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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1  Phagozyten im Vollblut

Phagozyten sind spezialisierte Zellen, welche nach dem Eindringen von Mikroorganismen und
der Vermehrung dieser im Wirtsgewebe die first line of defence darstellen und eine wichtige Rolle
bei der Bekimpfung bakterieller Infektionen und Pilzerkrankungen spielen. Monozyten und
Makrophagen, neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen bilden hierbei, als Teil des
angeborenen Immunsystems, die Hauptgruppen (Murphy und Weaver 2018). Ihre Aufgaben
gliedern sich in die Rekrutierung anderer Zellen zum Ort der Infektion durch direkten Kon-
takt oder die Sekretion von Cytokinen, die Erkennung und Aktivierung durch Antigene, die

Phagozytose und die Zerstérung der Mikroorganismen auf (Abbas et al. 2015).

1.1.1  Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten, auch als polymorphkernige Leukozyten bezeichnet, bilden die
groBBte Gruppe der Leukozyten und zeigen die stirkste phagozytotische Aktivitit aller Gra-
nulozyten. Stimuliert vom Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (G-CSF) und vom
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) werden bei einem Er-
wachsenen bis zu 1x10" Neutrophile pro Tag im Knochenmark produziert, welche dann ent-
weder fir einige Stunden bis Tage im Blut zirkulieren oder im Rahmen einer Infektion in das
Gewebe migrieren. Dort bleiben sie fir ein bis zwei Tage funktionstiichtig (Abbas et al. 2015)
und werden nach der Apoptose von Makrophagen und dendritischen Zellen phagozytiert
(Kolaczkowska und Kubes 2013). Wihrend des Reifungsprozesses bilden sich ab dem Stadi-
um des Promyelozyten im Zytoplasma drei unterschiedliche Typen von neutrophilen Granula,
welche jeweils mit unterschiedlichen pro-inflaimmatorischen Proteinen gefiillt sind. Die azuro-
philen (primiren) Granula beinhalten Myeloperoxidase (MPO) und mikrobizide Substanzen
wie Defensin und Cathelicidin; spezifische (sekundire) Granula enthalten Lactoferrin,
Lysozyme, Kollagenase, Elastase und Gelatinase, und (tertidre) Granula Matrix Metallopro-
teinase 9, auch Gelatinase B genannt (Kolaczkowska und Kubes 2013; Abbas et al. 2015).
Neutrophile Granulozyten sind in der Lage, Pathogene mittels der Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS), einem NADPH-Oxygenase-abhingigen Mechanismus, antibakterieller
Proteine, wie Cathepsin, Defensin, Lactoferrin und Lysozyme, und der Bildung von neutrophil

extracellular traps (NETSs) zu eliminieren (Kolaczkowska und Kubes 2013). Wihrend die ROS
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intrazelluldr im Phagolysosom wirken, kénnen die antibakteriellen Proteine gleichfalls sowohl
nach intrazellulr als auch nach extrazellulir abgegeben werden. NETs werden von aktivierten
neutrophilen Granulozyten in den Extrazellulirraum freigesetzt, um Pathogene zu immobili-
sieren und somit deren Ausbreitung zu verhindern und die anschlieBende Phagozytose dieser
zu etleichtern. NETSs besitzen einen Kern aus DNA neutrophiler Granulozyten, an dem His-
tone und Proteine mit enzymatischer Aktivitit wie Lactoferrin und Cathepsin G anhingen,

mit welchen sie Pathogene angreifen und abtéten (Kolaczkowska und Kubes 2013).

1.1.2 Monozyten und Makrophagen

Frei zirkulierende Monozyten und gewebespezifische Makrophagen bilden gemeinsam mit den
dendritischen Zellen das mononukledre Phagozytensystem (MPS) (Lavoie und Levy 2017).
Makrophagen konnen entweder aus Vorlduferzelle, welche wihrend der Embryonalentwick-
lung im Dottersack, in der fetalen Leber oder in der Region des Aorta-Gonaden-Mesonephros
(AGM) ihren Ursprung haben, oder aus zirkulierenden Monozyten entstehen (Murphy und
Weaver 2018). Abhingig vom Organ, in das sie einwandern, vermutet man bei Makrophagen
organabhingige Spezialisierungen. Beispiele hierfur sind die Kupffer-Zellen in der Leber, si-
nusoidale Makrophagen in der Milz, Alveolarmakrophagen in der Lunge, Histiozyten im Bin-
degewebe und Mikrogliazellen im Gehirn (Abbas et al. 2015). Gewebemakrophagen haben
mehrere wichtige Funktionen im innaten und adaptiven Immunsystem. Thre Hauptfunktion
besteht in der Verteidigung des Koérpers gegen Mikroorganismen durch deren Erkennung,
Phagozytose und Abtétung und der gleichzeitigen Antigenprisentation auf der Zelloberfliche
und damit einhergehenden T-Zellaktivierung. Auch tote Wirtszellen nach Trauma oder Is-
chiamie sowie neutrophile Granulozyten, welche am Ort der Infektion akkumulieren, werden
im Rahmen des Aufriumprozesses ingestiert. Makrophagen foérdern die Reparatur geschidig-
ter Blutgefille, erkennen apoptotische Zellen, bevor diese eine Immunreaktion verursachen,

