwendung ohne
Erfassung weiterer Daten von Nabelschnurblut dem hiesigen Forschungsvorhaben

zugestimmt.

Das verwendete Vollblut gesunder Erwachsener stammt von freiwilligen Spendern; die
Entnahme erfolgte im Labor fur Neonatale Immunologie durch Venenpunktion und

anonym.

Die weitere Aufbereitung und Zellgewinnung erfolgte direkt im Anschluss an die

Gewinnung der Blutproben.

6.2 Materialien biologischen Ursprungs

Tabelle 1 Materialien biologischen Ursprungs
Escherichia coli K1strain DH5a — nicht

fluoreszierend

Stammsammlung des Labors fur

Neonatale Immunologie

Brefeldin A

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Vereinigte Staaten von Amerika

Bovine Serum Albumin (BSA)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Fetal Bovine Serum (FBS)

Biochrom GmbH, Berlin
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Gentamycin

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Humanes Serum Albumin (HSA)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

L-Glutamin

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Penicillin-Streptomycin

Biochrom GmbH, Berlin

6.3 Chemikalien, Reagenzien

Tabelle 2 Chemikalien, Reagenzien und Kitsysteme

und Kitsysteme

2-Mercaptoethanol, 299 %, p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

5x Reaction Buffer for Reverse

Transcription

Thermo Fisher  Scientific Inc.,

Waltham, Vereinigte Staaten von

Amerika

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Amersham ECL™
Blotting Analysis System

Prime Western

GE Healthcare,

Staaten von Amerika

lllinois, Vereinigte

Ampuwa® 1000ml

Plastipur®

Spullésung

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg

AnaeroGen 2.5|-Beutel

Thermo  Fisher Scientific Inc.,

Waltham, Vereinigte Staaten von

Amerika

APS (Ammoniumpersulfat)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Vereinigte Staaten von Amerika

autoMACS® Running Buffer

Miltenyi  Biotec

Gladbach

GmbH, Bergisch
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Biocoll Separating Solution

Biochrom GmbH, Berlin

Bromphenolblau Natriumsalz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

cOmplete™ Proteasehemmer-

Cocktail (protease inhibitor cocktail)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Cytofix/Cytoperm

Fixation/Permeabilization Kit

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

Vereinigte Staaten von Amerika

dNTP Mix Thermo  Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika

D-PBS (Dulbecco’s Phosphate | PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

buffered saline)

DuoSet Ancillary Reagent Kit 2

Research And Diagnostic Systems,
Inc., Minnesota, Vereinigte Staaten

von Amerika

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Ethanol absolute p.A.

AppliChem GmbH, Darmstadt

FACSFlow

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

Vereinigte Staaten von Amerika

Glycerol, 299.0%

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Glycine ReagentPlus®, 299% (HPLC)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Heparin-Natrium-5000-ratiopharm®,
0,2ml-Ampullen

Ratiopharm GmbH, Ulm

HEPES buffer solution (1M)

Biochrom GmbH, Berlin
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Material

Human VEGF DuoSet ELISA

Research And Diagnostic Systems,
Inc., Minnesota, Vereinigte Staaten

von Amerika

Isopropanol 70%

SAV Liquid
Flintsbach

Production GmbH,

Kochsalzl6sung 0,9% Glasfi.

Fresenius

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg

LB-Medium (Lennox L Broth Base)

Invitrogen AG, Carlsbad, Kalifornien,

Vereinigte Staaten von Amerika

Maxima SYBR Green qPCR Master
Mix

Thermo Fisher  Scientific Inc.,

Waltham, Vereinigte Staaten von

Amerika

Methanol, 299.9%

Honeywell  Specialty = Chemicals

Seelze GmbH, Seelze

Milchpulver Blotting grade, pulv.,

fettarm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumazid (NaN3), 20%ig

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Natriumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

NucleoSpin RNA Kit

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG, Duren

Page Ruler™ Prestained Protein

Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika (26616)
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Material

Pierce BCA Protein Assay Reagent A | Thermo  Fisher  Scientific  Inc.,
Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika (23228)

Pierce BCA Protein Assay Reagent B | Thermo  Fisher  Scientific  Inc.,
Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika (1859078)

PMSF (Phenylmethyl Sulfonyl | Thermo  Fisher  Scientific  Inc.,

Fluoride) Protease Inhibitor Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika

Random Hexamer Primer Thermo  Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika

Revert Aid H Minus Reverse Thermo Fisher Scientific Inc.,

Transcriptase Waltham, Vereinigte Staaten von
Amerika

RiboLock RNase Inhibitor Thermo  Fisher Scientific Inc.,

Waltham, Vereinigte Staaten von

Amerika

ROTI®Fair 10 %

dodecyl sulfate)

SDS (sodium

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

RPMI 1640 Zellkulturmedium

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Salzsaure (HCI) 36,5-38%

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Vereinigte Staaten von Amerika

TEMED 299 %, p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

TRIS Pufferan® 299.9%, p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Triton X 100

American Diagnostica Inc., Stamford,
Connecticut, Vereinigte Staaten von

Amerika

Trypanblau (C.I. 23850)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Tween® 20

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

6.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3 Materialien des allgemeinen Laborbedarfs

Einmalhandschuhe

S, M Peha-soft nitrile

Hartmann-Gruppe, Heidenheim an

der Brenz

Eppendorf Reaktionsgefalie

0,5ml, 1,5ml und 2ml Safe-Lock
Tubes

Eppendorf PCR Tubes, 0,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Glaspipetten

Pasteur capillary pipettes, long

size 230mm

Wilhelm Ulbrich GdbR, Bamberg

Kanulen

Safety-Multifly®-Kanulen

Microlance 3, 0,9x40mm

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

Vereinigte Staaten von Amerika

Kivetten

UVette® 220-1600nm,
2000l Kuvetten

50-

Eppendorf AG, Hamburg




Material

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96- | Hoffmann-La Roche AG, Basel,
well, white Schweiz
LightCycler® 480 Sealing Foill Hoffmann-La Roche AG, Basel,

Schweiz

Neubauer-Zahlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co. KG, Sondheim vor der Rhon

Objekttrager, 76x26mm

R. Langenbrinck GmbH,

Emmendingen

Pipettenspitzen

Spitzen, 10ul, farblos

Spitzen, 200ul, gelb

Spitzen, 1000pl, blau

Gel-Pipettenspitzen, 1-200 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, Vereinigte Staaten von

Amerika

RNase free H20

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG, Duren

Rundboden-Polystyrolrohrchen 5 ml
(,FACS* Rdhrchen)

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

Vereinigte Staaten von Amerika

Spitzbodenréhrchen

15, 50 ml, Cellstar® Tubes

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Spritzen
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10, 20, 30ml Spritze Injekt®

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Stabpipetten

5, 10, 25 ml Stripette®

New York,

Vereinigte Staaten von Amerika

Corning Incorporated,

Whatman Filterpapier

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,

Vereinigte Staaten von Amerika

Zellkulturplatten

6 Well Cell Culture Plate

12 Well Cell Culture Plate

24 Well Cell Culture Plate

48 Well Cell Culture Plate

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Corning Incorporated, New York,

Vereinigte Staaten von Amerika

New York,

Vereinigte Staaten von Amerika

Corning Incorporated,

New York,

Vereinigte Staaten von Amerika

Corning Incorporated,

96 Well Cell Culture Plate, flat | Greiner Bio-One GmbH,
bottom (Cellstar®) Frickenhausen
96 Well Cell Culture Plate, | Greiner Bio-One GmbH,
round bottom (Cellstar®) Frickenhausen

6.5 Kulturmedien und Puffer

Tabelle 4 Kulturmedien und Puffer

Medium/Puffer Zusammensetzung Verwendung

BCA-Reagenz

verdinnen,

190ul pro Well

Reagenz B mit Reagenz A 1:50

Western Blot,
Bestimmung der

Proteinmenge
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rial

Blotting-Buffer

(Lagerung bei 4°C)

6g Tris Base (Endkonzentration
25mM)

28,89 Glycin
400ml Methanol

mit Aqua dest. auf 2| aufflllen

Western Blot,

Transferpuffer

FACS-Puffer

FACS-Flow

0,1 % NaNs

Waschen nach (FACS)-

Antikorper-Inkubation

5-fach Ladepuffer

1,25 ml Tris Base pH6,8
4ml 10% SDS

2ml Glycerol

1,75ml Aqua dest.

1mg Bromphenolblau

pro  90ul

Mercaptoethanol zugeben

Ladepuffer  10pl

Western Blot,
Probenpuffer fur

Gelelektrophorese

10-fach Laufpuffer

30g Tris Base
1449 Glycin
10g SDS

mit Aqua dest. auf 1| aufflllen

Western Blot, Puffer fur
Gelelektrophorese Wet-
Blot

LB-Medium 5 g LB Broth Base Bakterienkultur
250 ml Ampuwa
Lyse-Puffer 2,61ml Aqua dest. Western Blot, Lysieren

150pl Tris/HCI pH 7,4
60ul 5M NaCl
30ul 10% Triton X 100

120pl PIC

der Zellen fir die

Probengewinnung
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30ul PMSF (Achtung: nur ungefahr
30min stabil)

MACS-Puffer

PBS
0,5 % BSA bzw. HSA

2mM EDTA

Laufpuffer fur MACS-
Gerat

Magermilchlésung
5%

2,59 Magermilchpulver in 50 ml
0,1% TBST-Puffer I16sen

Western Blot, Blocken
der PVDF Membran

RPMI-Medium RPMI-Medium Zellkultur Zellkulturmedium
10 % FBS
1 % L-Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin

Sammelgel 2,93 ml Ampuwa Western Blot, flr

495 ul Acrylamid
225 pl 1M Tris/HCL pH 6,8
16,3 pl APS

3,8 ul TEMED

Gelelektrophorese

0,1% TBST-Puffer

25ml 20-fach TBST-Puffer

mit Aqua dest. auf 500 ml auffullen

Western Blot,
Waschpuffer fur PVDF

Membran

20-fach TBST-
Puffer

100ml 1M Tris/base ph 7,4
150ml 5M NaCl

20ml 0,5M EDTA

10ml Tween 20 (2%ig)

mit Aqua dest. auf 500ml auffillen

Western Blot, Konzentrat
fur Herstellung des

Waschpuffers
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Trenngel (10%)

4 ml Ampuwa

3,3 ml Acrylamid

2,5ml1,5M Tris/HCL pH 8,8

100 ul 10% SDS
50 ul APS

5 ul TEMED

Western Blot, fur

Gelelektrophorese

6.6 Antikorper

6.6.1 FACS Antikorper (human)

Phycoerythrin-konjugierte (PE)-Antikorper

Tabelle 5 FACS-Antikorper PE

Antikérper gegen | Klon Hersteller Bestelinr.
PD-L2 (CD273) 24F.10C12 BioLegend 329605
CD16 3G8 BD 556619
CD80 L307.4 BD 340294
IL-18 AS10 (RUO(GMP)) | BD 340516
IL-6 MQ2-6A3 (RUO) BDp (Pharmingen) | 554697
IL-8 G265-8 (RUO) BDp (Pharmingen) | 554720
IDO 700838 R&D Systems IC8026P

Peridinin Chlorophyll Protein Complex-konjugierte (PerCP)-Antikdrper

Tabelle 6 FACS Antikorper PerCP

Antikérper gegen

Klon

Hersteller

Bestelinr.

CD14

Tuk4

Miltenyi Biotec

130-094-969
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CD86 2331 (FUN-1) BD 561129
Allophycocyanin-konjugierte (APC)-Antikorper

Tabelle 7 FACS Antikérper APC

Antikorper gegen | Klon Hersteller Bestelinr.
CD14 M¢oP9 BD 345787
PD-L1(CD274) 29E.2A3 BioLegend 329707

6.6.2 MACS Beads

Tabelle 8 MACS-MicroBeads

Antikorper Hersteller Bestelinr.
Pan Monocyte Isolation Kit, | Miltenyi  Biotec = GmbH, | 130-096-537
human Bergisch Gladbach

Classical Monocyte Isolation | Miltenyi  Biotec ~ GmbH, | 130-117-337
Kit, human Bergisch Gladbach

6.6.3 Western Blot Antikorper
Tabelle 9 Western Blot Antikorper
Antikorper Hersteller Bestelinr.
Actin  (I-19)-R (rabbit-anti- | Santa Cruz Biotechnology, | Sc-1616-R
human) Texas, Vereinigte Staaten
von Amerika (sc-1616-R)
HRP (goat-anti-mouse) Santa Cruz Biotechnology, | Sc-2005

Texas, Vereinigte Staaten
von Amerika (sc-2005)
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protein+tHRP

Texas, Vereinigte Staaten
von Amerika (sc-516102)

HRP (goat-anti-rabbit) Santa Cruz Biotechnology, | Sc-2004
Texas, Vereinigte Staaten
von Amerika (sc-2004)
HIF-1 alpha (mouse-anti- | Becton Dickinson, Franklin | 610959
human) Lakes, Vereinigte Staaten
von Amerika (610959)
PHD2 (rabbit-anti-human) Novus Biologicals, | NB 100-137
Colorado, Vereinigte
Staaten von Amerika (NB
100-137)
Recomb.mouse IgG Santa Cruz Biotechnology, | Sc-516102

6.7 Primer

Tabelle 10 qPCR Primer-Paare

EGLN1, human

PrimePCR™SYBR®Green Assay:

Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,

Vereinigte Staaten von Amerika

Unique Assay ID: qHsaCEP0058182

HIF1A, human

PrimePCR™SYBR®Green Assay:

Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,

Vereinigte Staaten von Amerika

Unique Assay ID: qHsaCEP0050075

RPL37, human

PrimePCR™SYBR®Green Assay:

Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,

Vereinigte Staaten von Amerika

Unique Assay ID: qHsaCEP0052538
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6.8 Gase

Tabelle 11 Gase

Kohlenstoffdioxid (CO2)

Westfalen AG, Minster

Stickstoff (N2)

Westfalen AG, Minster

6.9 Gerate

Tabelle 12 Gerdte

Anaerob-Behalter

BBL GasPak® jar

Anaerocult® Behalter

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

Vereinigte Staaten von Amerika

Merck KGaA, Darmstadt

autoMACS® 003 (Magnetic cell

separation)

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

ELISA-Reader

Sunrise™ Absorbance Reader

Tecan Trading AG, Mannedorf,

Schweiz

FACS Calibur Flow Cytometer

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

Vereinigte Staaten von Amerika

Inkubatoren

Jeweils 5% CO2, 37°C,
wasserdampfgesattigt

Heraeus Instruments, Heraeus
Holding GmbH, Hanau

Binder GmbH, Tuttlingen

Kdhlgerate

Ultra Low Freezer Telstar
U570 -86°C

Azbil Telstar Technologies S.L.U.,
Terrassa, Spanien
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Kihlschrank Bosch ,,economic”

Robert Bosch Hausgerate GmbH,

Munchen

Laborwaage

waagenwelt Stefan Rusche,

Toppenstedt

Lichtmikroskop Olympus IM

Olympus K.K., Shinjuku, Japan

Netzgerat

Power Supply Consort E831

Consort bvba, Turnhout, Belgien

Photometer
BioPhotometer

NanoDrop 2000/2000c

Eppendorf AG, Hamburg Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham,

Vereinigte Staaten von Amerika

Pipetten

2ul-, 10ul-, 20ul-, 100pl-,
200pl-, 1000ul- Pipette

Gilson Inc., Middleton, Vereinigte

Staaten von Amerika

Pipettierhilfen
Pipettierhilfe accu-jet® pro

Transferpette®-8 20-200pl

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim

Schattel- und Mischgerate

Duomax 1030

Titramax 1000

Reamix 2789

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach

Hamacont, Gesellschaft fir med.
Meftechnik mbH, Bad Homburg

Sterilbank
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HeraSafe

Heraeus Instruments, Heraeus
Holding GmbH, Hanau

Thermocycler

T100 Thermal Cycler

LightCycler® 480 Instrument Il

Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,

Vereinigte Staaten von Amerika

Hoffmann-La Roche AG, Basel,

Schweiz

Thermoschiittler
TS basic

Thermomixer compact

CellMedia GmbH&Co. KG, Elsteraue

Eppendorf AG, Hamburg

Western Blot

Spacer plates 1,5mm,
Glasplatten, Kdmme,
Halterungen, Behalter, Gel-
Halterung, Elektroden-Einheit,

Schwamme

Alle:

Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules,

Vereinigte Staaten von Amerika

Western Blot Imaging

Odyssey® Fc Imaging System

Li-Cor Biosciences Inc., Lincoln,

Vereinigte Staaten von Amerika

Zellzahlgerat

Sysmex XP-300

Sysmex Europe GmbH, Norderstedt

Zentrifugen

Megafuge 1.0 R

Zentrifuge Rotanta 460 RS und
46 RS

Heraeus Instruments, Heraeus
Holding GmbH, Hanau

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen
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Multifuge X3R

Biofuge fresco

Fresco 17

Minizentrifuge

Heraeus Instruments, Heraeus
Holding GmbH, Hanau

Heraeus Instruments, Heraeus
Holding GmbH, Hanau

Heraeus Instruments, Heraeus
Holding GmbH, Hanau

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

6.10 Software

Tabelle 13 Mess- und Auswerte- Software

CellQuestPro (2011)

Becton Dickinson, Franklin Lakes,

Vereinigte Staaten von Amerika

EndNote 20 Clarivate Analytics, Philadelphia,
Vereinigte Staaten von Amerika
FlowJo v10 FlowdJo, Ashland, Oregon, Vereinigte

Staaten von Amerika

GraphPad Prism 9

Graph Pad Software Inc., San Diego,

Vereinigte Staaten von Amerika

ImageJ

National Institutes of Health

LI-COR® Acquisition Software/

Image Studio Lite Version 5.2

Li-Cor Biosciences Inc., Lincoln,

Vereinigte Staaten von Amerika

LightCycler®480 Software release
1.5.1

Hoffmann-La Roche AG, Basel,

Schweiz

Magellan 6

Stuber Systems GmbH, Berlin
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Microsoft® Excel® fur Microsoft 365
MSO (Version 2502 Build
16.0.18526.20144) 32 Bit

Microsoft® Corporation, Redmond,
US-Bundesstaat Washington,

Vereinigte Staaten von Amerika

Microsoft® Word fur Microsoft 365
MSO (Version 2502 Build
16.0.18526.20144) 32 Bit

Microsoft® Corporation, Redmond,
US-Bundesstaat Washington,

Vereinigte Staaten von Amerika

NanoDrop2000/200c Software

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Vereinigte Staaten von

Amerika
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7 Methoden
7.1 Gewinnung mononuklearer Zellen

Die heparinisierten Vollblutproben gesunder Erwachsener und reifgeborener
Neonaten wurden direkt im Anschluss an die Probengewinnung in unserem Labor in
einer sterilen Sicherheitswerkbank weiterverarbeitet und mononukleare Zellen mittels
der Dichtegradientenzentrifugation separiert von den Ubrigen Blutbestandteilen.
Zunachst wurde das Vollblut 1:2 mit PBS auf 35 ml verdunnt und anschlieRend auf
20ml Biocoll aufgeschichtet ohne Vermischung der Phasen. Nach dem Prinzip von
Arne Bayuml!’%72 sinken die Erythrozyten und Granulozyten bei der 25-min(tigen
Zentrifugation mit 400g bei 20°C (ohne Bremse) in diesem flussigen Polymer
(Polysucrose) mit der Dichte von 1,077 g/ml ab, das Blutplasma inklusive
Thrombozyten bleibt in der obersten Phase und oberhalb der Biocollschicht sammeln

sich in einer milchig-triben Schicht die mononuklearen Zellen an.

Plasma, Thrombozyten

Mononukleére Zellen
(Monozyten, Lymphozyten)

Trennmedium (Biocoll)

Erythrozyten, Granulozyten

Abbildung 2 Isolation mononukledrer Zellen via Dichtegradientenzentrifugation nach Arne Bgyum

Auftrennung des verdiinnten Vollblutes nach Dichtegradientenzentrifugation in Plasma (oben, gelblich), mononukleare
Zellen (triber Ring), Biocoll (durchsichtig) und Erythrozyten mit Granulozyten (unten, rot).
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Die Schicht mit den mononukledren Zellen wurde mit einer Stabpipette vorsichtig
abgesaugt und in ein weiteres 50ml-Spitzbodenréhrchen Uberflhrt, um die Zellen mit
PBS zu waschen (Zentrifugation fir 10 Minuten bei 10°C und 500g). Nach Bestimmung
der Zellzahl erfolgte ein dritter Waschschritt mit PBS (Zentrifugation fur 10 Minuten bei
4°C und 400g9).

7.2 Bestimmung der Zellzahl

Zum Ermitteln der Zellzahl wurde das Zellpellet resuspendiert und eine definierte
Menge PBS zugegeben, meist 10 ml. Davon wurden 100ul in ein Eppendorf-Gefal

gegeben und im Zellzahlgerat untersucht.

Bei der Zellzdhlung mittels Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop wurde die
Zahlprobe von 50 pl 1:1 mit Trypanblau gefarbt, um nicht vitale Zellen zu detektieren.
Die Zellkonzentration der Suspension errechnete sich dann wie folgt:

*

Zellzahl/mL = Mittelwert der ausgezahlten Felder
*10* Zellen/mL

Verdinnungsfaktor (2)

Anhand der gemessenen bzw. errechneten Zellzahl wurde das Zellpellet in eine
entsprechende Menge Nahrmedium (RPMI + 10% FBS + 1% L-Glutamin + 1%
Penicillin/Streptomycin) aufgenommen, sodass die Zellkonzentration auf 2x1076
Zellen pro ml eingestellt wurde (fir den Western Blot wurde eine Zellkonzentration von

4x1076 Zellen pro ml eingestellt).

7.3 Anlage der Zellkulturen in Normoxie und Anoxie

Die Zellkulturen wurden in 6-, 12-, 24- oder 48-Well-Platten angelegt (je nach Volumen
entsprechend der Zellzahl). Die Wells wurden — im Nachhinein geschatzt — ca. mit

einer Fullhdhe von 3-5 mm belegt.

Proben fir Normoxie wurden im Inkubator bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und 5%
COg2 inkubiert.

Proben fir Anoxie wurden nach der Aufreinigung in Normoxie im selben Inkubator wie
die normoxischen Proben in einem dicht schlielenden Anoxiebehalter (ca. 1-3 Liter
Volumen) mit einem Beutel Anaerogen® inkubiert, das heif3t bei 37°C und durch den

Beutel Anaerogen® mit <1% O2 innerhalb einer Stunde (laut Herstellerangaben),
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sowie weniger als 100% Luftfeuchtigkeit, die innerhalb des dicht schlieRenden
Behalters nicht erhéht werden konnte. Bei der spateren Zugabe von Substanzen, wie
Antibiotikum in die Wells, musste die Anoxie unterbrochen und mit einem neuen Beutel
Anaerogen® wieder hergestellt werden. Die Unterbrechungszeiten wurden so kurz wie

moglich gehalten.

7.4 Arbeiten mit Bakterien

Es wurden E.coli K1strain DH5a verwendet, die am Abend vor dem Versuch aus dem
-80°C Gefrierschrank aufgetaut und in 5mL LB-Medium tber Nacht bei 37°C und einer
Frequenz von 200 rpm geschuttelt inkubiert wurden. Morgens wurden 200 pl der
Bakterienkultur in 5 mL frisches LB-Medium umgesetzt und erneut ca. eine Stunde
geschuttelt inkubiert, um die logarithmische Wachstumsphase der Bakterien zu

erwischen.

Zur Messung der Bakterien-Konzentration wurde die Extinktion bei OD 600 (optical
density at 600nm) gemessen, wobei 100ul LB-Medium als Leerwert gemessen wurden
und anschliel3end 100ul der Bakteriensuspension. Der Zielbereich lag zwischen 0,4
bis 0,6 OD (logarithmische Wachstumsphase). Die Bakterienkultur wurde nach der

Messung auf Eis gelagert zur Hemmung weiteren Bakterienwachstums.

Die MOI (multiplicity of infection) betrug 1:50 (humane Zellen:E.coli). Dies wurde
anhand der Rechnung % pI Bakteriensuspension pro mL Zellsuspension (mit 2 x

1076 Zellen/mL) erreicht.

Anschlieend wurden entsprechende Zellkulturen, die frisch in die Well-Platten gesetzt
worden waren, mit dem errechneten Volumen der Bakterienkultur infiziert und fir eine
Stunde inkubiert.

Nach einer Stunde Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen, dazu gut
resuspendiert, in ein 15ml-Spitzbodenréhrchen Gberfuhrt und 5 Minuten bei 4°C und
310g zentrifugiert. Der Uberstand wurde steril abgekippt, das Zellpellet wieder
resuspendiert und vorsichtig auf 3 ml FBS geschichtet. Nach nochmaligem
Zentrifugieren im selben Programm wurde der Uberstand vorsichtig mit einer Pasteur-

Pipette abpipettiert, die Zellen resuspendiert und in der Konzentration wie zuvor in
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Nahrmedium aufgenommen, dazu 10 pyl Gentamycin pro ml Zellsuspension gegeben

und weiter inkubiert.

In spateren Versuchen wurde der Waschschritt Ubersprungen und lediglich nach einer
Stunde Inkubation mit vitalen Bakterien 10 uyl Gentamycin pro ml Zellsuspension

hinzupipettiert, um Zellverlust durch den zusatzlichen Waschschritt zu vermeiden.

7.5 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie kann die Streustrahlung und Fluoreszenz einzelner
Zellen detektiert werden, die durch ein Flussigkeitssystem geleitet einzeln mit
Laserstrahlung und Spiegeln angeregt wurden. Das ausgesandte Licht wird Gber
Sensoren in Messwerte verwandelt. Die Zellgré3e kann anhand der Streustrahlung im
sogenannten Forward Scatter (FSC) und die Granularitat der Zelle im sogenannten
Side Scatter (SSC) errechnet werden. Zur Bestimmung bestimmter membranstandiger
Oberflachenmarker der Zellen werden monoklonale Antikorper eingesetzt, an die
Fluorochrome gebunden sind. Nach Permeabilisieren der Zellmembran ist so auch
eine Bestimmung intrazellularer Strukturen mdglich. Die ungewollte Streustrahlung
verschiedener Fluorochrome in andere spektirale Bereiche kann rechnerisch

kompensiert werden.

Die von uns am FACS Calibur™ gemessenen Werte wurden mit den Softwares

CellQuestPro und FlowJo v10 ausgewertet.
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FSC-Height, CD14 APC subset
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Abbildung 3 Beispielhafte Gating-Strategie auf CD80 fiir CD14-tragende Zellen
7.5.1 Magnetische Zellsortierung (MACS)

Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) ermoglicht es mittels magnetischer Partikel,
die spezifisch an bestimmte Zellen binden, diese aus einer gemischten Zellpopulation
zu separieren. Antikorper-gekoppelte magnetische Micro-Beads binden an
Oberflachenmarker der Zelle und werden dann durch eine Saule geleitet, die eine
ferro-magnetische Matrix enthalt, die das elektromagnetische Feld aullerhalb der
Saule um ein Vielfaches verstarkt. Hierbei werden die Zellen mit gebundenen
Antikdrper-gekoppelten Beads magnetisch festgehalten und die nicht markierten
Zellen werden ausgewaschen. Im zweiten Schritt wird das elektromagnetische Feld
abgeschaltet und die verbliebenen Zellen in ein neues Gefald unter der Saule
ausgewaschen. Nachteil ist unter anderem, dass die mittels Antikorper an die Zelle
gebundenen Beads anschlieRend nicht entfernt werden kénnen und eventuell die Zelle
aktivieren oder ihre Funktion beeintrachtigen. Daher wahlten wir die negative Selektion

unserer CD14-positiven (CD14+) Monozyten.
Die Zellseparierung erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

Die per Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen mononuklearen Zellen wurden

gezahlt und nach dem letzten Zentrifugieren der Uberstand verworfen, die Zellen in 30
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pl MACS-Puffer pro 1047 Zellen aufgenommen. Es wurden 10 ul Fc-Rezeptor Blocking
Reagenz und 10 pl der Biotin-Antikdrper-gekoppelten Beads-Mischung (Pan Monocyte
Isolation Kit, Miltenyi Biotec fur FACS-Versuche, Classical Monocyte Isolation Kit,
Miltenyi Biotec fur VEGF und Western Blot) pro 10*7 Zellen den Zellen zugegeben und
fur 5 Minuten im Kuhlschrank inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl MACS-Puffer wurden
20 pl Anti-Biotin MicroBeads pro 1x1077 Zellen hinzugefligt und fir 10 Minuten im
Kihlschrank inkubiert. Eine MACS-Column (Saule) wurde in den autoMACS®-Apparat
eingesetzt und mit MACS-Puffer gespult. Die Zellsuspension wurde in den Apparat
gegeben und Uber die Saule laufen gelassen, die gesammelte Flussigkeit enthielt erste
nicht-markierte Zellen (ohne Beads). AnschlieBend wurde mit MACS-Puffer
nachgespult und nochmals unmarkierte Zellen gesammelt. In der gesammelten
Zellsuspension im 15ml-Spitzbodenrohrchen befanden sich nun die erwlnschten
unmarkierten (CD14 positiven) Monozyten. Die Ubrigen Zellen wurden im letzten
Schritt ohne magnetisches Feld in ein anderes 15ml-Spitzbodenréhrchen

ausgewaschen.

7.5.2 Phanotyp-Farbung

Zur Messung von Oberflachenantigenen. Nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden
wurden die Zellen aus der Zellkultur in Spitzbodenrdéhrchen Uberflhrt und die Zellen 5
Minuten bei 310g und 4°C abzentrifugiert. Wahrenddessen wurden die FACS-
Antikérpermischungen vorbereitet und auf die FACS-Rundbodenrohrchen verteilt,
anschliellend die volumengleich in FacsFlow resuspendierten Zellen auf die FACS-
Rundbodenréhrchen verteilt und gevortext zur gleichmaliigen Verteilung der
Fluoreszenzantikorpermischung auf die Zellen (2 x 10*5 bis 4 x 1075 Zellen pro
Rundbodenrdhrchen). Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei Dunkelheit im
Klhlschrank erfolgte ein Waschschritt zur Sauberung von nicht gebundenen FACS-
Antikérpern mit je 1 ml FacsFlow (Zentrifugation fur 5 Minuten bei 310g und 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet vor der durchflusszytometrischen
Messung gevortext. Ein Rundbodenréhrchen wurde als Kontrolle nur mit Zellen ohne

Fluoreszenzantikérper gemessen (ohne Farbung).

Die Menge der verschiedenen fluoreszenzgebundenen Antikérper wurde in

Vorversuchen unserer Laborgruppe titriert.
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7.5.3 Intrazellular-Farbung

Zur Messung der Interleukin-Produktion. 4 Stunden vor der Messung wurde der
Zellkultur Brefeldin hinzugefiugt (10ul Brefeldin pro 2x1076 Zellen in 1 ml), um den
intrazellularen Proteintransport zu hemmen und somit die intrazellulare Anreicherung
der produzierten Proteine zu erwirken. Somit kbnnen Interleukine, die sonst sezerniert

werden, intrazellular bestimmt werden.

Nach Uberfiilhrung aus der Well-Platte in Spitzbodenréhrchen und einmaligem
Waschen der Zellen (1 ml FACS Flow, Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und 4°C,
Uberstand abkippen und Zellen resuspendieren) erfolgte die Extrazelluldrfarbung wie
bei der Phanotypfarbung. Hierbei wurden die Zellen mit CD14-APC-Antikorpern fur 10
Minuten bei Dunkelheit im Kuhlschrank inkubiert, wiederum erfolgte ein Waschgang (1
ml FACS Flow pro Réhrchen, Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und 4°C, Uberstand
abkippen). Anschlielend wurden pro FACS Rundbodenréhrchen 200ul
Zytofix/Cytoperm® zur Permeabilisierung der Membran hinzugefugt und far 20
Minuten bei Dunkelheit im Kihlschrank inkubiert. Im Nachgang wurde mit einer 1:10
Verdinnung Perm/Wash® (enthalt Saponine) im selben Programm wie eben
gewaschen (Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und 4°C). Dann erfolgte die Inkubation mit
den intrazellullaren fluoreszenzmarkierten Antikdrpern flr 30 Minuten im Kihlschrank,
danach ein Waschschritt mit FACS Flow (Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und 4°C) vor
der Messung. Ein Rundbodenrohrchen ohne jegliche Farbung und eines mit lediglich

der extrazellularen Farbung dienten als Kontrollen.

7.5.4 Effektor-Enzym-Farbung

Nach Uberfiihrung der Zellen aus der Zellkulturplatte in Spitzbodenréhrchen und
einmaligem Waschen der Zellen (1 ml FACS Flow, Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und
4°C, Uberstand abkippen und Zellen resuspendieren) erfolgte die Extrazellularfarbung
wie bei der Phanotypfarbung. Hierbei wurden die Zellen mit CD14-PerCP-Antikorpern
fir 10 Minuten bei Dunkelheit im Kuihlschrank inkubiert, wiederum erfolgte ein
Waschgang (1 ml FACS Flow pro Réhrchen, Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und 4°C,
Uberstand abkippen). AnschlieRend wurden pro FACS Rundbodenréhrchen 100ul
Zytofix/Cytoperm® zur Permeabilisierung der Membran hinzugefugt und far 20
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Minuten bei Dunkelheit im Kuhlschrank inkubiert. Im Nachgang wurde mit einer 1:10
Verdinnung Perm/Wash® (enthalt Saponine) im selben Programm wie eben
gewaschen (Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und 4°C). Dann erfolgte die Inkubation mit
den intrazellullaren fluoreszenzmarkierten Antikorpern flr 30 Minuten im Kihlschrank,
danach ein Waschschritt mit FACS Flow (Zentrifuge 5 Minuten bei 310g und 4°C) vor
der Messung. Ein Rundbodenrohrchen ohne jegliche Farbung und eines mit lediglich

der extrazellularen Farbung dienten als Kontrollen.

7.6 Arbeiten mit Proteinen

7.6.1 Gewinnung der Proteinproben

Die inkubierten Zellen wurden resuspendiert und aus den Zellkulturen jeweils in ein
15ml-Spitzbodenréhrchen Uberfiihrt. Nach Zugabe von ca. 5 ml 4°C kaltem PBS
wurden die Zellen bei 4°C und 310g 5 Minuten zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde
nochmals wiederholt, um FBS (Bestandteil des Zellkulturmediums) zu entfernen, und
die Probenrdéhrchen anschlieldend auf Zellstoff abgetropft, um dem Zellpellet méglichst
viel Flussigkeit vor der Lyse zu entziehen. Das Zellpellet wurde daraufhin in 100pl
Lysepuffer inklusive 1ul Protease- und Phosphataseinhibitoren aufgenommen, gut
resuspendiert, um die Zellmembranen aufzubrechen, und in ein Eppendorfgefal®
Uberfuhrt, das kurze Zeit in flissigen Stickstoff getaucht wurde. Die Proben wurden
anschlieBend 15 Minuten auf Eis inkubiert und der Zelldedritus danach bei 4°C fir 10
Minuten bei 13000 rpm in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert. Der
Probenuberstand mit den darin gelosten Zellproteinen wurde abpipettiert und auf zwei
neue Eppendorfgefalle verteilt (eines zur Proteinbestimmung, eines flr den spateren

Western Blot), das Eppendorfgefal® mit dem Zelldedritus verworfen.

Die so gewonnenen Proteinproben wurden bei -80°C eingefroren.

7.6.2 Ermittlung der Proteinmenge mittels Bicinchoninsaure (BCA-Test)

In eine 96-Well-Platte (Flachboden) wurde eine Verdinnungsreihe in Tripletts mit BSA-
Standard (Bovines Serumalbumin in der Konzentration 2mg Protein/ml) und Lysepuffer
pipettiert (0; 25; 125; 250; 500; 750; 1000; 1250; 1500; 2000 pg BSA/ml pro 10ul
Lésung). Fir jede Probe wurden vier Verdlinnungen aufgetragen mit 2, 5, 7 und 10pl
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Proteinprobe, wovon die ersten drei mit Lysepuffer auf 10ul Volumen aufgefullt

wurden.

Anschlieend wurde das BCA-Reagenz (Bicinchoninsdure) nach Anleitung des
Herstellers hergestellt (Reagenz A (Bicinchoninsaurelésung) wurde mit Reagenz B
(Kupfer(ll)-Sulfat-Pentahydrat 4%-L6sung) 50:1 gemischt) und je 190ul pro Well der
Platte hinzugegeben. Die Platte wurde bei 37°C und 600 rpm 30 Minuten im Schuttler
inkubiert. Die 96-Well-Platte konnte dann im ,ELISA-Reader” bei einer Wellenlange
von 550nm gemessen werden. Die Extinktionswerte wurden in eine entsprechende
Excel-Tabelle uberfuhrt. Anhand der Extinktionswerte der BSA-Standard-
Verdunnungsreihne wurde eine Eichkurve erstellt und damit aus den

Probenextinktionswerten die Proteinmenge der Proben errechnet.

B SA-Standardreihe [pl]+ Lyse Puffer [pl]

0,5 2,5 5 10 15 20 25 30
2 2
395 35 35 30 25 20 15 10
8 8
je10pl je 10pl je 10pl je 10pl je10pl je1opl je 10pl je10pl
| | | | | | I |
LTV TS FULTEITTEIT ALY 5 5
10 10
5 5
7 7
10 A Y Y v A r A A 1U
3 3
10 10
10 4 ¥ L L L 4 4 4 10
0 0
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Protein-Lysate [ul]+ Lyse-Puffer[ul]

Abbildung 4 Pipettierschema zur Proteinmengenbestimmung mittels ELISA
7.6.3 Western Blot

Das Western-Blot Verfahren dient dem Nachweis von Proteinen, die zuvor mittels
eines Elektrophorese-Verfahrens aufgetrennt wurden, beispielsweise anhand ihrer
Grole oder elektrischen Ladung. Wir fihrten zunachst eine Denaturierung der
Proteine durch, indem wir die Proben mit SDS (Sodium Dodecyl Sulfate,
Natriumdodecylsulfat) und B-Mercaptoethanol fur 5 Minuten auf 95°C erhitzten. Hierbei
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wird zugleich die Eigenladung der Proteine mit negativen Ladungen ersetzt, sodass
bei der Gelelektrophorese durch ein Polyacrylamidgel die Proteine anhand ihrer
Proteingrofle unabhangig ihrer urspringlichen Ladung aufgetrennt werden konnten.
Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteinproben aus dem Gel auf
eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid, hydrophob) tUbertragen mittels Wet-Blot.
Nach dem Blotting erfolgte die Immundetektion, indem ein Primarantikérper an die
Proteine von Interesse band und ein Sekundarantikérper mit HRP-Konjugat
(Meerrettich-Peroxidase) wiederum an den Primarantikbrper band. Die
Chemilumineszenz der Proteinbanden wurde zuletzt mit einem entsprechenden Gerat
detektiert.

7.6.3.1 Auftrennung der Proteine (SDS-Page)
Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese, der Sodium dodecy! sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (Natriumdodezylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese), wurden
am Vortag 10%ige Gele von 1,5mm Dicke mit 10 Kammern gegossen. Die Glasplatten
wurden in die Halterung gespannt und etwa zwei Drittel der Glasplattenhohe mit
Trenngel geflllt. Gleich anschlielfend wurde 1ml destilliertes Wasser darauf gegeben,
um einen glatten Abschluss zum Sammelgel hin zu erhalten (siehe Tabelle 4
Kulturmedien und Puffer). Das Trenngel polymerisierte in ca. 20 Minuten aus, was am
Gelrest gut zu Uberprufen war. Das Wasser wurde abgekippt und anschlief’end auf
einer Hohe von einem Drittel bis zu einem Viertel der Glasplatte das Sammelgel auf
das Trenngel gegossen, welches wiederum etwa 20 Minuten auspolymerisierte.

Gelagert wurden die Gele Uber Nacht in mit einfachem Laufpuffer getrankten Tlchern.

Am nachsten Tag wurden die Glasplatten mit den Gelen aus den Halterungen
genommen, die Kamme vorsichtig entfernt und in die Elektrophoresekammer
eingesetzt. Die Kammer wurde dann bis zur Oberkante der Gele mit einfachem

Laufpuffer gefilit.

Die Proben wurden vorbereitet, von den Proben jeweils dieselbe Proteinmenge
(errechnet anhand des BCA-Tests) in ein neues Eppendorfgefald gegeben, wobei das
Volumen 25ul nicht Gberschreiten sollte, und mit Lysepuffer auf 40ul aufgefillt. Dazu
wurden 8ul finffach Ladepuffer gegeben. Das Laden der Proben in die Geltaschen
erfolgte mit einer Ladespritze. Mindestens eine Tasche pro Gel wurde mit 15pl

Prestained Protein Ladder page Ruler beflllt, einem gefarbten ProteingroRenstandard,
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anhand dessen sichtbar wurde, wie weit die Proben bereits gelaufen waren und der

spater zur Einschatzung der Probenproteingro3e diente.

Nach dem Laden der Gele wurde die Elektrophoresekammer an das Spannungsgerat
mit einer begrenzten Hochstspannung von 300V und 15mA pro Sammelgel plus 20mA
Stromstarke pro Trenngel angeschlossen. Die Laufzeit wurde daran bemessen,
inwieweit der Ladepuffer sichtbar Uber den Rand des Gels hinauslief bzw. die

Proteinmarker die gewunschte Position erreicht hatten.

7.6.3.2 Transfer der Proteine auf eine Membran mittels Wet Blot

Nach der Gelelektrophorese wurden die Gele vorsichtig aus den Glasplatten
genommen, das Sammelgel abgetrennt und verworfen, und auf die zuvor fir 5
Sekunden in Methanol aktivierte PVDF-Membran gelegt. Dies wurde zwischen zwei
mit Transferpuffer getrankte Whatman Papiere und dann wiederum zwei getrankte
Schwamme gebettet. Dieser Komplex wurde anschliel3end in die Halterung flr den
Wet-Blot geklemmt, wobei darauf zu achten war, dass die linke und rechte Seite des
Gels auf der Membran markiert wurde und der Stromfluss so angelegt wurde, dass die
Proteine vom Gel in Richtung Membran geblottet wurden. Die Halterungen wurden in
die Kammer eingesetzt und bis zum Rand mit Transferpuffer geflllt. Etwa 16 Stunden
wurde Uber Nacht bei 40V und 200mA geblottet.

durchiichiigs Lochplame

Abbildung 5 Vorbereitung der Blotting-Halterung
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7.6.3.3 Immundetektion mittels Antikérper
Die Membran wurde nach der Entnahme aus der Blotting-Halterung zunachst fir ca.
10 Minuten in 0,1% Tween gewaschen und anschlieBend fur eine Stunde bei
Raumtemperatur in 0,1% Tween mit 5% Milch (aus 0,1% Tween und entfettetem

Milchpulver) geblockt.

Die Inkubation mit den jeweiligen Antikdrpern erfolgte nach horizontaler
Durchtrennung der Membran anhand der sichtbaren Proteinmarker in die Teile, auf

denen das jeweilige Protein zu erwarten war.

Der Primar-Antikérper wurde mit 0,1% Tween und 5% Milch verdinnt und die
Membran darin bei 4°C Uber Nacht inkubiert und am nachsten Tag viermal flr 10 bis
15 Minuten in 0,1% Tween gewaschen. Danach wurde der Sekundarantikorper,
ebenfalls verdinnt mit 0,1% Tween und 5% Milch, eine Stunde bei Raumtemperatur
auf die Membran im Schiuttler gegeben (im Dunkeln). Hiernach erfolgte der letzte

Waschschritt vor der Messung viermal fur 10 bis 15 Minuten in 0,1% Tween.
Die Antikorper wurden wie folgt mit 5%Milch in 0,1% Tween verdunnt:

Primarantikorper:

- HIF-1 alpha mouse-anti-human Verdunnung 1:500
- PHDII rabbit-anti-human Verdunnung 1:1000
- Actin (I-19)-R rabbit-anti-human Verdunnung 1:1000

Sekundarantikorper:

- Goat-anti-rabbit HRP Verdunnung 1:2000
- Goat-anti-mouse HRP Verdunnung 1:2000
- FUr den Goat-anti-mouse HRP wurde als Ersatz ein rekombinanter Anti-Mouse

Antikdrper verwendet: Verdunnung 1:1000

Far die Detektion der Chemilumineszenz musste nun noch Substrat fur die an den
Sekundarantikdrper gebundenen Enzyme (Meerrettichperoxidase) gegeben werden.
Dazu wurden die ECL-Reagenzien 1:1 gemischt (Reagenz A = Luminol-Ldsung,
Reagenz B = Peroxid-Losung) und die gewaschene Membran mit dem Gemisch
Uberschichtet. Direkt im Anschluss wurde im Li-Cor Western Blot Entwickler die
Intensitat der Fluoreszenz gemessen. Ausgewertet wurden die Bilder in der freien
Software von Li-Cor ,Image Studio Lite Version 5.2
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7.6.4 VEGF ELISA

Die Zellen wurden resuspendiert und von der Zellkulturplatte jeweils in ein 2ml-
Eppendorfgefaly tberfuhrt. Nach der Zentrifugation fur etwa 3 bis 4 Minuten bei
13000rpm wurde der Uberstand abpipettiert und bei -80°C einfroren.

Der Versuch erfolgte nach den Instruktionen der Kits ,Human VEGF DuoSet ELISA”
und “DuoSet Ancillary Reagent Kit 2” von R&D Systems.

Vorbereitung der 96-Well-Platten (Coating)

96-Well-Platten (Flachboden) wurden mit dem Capture-Antikorper Uber Nacht bei
+20°C beschichtet. Am nachsten Tag wurden die Platten 3x gewaschen, jeweils mit
300ul Wash Buffer (Waschpuffer) pro Well und anschlieRendem Verwerfen des Inhalts

sowie grundlichem Ausklopfen der Platte auf Zellstoff.

Zum Blocken wurden 300ul Reagent Diluent pro Well pipettiert und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten wiederum 3 Waschschritte mit je 300l

Waschpuffer pro Well.
Verdiinnungsreihe des Standards

Die Verdunnungsreihe des VEGF-Standards wurde mit Reagent Diluent verdinnt
(Konzentrationen von 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 und 31,3pg/ml VEGF).

Beladen der Platte
Die Proben wurden aufgetaut und abzentrifugiert.

Die Platte wurde mit je 100ul Volumen pro Well mit Proben und Standard in Dupletts
sowie einer Leerprobe mit RPMI-Medium befillt. AnschlieRend wurden die Platten fur
2 Stunden bei Raumtemperatur abgedeckt inkubiert. Danach wurde der Inhalt

verworfen. Es folgten wieder 3 Waschschritte mit je 300ul Waschpuffer pro Well.
Detection Antibody

Der mit Reagent Diluent verdinnte Detection Antibody (100 ng/ml) wurde mit 100yl
pro Well pipettiert und flir 2 Stunden bei Raumtemperatur abgedeckt inkubiert.

Streptavidin-HRP

Der Inhalt wurde verworfen und wiederum 3x mit je 300ul Waschpuffer pro Well

gewaschen. Zuletzt wurde in Reagent Diluent verdiinnter Streptavidin-HRP in die
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Wells pipettiert, 100pl pro Well. Dieser wurde fur 20 Minuten bei Raumtemperatur und

im Dunkeln inkubiert.
Color Reagent

Im Anschluss wurden die Platten wiederum 3x mit je 300ul Waschpuffer pro Well
gewaschen, 100ul pro Well Substrat-Losung (1:1 aus Color Reagent A + Color

Reagent B) pipettiert und bei Raumtemperatur fir 20 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Stop Solution und Messung

Direkt im Anschluss wurde ohne Verwerfen des Inhalts 50ul pro Well Stop Solution
hinzupipettiert, um die Reaktion zu stoppen, vorsichtig auf dem Plattenschuttler

gemischt und direkt anschlieRend gemessen.

Die 96-Well-Platten wurden bei 450nm und 550nm gemessen und die Differenz als

Ergebnis ausgewertet, um optische Fehler durch die Platte auszugleichen.

Die Werte der Verdunnungsreihe des Standards wurden zur Erstellung einer Standard-
Kurve herangezogen!”. Anmerkung: Als Nullwert wurde 0 gesetzt, um den Graphen

im Nullpunkt beginnen zu lassen.

7.7 Arbeiten mit DNA/RNA

Bei der quantitativen PCR (Polymerase Chain Reaction) mit SYBR Green | handelt es
sich um eine DNA-Amplifikationsmethode, bei der anhand der Fluoreszenzstarke
dieses Cyanin-Farbstoffes (SYBR Green |) auf die DNA-Menge in der Probe
geschlossen werden kann. SYBR Green | bindet an die DNA oder RNA und absorbiert
blaues Licht bei 494 nm Wellenlange, emittiert dann griines Licht der Wellenlange 521
nm. Bei Bindung von Einzelstrangen wird nur schwach Licht emittiert, bei der Bindung

an Doppelstrange wird deutlich Licht emittiert.

7.7.1 Probengewinnung

Die inkubierten Zellkulturen wurden resuspendiert und von der Zellkulturplatte jeweils
in ein 15ml-Spitzbodenrdéhrchen Uberfihrt. Nach der Zugabe von ca. 5 ml 4°C kaltem
PBS wurden die Zellen bei 4°C und 310g 5 Minuten zentrifugiert. Nach Abkippen des

Uberstandes wurde das Zellpellet resuspendiert und in ein 1,5ml-Eppendorf-Gefaf
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uberfuhrt, das 15ml-Spitzbodenréhrchen wurde mit etwa 1ml PBS nochmals gespult
und auch diese Spdlflussigkeit in das Eppendorf-Gefall gegeben, um groliere
Zellverluste zu vermeiden. Nach Zentrifugation in der Eppendorf-Zentrifuge fur 3-4
Minuten bei 13000rpm wurde der Uberstand abpipettiert und die Zellpellets bei -80°C

eingefroren.
RNA-EXxtraktion

Generell wurden alle Proben und Reagenzien mit Ausnahme von Enzymen nach dem
Auftauen gevortext und anschlieRend kurz abzentrifugiert. Enzyme wurden in ihren

Gefalden kurz angeschnipst.

Nach Auftauen der Proben wurde die RNA mithilfe des RNA-Extraktions-Kits
,NucleoSpin® RNA" von Macherey-Nagel gewonnen. Die Arbeitsschritte erfolgten
nach Anleitung des Kits mit einer Ausnahme: Der letzte Waschschritt der Sdule wurde
mit nur 20pul HPLC H20 durchgefuhrt und nicht mit 60ul, um eine hdéhere RNA-
Konzentration zu erhalten. Nach 1 Minute Zentrifugation bei 13g wurden die 20yl
Elution ein zweites Mal auf die Saule zum grindlichen Auswaschen gegeben und

wiederum 1 Minute bei 13g zentrifugiert.

Da zlgig gearbeitet wurde, konnte auf die Zugabe von (-Mercaptoethanol verzichtet

werden entsprechend dem Herstellerprotokoll.

Die exakte RNA-Menge wurde anschlieBend mittels  Mikrovolumen-

Spektralphotometer (NanoDrop ™) gemessen.

7.7.2 Reverse Transkription der RNA in cDNA

In 500ul-Eppendorfgefale wurde die jeweils errechnete Menge RNA pipettiert und mit
HPLC-H20 auf 11,5ul Volumen aufgefullt. Aus den gemessenen Werten der RNA-
Konzentration mit dem NanoDrop™ (in ng/pl) habe ich in meinem Fall 300ng RNA in

20ul Volumen eingesetzt.

Hierzu wurden jeweils 1yl Random Hexamer-Primers hinzu pipettiert und kurz
abzentrifugiert. Die Eppendorf-Gefal’e wurden anschlieend in den Cycler eingesetzt
und 5 Minuten auf 65°C erhitzt zur RNA-Denaturierung. Danach wurden die Proben
auf 4°C gekdihlt.
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In jedes Eppendorf-Gefal® wurden 7,5ul MasterMix fur die cDNA-Synthese pipettiert,
bestehend aus 4ul 5-fach RT-Puffer, 0,5ul Ribolock RNase Inhibitor, 2ul dNTPs (10mM
jeweils) und 1ul Reverse Transkriptase. Nach Resuspension wurden die Eppendorf-
Gefalle wieder in den Cycler gesetzt und fur 5 Minuten bei 25°C inkubiert, fur 60
Minuten bei 42°C zur Transkription inkubiert und zuletzt fur 5 Minuten auf 70°C die
Transkriptase inaktiviert. AnschlieRend wurden die Proben wieder auf 4°C abgekuhilt.
Die rechnerische Endkonzentration der cDNA betrug 50ng/ul. Die so gewonnenen

cDNA-Proben konnten bei -20°C gelagert werden.

7.7.3 Primer Testung

Die Testung der spater verwendeten Primerpaare von BioRad wurde anhand von
cDNA von THP1-Zellen (Monozyten) des Labors AG Schneidawind im Vergleich zu
einem von Hilde Keppeler designtem und erfolgreich genutztem HIF-1a-Primerpaar

(forward/backward Primer) vorgenommen.

Zunachst wurde eine 1:5-Verdunnungsreihe der cDNA hergestellt, indem in 4
Eppendorf-Gefae je 20ul HPLC-H20 vorgelegt wurden. Aus der unverdinnten
Ursprungsprobe cDNA wurden 5Spl in das zweite Gefal® pipettiert, resuspendiert und
davon wiederum 5l in das nachste Gefal pipettiert. So erhielt man am Ende 5 Gefalle
mit den relativen Verdinnungen 100%, 20%, 4%, 0,8% und 0,16%.

FUr jedes Primerpaar wurde ein MasterMix vorbereitet, der sich pro Well aus 10ul 2-
fach MasterMix SYBR, 1ul Primermix und 7pl HPLC-H20 zusammensetzte. Je 18ul
dieses Mastermixes wurden in jedes Well der 96-Well-Platte pipettiert und
anschlie3end 2ul cDNA an den Rand des Wells unter Sichtkontrolle hinzu pipettiert. In
diesem Fall entsprachen die Proben den 5 Verdunnungen der cDNA-Probe und einer
no template control (NTC), die aus 2ul HPLC-H20 bestand. Es wurden hier und auch
in den weiteren Versuchen Doppelbestimmungen (Dupletts) gemacht, das heil3t je 2
Wells mit derselben Probe befllt.

Anschlief3end wurde die 96-Well-Platte mit einer Folie versiegelt und kurz bis 2500rpm

abzentrifugiert.

Die Platte wurde in den Light Cycler ® 480 eingegeben und das Programm flr die
gPCR mit SYBR-Green gestartet. Die Entwicklung der DNA-Fragmente war in den
Schmelzkurven sichtbar, die Cr-Werte wurden mit der LightCycler®480 Software
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release 1.5.1 ausgewertet und bestatigte eine suffiziente Amplifikation mit den
gekauften Primerpaaren von BioRad, vergleichbar mit den Ergebnissen des

Primerpaars, das in der AG Schneidawind eingesetzt wurde.

7.7.4 Quantitative Real-Time PCR

Die Proben wurden aufgetaut und mit 20ul HPLC-H20 verdlinnt, da die angefallenen
Produkte aus der cDNA-Synthese die PCR inhibieren kénnen und durch die 1:1-
Verdinnung dieser Effekt minimiert werden kann. Somit lagen nun 40ul cDNA-
Probenvolumen mit einer rechnerischen cDNA-Konzentration von 25ng cDNA pro l

Probe vor.

Fur jedes zu amplifizierende Gen wurden die Reagenzien samt den entsprechenden
Primern (10pl 2-fach SYBR-MasterMix, 1ul PrimerMix und Spl HPLC-H20 pro Well)
angesetzt und in der 96-Well-Platte vorgelegt. In jedes Well wurden 4yl
Probenvolumen bzw. HPLC-H20 fir die Leerprobe (no template control, NTC)
gegeben. Es wurden Dupletts gemessen, das heilt jede Probe und auch die
Leerprobe wurden zweimal aufgetragen. Es wurden Primer fur die Gene HIF-1q,
RPL37A und EGLN1 (Protein des Gens ist PHDII) eingesetzt.

Die Platte wurde nach dem Pipettieren mit einer Folie versiegelt, kurz bis 2500rpm
abzentrifugiert und in den Light Cycler®480 gegeben. Das Programm flr den SYBR-
Green MasterMix bestand aus 10 Minuten Prainkubation bei 95°C und 45 Zyklen flr
die Amplifizierung bestehend aus 14 Sekunden 95°C zur Denaturierung der cDNA-
Molekule und 1 Minute 60°C fir die Anlagerung der Primer und Amplifizierung der
Genabschnitte. Am Ende eines jeden Zyklus wurde die Fluoreszenz gemessen und
nach den 45 Zyklen eine Schmelzkurve erstellt, indem zunachst 1 Sekunde die
Molekule bei 95°C wieder denaturiert wurden und dann von 65°C kontinuierlich
(0,06°C pro Sekunde) bis 95°C erhitzt wurden, wobei die Fluoreszenz kontinuierlich
gemessen wurde. Am Ende der Schmelzkurvenerstellung wurde auf 37°C abgekuhlt.

7.7.5 Auswertung

Anhand der Schmelzkurve konnte beurteilt werden, ob ein PCR-Produkt amplifiziert

worden war oder ob die Probe verunreinigt war.
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Abbildung 6 HIF-1a-Schmelzkurve einer Probe nach erfolgreicher quantitativer PCR

Erfolgreiche Amplifikation der HIF-1a-cDNA in der Schmelzkurve einer Probe. Es sind keine anderen Peaks zu sehen, die auf
ein weiteres Amplifikationsprodukt hinweisen wiirden.

Die gemessenen Fluoreszenzen am Ende eines jeden Zyklus gaben Rickschluss auf
die Menge des PCR-Produkts. Die Zykluszahl, in der die Fluoreszenz den
Schwellenwert des Hintergrundrauschens Uberschreitet, ist mit Vernachlassigung von
Storfaktoren umso kleiner, je mehr Ausgangs-cDNA des zu amplifizierenden Gens zu
Beginn in der Probe vorhanden war. Diese Zykluszahl wird als Threshold Cycle (Cr
oder Cr) bezeichnet. Dies bedeutet, dass die Zykluszahl des Uberschreitens der

Fluoreszenzschwelle Aufschluss Uber die Menge des Ausgangsprodukts gibt.

Zur relativen Quantifizierung des Zielgens wurde der Ct des Zielgens in Relation zum
Cr des Housekeeping Genes gesetzt (jeweils die Mittelwerte der Dupletts). Als
Housekeeping Gene wurde von mir das RPL37A-Gen herangezogen, das von Maess
et. al in humanen Monozyten als geeignetes Housekeeping Gene verwendet wurdel™l,
Diese Methode ist bekannt als AACt-Methode.

7.8 Statistische Methoden

Zur Auswertung der Bilddaten des Western Blots wurde das Programm ,ImageJ*
verwendet. Zur Auswertung der Durchflusszytometrie-Daten wurden die Programme
,CellQuestPro* und ,FlowJo* verwendet. Zur Auswertung der Daten von ELISA und
gPCR wurde mit Excel® fir Microsoft 365 gerechnet.
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Die statistischen Tests und Erstellung von Grafiken erfolgte mit der Software
,GraphPadPrism“. P-Werte <0,05 galten hierbei als statistisch signifikant (* p < 0,05,
**p<0,01, ™ p<0,001, **** p <0,0001).

Wahrend des primaren Datencleanings wurde basierend auf dem ROUT-Test (mit
Q=1%) auf AusreiBer (Outlayer) getestet und entsprechend entfernt. Auf

Normalverteilung wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test getestet.

Um zwei nicht-gepaarte Gruppen mit normalverteilten Werten miteinander zu
vergleichen, wurde der (unpaired) t-Test angewandt, mit nicht normal verteilten Werten
der Mann-Whitney Test. Um zwei gepaarte Gruppen mit normalverteilten Werten
miteinander zu vergleichen, wurde der (paired) t-Test angewandt, mit nicht normal

verteilten Werten der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

Wurden mehrere Gruppen miteinander verglichen, wurde fur normal verteilte Daten
die gewohnliche One-way ANOVA herangezogen zusammen mit Tukey’s multiple
comparison Test, fur nicht normal verteilte Daten der Kruskal-Wallis Test zusammen

mit Dunn’s multiple comparison Test.

Im Weiteren sind Einzelwerte und Mittelwerte £ Standardabweichungen angegeben,
falls nicht anders bezeichnet, auch flr nicht normal verteilte Daten ohne

Berucksichtigung einer eventuell schiefen Verteilung.
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8 Ergebnisse

Teile der im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden mit geteilter
Erstautorenschaft unter dem Geburtsnamen Schlegel im Juli 2022 online veroffentlicht:
,pDecreased expression of hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1a) in cord blood
monocytes under anoxia“, Christiane Schlegel, Kai Liu, Barbel Spring, Stefanie Dietz,
Christian F. Poets, Hannes Hudalla, Trim Lajqi, Natascha Kostlin-Gille and Christian
Gille.

8.1 Versuche mit Mononuklearen Zellen

Die Versuche wurden zunachst samtlich an via Dichtegradientenzentrifugation

aufgereinigten mononuklearen Zellen vorgenommen.

8.1.1 HIF-1a-Protein akkumulierte unter Anoxie geringer in CBMC als in
PBMC

Zu Beginn wollten wir die HIF-1a-Proteinakkumulation von CBMC und PBMC unter
Normoxie und Anoxie betrachten. In Normoxie konnte sowohl in CBMC als auch in
PBMC eine kaum nachweisbare Menge an HIF-1a detektiert werden (0,019 +/- 0,036
vs. 0,032 +/- 0,033 relative Intensitaten, n=6-10, p=0,7128, Abbildung 7 B). Der
Proteinnachweis von HIF-1a im Western Blot gelang wie erwartet unter Anoxie. In
CBMC konnte nach vierstiundiger Anoxie deutlich weniger HIF-1a nachgewiesen
werden als in PBMC (0,06 +/- 0,05 vs. 0,15 +/- 0,11 relative Intensitaten, n=7-10,
p=0,0399, Abbildung 7C).
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Abbildung 7 HIF-la-Menge in neonatalen mononukledren Zellen in Anoxie signifikant geringer als in adulten
mononukledren Zellen

Nach vierstlindiger Inkubation der CBMC bzw. PBMC unter Normoxie bzw. Anoxie wurden die Proteine isoliert, durch
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran iber Nacht geblottet. Die Proteine HIF-1a und GAPDH wurden
mit Antikérper gebundenen HRP-Enzymen und Substrat sichtbar gemacht und die relativen Intensititen der
Chemilumineszenz digital ausgewertet. A beispielhafter Western Blot, B in Normoxie jeweils wenig HIF-1a (n=6-9, nicht
normalverteilt, Mann-Whitney-Test, p=0,71), Cin Anoxie signifikant geringere Akkumulation von HIF-1a in CBMC als in PBMC
(n=7-10, normalverteilt; t-Test, ungepaart; *p<0,05).
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8.1.2 HIF-1a-Protein akkumulierte unter Normoxie mit E.coli-Infektion
weniger in CBMC als in PBMC

Als weitere Stimulanz fur die HIF-1a-Akkumulation wandten wir die Infektion mit E.coli
an. Auch hier konnten wir eine deutlich geringere HIF-1a-Akkumulation nach
vierstundiger Infektion in CBMC feststellen als in PBMC (0,03 +/- 0,01 vs. 0,19 +/- 0,14
relative Intensitaten, n=9-10, p=0,0435, Abbildung 8 B).
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Abbildung 8 HIF-1a-Menge nahm in neonatalen mononukledren Zellen unter Normoxie mit E.coli-Infektion nicht zu im
Gegensatz zu adulten mononukledren Zellen

Nach vierstlindiger Inkubation der CBMC bzw. PBMC unter Normoxie mit E.coli wurden die Proteine isoliert, durch
Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Giber Nacht geblottet. Die Proteine HIF-1a und GAPDH wurden
mit Antikorper gebundenen HRP-Enzymen und Substrat sichtbar gemacht und die relativen Intensitaten der
Chemilumineszenz digital ausgewertet. A beispielhafter Western Blot, B in Normoxie mit Infektion durch E.coli hohere
Akkumulation von HIF-1a in PBMC als in CBMC. n=9-10; nicht normalverteilt; t-Test, Mann-Whitney-Test; *p<0,05.

8.1.3 Die HIF-1a-Genexpression blieb in CBMC und in PBMC unter

Anoxie unverandert

Im nachsten Schritt eruierten wir, ob die verminderte HIF-1a Akkumulation in CBMC
mit einer Regulation auf transkriptioneller Ebene zusammenhing. Dafir wurden CBMC
und PBMC 22 Stunden im jeweiligen Milieu kultiviert. Die HIF-1a-mRNA-Menge von
CBMC vs. PBMC war in Normoxie signifikant vermindert (0,34 +/- 0,16 vs. 1,0 +/-0,42
-fache Expression, n=8-10, p=0,004, Abbildung 9), in Anoxie ebenfalls vermindert,
aber nicht signifikant (0,48 +/- 0,24 vs. 1,02 +/- 1,00 -fache Expression, n=9-10,
p=0,926, Abbildung 9). Jedoch nahm die HIF-1a-mRNA-Menge unter Anoxie im
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Vergleich zur Normoxie sowohl in CBMC (0,48 +/- 0,24 vs. 0,34 +/- 0,16 -fache
Expression, n=8-9, p>0,999, Abbildung 9) als auch in PBMC (1,02 +/- 1,00 vs. 1,00 +/-
0,42 -fache Expression, n=10, p>0,999, Abbildung 9) nicht zu.

HIF-1a Genexpression

4 - * *k ns

®

x-fache HIF-1a-Expression
L]
]

1_ .

0
Zellen PBMC CBMC PBMC CBMC
0= Mx M A Ax
E coli - - - -

Abbildung 9 Relative HIF-la-mRNA-Menge nahm nach 22-stiindiger Anoxie sowohl in neonatalen als auch in adulten
mononukledren Zellen nicht zu

CBMC und PBMC wurden nach 22-stlindiger Kultur in Normoxie bzw. Anoxie mittels quantitativer PCR analysiert und mit der
AACr-Methode ausgewertet. Die HIF-1a-mRNA-Mengen wurden nach reverser Transkription zu cDNA im Verhaltnis zu den
RPL37A-cDNA-Mengen berechnet und die Werte ins Verhaltnis zu den Werten in PBMC Normoxie (= einfache Menge) gesetzt.
(n=8-10; nicht normal verteilt; Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison Test; **p<0,01).

8.1.4 Die HIF-1a-Genexpression war unter Normoxie mit E.coli-Infektion
in CBMC nicht erhoht im Gegensatz zu PBMC

Nachdem die Infektion mit E.coli auf Proteinebene zu einer starken HIF-1a-
Akkumulation flhrte, interessierte uns nun, ob die Infektion mit E.coli auf mMRNA-Ebene
eine vermehrte Genexpression induzieren wirde. Die mRNA-Menge stieg nach 22
Stunden mit E.coli-Infektion vs. Kontrolle ohne Infektion in PBMC (1,60 +/- 0,84 vs.
1,00 +/- 0,42 -fache Expression, n=10, p>0,999, Abbildung 10) und CBMC (0,84 +/-
0,14 vs. 0,34 +/- 0,16 -fache Expression, n=8-10, p=0,23, Abbildung 10) leicht an. Nach
48 Stunden Infektion war die mRNA-Expression bei PBMC jedoch signifikant erhoht
verglichen mit der Kontrolle nach 48 Stunden (3,40 +/- 2,02 vs. 0,40 +/- 0,15 -fache
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Expression, n=4-7, p=0,0171, Abbildung 10), jedoch nicht bei CBMC (0,79 +/- 0,44 vs.
0,31 +/- 0,17 -fache Expression, n=4-8, p>0,999, Abbildung 10).
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Abbildung 10 Relative HIF-1la-mRNA-Menge nahm unter Infektion mit E.coli in adulten mononukledren Zellen zu, kaum
jedoch in neonatalen

CBMC und PBMC wurden nach 22-stlindiger bzw. 48-stiindiger Kultur in Normoxie ohne und mit E.coli-Infektion mittels
quantitativer PCR analysiert und mit der AACr-Methode ausgewertet. Die HIF-la-mRNA-Mengen wurden nach reverser
Transkription zu cDNA im Verhéltnis zu den RPL37A-cDNA-Mengen berechnet und die Werte ins Verhéltnis zu den Werten in
PBMC Normoxie nach 22 Stunden (= einfache Menge) gesetzt. (n=4-10; nicht normal verteilt; Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s
multiple comparison Test; *p<0,05).

8.1.5 Die PHDII-Proteinmenge war unter Anoxie sowie unter Normoxie
mit E.coli-Infektion in CBMC und in PBMC unverandert

Als nachstes Uberpruften wir die Hypothese, ob die verminderte HIF-1a-Akkumulation
in CBMC durch einen vermehrten Abbau durch Prolylhydroxylasen bedingt sein
kénnte. Die Menge an Prolylhydroxylase II-Protein unter Anoxie in PBMC war im
Vergleich zur Kultur in Normoxie (1,17 +/- 0,59 vs. 1,21 +/- 0,86 relative Intensitaten,
n=7, p>0,999, Abbildung 11 B) und nach Infektion mit E.coli in Normoxie im Vergleich
zur Kultur ohne Infektion in Normoxie (1,10 +/- 0,61 vs. 1,21 +/- 0,86 relative
Intensitaten, n=7-8, p>0,999, Abbildung 11 B) nicht unterschiedlich. Auch in CBMC
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hatte die Kultur in Anoxie im Vergleich zur Normoxie (1,22 +/- 0,90 vs. 0,87 +/- 0,50
relative Intensitaten, n=9-10, p>0,999, Abbildung 11 B) und die Infektion mit E.coli in
Normoxie im Vergleich zur Kultur ohne Infektion in Normoxie (0,83 +/- 0,30 vs. 0,87 +/-

0,50 relative Intensitaten, n=9, p>0,999, Abbildung 11 B) keine Auswirkung.
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Abbildung 11 PHDII-Proteinmenge veranderte sich in mononuklearen Zellen unter Anoxie und unter Normoxie mit E.coli-
Infektion weder in CBMC noch in PBMC

Nach vierstindiger Inkubation der CBMC bzw. PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion bzw. Anoxie wurden
die Proteine isoliert, durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran iber Nacht geblottet. Die Proteine
PHDII und GAPDH wurden mit Antikorper gebundenen HRP-Enzymen und Substrat sichtbar gemacht und die relativen
Intensitaten der Chemilumineszenz digital ausgewertet. A beispielhafter Western Blot, B beinahe unveranderte PHDII-
Mengen in CBMC und PBMC unter Normoxie, Normoxie mit Infektion und unter Anoxie, keinerlei Signifikanz. (n=7-10; nicht
normalverteilt; Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison Test; *p<0,05).

8.1.6 PHDII-Genexpression war unter Anoxie hoher als in Normoxie in
CBMC wie in PBMC

Um zu evaluieren, ob auch die mRNA-Menge von PHDII (Gen: EGLN1) sich unter
anoxischen Bedingungen ebenso wie die PHDII-Proteinmenge kaum verandern
wurde, fuhrten wir eine gPCR-Analyse nach 22 Stunden normoxischer bzw.
anoxischer Inkubation der CBMC bzw. PBMC durch. Die EGLN1-mRNA-Menge war
unter Anoxie in CBMC im Vergleich zur Normoxie (3,42 +/- 1,23 vs. 0,51 +/- 0,27-fache
Expression, n=9-10, p=0,006, Abbildung 12) und in PBMC (5,81 +/- 4,08 vs. 1,0 +/-
1,46 -fache Expression, n=10, p=0,015, Abbildung 12) erhdht. Die EGLN1-mRNA-
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Menge war unter Anoxie in CBMC vs. PBMC nicht signifikant verschieden (3,42 +/-
1,23 vs. 5,81 +/- 4,08 -fache Expression, n=9-10, p>0,999, Abbildung 12).
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Abbildung 12 Relative EGLN1-mRNA-Menge nahm unter Anoxie in adulten und neonatalen mononukledren Zellen zu

CBMC und PBMC wurden nach 22-stiindiger Inkubation in Normoxie bzw. Anoxie mittels quantitativer PCR analysiert und
mit der AACr-Methode ausgewertet. Die EGLN1-mRNA-Mengen wurden nach reverser Transkription zu cDNA im Verhaltnis
zu den RPL37A-cDNA-Mengen berechnet und die Werte ins Verhaltnis zu den Werten in PBMC Normoxie (= einfache
Menge) gesetzt. (n=9-10; nicht normal verteilt; Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s multiple comparison Test; *p<0,05,
**p<0,01)

8.1.7In CBMC kam es unter Infektion mit E.coli zu einer geringeren

Zunahme nicht-klassischer Monozyten verglichen mit PBMC

Anhand der Oberflachenmolekile CD14 und CD16 wurden die Monozyten, wie die
Gating-Strategie in Abbildung 13 =zeigt, in klassische, intermediare und nicht-
klassische Monozyten eingeteilt. Nach Infektion mit E.coli war der prozentuale Anteil
nicht-klassischer Monozyten in PBMC im Vergleich zur Normoxie ohne Infektion
deutlich erhdht (45,9 +/- 22,22 vs. 5,0 +/- 4,59 %, n=9-10, p=0,0002, Abbildung 14).
Auch in Anoxie erhohte sich der Anteil nicht-klassischer Monozyten unter Infektion mit
E.coli bei PBMC signifikant (47,67 +/- 23,94 vs. 9,39 +/- 8,04 %, n=9-10, p=0,018,
Abbildung 14). CBMC zeigten einen geringeren Anstieg des Anteils nicht-klassischer

Monozyten unter Infektion mit E.coli, in Normoxie im Vergleich zur Normoxie ohne
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Infektion (27,53 +/- 19,19 vs. 9,06 +/- 6,19 %, n=10-12, p=0,67, Abbildung 14) und
unter Infektion mit E.coli, in Anoxie im Vergleich zur Anoxie ohne Infektion (34,19 +/-
18,5 vs. 9,76 +/- 5,97 %, n=10-12, p= 0,16, Abbildung 14).

Der Anteil klassischer Monozyten unterschied sich nicht signifikant, wobei in CBMC
die Anteile klassischer Monozyten unter Infektion mit E.coli prozentual relativ

anstiegen im Vergleich zur Normoxie ohne Infektion (Abbildung 14,

Tabelle 14). Die Mittelwerte der Anteile intermediarer Monozyten nahmen unter
Infektion mit E.coli ab. Hierbei ergab sich kein Unterschied zwischen Normoxie und
Anoxie sowie zwischen CBMC und PBMC (Abbildung 14,

Tabelle 14).

ok -

800 =

|Oberer linker Quadrant = nicht-klassische Monozyten |

@

2

e
1

|Oberer rechter Quadrant = intermedidre Monozyten |

&
s
1

Unterer rechter Quadrant = klassische Monozyten

S5C-Height

s
]
2

1

— Alle 3 Subpopulationen = 100% Monozyten

T T T T
o 200 400 6800 800 10K

FSC-Height

FL2-H: CD16 PE
FL2-H: CD16 PE

FL4-H: CD14 APC FL4-H: CD14 APC

Abbildung 13 Gating-Strategie der Monozyten-Subpopulationen anhand der Oberflaichenmolekiile CD14 und CD16
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Tabelle 14 Statistik zu den Monozyten-Subpopulationen aus

klassische Monozyten

p-Wert (bereinigt) Signifikanz

intermedidre Monozyten
p-Wert {bereinigt) Signifikanz

nicht-klassische Monozyten
p-Wert [bereinigt] Signifikanz

CBMC Mormozxie -E.coli
PBMC Mormoxie -E.coli
CBMC Anoxie -E.coli
PBMC Anoxie -E.coli
CBMC Mormozxie -E.coli
PBMC Mormoxie -E.coli
CBMC Normoxie +E.coli
PBMC Mormoxie +E.coli
PBMC Mormoxie -E.coli
PBMC Anoxie -E.coli
PBMC Mormoxie +E.coli
PBMC Anoxie +E.coli

VS,
VS,
VS,
VS,
VS,
V5.
V5.
V5.
V5.
V5.
V5.
V5.

CBMC MNormoxie +E.coli
PBMC Mormoxie +E.coli
CBMC Anoxie +E.coli
PBMC Anoxie +E.coli
CBMC Anoxie -E.coli
PBMC Anoxie -E.coli
CBMC Anoxie +E.coli
PBMC Anoxie +E.coli
CBMC Normoxie -E.coli
CBMC Anoxie -E.coli
CBMC Normoxie +E.coli
CBMC Anoxie +E.coli

04768
=0,9999
0,0796
0,9926
0,9899
0.,8765
=0.9999
=0.9999
0.9908
=0.9999
0.8438
0,6694

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

=0.0001 o
0,0001
=0.0001
=0.0001
0,9704
0,9271
0,9643
=0.9999
0,9994
=0.9999
0,9995
0,9995

e
s

s

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0.6717
0,0002
0,1595 ns
0,0183 *

=(,9999
=(,9999
=(,9999
=(,9999
=(,9999
=(,9999
=(,9999
=0,9999

ns

e

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Nicht-klassische Monozyten n=9-12, nicht normal verteilt, Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s multiple comparison Test;
Intermedidre Monozyten n=9-12, normal verteilt, One-Way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test; Klassische
Monozyten n=9-12, normal verteilt, One-Way-ANOVA mit Tukey’s multiple comparison Test
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Abbildung 14 Prozentuale Anteile der drei Monozyten-Subpopulationen unter Normoxie und Anoxie sowie mit und ohne

Infektion mit E.coli

Nach vierstiindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phdnotyp-Farbung mit CD14- und CD16-Antikorpern und die durchflusszytometrische
Messung. Nachdem die Monozyten im FSC-SSC-Fenster gegated wurden, wurden klassische, nicht-klassische und
intermedidre Subpopulationen anhand ihrer CD14- und CD16-Vorkommen zugeteilt und die prozentualen Anteile der drei
Subpopulationen an allen Monozyten errechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte. (n=9-12; normal verteilt auer nicht-
klassische Monozyten der CBMC Normoxie — E.coli und CBMC Anoxie — E.coli)
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8.1.8 Funktionelle Auswirkungen von Anoxie und Infektion mit E.coli in
CBMC und PBMC

Uns interessierte im Weiteren, welchen Einfluss der Sauerstoffpartialdruck sowie eine

Infektion mit E.coli auf die Funktion neonataler und adulter Monozyten hat.

8.1.8.1 CD80/CD86 unter Infektion mit E.coli auf CBMC geringer exprimiert als
auf PBMC

Die co-stimulatorischen/-inhibitorischen Molekule CD80 und CD86 unter anderem auf
Monozyten vermitteln im Zellkontakt mit einer T-Zelle zusammen mit dem TZR-
Antigen/MHCII-Komplex entweder eine Aktivierung der T-Zelle zur Proliferation oder
eine Inhibition der T-Zelle. |hre Expression wurde auf CD14-positiven CBMC und
PBMC durchflusszytometrisch ermittelt. Die entsprechende Gating-Strategie ist im
Methodenteil dargestellt (Abbildung 3).

Die Expression von CD80 war ohne Infektion in CBMC und PBMC nicht
unterschiedlich, sowohl in Normoxie (23,07 +/- 13,27 vs. 20,65 +/- 8,82 MFI, n= 10-
15, p=0,94, Abbildung 15 A) als auch in Anoxie (15,26 +/- 8,16 vs. 17,48 +/- 9,78 MFI,
n=12-15, p=0,53, Abbildung 15 C). Unter Infektion mit E.coli kam es in Normoxie in
CBMC weniger als in PBMC zu einer Hochregulation von CD 80 (46,33 +/- 19,16 vs.
75,49 +/- 43,76 MFI, n=11-12, p=0,060, Abbildung 17 B), wenn auch nicht signifikant.
In Anoxie war dieser Effekt noch starker und erreichte das Signifikanzniveau (36,72
+/- 11,28 vs. 59,53 +/- 30,43 MFI, n=11-12, p=0,024, Abbildung 15 D).
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Abbildung 15 MFI CD80 auf CBMC unter E.coli-Infektion geringer als auf PBMC

Nach vierstlindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD14 und CD80-Antikérpern und die durchflusszytometrische
Messung. Es wurde der MFI von CD80 auf CD14+ mononuklearen Zellen dargestellt, A in Normoxie B in Normoxie mit E.coli
Cin Anoxie D in Anoxie mit E.coli. (n=10-15; normalverteilt mit unpaired t-Test, nicht normal verteilt mit Mann-Whitney-Test,
* p<0,05)

CD86 wurde auf CD14-positiven Zellen aus CBMC in Normoxie signifikant geringer
exprimiert als auf CD14-positiven Zellen aus PBMC (42,39 +/- 10,12 vs. 73,28 +/-
45,79 MFI, n=12-15, p=0,0355, Abbildung 16 A). Auch unter Infektion mit E.coli
exprimierten CBMC weniger CD86 als PBMC (43, 68 +/- 15,71 vs. 64,59 +/- 20,21 MFI,
n=11-12, p=0,0111, Abbildung 16 B). In Anoxie hingegen war die Expression von
CD86 auf CBMC vergleichbar zu PBMC (33.03 +/- 10,05 vs. 35,39 +/- 10,57 MFI, n=12-
15, p=0,558, Abbildung 18 C), ebenso in Anoxie unter Infektion mit E.coli (47,28 +/-
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8,50 vs. 50,68 +/- 13,89 MFI, n=11-12, p=0,482, Abbildung 18 D). Somit blieb die
CD86-Expression auf CBMC quasi konstant.
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Abbildung 16 MFI CD86 auf CBMC in Normoxie und in Normoxie mit E.coli geringer als auf PBMC

Nach vierstlindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD14 und CD86-Antikdrpern und die durchflusszytometrische
Messung. Es wurde der MFI von CD86 auf CD14+ mononukledren Zellen dargestellt, A in Normoxie B in Normoxie mit E.coli
Cin Anoxie D in Anoxie mit E.coli. (n=7-10; normalverteilt auBer PBMC Normoxie; Mann-Whitney Test und unpaired t-Tests;
* p<0,05)

8.1.8.2 PD-L1 vergleichbar auf CBMC wie auf PBMC, PD-L2 in Anoxie geringer
auf CBMC als auf PBMC exprimiert

Die Liganden PD-L1 und PD-L2 vermitteln Uber Bindung an PD-1 zeitgleich mit dem
TZR-Antigen/MHCII-Komplex eine Inhibition von T-Zellen. Bildet PD-L1 mit CD80
einen Heterodimer kann eine Co-Stimulation flr die T-Zelle mit CD28 erfolgen oder

eine Co-Inhibition Uber eine abgeschwachte Bindung an CTLA-4.
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Die PD-L1-Expression auf CD14-positiven Zellen war nach Infektion mit E.coli in
CBMC wie in PBMC ahnlich hoch (325,2 +/- 272,7 vs. 405,3 +/- 363,7 MFI, n=14-15,
p=0,780, Abbildung 17 B). In Normoxie ohne Infektion war die PD-L1-Expression in
CBMC und PBMC ebenfalls vergleichbar (122,4 +/- 136,1 vs. 189,8 +/- 194,0 MFI,
n=15-17, p=0,50, Abbildung 17 A) und insgesamt etwas geringer. In Anoxie ergaben
sich keine relevanten Unterschiede im Vergleich zur Normoxie, CBMC und PBMC
blieben vergleichbar (49,23 +/- 65,19 vs. 62,66 +/- 88,63 MFI, n=19-25, p=0,56,
Abbildung 17 C) ebenso konnten keine relevanten Unterschiede zwischen CBMC und
PBMC in Anoxie mit E.coli-Infektion festgestellt werden (226,7 +/- 192,6 vs. 266,9 +/-
206,7 MFI, n=13-15, p=0,53, Abbildung 17 D).
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Abbildung 17 MFI PD-L1 auf CBMC und PBMC vergleichbar

Nach vierstiindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD14 und PD-L1-Antikérpern und die durchflusszytometrische
Messung. Es wurde der MFI von PD-L1 auf CD14+ mononukledren Zellen dargestellt, A in Normoxie B in Normoxie mit E.coli
C in Anoxie D in Anoxie mit E.coli. (n=13-25; normal verteilt unpaired t-Test, nicht normal verteilt Mann-Whitney Test; *
p<0,05)

68



Ergebnisse

Die Expression von PD-L2 war auf CBMC unter Anoxie geringer als auf PBMC (21,38
+/- 8,08 vs. 27,18 +/- 8,51 MFI, n=18-22, p=0,034, Abbildung 18 C), starker noch,
ahnlich wie bei CD80, unter Infektion mit E.coli in Anoxie (35,63 +/- 13,08 vs. 56,55 +/-
18,49 MFI, n=11, p=0,006, Abbildung 18 D). Dieselben Tendenzen zeigten sich auch
in Normoxie, jedoch ohne Signifikanz, sowohl ohne Infektion (42,31 +/- 24,02 vs. 56,73
+/- 33,53 MFI, n=12-15, p=0,167, Abbildung 18 A), als auch unter Infektion von E.coli
(52,93 +/- 15,25 vs. 66,57 +/- 22,55 MFI, n=11-12, p=0,101, Abbildung 18 B).
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Abbildung 18 MFI PD-L2 auf CBMC geringer als auf PBMC

Nach vierstlindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD14 und PD-L2-Antikérpern und die durchflusszytometrische
Messung. Es wurde der MFI von PD-L2 auf CD14+ mononukledren Zellen dargestellt, A in Normoxie B in Normoxie mit E.coli
Cin Anoxie D in Anoxie mit E.coli. (n=7-10; nicht normal verteilt; Kruskal-Wallis test; * p<0,05)
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8.1.8.3 Gleichermallen erhéhte Interleukine 18, 6 und 8 unter Infektion mit E.coli.
in CBMC und in PBMC

Um zu uberprufen, ob es Unterschiede in der Fahigkeit zur Aktivierung von
Immunzellen auf humoralem Wege zwischen neonatalen und adulten mononuklearen
Zellen gibt und ob die Sauerstoffkonzentration hier einen Einfluss hat, bestimmten wir
die intrazellulare Akkumulation von Interleukin-1 beta (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und
Interleukin-8 (IL-8). Es kam zu einem Anstieg der jeweiligen Interleukin-Konzentration
unter Infektion mit E.coli, sowohl in Normoxie als auch Anoxie, wobei sich CBMC von

PBMC nicht unterschieden. Der Anstieg unter Anoxie war jeweils schwacher.

Die IL-1B Konzentration war unter Infektion mit E.coli in CBMC vergleichbar zu der in
PBMC (306,9 +/- 256,9 vs. 290,6 +/- 204,9 MFI, n=8-10, p=0,965, Abbildung 19 B).
Ebenso verhielt es sich in Anoxie unter Infektion mit E.coli., die IL-13 Konzentrationen
blieben vergleichbar in CBMC und PBMC (216,6 +/- 198,2 vs. 188,9 +/- 130,8 MFI, n=
9-10, p=0,727, Abbildung 19 D). Ohne Infektion schien rein deskriptiv CBMC weniger
IL-18 zu akkumulieren als PBMC, jedoch ergab sich kein signifikanter Unterschied
sowohl in Normoxie (71,62 +/- 68,32 vs. 215,7 +/- 257,2 MFI, n=8-11, p=0,272,
Abbildung 19 A) als auch in Anoxie (52,36 +/- 52,86 vs. 99,70 +/- 114,2 MFI, n=9-11,
p=0,422, Abbildung 19 C).
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Abbildung 19 Vergleichbar hohe Interleukin-1B-Akkumulation in CBMC und PBMC unter Infektion mit E.coli

Nach vierstlindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD14 und IL-1B-Antikérpern und die durchflusszytometrische
Messung. Es wurde der MFI von IL-1B auf CD14+ mononukledren Zellen dargestellt, A in Normoxie B in Normoxie mit E.coli C
in Anoxie D in Anoxie mit E.coli. (n=8-11; normal verteilt unpaired t-Test, nicht normal verteilt Mann-Whitney-Test; * p<0,05)

Die Produktion von IL-6 war ohne Infektion auf gleichem Niveau in CBMC und PBMC
sowohl in Normoxie (67,06 +/- 57,34 vs. 75,09 +/- 50,75 MFI, n=8-12, p=0,624,
Abbildung 20 A) als auch in Anoxie (53,17 +/- 53,18 vs. 50,20 +/- 41,24 MFI, n=9-12,
p=0,638, Abbildung 20 C). Unter Infektion mit E.coli ergaben sich vergleichbare IL-6-
Werte fir CBMC und fir PBMC, tendenziell sogar etwas héher in CBMC, in Normoxie
(264,5 +/- 119,7 vs. 243,6 +/- 163,9 MFI, n=10-12, p=0,427, Abbildung 20 B) sowie in
Anoxie (184,3 +/- 173,2 vs. 129,6 +/- 108,1 MFI, n=10-12, p=0,397, Abbildung 20 D).
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Abbildung 20 Vergleichbar hohe Interleukin-6-Akkumulation in CBMC und PBMC unter Infektion mit E.coli

Nach vierstiindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD14 und IL-6-Antikorpern und die durchflusszytometrische
Messung. Es wurde der MFI von IL-6 auf CD14+ mononukledren Zellen dargestellt, A in Normoxie B in Normoxie mit E.coli C
in Anoxie D in Anoxie mit E.coli. (n=8-12; normal verteilt unpaired t-Test, nicht normal verteilt Mann-Whitney-Test; * p<0,05)

Fur IL-8 ergaben sich ahnliche Ergebnisse wie fur IL-18 und IL-6. Die IL-8-
Akkumulation war ohne Infektion vergleichbar in CBMC und PBMC sowohl in
Normoxie (259,5 +/- 196,0 vs. 405,7 +/- 348,7 MFI, n=10-12, p=0,346, Abbildung 21
A) als auch in Anoxie (180,0 +/- 191,3 vs. 177,1 +/- 148,3 MFI, n=11-12, p=0,990,
Abbildung 21 C). Unter Infektion mit E.coli ergaben sich ebenfalls vergleichbare IL-8-
Werte fur CBMC und fur PBMC, in Normoxie (849,5 +/- 464,1 vs. 983,1 +/- 566,0 MFI,
n=10-12, p=0,550, Abbildung 21 B) sowie in Anoxie (549,4 +/- 381,0 vs. 618,4 +/-403,0
MFI, n=11-12, p=0,677, Abbildung 21 D).
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Abbildung 21 Vergleichbar hohe Interleukin-8-Akkumulation in CBMC und PBMC unter Infektion mit E.coli
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Nach vierstlindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-Infektion und Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD14 und IL-8-Antikorpern und die durchflusszytometrische
Messung. Es wurde der MFI von IL-8 auf CD14+ mononukledren Zellen dargestellt, A in Normoxie B in Normoxie mit E.coli C
in Anoxie D in Anoxie mit E.coli. (n=10-12; normal verteilt unpaired t-Test, nicht normal verteilt Mann-Whitney-Test; * p<0,05)

8.1.8.4 CBMC exprimierten weniger Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) in

Infektion mit E.coli als PBMC

Die Induktion der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) fuhrt zu einer Verminderung der

T-Zell-Aktivitat Gber den Tryptophan-Stoffwechsel. Die IDO-Expression in CBMC war

im Vergleich zu PBMC nach Infektion mit E.coli sowohl in Normoxie (27,47 +/- 13,81
vs. 66,94 +/- 37,16 MFI, n=14-15, p=0,0002, Abbildung 22 A) als auch in Anoxie
(30,67 +/- 20,09 vs. 58,53 +/- 27,14 MFI, n= 14-15, p=0,0032, Abbildung 22 B)

deutlich reduziert.
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Abbildung 22 IDO unter Infektion mit E.coli in CBMC signifikant geringer exprimiert als in PBMC

Nach vierstlndiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-
Farbung mit CD14- und IDO-Antikorpern und die durchflusszytometrische Messung. Es wurde der MFI von IDO auf CD14+
mononukledren Zellen dargestellt, A in Normoxie mit E.coli B in Anoxie mit E.coli. (n=14-15; nicht normal verteilt; Mann-
Whitney-Test; * p<0,05)

8.1.9 Erhohte VEGF-Produktion unter Anoxie in CBMC und PBMC,

nicht jedoch unter Infektion mit E.coli

Zur Untersuchung der Auswirkung der unterschiedlichen Akkumulation des
Transkriptionsfaktors HIF-1a wurde die Expression eines der HIF-Zielgene, der
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), quantifiziert. Die Expression von VEGF
in PBMC war in Kultur in Anoxie im Vergleich zur Normoxie signifikant erhéht (102,0
+/- 21,91 vs. 57,76 +/- 5,10 pg/ml, n=5, p=0,0113, Abbildung 23 A). In CBMC war die
VEGF-Expression in Anoxie im Vergleich zur Normoxie nicht signifikant hdher (67,20
+/- 29,62 vs. 39,65 +/- 10,96 pg/ml, n=5, p=0,153, Abbildung 23 A), wobei die VEGF-
Menge von CBMC in Anoxie im Vergleich zu PBMC in Anoxie nicht signifikant geringer
war (67,20 +/- 29,62 vs. 102,0 +/- 21,91 pg/ml, n=5, p=0,0521, Abbildung 23 A).

Im Gegensatz dazu war die VEGF-Expression nach Infektion mit E.coli in Normoxie in
CBMC und PBMC ahnlich niedrig (28,49 +/- 3,15 vs. 32,18 +/- 7,12 pg/ml, n=5,
p>0,999, Abbildung 23 B). Auch in Anoxie wurde VEGF durch Infektion mit E.coli in
CBMC und PBMC gleichermalien nicht induziert (28,74 +/- 3,29 vs. 26,54 +/- 6,22
pg/ml, n=4, p>0,999, Abbildung 23 B).
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Abbildung 23 VEGF-Akkumulation unter Anoxie verstarkt, nicht aber unter Infektion mit E.coli

Nach 16- bis 22-stiindiger Inkubation der CBMC und PBMC unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli sowie Anoxie bzw.
Anoxie mit E.coli wurden die Uberstinde abpipettiert und mittels ELISA die Extinktion bei 450nm und 550nm gemessen und
anhand einer Eichkurve auf die enthaltene VEGF-Menge riickgeschlossen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen der errechneten VEGF-Mengen, A in Normoxie und Anoxie B in Normoxie mit E.coli und in Anoxie
mit E.coli. (n = 4-5, A normalverteilt, ordinary one-way ANOVA, B nicht normal verteilt, Kruskal-Wallis Test; *p<0,05)

8.2 Versuche mit isolierten CD14+ Monozyten

Im zweiten Schritt wollten wir genauer untersuchen, ob die Monozyten
hauptverantwortlich fur die beobachteten Reaktionen der mononukledren Zellen auf
erniedrigte Sauerstoffpartialdricke und auf Infektion mit E.coli sind. Hierzu wurden

CD14 positive Monozyten mittels magnetischer Beads negativ selektiert.
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8.2.1 HIF-1a-Protein akkumulierte unter Anoxie, nicht unter Normoxie
mit E.coli-Infektion in CD14+ Monozyten, starker in adulten als in

neonatalen CD14+ Monozyten

Die isolierten CD14 positiven Monozyten wurden wie zuvor unter Normoxie oder
Anoxie mit und ohne E.coli-Infektion kultiviert. Auch bei isolierten Monozyten aus CB
war die HIF-1a Akkumulation nach Kultur in Anoxie geringer als bei Monozyten aus
PB, wenn auch nicht signifikant (0,087 +/- 0,10 vs. 1,05 +/- 1,26 relative Intensitaten,
n=5, p=0,13, Abbildung 24 B). In Normoxie schienen die isolierten CD14 positiven
Monozyten aus CB ebenfalls weniger HIF-1a-Protein zu akkumulieren als CD14
positive Monozyten aus PB, es gab jedoch keinen signifikanten Unterschied (0,060 +/-
0,79 vs. 0,39 +/- 0,34 relative Intensitaten, n=5, p=0,068, Abbildung 24 A). In Normoxie
mit E.coli-Infektion war die HIF-1a-Akkumulation insgesamt auf niedrigem Niveau und
auch hier geringer in isolierten Monozyten aus CB als aus PB (0,066 +/- 0,059 vs. 0,24
+/- 0,18 relative Intensitaten, n=4-5, p=0,084, Abbildung 24 C).

A Quotient HIF-1a/GAPDH B Quotient HIF-1a/GAPDH C Quotient HIF-1o0/GAPDH

. - . -
3 3 ns 3
ns 1 ns
— ] b—
" 1 ™ bt
= = T =
[’;]
c 2- c 24 2 2-
2 2z =
£ = . =
1] @ Q@
= 2 =
w® 11 . w 1 E 1
2 o d
I 55 Nl Ny 0 e

Zellen PE CB Zellen PB CB Zellen CB

CD14 cD14 CD14 cD4 CD14
05 Nx Nx O, Ax Ax 0, Nx
E.coli - E.coli - E.coli +

Abbildung 24 HIF-1a-Proteinmengen tendenziell geringer in neonatalen isolierten CD14+ Monozyten als in adulten, ohne
Signifikanz, in Normoxie, Anoxie und Normoxie mit E.coli

Nach vierstiindiger Inkubation der isolierten CB-CD14+ bzw. PB-CD14+ Monozyten unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-
Infektion bzw. Anoxie wurden die Proteine isoliert, durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran tber
Nacht geblottet. Die Proteine HIF-1a und GAPDH wurden mit Antikérper gebundenen HRP-Enzymen und Substrat sichtbar
gemacht und die relativen Intensitaten der Chemilumineszenz digital ausgewertet. A in Normoxie, B in Anoxie, Cin Normoxie
mit Infektion mit E.coli. (n=4-5; normalverteilt; unpaired t-Test; *p<0,05).
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8.2.2 PHDII-Proteinmenge war in CD14+ Monozyten kaum verandert

durch Anoxie und Infektion mit E.coli

Anoxie flhrte im Vergleich zu Normoxie auch in isolierten CD14 positiven Monozyten
aus CB (1,16 +/- 0,77 vs. 1,24 +/- 0,60 relative Intensitaten, n=4-5, p>0,999, Abbildung
25) und in isolierten Monozyten aus PB (0,80 +/- 0,26 vs. 1,46 +/- 1,30 relative
Intensitaten, n=4-5, p>0,999, Abbildung 25) zu keiner wesentlichen Veranderung der
PHDII-Expression. Auch nach Infektion mit E.coli war die PHDII-Expression in
isolierten CD14 positiven Monozyten aus CB und PB nicht signifikant verschieden
(2,02 +/- 1,82 vs. 0,60 +/- 0,30 relative Intensitaten, n=4, p=0,967, Abbildung 25).

Quotient PHDII/GAPDH

relative Intensitat

PB PB CcB CcB CcB
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Abbildung 25 PHDII-Proteinmenge veranderte sich auch in isolierten CD14+ Monozyten unter Anoxie und unter Normoxie
mit E.coli-Infektion weder in CB noch in PB signifikant

Nach vierstiindiger Inkubation der isolierten CB CD14+ bzw. PB CD14+ Monozyten unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-
Infektion bzw. Anoxie wurden die Proteine isoliert, durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran tber
Nacht geblottet. Die Proteine PHDIl und GAPDH wurden mit Antikorper gebundenen HRP-Enzymen und Substrat sichtbar
gemacht und die relativen Intensitaten der Chemilumineszenz digital ausgewertet. (n=4-5; nicht normal verteilt, Kruskal-
Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison Test; *p<0,05)
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8.2.3 Funktionelle Auswirkungen von Anoxie und Infektion mit E.coli in
CB und PB isolierten CD14+ Monozyten

8.2.3.1 Keine differente CD80/86-Expression auf isolierten CD14+ Monozyten
von CB und PB

War die Expression von CD80 unter Infektion mit E.coli auf CBMC geringer als auf
PBMC nach 4 Stunden (Abbildung 15), so konnte dies bei isolierten CD14 positiven
Monozyten nach 16 bis 20 Stunden nicht nachgewiesen werden, war auf isolierten CD
14 positiven Monozyten aus CB sogar tendenziell hoher als aus PB. Es ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen CB und PB isolierten CD14 positiven Monozyten in
Normoxie (19,76 +/- 5,06 vs. 21,24 +/- 8,97 MFI, n=5, p=0,76, Abbildung 26 A), in
Normoxie mit E.coli-Infektion (30,86 +/- 9,34 vs. 28,38 +/- 4,95 MFI, n=4-5, p=0,65,
Abbildung 26 B), in Anoxie (10,55 +/- 3,64 vs. 16,18 +/- 9,57 MFI, n=4-5, p=0,31,
Abbildung 26 C) und in Anoxie mit E.coli-Infektion (21,45 +/- 10,75 vs. 22,10 +/- 5,92
MFI, n=4-5, p=0,91, Abbildung 26 D).
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Abbildung 26 MFI CD80 auf isolierten CD14+ Monozyten nicht different zwischen CB und PB

Nach 16- bis 20-stlindiger Inkubation der isolierten CB CD14+ und PB CD14+ unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-
Infektion und Anoxie bzw. Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD80-Antikdrpern und die
durchflusszytometrische Messung. Es wurde der MFI von CD80 auf CD14+ Monozyten dargestellt A in Normoxie, B in
Normoxie mit E.coli-Infektion, C in Anoxie, D in Anoxie mit E.coli-Infektion. (n=4-5; normal verteilt; unpaired t-Tests; * p<0,05)

CBMC exprimierten in Normoxie nach 4 Stunden signifikant weniger CD86 als PBMC
(Abbildung 16). Bei isolierten CD14 positiven Monozyten gab es in Normoxie nach 16
bis 20 Stunden keinen Unterschied in der CD86-Exprimierung zwischen CB und PB
(21,80 +/- 7,52 vs. 24,88 +/- 12,24 MFI, n=5, p>0,999, Abbildung 27 A). Auch nach
Infektion mit E.coliin Normoxie war die CD86-Expression zwischen CB CD14 positiven
Monozyten und PB CD14 positiven Monozyten nicht unterschiedlich (27,14 +/- 5,69
vs. 25,10 +/- 4,36 MFI, n=4-5, p=0,575, Abbildung 27 B). Anoxie flhrte ebenfalls nicht
zu einer veranderten CD86-Expression auf CB CD14 positiven und PB CD14 positiven
Monozyten (15,18 +/- 2,61 vs. 17,08 +/- 4,55 MFI, n=4-5, p=0,48, Abbildung 27 C),
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ebenso Anoxie mit E.coli-Infektion (26,20 +/- 5,26 vs. 23,40 +/- 3,31 MFI, n=4-5,
p=0,36, Abbildung 27 D).
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Abbildung 27 MFI CD86 auf isolierten CD14+ Monozyten nicht different zwischen CB und PB

Nach 16- bis 20-stiindiger Inkubation der isolierten CB CD14+ und PB CD14+ unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-
Infektion und Anoxie bzw. Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit CD86-Antikdrpern und die
durchflusszytometrische Messung. Es wurde der MFI von CD86 auf CD14+ Monozyten dargestellt A in Normoxie, B in
Normoxie mit E.coli-Infektion, C in Anoxie, D in Anoxie mit E.coli-Infektion. (n=4-5; normal verteilt, unpaired t-Tests; * p<0,05)

8.2.3.2 Keine differente PD-L1/PD-L2-Expression auf isolierten CD14+
Monozyten von CB und PB

Bei CBMC und PBMC konnten nach 4 Stunden ahnlich hohe PD-L1-Expressionen
gesehen werden, die unter Infektion mit E.coli héher waren als ohne (Abbildung 17).
Ahnlich hierzu zeigten sich auf isolierten CD14 positiven Monozyten vergleichbare PD-
L1-Werte auf CB und PB, in Normoxie unter Infektion mit E.coli tendenziell weniger auf

CB als auf PB CD14 positiven Monozyten, jedoch ohne signifikante Unterschiede
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(311,6 +/- 64,77 vs. 449,2 +/- 207,1 MFI, n=5, p=0,55, Abbildung 28 B) und ebenso in
Anoxie mit E.coli (141,6 +/- 59,94 vs. 210,0 +/- 88,66 MFI, n=4-5, p=0,41, Abbildung
28 D) nach 16 bis 20 Stunden. In Normoxie war die PD-L1-Expression auf isolierten
CD14 positiven Monozyten von CB und von PB vergleichbar (145,7 +/- 122,5 vs. 147,2
+/- 72,70 MFI, n=5, p>0,999, Abbildung 28 A), ebenso in Anoxie (38,60 +/- 26,18 vs.
84,56 +/- 52,31 MFI, n=4-5, p=0,16, Abbildung 28 C).
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Abbildung 28 MFI PD-L1 auf isolierten CD14+ Monozyten nicht different zwischen CB und PB

Nach 16- bis 20-stiindiger Inkubation der isolierten CB CD14+ und PB CD14+ unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-
Infektion und Anoxie bzw. Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit PD-L1-Antikdrpern und die
durchflusszytometrische Messung. Es wurde der MFI von PD-L1 auf CD14+ Monozyten dargestellt A in Normoxie, B in
Normoxie mit E.coli-Infektion, Cin Anoxie, D in Anoxie mit E.coli-Infektion. (n=4-5; D normal verteilt, unpaired t-Test,A-C nicht
normal verteilt, Mann-Whitney-Test; * p<0,05)
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PD-L2 wurde unter Infektion mit E.coli in Normoxie und Anoxie nach 4 Stunden auf
CBMC geringer exprimiert als auf PBMC (Abbildung 18). Auf isolierten CD14 positiven
Monozyten war unter Infektion mit E.coli nach 16 bis 20 Stunden kein Unterschied in
der Expression von PD-L2 zwischen CB und PB in Normoxie (45,40 +/- 7,04 vs. 44,42
+/- 7,75 MFI, n=5, p=0,55, Abbildung 29 B) und unter Infektion in Anoxie zu sehen
(33,50 +/- 10,36 vs. 34,20 +/- 7,06 MFI, n=4-5, p=0,91,Abbildung 29 D). Auch ohne
Infektion ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der PD-L2 Expression
isolierter CD14 positiver CB- und PB-Monozyten in Normoxie (42,02 +/- 9,99 vs. 52,34
+/- 25,53 MFI, n=5, p=0,42, Abbildung 29 A), und in Anoxie (22,08 +/- 6,78 vs. 24,20
+/- 5,49 MFI, n=4-5, p=0,62, Abbildung 29 C).
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Abbildung 29 MFI PD-L2 auf isolierten CD14+ Monozyten nicht different zwischen CB und PB

Nach 16- bis 20-stlindiger Inkubation der isolierten CB CD14+ und PB CD14+ unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli-
Infektion und Anoxie bzw. Anoxie mit E.coli-Infektion erfolgte eine Phanotyp-Farbung mit PD-L2-Antikdrpern und die
durchflusszytometrische Messung. Es wurde der MFI von PD-L2 auf CD14+ Monozyten dargestellt A in Normoxie, B in
Normoxie mit E.coli-Infektion, C in Anoxie, D in Anoxie mit E.coli-Infektion. (n=4-5; normal verteilt, unpaired t-Test, nicht
normal verteilt, Mann-Whitney-Test; * p<0,05)
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8.2.4 Keine erhohte VEGF-Produktion von CD14+ Monozyten unter
Anoxie in CB und PB

Um zu untersuchen, ob auch isolierte CD14 positive Monozyten auf Anoxie mit
erhdhter VEGF-Produktion reagierten wie die gesamten CBMC und PBMC (Abbildung
23), wurde die VEGF-Expression in isolierten CB und PB CD14 positiven Monozyten
nach 22 Stunden gemessen. Anoxie fuhrte hierbei nicht mehr zur erhohten VEGF-
Expression im Vergleich zur Normoxie, sowohl bei CB (12,81 +/- 12,64 vs. 10,47 +/-
12,84 pg/ml, n=5-6, p>0,999, Abbildung 30) als auch bei PB CD14 positiven
Monozyten (16,06 +/- 12,00 vs. 24,06 +/- 17,88 pg/ml, n=6, p>0,999, Abbildung 30).
Die Infektion mit E.coli in Normoxie war weiterhin kein Reiz zur VEGF-Bildung
verglichen ohne Infektion, sowohl bei CB (2,85 +/- 0,97 vs. 10,47 +/- 12,84 pg/ml, n=5-
6, p>0,999, Abbildung 30) als auch bei PB CD14 positiven Monozyten (10,35 +/- 9,61
vs. 24,06 +/- 17,88 pg/ml, n=5-6, p>0,999, Abbildung 30).
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Abbildung 30 VEGF-Akkumulation war unter Anoxie bei isolierten neonatalen und adulten CD14+ Monozyten nicht mehr
verstarkt, auch nicht mit E.coli-Infektion

Nach 22-stlindiger Inkubation der CB-CD14+ Zellen und PB-CD14+ Zellen unter Normoxie bzw. Normoxie mit E.coli sowie
Anoxie wurden die Uberstinde abpipettiert und mittels ELISA die Extinktion bei 450nm und 550nm gemessen und mittels
Eichkurve auf die enthaltene VEGF-Menge riickgeschlossen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der
errechneten VEGF-Mengen in pg/ml. (n = 5-6, nicht normalverteilt, Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s multiple comparison Test,
*p<0,05).
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9 Diskussion

9.1 Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse

In unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass HIF-1a-Protein in CBMC (1) in Anoxie
und (2) in Infektion mit E.coli weniger akkumulierte als in PBMC. In PBMC konnte (3)
eine relative Zunahme der HIF-1a-mRNA in Infektion mit E.coli gezeigt werden, jedoch
nicht in CBMC. (4) Eine veranderte Expression von Prolylhydroxylase |l konnte fur die
unterschiedliche HIF-1a Akkumulation in CBMC und PBMC nicht als ursachlich

dargestellt werden.

Nach funktioneller Einteilung der Monozyten in die drei Subpopulationen anhand der
Oberflachenmarker CD14 und CD16 gab es (5) weder in CBMC noch in PBMC
wesentliche Veranderungen der Subpopulationsrelationen unter Anoxie. Unter
Infektion mit E.coli konnten wir (6) eine signifikante Zunahme der nicht-klassischen

Monozyten in PBMC beobachten, die in CBMC deutlich geringer ausfiel.

(7) Co-stimulatorische (CD80) und co-inhibitorische (PD-L2) Moleklle wurden von
CBMC unter Infektion mit E.coli geringer exprimiert als von PBMC.

(8) Die Expression proinflammatorischer Zytokine (IL-1p, IL-6 und IL-8) war auf CBMC

und PBMC in Anoxie und Infektion mit E.coli vergleichbar.

(9) Die Expression des Enzyms IDO war in CBMC unter Infektion mit E.coli geringer
als in PBMC.

(10) Die Expression des Zielgens VEGF stieg in Anoxie in PBMC an, hingegen nicht
in CBMC. Eine Infektion mit E.coli bewirkte keine vermehrte VEGF-Menge in CBMC
und PBMC.

In isolierten CD14+ Monozyten, war (11) die HIF-1a Akkumulation unter Anoxie bei PB
CD14+ zu sehen, nur gering jedoch unter Infektion mit E.coli. (12) Die Expression von
PD-L1, -L2, CD80 und CD86 zeigte keine wesentlichen Unterschiede zwischen
isolierten CB CD14+ und PB CD14+ Monozyten. (13) Die VEGF-Akkumulation unter
Anoxie konnte bei isolierten PB CD14+ nicht mehr gezeigt werden.
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9.2 CBMC akkumulierten kaum HIF-1a Protein unter Anoxie bei

unverandertem HIF-1a mRNA-Level

Nach Inkubation in Anoxie akkumulierten CBMC signifikant weniger HIF-1a Protein als
PBMC.

Wie bereits von vielen Autoren vorbeschrieben, fihrt Hypoxie bzw. Anoxie zu einer
intrazellularen Akkumulation von HIF-1a Proteinl?® 731, Monozyten-Zelllinien (THP1-
Zellen) zeigten im Experiment unter Anoxie von 0,1% Sauerstoff schon nach 30
Minuten eine HIF-1a Proteinakkumulation im Zellkern!’l. In isolierten humanen
Monozyten konnte in anderen Studien jedoch erst nach 2 Stunden und ausschlief3lich
im Zytoplasma HIF-1a-Akkumulation detektiert werden, in THP-Zellen jedoch auch im
Zellkern, letztere reagierten laut Autoren wie Makrophagen!“®l. Unsere Ergebnisse
stehen also im Einklang mit vorbeschriebenen Daten. Wir untersuchten allerdings

nicht, ob HIF-1a im Zytoplasma oder im Zellkern vorhanden war.

CBMC reagierten anders auf Anoxie, ohne HIF-1a-Akkumulation. Moglicherweise ist
dies darauf zurtickzufiihren, dass schon im intrauterin hypoxischen Milieu sich CBMC
an das dortige Sauerstoffmilieu adaptieren. Womoglich halten diese
Anpassungsprozesse an und fuhren auch postnatal zu einer verminderten Reaktion
im Sinne einer verminderten HIF-1a-Akkumulation auf hypoxische Milieudnderung.
Derartige Anpassungsprozesse an langanhaltende Hypoxie wurden von Ginouves et
al. an Zelllinien sowie im Mausexperiment untersucht und konnten zeigen, dass es ab
einer anhaltenden Hypoxie (1-3% Sauerstoff) von mehr als 24 Stunden zu einer
Akkumulation und erhéhten Aktivierung der Prolylhydroxylasen (PHD 1-3) kommtl’7].
Infolgedessen wird HIF-1a-Protein wiederum vermehrt der proteasomalen
Degradation zugefuhrt, wohingegen die mRNA-Level von HIF-1a unverandert
bleibenl’’]. Dies deckt sich mit unseren Daten, dass HIF-1a-mRNA unter Normoxie und
Anoxie nicht signifikant differiert. In Endothelzellen wurde hingegen die mRNA-Menge
von HIF-1a infolge anhaltender Hypoxie (mehr als 3 Stunden) durch intrazellulares
TTP (Tristetraprolin), einem Zinkfingerprotein, reduziert und erreichte nach 24 Stunden
weniger als die Halfte der Ausgangsmengel® wobei TTP je nach
Phosphorylierungszustand auch zur Stabilisierung der HIF-1a-mRNA beitragen
kannl’8, Moglicherweise werden ebenso wie die zellspezifische Regulation des HIF-

1a-Proteins auch ihre mRNA zellspezifisch reguliert. Die Herunterregulation von HIF
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unter chronischer Hypoxie dient dem Sichern des Zelluberlebens, wie von Ginouves
et al. gezeigt werden konnte, und wird vermittelt durch einen (Wieder-)Anstieg
intrazellularen Sauerstoffes durch die Hemmung der mitochondrialen Atmungskette,
der zu einer Akkumulation und Uberaktivierung der Prolylhydroxylasen fiihrt, also HIF

posttranskriptionell beeinflusst!’’l.

Im Gegensatz zu der verminderten HIF-1a-Protein-Akkumulation in CBMC (aus
intrauteriner Hypoxie in anoxischer Kultur) stellten Ginouves et al. eine wieder erhdhte
HIF-1a-Protein-Akkumulation unter verstarkt hypoxischen Bedingungen (erst 8%,
dann 6% Sauerstoff) in Gehirnzellen von BL6-Mausen fest!l’’l. Moglicherweise lassen
sich diese Daten nicht uneingeschrankt vergleichen, da Ginouves et al. hier an
Mauszellen mit Hypoxieszenarien von 24 Stunden experimentierte und unsere CBMC
im Rahmen der Graviditat von 9 Monaten schon ihr gesamtes Zellleben und damit
deutlich langer unter hypoxischen Bedingungen in vivo lebten. Es ist daher mdglich,
dass im Rahmen der andauernden Hypoxie weitere Adaptionsprozesse intrazellular
stattfinden, die im Experiment von Ginouves et al. nicht zum Tragen kommen.
Weiterhin ist denkbar, dass schon die Monozytenvorlauferzellen, wie Monoblasten,
eine andersartige und auf Hypoxie angepasste Stoffwechselaktivitat aufweisen (in

Anlehnung an Askenase et al. 2015 [79),

Lin et al. untersuchten den Effekt von akuter und chronischer Hypoxie an
verschiedenen Tumorzelllinien und kamen ebenfalls zu dem Schluss, dass HIF-1a
Protein unter chronischer (>24-stiindiger) Hypoxie instabil wird®%. Allerdings zeigen
Lin et al. eine nicht ausschlieBlich posttranskriptionelle Regulation der HIF-Proteine,
sondern vielmehr eine sowohl transkriptionelle als auch posttranskriptionelle
Regulation. So stellten sie in der Tumorzelllinie (BE(2)C) eine eher geringe mRNA-
Stabilitat von HIF-1a unter akuter Hypoxie (<24 Stunden) fest und eine stabilere unter
chronischer Hypoxie (>24 Stunden). Dementgegen konnten wir in unseren CBMC
nach 22 Stunden keine erhdhte HIF-1a-mRNA-Menge detektieren, was dem
widerspricht. Andererseits bleibt unklar, ob die von Lin et al. verwendete Tumorzelllinie

vergleichbar zu unseren CBMC und der differenten Zeit der Hypoxie ist.

Wir untersuchten in unseren Versuchen nicht, wo in der Zelle sich HIF-1a akkumuliert.
Fangradt et al. konnten zeigen, dass in primaren humanen Monozyten sich HIF-1a
unter Hypoxie nach 5 Stunden akkumulierte, allerdings ausschlielich im Zytosol durch
eine posttranslationale HIF-1a Stabilisierung®®. Dass hierbei HIF-typische Gene
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induziert werden, konnte auf den Transkriptionsfaktor NF-kB (p50) zurtuckgefuhrt
werden, der unter Hypoxie in den Zellkern gelangte. HIF-1a bendétigt fur den Transport

aus dem Zytosol in den Zellkern jedoch Proteinkinase C (PKC-a/B1)1“0l,

9.3 CBMC akkumulierten nicht vermehrt HIF-1a unter E.coli-

Infektion

Wir konnten zeigen, dass in PBMC durch Infektion mit E.coli eine Induktion von HIF-
1a erfolgte, die jedoch in CBMC ausbleibt.

Da HIF-1a mit dem Ziel, den Energiehaushalt der Zelle aufrecht zu erhalten, in groRem
Umfang in die Genregulation des Zellstoffwechsels eingreift, erscheint es logisch, dass
nicht nur hypoxische Signale HIF-1a aktivieren, sondern auch andere, die Einfluss auf
den Energiehaushalt der Zelle erfordern. Heute sind viele Induktoren des HIF-
Signalwegs bekannt, auf Transkriptionsebene beispielsweise ROS (Reactive Oxygen
Spiecies, Sauerstoffradikale) oder auch Angiotensin |l, auf Post-Transkriptionsebene
beispielsweise microRNA oder sogenannte Jlong non-coding RNA. Auf
Translationsebene kénnen andere Stoffwechselwege Einfluss nehmen wie mTOR-
oder PI3K-Stoffwechselweg oder der Translationskomplex kann gestort werden. Nicht
zuletzt kann auch auf der Posttranslationalen Ebene Einfluss auf den HIF-Signalweg
genommen werden wie beispielsweise Phosphorylierung oder Acetylierung des
Proteins. Ebenso werden nicht immer diesselben HIF-Zielgene aktiviert, da
mannigfaltige weitere Regulationsmechanismen eine zell- und situationsspezifische
Steuerung der HIF-Zielgen-Aktivierung ermdoglichenl®ll. Unter diesen Aspekten zeigt
sich, dass Immunzellen im Speziellen wahrend Inflammationsprozessen HIF
aktivieren, nicht nur, da inflammatorische Bereiche oft hypoxisch sind, sondern auch,
weil die jeweilige Zelle einen hoheren Energiebedarf fur ihre Funktion hat und somit
auch unter normoxischen Bedingungen in Inflammation eine HIF-Akkumulation
beobachtet werden konnte 18'- 82 Zum Beispiel wird HIF-1a von NF-kB induziert, ein
Transkriptionsfaktor der in besonderer Weise mit Inflammationsgenerierung in
Verbindung steht!*1],

Insbesondere fuhrte LPS in Makrophagen zu vermehrter Glykolyse und Pentose-
Phosphat-Weg, was wiederum zu einer HIF-1a Akkumulation flihrtel®3-85 Somit
wurden als Zielgene von HIF wiederum verstarkt glykolytische Enzyme induziert, um
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auch unabhangig von der Sauerstoffversorgung der Zelle in kurzer Zeit ausreichend
ATP zu produzieren und zudem anfallende Produkte aus der Glykolyse fur Wachstum
und Proliferation der Zelle nutzen zu kénnen®l. Weiterhin fallt in LPS stimulierten
Makrophagen vermehrt Succinat als Nebenprodukt des Citrat-Zyklus an, welches
durch kompetitive Bindung Prolylhydroxylasen an der Bindung zu ihrem Substrat,
alpha-Ketoglutarat, hemmt und somit HIF-1a stabilisiert®”- 81, Somit fihrt LPS Uber

mehrere Wege zu einer vermehrten HIF-1a Akkumulation in Makrophagen.

Dreschers et al. zeigten, dass neonatale Makrophagen unter inflammatorischen
Signalen anders als adulte nicht imstande sind die glykolytischen Enzyme und die
Glykolyse verstarkt zu induzieren und zudem der mTOR-Signalweg geringer aktiviert
wird!®l. Der mTOR-Signalweg fuhrt nachgewiesen zu einer HIF-Aktivierung!®?, sodass
dies ein weiterer Grund sein kdnnte, warum neonatale Monozyten/Makrophagen in

Inflammation vermindert HIF-1a aktivieren.

Insgesamt ist die neonatale Zelle und der Organismus damit gegen schwere Schaden
durch Pathogene schlechter geschutzt; Eine mdgliche physiologische Bedeutung
konnte darin liegen, dass so einer uberschielenden Entzindungsreaktion im Prozess
der Besiedlung mit Kommensalen  vorgebeugt  wirde®.  Andere
entzindungshemmende Mechanismen, die ausschliellich in der Neonatalzeit zu
finden sind, wie z.B. die Akkumulation myeloider Suppressorzellen (MDSC) oder CD71
positiver erythroider Vorlauferzellen konnten ebenfalls fur die Unterstitzung einer

physiologischen Mikrobiomentwicklung wichtig sein['6l,

Dass die mRNA-Menge von HIF-1a nur in PBMC unter Infektion mit E.coli ansteigt,
wenn auch nicht signifikant, deskriptiv aber eindeutig weniger in CBMC ansteigt,
konnte an der verminderten HIF-1a-Aktivierung in CBMC liegen, da HIF sich selbst
verstarkt durch ein HRE (Hypoxia-response element) im Promoter. Wahrscheinlicher
ist jedoch, dass eine weitere Regulation, mutmallich mit Einbezug von NF-kB, die
Ursache fur die geringere HIF-1a-mRNA-Menge ist. Eine Untersuchung von NF-kB in
neonatalen Monozyten im Rahmen einer neonatalen Sepsis konnte meinen

Recherchen nach nicht gefunden werden.
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9.4 PHDII-Proteinmengen blieben bei erhohter Genexpression
in Anoxie unverandert in CBMC wie in PBMC

Die bedeutendsten HIF-regulierenden Enzyme stellen nach wie vor die
Prolylhydroxylasen dar, wobei insbesondere die Prolylhydroxylase Il Einfluss auf die

HIF-1a Untereinheit nimmt.

Wir konnten nicht nachweisen, dass nach 4-stundiger Anoxie die PHDII-Proteinmenge
zunimmt, weder in CBMC noch in PBMC. Ginouves et al. hingegen konnten eine
Zunahme der PHDII-Menge bei anhaltender Hypoxie mit einem Maximum nach 12
Stunden Hypoxie nachweisen!’”l, demzufolge ist die Hypoxie nach 4 Stunden
vermutlich noch relativ akut, sodass die Herunterregulation von HIF durch PHDII erst
spater eingeleitet wird. Allerdings zeigten Ginouves et al. auch, dass deutlich starker
als die PHDII-Proteinmenge ihre Aktivitat (gemessen an ihrer Hydroxylierungsrate) bei
chronischer Hypoxie ansteigt und zwar auch noch langer als nach 12 Stunden
Hypoxiel’”l. Das bedeutet, dass die Enzymaktivitat, die unsererseits leider nicht
bestimmt wurde, eventuell einen noch entscheidenderen Beitrag zum Phanomen der

erneuten HIF-1a Degradation unter chronischer Hypoxie leistet als die Enzymmenge.

Im Gegensatz zur Proteinmenge von PHDII, die nach 4 Stunden Anoxie nicht
angestiegen war, konnten wir zeigen, dass nach 22-stundiger Anoxie die mRNA-
Menge von PHDII (EGLN1) sowohl in CBMC als auch in PBMC signifikant erhoht war,
was sich mit von Epstein et al. und D’Angelo et al. deckt, die auch nachweisen konnten,
dass PHDII in Hypoxie transkriptionell hochreguliert wird®! 921 Dies ist unter anderem
dadurch zu erklaren, dass die Prolylhydroxylase Il mit inrem HRE (Hypoxia-response
element) im Promoter ein Zielgen von HIF istl®3]. D’Angelo et al. konnten zeigen, dass
insbesondere bei Reoxygenierung die enzymatische Aktivitat der PHDII (innerhalb
weniger Minuten) zunimmt und vermutlich die Enzymaktivitat posttranskriptionell

reguliert wird[92],

89



Diskussion

9.5 Veranderte Monozyten-Subpopulationen unter Infektion mit
E.coli fuhrten zu einem proinflammatorischeren Setting in
CBMC

Anhand der Einteilung von Monozyten in klassische, intermediare und nicht-klassische
Monozyten zeigte sich in Normoxie ohne Infektion kein signifikanter Unterschied
zwischen CBMC und PBMC in ihrer Subpopulationsaufteilung. Tendenziell war der
Anteil klassischer Monozyten bei PBMC in Normoxie ohne Infektion héher als bei
CBMC und die Anteile intermediarer und nicht-klassischer Monozyten héher bei CBMC
in Normoxie ohne Infektion. Dies entspricht den Ergebnissen von Damasceno et al.[
sowie Murphy et al.[®®! Auch Doughty et al. kamen zu einem solchen Ergebnis, doch
konnten wir nicht nachweisen, dass die intermediaren Monozyten die grofte Gruppe

unter den drei ist!'8],

Anders als in der Literatur®®-%8 zahlten unter normoxischen Bedingungen ohne
Infektion weniger als 50% der Monozyten zu den klassischen, sowohl bei CBMC als
auch PBMC, denn beschrieben sind >90% klassische Monozyten der gesamten
Monozytenzahl beim gesunden Erwachsenen. Moglicherweise war der Anteil
klassischer Monozyten bei uns geringer aufgrund der vierstiindigen Inkubation unter
normoxischen Bedingungen, in denen die jeweiligen Monozyten schatzungsweise
durch den Kontakt zu Fremdoberflachen wie den Zellkulturschalen eine gewisse
Aktivierung erfahren. Ebenso darf der Einfluss des Endothels nicht unterschatzt
werden, der in vitro wegfallt und damit die natlirliche Umgebung (und damit auch die
naturlichen Reize wie Zytokine von Endothelzellen etc.) verandert. So nehmen
Radzyukevich et al. an, dass klassische Monozyten durch das von Endothelzellen
produzierte Interleukin-6 beeinflusst werden!®®. Um diesem Unterschied in unseren
Versuchen nachzugehen, ware ein Vergleich zu frisch aufgereinigten Monozyten und

deren Subpopulationsbestimmung hilfreich.

Weiterhin muss bei unseren in vitro etwas abweichenden Subpopulationsgrofien
mitbeachtet werden, dass die Monozytensubpopulationen in vivo moglicherweise
durch andere Differenzierungsfaktoren beeinflusst werden, so nehmen Tak et al. an,
dass im Modell der linearen Reifung vom klassischen Uber den intermediaren hin zum
nicht-klassischen Monozyten der letzte Differenzierungsschritt auflerhalb des
Blutstroms stattfindet!®, was natiirlich in der Zellkultur mit der entsprechenden
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Umgebung so nicht wiederzugeben ist und damit das Verhaltnis der Subpopulationen
verandert. Weitere Einflisse auf die Entwicklung und Funktion der Monozyten in
anderen in-vivo-Kompartimenten wurden von Askenase et al. beschrieben. Im
Mausmodell konnten sie zeigen, dass unter akuter (gastrointestinaler) Infektion
Interferon-y-Ausschattung durch NK-Zellen im Knochenmark das Transkriptom der
Monozyten-Progenitorzellen und damit deren Funktion langfristig auch nach
Emigration in den Blutstrom andern kannl’?. Auch diese eventuell beim Neugeborenen
moglichen Einflusse auf die Monozytenpopulation und -funktion konnten bei unseren

Versuchen nicht bertcksichtigt werden.

Unter Infektion mit E.coli jedoch bildete sich eine eindeutig andere Verteilung der
Monozyten ab. Hierunter erhéhten PBMC ihren Anteil nicht-klassischer Monozyten,
CBMC in geringerem Ausmal, unter anoxischen Infektionsbedingungen war der Anteil
an nicht-klassischen Monozyten in CBMC noch immer geringer als in PBMC.
Dementsprechend erhéhten CBMC unter Infektion mit E.coli jeweils ihren prozentualen
Anteil klassischer Monozyten im Gegensatz zu PBMC. Unter der Annahme der
linearen Reifung vom klassischen Uber den intermedidaren zum nicht-klassischen
Monozyten®® bedeutete dies, dass neonatale Monozyten unter Infektion mit E.coli

nicht in der Lage waren zu reifen (bzw. nicht schnell genug zu reifen).

Skrzeczyfiska et al. zeigten den Anstieg intermediarer und nicht-klassischer
Monozyten unter Sepsis bei Kindern in vivol'®l, wobei der Anteil intermediarer
Monozyten starker anstieg, was nicht unseren in-vitro-Daten entspricht, hier waren
unter Exposition von E.coli vorwiegend die klassischen und auch die nicht-klassischen
Monozyten angestiegen. Moglicherweise sind hier Unterschiede einerseits der in-vitro-
Umgebung geschuldet, andererseits auch der Zeitspanne von 4-stindiger Inkubation
mit E.coli bei uns und den symptomatischen septischen Kindern auf der
Intensivstation, die von Skrzeczyfiska et al. untersucht wurden. Wie von Radzyukevich
et al. gereviewt steigt der Anteil nicht-klassischer Monozyten nach LPS-Injektion im
Endotoxinamie-Modell nach 2 Stunden, wahrend der Anteil klassischer Monozyten zu
diesem Zeitpunkt einen Tiefpunkt erfahrt, wohingegen nach 8 Stunden der Anteil
klassischer Monozyten und nach 24 Stunden der Anteil intermediarer Monozyten
zunimmt®8l. Wir untersuchten die Subpopulationen der Monozyten nach vierstiindiger
Kultur.
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Poehlmann et al. untersuchten erwachsene Sepsispatienten und zeigten den Anstieg
des Anteils klassischer und intermediarer Monozyten bei zugleich reduzierter Anzahl
nicht-klassischer Monozytenl' im Gegensatz zu péadiatrischen und neonatalen
Sepsispatienten mit erhdhten Anteilen klassischer und nicht-klassischer Monozyten,
was wohl am ehesten durch das Patientenalter zu erklaren ist. Wir konnten ebenfalls
einen prozentualen Anstieg der klassischen Monozyten unter Infektion allerdings bei
den neonatalen Monozyten beobachten, den die adulten Monozyten unter Infektion
nicht zeigten, wahrscheinlich weil die neonatalen Monozyten einen geringeren Anteil
an nicht-klassischen Monozyten unter Infektion bewirken konnten. Eventuell liegt auch
hier der Unterschied in der in-vitro-Infektion von 4 Stunden im Gegensatz zu den in

vivo Patienten mit nachgewiesener Sepsis und langerem Pathogenkontakt.

Grundsatzlich ist anzumerken, dass die Gating-Strategie auf CD14 und CD16 leider
differiert zwischen den Forschendenl®®l, da die Oberflachenmarker-Wechsel in einem
Kontinuum stattfinden. Daher werden in jungerer Zeit andere und mehr
Oberflachenmolekiile zur Differenzierung der Subgruppen herangezogen!®®. Hinzu
kommt die Entdeckung, dass die Monozytensubpopulationen interindividuellen,
vermutlich epigenetisch bedingten, Unterschieden unterliegen und es weitere

funktionelle Subgruppen unter den Subpopulationen gibt!€l,

9.6 CBMC regulierten unter Infektion mit E.coli CD80/CD86
weniger hoch als PBMC

Unter Infektion mit E.coli wurde CD80 auf CBMC geringer exprimiert als auf PBMC, in
Anoxie war die Differenz signifikant. Im Zustand ohne Infektion war das CD80 Level
jeweils niedrig, auch in Anoxie, und vergleichbar auf CBMC und PBMC. Die isolierten
Monozyten zeigten nach 16 bis 20 Stunden zwar ebenfalls eine hdhere CD80-
Expression unter Infektion mit E.coli im Vergleich zum Zustand ohne Infektion, jedoch
waren hier keine wesentlichen Unterschiede zwischen neonatalen und adulten
Monozyten mehr sichtbar. Dies deutet darauf hin, dass neonatale Monozyten auf einen
Infektionsreiz hin mdglicherweise langsamer reagieren als adulte und obgleich somit
noch nicht geklart ist, ob CD80 im jeweiligen Setting co-stimulatorisch oder co-
inhibitorisch wirksam wird, die verzogerte Antwort auf einen Erreger bedeutet einen

Vorteil fur die sich teilenden Bakterien.
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Hikita et al. konnten ebenso wie wir hdhere CD80-MFI-Werte unter LPS-Stimulation
detektieren, allerdings war der Anstieg von CD80-MFI in neonatalen Monozyten nach
6-stindiger Stimulation signifikant und der Anstieg ausgehend vom Grundniveau
hoher als in adulten Monozyten, die absoluten Werte nach Stimulation dann
vergleichbar mit den Werten adulter Monozyten!'%2l, Ohne Stimulation war CD80 auf
neonatalen Monozyten geringer exprimiert als auf adulten, was bei unseren Daten
ungefahr auf ahnlichem Niveau war. Jedoch separierten Hikita et al. die Monozyten
mit anti-CD14-magnetischen Beads, was diese eventuell aktiviert haben konnte,
wohingegen wir zunachst die gesamte mononukleare Zellpopulation betrachteten und

im zweiten Schritt negativ selektierte CD14+ Monozyten untersuchten.

Dreschers et al. zeigten auch eine signifikant geringere prozentuale CD80-Expression

in neonatalen verglichen mit adulten Makrophagen nach Interferon-y-Polarisation('%3l,

CD8O0 als costimulatorisches Molekul des T-Zell-Rezeptors der B7-Familie (B7-1) kann
nicht nur durch Bindung an CD28 T-Zell-stimulierend wirken, sondern kann durch
Bindung an CTLA-4, das mit CD28 um die Bindung konkurriert, auch eine Hemmung
der T-Zell-Proliferation bewirken und durch Signalkaskaden im Monozyten als der
Antigen-prasentierenden Zelle die Induktion von IDO bewirken, das wiederum
immunsupprimierend wirkt('%4, Grozdics et al. konnten zeigen, dass in Nabelschnurblut
eine erhdhte Anzahl CTLA-4-exprimierender CD4+ T-Zellen vorkommt und dies in
Zusammenschau mit der hoheren Affinitat und Aviditdt von CD80 zu CTLA-4 im
Vergleich zu CD28 fur eine eher immunsupprimierende Funktion von CD80 in
Nabelschnurblut fuhrt, vermutlich aufgrund der hdheren Antigenprasentation (im
Rahmen der Kolonisation) bei Neugeborenen, wie die Autoren vermuten['%4, Auch
Sansom et al. sieht CD80 als den Hauptliganden von CTLA-4 anl®l. Mdglicherweise
bietet dies auch eine Erklarung, warum CD80 auf CBMC unter Infektion weniger stark
hochreguliert wird als auf PBMC nach den ersten 4 Stunden der Infektion, da zu Beginn
der Infektion eine Immunsuppression immunologisch fir den Organismus nicht

zielfUhrend ware.

Interessanterweise ist heute bekannt, dass auch CTLA-4 direkt von HIF-1a beeinflusst
wird!'%%l, Wenn also unter HIF-Einfluss mehr CTLA-4 exprimiert wird auf T-Zellen, wird
CD80 zusatzlich zur hoheren Affinitat mehr an CTLA-4 binden als an CD28,
letztendlich also eher einen immunsuppressiven Effekt haben.
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Weitere immunsuppressive Effekte von CD80 sind bekannt durch Bindung an PD-L1,
einem weiteren Bindungspartner von CD80!'%I. |n einem Review von Sansom und
Walker wird die Funktion dieser inhibitorischen Signale fir die T-Zell-Aktivitat
diskutiert, da die CD80-PD-L1 Bindung auf derselben Zelle stattfindet und damit zwar
die Affinitat dieses Komplexes zu CD28 im Vergleich zum CD80 Homodimer nicht
beeinflusst, jedoch die Affinitdt zu CTLA-4 (mit urspringlich starkerer Affinitat zum
CD80 Homodimer) schwacht und letztendlich PD-L1 damit CTLA-4 regulieren
konntel®2. Angesichts der Tatsache, dass PD-L1 unter HIF-Einfluss hochreguliert wird,
bedeutete dies, dass somit auch mehr CD80-PD-L1-Dimere auf Monozyten und
anderen Antigen-prasentierenden Zellen entstehen wirden, damit eine (aufgrund
ebenfalls vermehrt exprimiertem CTLA-4 auf T-Zellen) vermehrte jedoch schwachere
Bindung zu CTLA-4 entstunde und CD80 vermutlich seltener CD28 binden wurde. Die
tatsachlichen funktionellen Konsequenzen dieser Betrachtung sind hochspekulativ, da
die weiteren Faktoren wie PD1/PD-L2 und CD86/CTLA-4 bzw. CD86/CD28 in diesem
Szenario gar nicht beleuchtet werden, eventuelle andere Faktoren noch unbekannt
sind. Daran wird jedoch deutlich, dass die ursprunglich bekannten funktionellen Effekte
bestimmter co-stimulatorischer Molekile je nach Situation differenziert betrachtet

werden mussen.

CD86 wurde in Normoxie sowohl ohne als auch mit Infektion mit E.coli nach 4 Stunden
signifikant geringer auf CBMC exprimiert als auf PBMC. Diese Unterschiede waren in
Anoxie nicht mehr vorhanden, hier exprimierten PBMC genauso “wenig” CD86 wie
CBMC. Die CD14 positiven isolierten Monozyten hingegen unterschieden sich nach
16 bis 20 Stunden kaum in ihrer CD86-Expression, es scheint insbesondere unter
Anoxie einen Anstieg mit Infektion von E.coli gegeben zu haben, doch dieser war nicht

signifikant.

In einem humanen Endotoxamie-Modell konnten Tak et al. zeigen, dass in den
untersuchten 8 Stunden nach Injektion von LPS intermediare und nicht-klassische
Monozyten geringer CD86 exprimierten, klassische zeigten weder Anstieg noch Abfall
von CD86!'%71, In unseren Messungen kam es zu keinem Abfall von CD86 auf CBMC
oder PBMC unter Infektion mit E.coli, jedoch war die CD86-Expression unter Anoxie
geringer als in Normoxie vor allem in PBMC. Die CD86-Level auf CBMC blieben quasi
unverandert. Moglicherweise konnte bei uns kein Abfall von CD86 detektiert werden,
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da wir die gesamten mononuklearen Zellen betrachteten und zudem nach 4 Stunden

und nicht nach 8 Stunden.

Neonatale Monozyten wurden von El Sehmawy et al. in den ersten 3 Tagen der
neonatalen Sepsis (mit positiver Blutkultur) untersucht und sie fanden eine erhdhte
Prozentzahl CD86-exprimierender Monozyten (in Frih- und Reifgeborenen) sowie
einen erhdhten CD86-MFI%] Unsere Daten zeigten keine Anderungen von CD86-
MFI auf CBMC und lediglich kaum CD86-MFI-Hochregulation von CB CD14 positiven
Monozyten nach Infektion mit E.coli nach 16 bis 20 Stunden. Der prozentuale
Monozytenanteil, der CD86 exprimierte, wurde von uns nicht untersucht. Ein weiterer
Unterschied war, dass die meisten Falle neonataler Sepsis durch Klebsiella spp.

hervorgerufen wurden und nur ein geringer Teil durch E.coli.

Die verminderte Expression von CD86 auf neonatalen Makrophagen im Vergleich zu
adulten durch Dreschers et al.['%1 deckt sich mit unserem Ergebnis von neonatalen
Monozyten, die in Normoxie ebenfalls signifikant weniger CD86 exprimierten als adulte

Monozyten.

Das bedeutet, dass CD86 als wichtiges co-stimulatorisches/co-inhibitorisches Molekall

antigenprasentierender Zellen auf neonatalen Monozyten beeintrachtigt ist.

9.7 CBMC regulierten unter Infektion mit E.coli PD-L2 nicht in
gleichem MaRe hoch wie PBMC, PD-L1 wurde nur minimal

erhoht unter Infektion mit E.coli

Die funktionellen Auswirkungen von Sauerstoffpartialanderung und Infektion wollten
wir untersuchen anhand der Co-Inhibition bzw. Co-Stimulation von T-Zellen durch
Monozyten, die Monozyten eigene Interleukin-Produktion und die Akkumulation von

Effektor-Enzymen.

Das co-inhibitorische Molekll PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) wirkt als Ligand
unter anderem flr den Rezeptor PD-1 (Programmed Death-1), der beispielsweise auf
T-Zellen exprimiert wird, und bei Bindung Signale zur (T-Zell-)Apoptose bzw. Anergie
abgibt, also immunsuppressiv wirkt. PD-L1 wird direkt von HIF-1a hochreguliert, da
das PD-L1-Gen ein HRE im Promoter tragt®! 821,
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Dementgegen stehen unsere Ergebnisse, die sowohl auf CBMC wie auch auf PBMC
unter Anoxie kein vermehrtes PD-L1 zeigten. Ein wesentlicher Grund, warum PD-L1
in unseren Experimenten unter Anoxie nicht anstieg, durfte wohl die kurze Zeitspanne
von nur 4 Stunden sein, da Noman et al. und auch Barsoum et al. minimal 24 Stunden
Hypoxie erprobtenl'%% 1101 Allerdings ware dann zu erwarten gewesen, dass in den
isolierten CD14 positiven Monozyten nach 16-20 Stunden Anoxie vermehrt PD-L1
exprimiert werden musste. Hier flhrte die Anoxie jedoch nicht zu vermehrtem PD-L1,
jedoch die Infektion mit E.coli, wenn auch ohne Signifikanz. Dieser Effekt war etwas
starker in PB- als in CB-CD14 positiven Monozyten ausgepragt, auch hier kein
signifikanter Unterschied. Eine mdgliche Erklarung liegt in der nicht Uberpriften
Hypoxie des Kulturmediums (siehe Kapitel 9.11), da eventuell im Zellkulturmedium
nicht die Anoxie erreicht wurde wie in der umgebenden Luft. Eine weitere mogliche
Erklarung kdnnte sein, dass zur PD-L1-Expression weitere Stimuli notwendig sind, wie
der Kontakt zu T-Zellen. So konnten Mimura et al zeigen, dass PD-L1 auf Tumorzellen
durch Interferon-y von T-Zellen hochreguliert werden!''!l. Galbraith et al. konnten eine
Hochregulation von PD-L1 auf Monozyten nachweisen, was durch LPS noch verstarkt
wurde — allerdings hatte dies keine verminderte T-Zell-Funktion zur Folge [''2. Die
Autoren mutmalen, dass Interferon-y TNF-a hochreguliert und dieses wiederum PD-

L1-Hochregulation bewirkt.

PD-L2 als zweiter Ligand von PD-1 ist ebenfalls bekannt als T-Zell hemmender
Einfluss, wichtig unter anderem fir die Entwicklung einer Immuntoleranz wie

beispielsweise oraler Immuntoleranz!''3l,

In unseren Versuchen stieg PD-L2 unter Infektion mit E.coli an, auf CBMC jedoch
weniger als auf PBMC. Anoxie hatte wenig Einfluss, hier wurden lediglich die
Unterschiede von CBMC und PBMC unter Infektion deutlicher. Auf isolierten CD14
positiven Monozyten nach 16 bis 20 Stunden nivellierten sich die Unterschiede, es gab
einen leichten PD-L2-Anstieg unter Infektion mit E.coli, hierbei jedoch kaum
Unterschiede zwischen Normoxie und Anoxie und quasi keine Unterschiede zwischen

Neonaten und Erwachsenen.

Die erhdhte PD-L2-Exprimierung unter Inflammation deckt sich mit den Ergebnissen

von Xiong et al., die eine Hochregulation von PD-L2 auf Monozyten von Patienten mit
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Rheumatoider Arthritis nachweisen konnten. Diese transmembrandse PD-L2-
Zunahme korrelierte sogar mit proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-113
sowie mit den CrP-Werten der Patientenl''4l. Tatsachlich wurde der PD-L2/PD-1
Interaktion nicht nur immunsuppressive Funktion im Sinne einer Hemmung der T-Zell-
Aktivierung und Immuntoleranz zugeschrieben(®> 131, sondern es wurden durch PD-L2
auch T-Zell-Proliferaton und Zytokinproduktion im Sinne einer TH1-Immunantwort
beschrieben!'’® wobei Wang et al. diese Effekte am ehesten auf andere

Bindungspartner als PD-1 zurtckfiihrt(''6l,

Um die unterschiedlichen PD-L2-Level auf CBMC und PBMC unter Infektion
einzuordnen, muss auch in Betracht gezogen werden, dass es neue Erkenntnisse zur
T-Zell-Funktion von Neonaten und Erwachsenen gibt. So konnte nachgewiesen
werden, dass neonatale T-Zellen anderen Progenitor-Zellen entspringen als adulte T-
Zellen und sich auch Transkriptom und Epigenetik deutlich unterscheiden7],
Neonatale T-Zellen wurden als eine andere T-Zell-Population beschrieben, deren
Funktion teils unabhangig von T-Zell-Rezeptoren ist, die unter nicht-bedrohlichen
Situationen Toleranz ermdglichen, jedoch ebenso auf Pathogene und
Inflammationssignale hin zu einer raschen Immunantwort ahnlich des angeborenen
Immunsystems fahig sind[''’]. Demzufolge kann nicht generell eine funktionelle
Konsequenz im Sinne einer verminderten T-Zell-Aktivierung von der geringeren PD-
L2-Expression auf neonatalen mononuklearen Zellen in Infektion abgeleitet werden.
Es ist sowohl mdoglich, dass PBMC mit erhohter PD-L2-Expression eine
UberschieRende T-Zell-Aktivierung verhindern, die in CBMC fehlt, wie auch, dass eine
zeitliche Komponente eine Rolle spielt und PD-L2 sekundar hochreguliert wird, wie
auch, dass eine Hemmung der T-Zell-Aktivierung Uber PD-L2 in neonatalen T-Zellen

nicht von Vorteil ist, da neonatale T-Zellen anders agieren.

9.8 Die Produktion von Interleukin-18, -6 und -8 war in CBMC
und PBMC vergleichbar

Die Interleukin-1B-, -6- und -8-Produktion war unter Infektion mit E.coli sowohl bei
CBMC als auch PBMC hoher als ohne Infektion. Dies galt fir Normoxie wie fur Anoxie.
Hierbei gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen CBMC und PBMC oder

zwischen Normoxie und Anoxie. Insgesamt war die Interleukin-6 und -8-Akkumulation

97



Diskussion

vergleichbar in CBMC wie auch in PBMC, die Interleukin-13-Produktion ebenfalls, nur

in Normoxie ohne Infektion schien diese in CBMC etwas niedriger zu sein als in PBMC.

lliodromiti et al. fassten zusammen, dass Monozyten Reifgeborener und sogar
Monozyten Frihgeborener nicht weniger IL-1f und IL-6 produzierende Monozyten
vorweisen, lediglich unter Stimulation mit LPS gibt es weniger IL-6 produzierende
Monozyten bei Frilhgeborenen, nicht jedoch bei Reifgeborenen(''8. Auch unsere
Daten von Reifgeborenen zeigten keine verminderte IL-6-Akkumulation (im Vergleich
zu Erwachsenen) auch unter Stimulation mit E.coli, ein Vergleich zu Frihgeborenen

war uns leider nicht moglich.

Schultz et al. hingegen konnten zeigen, dass Reifgeborene sogar mehr IL-6 und IL-8
produzierende Monozyten besaflten als Erwachsenel'"®. Unsere Daten ergaben, dass
die Monozyten reifer Neonaten nicht mehr IL-6 oder IL-8 oder gar IL-13 akkumulierten
als adulte Monozyten (auch nach Stimulation mit E.coli), die Prozentzahl Interleukin-

tragender Monozyten hatten wir nicht berechnet.

Insgesamt zeigt sich jedoch, dass Monozyten Neugeborener in der Lage sind in nicht
vermindertem Male pro-inflammatorische Zytokine zu produzieren und wie lliodromiti
et al. erwahnte, einen nicht spezifischen pro-inflammatorischen Aktivitatszustand
dabei zu erhalten!'"®l, Als erste Abwehrreaktion gegen Pathogene ist dies durchaus
hilfreich, doch eine zu hohe oder zu langanhaltende Zytokinproduktion kann schwere
Folgen fur den Organismus haben, so werden beispielsweise erhdhte Interleukin-8-
Spiegel bei Frihgeborenen von Sullivan et al. mit Schaden der weillen Substanz zum

Zeitpunkt des Geburtstermins in Verbindung gebracht('2%],

9.9 CBMC regulierten unter Infektion mit E.coli IDO nicht hoch

In PBMC waren E.coli unabhangig von Normoxie oder Anoxie starke Induktoren fir die
intrazellulare Akkumulation von Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), CBMC hingegen
akkumulierten signifikant weniger IDO unter Infektion mit E.coli in Normoxie wie in

Anoxie.

Auch Tattevin et al. beschrieben LPS als Induktoren fir IDO in Monozyten und fanden
heraus, dass die IDO-Akkumulation durch LPS NF-kB abhangig ist im Gegensatz zur
NF-kB unabhangigen IDO-Akkumulation nach Stimulation mit IFNy!'2'l, NF-kB
wiederum kann auch unabhangig von Hypoxie HIF aktivieren*'l. Wenn nun CBMC —
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wie bereits oben beschrieben — in Infektion vermindert HIF aktivieren, kann dies
eventuell durch eine verminderte NF-kB-Aktivitat erklarbar sein und auch die

verminderte NF-kB-abhangige IDO-Akkumulation von CBMC unter Infektion erklaren.

Betrachtet man die bislang bekannten Funktionen von IDO, die einerseits
immunsupprimierend wirken, unter anderem durch Hemmung der T-Zell-Aktivitat und
-Proliferation, Entwicklung regulatorischer T-Zellen, und andererseits Pathogene wie
Bakterien schadigend wirken, unter anderem durch ROS-Produktion und den Abbau
von Tryptophan®l, so wird klar, dass durch eine verminderte IDO-Expression in CBMC
unter Infektion diese eine geringere Kapazitat zur Bakterienabwehr aufweisen und
andererseits Signale fehlen die Inflammation wieder einzudammen. In Sepsispatienten
stellten CD14 positive Monozyten die Hauptressource von IDO dar, die IFNy und NF-
kB-unabhangig war und aber erhéhte IDO-Level mit erhohter Morbiditat und Mortalitat
einherging('?l. Aus dieser Sicht ist eine verminderte IDO-Akkumulation in CBMC
moglicherweise wiederum von Vorteil, jedoch ware zu untersuchen, ob neonatale

Monozyten in vivo unter Sepsisbedingungen IDO hochregulierten.

Dass IDO einen wichtigen Faktor der feto-maternalen Toleranz darstellt durch erhohte
intrauterine  IDO-Aktivitat (gemessen am Kynurenin/Tryptophan-Quotienten in
Nabelschnurblut) wird durch eine erhohte IDO-Aktivitat plazentar erklart!'®l. Denn
Grozdics et al. konnten auf aktivierten Monozyten aus CBMC ebenso wie wir geringere
MFI von IDO nachweisen als auf aktivierten Monozyten aus PBMC, die Aktivierung
wurde jedoch durch die CD11-Positivitat detektiert und nicht durch induzierte
Inflammation('%4l. Die Anzahl der aktivierten Monozyten bei Grozdics et al., die IDO
exprimierten, war in CBMC und PBMC jedoch vergleichbarl'%. Mdglicherweise
kompensieren die mutterlichen Zellen die IDO-,Defizienz“ der neonatalen Immunzellen
in utero. Postnatal kommt es dann auf IDO-induzierende Signale wie LPS bzw. in

unserem Falle E.coli weiterhin zu keiner relevanten IDO-Hochregulation.

Unsere Arbeitsgruppe konnte kirzlich zeigen, dass nach Stimulation mit GBS CBMC
und PBMC vergleichbare Mengen IDO akkumuliertenl'??l, was darauf schlieBen lasst,

dass IDO je nach Stimulanz unterschiedlich reguliert wird.
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9.10 VEGF war in CBMC unter Anoxie nicht signifikant erhoht,
unter Infektion mit E.coli weder in CBMC noch in PBMC

VEGF ist eines der bekanntesten Zielgene von HIF und insbesondere in der
Entwicklung aber auch im Erwachsenenalter bei der Bildung von Gefallen — wie der
Name verrat — beteiligt, wobei Hypoxie Uber den HIF-Signalweg der wiederum
bekannteste Stimulator fiir VEGF ist!'?3l. So konnten auch wir nachweisen, dass PBMC
unter Anoxie vermehrt VEGF bildeten und sezernierten. Der Anstieg von VEGF im
Uberstand von CBMC war allerdings nicht signifikant unter Anoxie. Hierfiir kommen
mehrere Hypothesen in Betracht: Entweder HIF-1a wird unter Anoxie in CBMC nicht
im selben Malde hochreguliert, wie oben via Western Blot gezeigt, und dies wiederum
ist der Grund fur die verminderte VEGF-Akkumulation unter Anoxie. Oder aber die
Messung des VEGF(A)-Gehalts im Uberstand tritt zu kurz und andere VEGF-
Isoformen (VEGF-B, -C, -D oder andere) sind in diesem Alter bzw.
Entwicklungsstadium mehr aktiv unter Anoxie als VEGF(A). So konnten Ng et al. im
Mausmodell beweisen, dass die Expression der VEGF-Isoformen in verschiedenen
Entwicklungsstadien sowie auch in verschiedenen Organsystemen im adulten
Organismus stark variieren!'?4l, Daher kénnen unsere Experimente nur Aussage Uber
VEGF(A) geben, die anderen Isoformen wurden nicht berticksichtigt. Es bleibt unklar,
welche VEGF-Isoformen in der humanen Ontogenese in welcher Zusammensetzung
eine Rolle spielen. Zugleich muss der extrazellular im Uberstand gemessene VEGF-
Gehalt nicht mit dem intrazellularen Ubereinstimmen. So fanden Hoeres et al. heraus,
dass Monozyten imstande sind, zusatzlich zu den membranstandigen VEGF-
Rezeptoren auch l6sliche VEGF-Rezeptoren zu sezernieren, die den VEGF-Gehalt
extrazellular durch Bindung verringern und somit auch deren Wirkung an anderen

Rezeptoren bzw. Zellenl'2],

Interessanterweise variierte die Menge des l6slichen VEGF-Rezeptors bei Hoeres et
al. unter den Monozytensubpopulationen, sodass isolierte klassische CD14 positive
Monozyten neben den membranstandig exprimierten VEGF-Rezeptoren auf
Monozyten vermehrt 16slichen VEGFR-1 sezernierten und infolgedessen deutlich
verminderte VEGF(A)-Mengen im Uberstand aufwiesen('?%]. Dies bildet eine magliche

Erklarung unserer Beobachtungen, dass auch bei uns die isolierten klassischen CD14
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positiven Monozyten unter Anoxie nicht mehr verstarkt VEGF(A) im Uberstand

aufwiesen.

Im Gegensatz zu vielen Vorberichten, nach denen Monozyten (bzw. Makrophagen)
nach LPS-Stimulation vermehrt VEGF produzieren!'26-128] konnten wir unter Infektion
mit E.coli keine vermehrten VEGF-Konzentrationen in den Uberstanden der infizierten
Monozyten detektieren. Eine zeitliche Komponente ist unwahrscheinlich, da die LPS-
induzierte VEGF-Konzentration nach 24-48 Stunden erhoht warl'?], wir unsere Zellen
bis zu 22 Stunden inkubiert hatten und nach dieser Zeit eine VEGF-Akkumulation hatte
sichtbar sein mussen. So wiesen Glaser et al. eine erhohte VEGF-Konzentration in
Uberstanden von neonatalen Monozyten nach nach 24-stiindiger LPS-Stimulation!'28l,
Itaya et al. inkubierten ihre Makrophagen mehrere Tage mit LPS und konnten nach 48
Stunden einen VEGF-Anstieg erkennen, der zeit- und LPS-dosisabhangig weitere 3

Tage anstieg!'6l,

Andere mdgliche Erklarungsansatze gehen unter anderem auf den bereits oben
erwahnten |6slichen VEGF-Rezeptor zurlick, mdglicherweise produzieren E.coli selbst
oder aber induziert durch die Infektion die Monozyten vermehrt I6slichen VEGF-
Rezeptor, der durch Bindung die VEGF-Konzentration senkt. Unsere Ergebnisse
unterscheiden sich darin, dass wir als Stimulus ganze E.coli verwendeten und nicht
LPS. Hajighasemi et al. zeigten unter anderem, dass verschiedene Leukamie-
Zelllinien auf LPS unterschiedlich reagieren, so produzierten U937-Leukdmiezellen
unabhangig von LPS betrachtliche VEGF-Mengenl'29,

Eine vermehrte Apoptose nach Phagozytose von E.coliinsbesondere von PBMC muss
auch in Betracht gezogen werden, wie in Kapitel 9.12 eingehender betrachtet wird.
Wie unsere Arbeitsgruppe vor einigen Jahren zeigen konnte, gehen PB Monozyten
nach Phagozytose von E.coli vermehrt in Apoptose im Vergleich zu CB Monozyten!'3%,
was bedeutet, dass moglicherweise PBMC bzw. PB Monozyten unter Infektion mit
E.coli pro Zelle letztendlich doch mehr VEGF produzieren wirden im Vergleich zu
CBMC bzw. CB Monozyten, jedoch nach 16 bis 22 Stunden eventuell zu viele der
adulten Zellen apoptotisch geworden sind. Hierzu musste eine Propidiumiodid-
Farbung oder Annexin V-Farbung der Zellen nach denselben 16 bis 22 Stunden

durchgefuhrt werden, um tote bzw. apoptotische Zellen zu detektieren.
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9.11 Schwierigkeiten der Standardisierung von Hypoxie/Anoxie

In einem Forschungsprojekt, in dem es um einen Vergleich zwischen Zellreaktionen
unter Normoxie und Hypoxie gehen soll, erscheint es selbstverstandlich die Begriffe
klar zu definieren. Die meisten Publikationen in diesem Feld sprechen von Hypoxie,
wenn die umgebende Gasphase fiir ihre Zellen oder Gewebe 1%!?% 131132 oder 2%
Sauerstoff enthalt, z.T. wird auch von 0,5%40 46 761 Sauerstoff berichtet (Zitationen sind
beispielhaft). Als Normoxie hingegen wird meist die gewohnliche Inkubator-Umgebung
betrachtet, in der Regel mit definierten 5% CO2 und 100% Feuchtigkeit bei 37°C.

Betrachtet man den Sauerstoffpartialdruck (pO2) in In-vivo-Geweben, so wird klar,
dass dieser ganz unterschiedlich und dennoch physiologisch sein kann. Im
Alveolarepithel der Lunge ist dieser deutlich hoher als im avaskularen Teil der Linse
oder des Nucleus pulposus der Bandscheibe. Prinzipiell kann man bezuglich der
Situation in vivo sagen, dass man von Hypoxie spricht, wenn die Sauerstoffzufuhr nicht
mehr den Bedarf abdeckt, wenn also Angebot und Nachfrage nach Sauerstoff aus dem
Gleichgewicht kommen. Da Uber den Sauerstoffbedarf der jeweiligen Zellen oder
Gewebe in der jeweiligen Laborkonstellation wenig bekannt ist, gibt es dazu keine klar
definierten Werte oder Tabellen. Auer den oben beschriebenen Konventionen von 1-
2% Sauerstoff im umgebenden (Gas-)Medium, ist weiterhin bekannt, dass Zellen sich
an den pO:2 ihrer Umgebung adaptieren kénnenl’”> 1331 Daher ist eine absolute
Definition von Normoxie oder Hypoxie nicht mdglich bzw. muss in den jeweiligen
Bezug gesetzt werdenl'3* 1351 Da die meisten physiologischen Anderungen im Zell-
Metabolismus jedoch frihzeitig vor dem Erreichen einer potenziell bedrohlich
niedrigen Sauerstoffkonzentration von der Zelle erkannt werden, kann auch bei
Anderungen von Sauerstoffkonzentrationen, die eine Veranderung im Metabolismus
der Zelle hervorrufen wie beispielsweise veranderte HIF-1a-Konzentrationen, von

Hypoxie gesprochen werdenl'34],

Der grol3e Unterschied unserer in vitro Experimente zu den Verhaltnissen in vivo ist
die Tatsache, dass im arteriellen menschlichen Blut >98% des Sauerstoffs an Protein,
genauer gesagt Hamoglobin, gebunden vorliegt'34, Zirkulierende Monozyten sind
daher im generellen Blutstrom an Sauerstoffpartialdricke von mehr als 40 mmHg
gewohnt*0l, Im ersten Schritt unserer Blutaufbereitung werden samtliche Erythrozyten

per Dichtegradientenzentrifugation jedoch aussortiert. Damit wird das Gleichgewicht

102



Diskussion

zwischen Sauerstoffverbrauch der Zellen und der Sauerstoffanreicherung in der
Umgebung, die durch die Reserve Hamoglobin bei gesunden physiologischen

Verhaltnissen aufrechterhalten wird, gestort.

In allen in vitro Experimenten hangt die Sauerstoffversorgung der Zellen allein vom
physikalisch geldsten Sauerstoff im Medium ab. Dieser wiederum ist abhangig vom
pO2 der Gasphase uUber dem Medium, der Loslichkeit des Sauerstoffs im Medium

sowie der Diffusionsstrecke des Gases in der Flussigkeit.

Die Loslichkeit eines Gases in Flussigkeit wird vom Henry-Gesetz beschrieben: Die
gelosten Gasteilchen in der Flussigkeit sind proportional zum Gaspartialdruck
dariiber!'38], Dies wiederum bedeutet, dass in groReren Hohen weniger Gasteilchen in
der Flussigkeit gelost werden, wie auf Hohe des Meeresspiegels. In unserem Fall liegt
das Labor ungefahr 355m uber NormalNull, was einem Druck (ungeachtet des
Wettereinflusses) von etwa 97 kPa (730mmHg) entspricht. Im Inkubator werden 100%
Luftfeuchtigkeit angestrebt, was bei 37°C einem Wasserdampfdruck von etwa
47mmHg entspricht. Die 5% CO:2 entsprechen in unserem Labor demnach einem
Partialdruck von 36,5mmHg. Letzteres und der Wasserdampfdruck werden von den
insgesamt 730mmHg Luftdruck abgezogen (entsprechend dem Gesetz von
Dalton!'31), um dann die 20,9% Sauerstoff in unserem Inkubator zu ermitteln. Dieser
liegt demnach bei etwa 135 mmHg, was einer wahren Sauerstoffkonzentration von
ungefahr 18,5% statt den bekannten 21% (die sich auf trockene Luft beziehen)

entspricht (Rechnung entsprechend [134]),

Weiterhin geht in die Formel von Henry die sog. Henry-Konstante ein, die von lonen
und gelosten Proteinen, sowie der Temperatur beeinflusst wird!'3”]. Der lonengehalt im
Nahrmedium, sowie der Proteingehalt durch zugesetzte 10% Fetal Bovine Serum
(FBS) soll die Verhaltnisse des Blutplasmas nachahmen. Im Inkubator betragt die
Temperatur 37°C und soll ebenfalls normothermen In-vivo-Verhaltnissen
nahekommen. Jedoch wird das Blut wahrend unserer Aufbereitung zunachst bei 20°C,
dann 10°C und schlieBlich 4°C zentrifugiert. Je geringer die Temperatur, desto mehr
Sauerstoff kann sich physikalisch in Flussigkeit I16sen. Dahingehend ist die Gefahr zu
beachten, dass Zellen durch Hyperoxie geschadigt werden kénnen bis hin zu

Apoptose-induzierenden Signalwegen('38l,
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Den wohl eindrucklichsten Unterschied zwischen der In-vivo-Situation und der In-vitro-
Situation stellt die Diffusionsstrecke dar. Diese entspricht im Experiment der Flllhéhe
der Zellkulturplatten unter der Annahme, dass sich die Zellen der Schwerkraft folgend
und ohne mechanisches Ruhren oder Schutteln am Boden der Zellkulturplatte
befinden!'34. Leider haben wir diesen Parameter nicht standardmaRig beachtet und
dokumentiert, wir nehmen an, dass es sich um eine Fullhohe zwischen 3 und 5 mm
handelte. Diese Strecke muss von den Sauerstoffmolekilen durch Diffusion
Uberwunden werden, jedoch wird Diffusion ab einer Strecke von ca. 100-200 ym
ineffektiv, sofern keine Durchmischung der Flussigkeit stattfindet. Dies bedeutet, dass
unter diesen Bedingungen davon auszugehen ist, dass es zu einer perizellularen
Hypoxie kommt, auch in ,normoxischen® Inkubator-Gasverhaltnissen, zumal die Zellen

selbst Sauerstoff verbrauchen.

In der Infektionssituation mit E.coli verbrauchen zudem die Bakterien Sauerstoff und
durch die Inflammationsreaktion ist zunadchst von erhohtem Zellmetabolismus,
demnach erhéhtem Sauerstoffbedarf der Zellen, auszugehen. Perizellular dirfte somit
in der Inflammation (wie auch im entziindeten Gewebe) durch den Mehrverbrauch eine

hypoxischere Situation entstehen.

Wir haben in unseren Versuchen anfangs versucht die Hypoxie in einer Hypoxie-
Werkbank zu simulieren, die im Gasgemisch 2% Sauerstoff und 5% CO:2 enthielt, die
Wasserdampfsattigung sollte laut Hersteller gesattigt sein (jedoch ohne Messung der
Letzteren). Zudem spielte wohl eine Rolle, dass die Zellen zu dieser Werkbank in ein
anderes Labor gefahren werden mussten und zur Messung wieder zurtick, was selbst
auf Eis gelagert eine zu lange Zeit der Reoxygenierung bedeutet. Letztendlich konnten
keine signifikanten Ergebnisse unter diesen Bedingungen im Vergleich zu den
.,Normoxie“-Proben im ublichen Inkubator erzielt werden. Validere Messungen
ergaben die Proben in einem luftdichten Behalter, der in den Inkubator gestellt wurde
und mittels AnaeroGen™-Beutel innerhalb einer Stunde <0,1% Sauerstoff enthielt
(laut Beschreibung des Herstellers). Dies bedeutet auch, dass innerhalb des Behalters
keine wasserdampfgesattigte Luft enthalten war und auch der CO2>-Gehalt der
Umgebungsluft und nicht die Inkubator-Bedingungen herrschten. Hierbei kam es
jedoch zu keiner wesentlichen Zeitverzogerung im Vergleich zu den Normoxie-Proben.
Wenger et al. weisen auch darauf hin, dass jedes Mal, wenn die Inkubator-TUr gedffnet

wird, es anschlieend Minuten bis zu Stunden dauern kann, bis wieder die volle
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Wasserdampfsattigung, 5% CO2 und die korrekte Temperatur hergestellt sind['34, was
zur Reinigung der Zellkultur von E.coli bzw. der Hinzugabe von Antibiotikum notig war.
Dennoch wurde von uns nach der Konvention die Zeit der ,Hypoxie“ ab dem Zeitpunkt

der Einbringung in den Inkubator gemessen.

Eine direkte Messung des Sauerstoffgehalts im Zellmedium nahe der Zellen (am
Boden der Zellkulturplatten) ware winschenswert gewesen entweder mit einem
amperometrischen Sensor (auch bekannt als Clark-Elektrode)!'3® oder einem
potentiometrischen Sensor (der die pH-Anderung misst)l'4%. Um den Sauerstoffgehalt
des Zellkulturmediums dem des umgebenden Gasgemisches anzupassen, hatte das
Zellkulturmedium steril in der Hypoxiewerkbank ,ausgegast® werden mussen,
zeitgleich hatte dann Zellkulturmedium steril unter den Bedingungen des ublichen
Inkubators ebenso behandelt werden missen, was so aufgrund fehlender Sterilitat im
Inkubator nicht moglich ware. Zudem ware eine Moglichkeit, schneller und effektiver
Hypoxie im Zellkulturmedium herzustellen die Verwendung einer Kobaltchlorid-Losung

(bspw. 100uM) gewesenl'41],

Zusammenfassend ist bei der Betrachtung der Ergebnisse zu beachten, dass aufgrund
mangelnder technischer Moglichkeiten nie die tatsachliche Sauerstoffkonzentration im
Medium perizellular gemessen wurde, dass wir eine moglichst geringe und einheitliche
Fullhohe der Zellkulturplatten nicht bertcksichtigt hatten, dass die Zellen wahrend der
Phase des Aufreinigens abgekuhlt und vor Trennung von den Erythrozyten
moglicherweise eine kurzzeitige Hyperoxie erfahren haben, dass auch unter
,hormoxischen®“ Bedingungen insbesondere unter Infektion mit E.coli eine gewisse
perizellulare Hypoxie nicht auszuschlieRen ist, dass im ,Anoxie“-Behalter die
Wasserdampfsattigung sowie der CO2-Gehalt nicht mit dem Inkubator Ubereinstimmte
und zwar auf zugiges Ernten der Zellen nach Inkubation geachtet wurde, jedoch auch

eine Enzymaktivitat von Prolylhydroxylasen selbst nach Zelllyse stattfindet(?8].

9.12 Limitationen der Ergebnisse

Neben den genannten Einschrankungen der Hypoxie/Anoxie-Versuche (Kapitel 9.11)
durch die technischen, physikalischen und biologischen Gegebenheiten sind weitere

Limitationen unserer Versuche zu bedenken.
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In meinen Versuchen wurde die Vitalitat der Zellen unter den verschiedenen
Kulturbedingungen nicht getestet. Die Apoptoserate bzw. der prozentuale Anteil toter
Zellen nach Setzen von PBMC in Zellkultur ohne weitere Stimuli war bei Pignata et al.
in der Kontrollgruppe gesunder Kinder (10 Monate bis 12 Jahre) nach 72 Stunden
gering mit 2,33 +/-0,41% Propidium-lodid aufnehmender Zellen['4?l. Eine vermehrte
Apoptose von CBMC und PBMC nach 4 Stunden Anoxie konnte auch in unserer
Arbeitsgruppe durch Kai Liu ausgeschlossen werden!'#3 jedoch konnte unsere
Arbeitsgruppe vor einigen Jahren auch zeigen, dass PB Monozyten nach Phagozytose
von E.coli und Kultivierung fur 24 Stunden eine erhdhte Apoptoserate zeigen im
Gegensatz zu CB Monozyten (positiv selektiert)['3%], Es ist also davon auszugehen,
dass in den 4-Stunden-Experimenten in Normoxie und Anoxie keine relevanten
Unterschiede in der Anzahl apoptotischer Zellen zwischen adulten und neonatalen
mononukledaren Zellen bestehen, womoglich auch nicht in den Uber-Nacht-
Experimenten mit 16 bis 22 Stunden Normoxie oder Anoxie. Jedoch ist es relativ
wahrscheinlich, dass unter Infektion mit E.coli insbesondere bei den uUber-Nacht-

Experimenten deutlich mehr adulte Zellen apoptotisch wurden als neonatale.

Weitere groRe unbekannte Parameter neben unklaren Sauerstoffleveln im
Zellkulturmedium und der Anzahl apoptotischer Zellen bringt die Anonymitat der
Proben mit sich. Zwar versuchten wir Nabelschnurblut von offensichtlichen prapartalen
Entzindungsgeschehnissen auszuschlielen (wie grunes Fruchtwasser, bekanntes
Amnioninfektionssyndrom etc.), jedoch waren weitere Informationen von Interesse wie
beispielsweise Grunderkrankungen, Nikotin-Abusus, Medikamenteneinnahme der
Schwangeren und intrauterine Wachstumsverzoégerungen, bekannte Fehlbildungen
oder genetische Erkrankungen des Neugeborenen wie beispielsweise Trisomie 210144,
Der Ethikantrag, der dieser Arbeit zugrunde liegt, Iasst jedoch nur eine anonyme

Verwendung von Nabelschnurblut zu.

Eine weitere kritische Betrachtung betrifft die Wahl des Housekeeping Genes fir die
gPCR. Leider zeigte sich in meinen gPCR-Versuchen eine Schwankung des
gewahlten Housekeeping Genes RPL37A von mehr als 1-2 Zyklen und ist damit als
solches nicht gut geeignet. Zudem ware eine Vergleichbarkeit von Western Blot-
Ergebnissen mit gPCR-Ergebnissen valider mit einem gleichen Housekeeping Protein
und Housekeeping Gene, von mir wurde flr den Western Blot GAPDH verwendet.
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Weiterhin zeigte sich eine Abweichung der RPL37A-DNA-Menge von CBMC und
PBMC. Im Mittel kam die Fluoreszenz bei CBMC um 1,73 Zyklen spater als in PBMC,
das bedeutet, dass in CBMC unter allen Bedingungen weniger RPL37A-DNA-Menge
vorhanden war. Dieser Effekt wurde durch das Rechnen mit den Differenzen zwischen

Zielgen und Housekeeping-Gen relativiert.

Die Auswahl des RPL37A-Gens als Housekeeping Gene fur unsere gPCR entstand in
Verbindung mit einer Publikation von Mael et al. Uber geeignete Referenz-Gene flr
die real time PCR in Monozyten/Makrophagenl’4. Mael et al. befassten sich mit THP1-
Zellen und wir uns mit primaren Immunzellen verschiedener Individuen. Deshalb und
aufgrund der genannten Ungenauigkeiten von RPL37A in CBMC und PBMC ist
nachtraglich diese Auswahl zu Uberdenken. Piehler et al. konnten zeigen, dass die
gPCR-Ergebnisse LPS-stimulierter Monozyten je nach ausgewahltem Referenz-Gen
schwanken!'#! und empfehlen eine gut bedachte Auswahl. In den letzten Jahren kam
man immer mehr davon ab, qPCR-Ergebnisse nur auf ein Housekeeping Gene zu
beziehen, da die Schwankungen der Ergebnisse zu grol3 sind. Beispielsweise ware
bei einer erneuten Versuchsreihe in unserem Experiment die Suche eines Sets von

Referenz-Genen mithilfe von Aquivalenz-Tests geeignet!149],

9.13 Schlussfolgerung und Ausblick

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse zur HIF-1a-Akkumulation und Genexpression
von neonatalen mononuklearen Zellen und ihren Reaktionen auf Anoxie sowie auf

Infektion mit E.coli.

Die gezeigte verminderte HIF-1a-Akkumulation in Anoxie und Infektion mit E.coli von
neonatalen mononuklearen Zellen kann als Erklarungsgrundlage fur die teils
verzogerte und UberschieRende Inflammationsreaktion Neugeborener dienen und
damit die Anfalligkeit einer Neugeborenensepsis mitbegrinden. Unsere Daten kénnen
leider keine Kausalitat beweisen, die einen Therapieansatz einer HIF-Aktivierung von
aullen als moglichen Schutz vor einer Neugeboreneninfektion zulassen wirde. Zudem
konnen unsere Daten nicht zeigen, dass der postnatal plotzlich stark ansteigende
Sauerstoffpartialdruck eine deutlich veranderte Immunreaktion der mononuklearen
Zellen hervorruft. Dennoch mdgen die neuen Erkenntnisse helfen, die Infektanfalligkeit

Neugeborener besser zu verstehen.
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Fir eine wissenschaftliche Vollstandigkeit mussten den hier vorgelegten Versuchen
noch weitere Versuche folgen. Um die Frage zu beantworten, ob HIF-1a-Defizienz in
neonatalen mononuklearen Zellen mafigeblich an einer erhdhten Infektanfalligkeit des
Neugeborenen beteiligt ist, mussten neonatale mononukleare Zellen nach Induktion
des HIF-Signalwegs erneut auf Reaktion einer Infektion getestet werden, konkret, ob
dann die Zytokinproduktion, T-Zell-Aktivierung und -Hemmung, ROS-Produktion oder
Expression von Effektor-Enzymen (um nur einige Versuche zu Immunfunktion und -
regulation zu nennen) denen adulter mononuklearer Zellen glichen. Von Interesse
ware auch die Kinetik der HIF-1a-Regulation in Monozyten sowie die Aktivitatsraten
der Prolylhydroxylasen. Im Infektionsmodell sollte aufgrund der engen funktionellen

Verflechtungen der Transkriptionsfaktor NF-kB mitbericksichtigt werden.

Von hohem klinischem Interesse ware die Untersuchung von frihgeborenen
Monozyten und ihrer Reaktion auf Hypoxie und Infektion, die mdglicherweise von
denen reifer Neonaten abweicht. Hier ginge es in den Bereich der Single Cell Omics

aufgrund ethisch noch vertretbarer kleiner Probengrofen.

Weiterhin miussten neben Monozyten auch die anderen Zellpopulationen in Betracht
gezogen werden, Makrophagen, T- und B-Lymphozyten, Granulozyten (neutrophile
Granulozyten wurden von unserer Arbeitsgruppe untersucht!'3) und auch
Stammzellen (CD34+), die im Blut Neugeborener verhaltnismalig vermehrt
vorkommen. Die Funktion von MDSC jedenfalls wurde von unserer Arbeitsgruppe

schon umfassend beleuchtet!'47-153 (beispielhafte Zitationsauswahl).
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10 Zusammenfassung

Die Neonatale Sepsis ist eine der wichtigsten Ursachen flr neonatale Morbiditat und
Mortalitat. Das Immunsystem des Neugeborenen muss vor der Geburt Toleranz
gegenuber dem maternalen Organismus vermitteln und mit der Geburt zu der Aufgabe
der Pathogenabwehr und gleichzeitigen Toleranz der Besiedlung durch Kommensale
wechseln. Wie dieser Funktionswechsel ausgelost und vollzogen wird, ist bislang nicht
vollstandig geklart. Diese Arbeit ist der Frage nachgegangen, ob eine plotzliche
Erhdohung des Sauerstoffpartialdruckes im Blut Neugeborener, wie sie mit den ersten
Atemzugen stattfindet, mit einer Aktivierung bzw. Anpassung der Reaktion des
angeborenen Immunsystems einhergeht. Hierzu wurde in einem Anoxie-Kultursystem
ein bereits etabliertes in-vitro-Infektionsmodell mit Escherichia coli (E.coli) untersucht.
Insbesondere wurde die Rolle des Hypoxie-induzierbaren Faktors-1a (HIF-1a)

analysiert.

Aus Nabelschnurblut reifer Neugeborener und peripherem venésem Blut gesunder
Erwachsener wurden mononukleare Zellen isoliert und diese oder mittels magnetic
activated cell sorting (MACS) weiter isolierte CD14+ Monozyten unter Normoxie und
Anoxie mit E.coli infiziert. Die Proteinakkumulation von HIF-1a und der
Prolylhydroxylase Il (PHDII) wurde mittels Westernblot ermittelt, die relativen mRNA-
Mengen mittels real-time-PCR. In Monozyten wurden co-stimulatorische/co-
inhibitorische Checkpointmolekule fur die T-Zell-Aktivierung, Zytokine und Effektor-
Enzyme durchflusszytometrisch quantifiziert. Die Expression eines der HIF-Zielgene,

des vascular endothelial growth factor (VEGF), wurde mittels ELISA untersucht.

Wir konnten unter anderem zeigen, dass in Anoxie CBMC signifikant weniger HIF-1a
akkumulierten als PBMC, was nicht von der Proteinmenge der Prolylhydroxylase Il
verursacht wurde. Die mMRNA-Mengen spiegelten Reaktionen zur Wiederanpassung
an ein Ausgangsniveau, das heif3t HIF-1a-mRNA wurde nicht verstarkt gebildet, aber
EGLN1-mRNA, sowohl in CBMC als auch PBMC. Passend zum HIF-1a-Gehalt der

Zellen, wurde unter Anoxie von CBMC weniger VEGF sezerniert als von PBMC.

Nach Infektion mit E.coli akkumulierten CBMC signifikant weniger HIF-1a als PBMC,

was sich auf mMRNA-Ebene widerspiegelte.

Die Funktion proinflammatorische Zytokine zu sezernieren war in CBMC im Vergleich
zu PBMC uneingeschrankt. Co-stimulatorische/co-inhibitorische Oberflachenmolekile
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(CD80, CD86, PD-L1 und PD-L2) wurden vom Sauerstofflevel nicht wesentlich
beeinflusst, lediglich PD-L2 war in Anoxie geringer auf CBMC exprimiert, ebenso

Indolamin-2,3-Dioxygenase in Infektion.

Die Monozytensubpopulationen blieben unter Anoxie ahnlich, unter Infektion zeigten

CBMC ein proinflammatorischeres Setting als PBMC.

Die aus intrauterin hypoxischem Milieu stammenden CBMC unterliegen vermutlich
einer Adaptation an Hypoxie, sodass sie auf hypoxische bzw. anoxische Stimuli
geringer mit einer HIF-1a-Akkumulation antworten, auch eingeschrankt unter Infektion
mit E.coli, obwohl Hypoxie in infizierten Arealen einen wichtigen Stimulus fur
Immunzellen darstellt. Aus unseren Versuchen lasst sich ableiten, dass diese
Adaptation an Hypoxie mehr als die postnatal erhdhte Sauerstoffsattigung einen

Einfluss auf die neonatale Immunreaktion hat.

In unseren in-vitro-Versuchen sind neonatale mononukleare Zellen dennoch in
uneingeschranktem Male fahig zu einer proinflammatorischen Antwort mit
eingeschrankten regulatorischen Fahigkeiten. Diese Merkmale erklaren teilweise die
Anfalligkeit und die Folgeschaden neonataler Infektionen. Die Reaktion der

angeborenen Immunitat Frihgeborener durfte noch etwas drastischer ausfallen.
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