und sind durch Cytokinsekretion zur Leukozytenrekrutierung fahig (Abbas et al. 2015).

Stimuliert vom Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF) reifen Monozyten im
Knochenmark heran und zirkulieren im Blut in Form zweier Hauptpopulationen (Murphy und
Weaver 2018). 90% der zirkulierenden Monozyten sind ,,klassische® Monozyten, welche sich
durch ihre CD14-Expression (CD14""CD16), die Bindung von Lipopolysacchariden und ihr
Einwandern ins Gewebe wihrend einer Infektion und der dortigen Differenzierung zu aktiven
Entziindungsmonozyten und Makrophagen auszeichnen. Sie produzieren grole Mengen reak-
tiver Sauerstoffspezies sowie die Zytokine IL-6, IL-8, IL-10 und das Chemokin CC-
Chemokin-Ligand-2 (CCL2) als Reaktion auf Pathogene. Der kleinere Anteil besteht aus

»patrouillierenden® Monozyten. Im Gegensatz zu den ,,klassischen® Monozyten rollen sie das



1 Einleitung 3

Endothel entlang, um so Vetletzungen zu detektieren. Sie exprimieren CD14 und CD16
(CD14"CD16"), vetlassen die Blutbahn nicht und koénnen sich nicht zu Gewebemakrophagen
differenzieren (Murphy und Weaver 2018). Sie konnen in zwei weitere Subtypen unterschie-
den werden: den intermediaren Monozyten mit hoher CD14 und niedriger CD16 Expression
(CD14""CD16"), welche in hohem MafBe reaktive Stickstoffspezies (RNS), IL-18 und TNFa
produzieren, und den nicht-klassischen Monozyten mit niedriger CD14 und hoher CD16 Ex-
pression (CD14"CD16""), welche TNF-o, IL-18 und CCL3 als Reaktion auf Viren sekretieren
(Metcalf et al. 2017, Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Monozyten unterscheiden sich in einigen
Eigenschaften von neutrophilen Granulozyten. So sind sie wihrend ihrer gesamten Lebenszeit
in der Lage, Granula durch stetige Proteinsynthese zu produzieren und migrieren langsamer
zum Ort der Infektion, verbleiben dafiir aber dort linger. Auch ist ihr oxidativer Burst weniger
aggressiv, aber dafiir mit einem breiteren Angriffsspektrum pathogener Keime. Unabhingig
von einer inflammatorischen Reaktion des Immunsystems auf einen Stimulus exprimieren
Monozyten permanent den IgG-Rezeptor FcyRI (CD64), welcher die Endozytose, Phagozyto-
se, Antigenprasentation, antikdrperabhingige zellvermittelte Zytotoxizitit, Zytokinfreisetzung
und die Bildung von Superoxiden reguliert (Human Fc gamma RI/CD64 Antibody 2022).
Toll-like Rezeptoren (TLR), eine Klasse von Pattern-Recognition-Rezeptoren, treten im héhe-

ren Maf3e auf, als es bei Neutrophilen der Fall ist (Dale et al. 2008).

1.1.3 Dendritische Zellen (DC)

Wie gewebsspezifische Makrophagen und frei zirkulierende Monozyten sind dendritische Zel-
len Teil des MPS (Lavoie und Levy 2017). Durch ihre Funktion als antigenprisentierende Zel-
len (APC) spielen sie bei der Aktivierung von T-Zellen eine bedeutende Rolle (Abbas et al.
2015). Sie kénnen Antigene aufnehmen, prozessieren und mittels MHC-Molekiile prisentieren
(Bagadia et al. 2019). Es lassen sich zwei funktionelle Haupttypen unterscheiden, welche im
Knochenmark aus Vorlduferzellen mit myeloischem Potenzial entstehen. Die konventionellen
(klassischen) dendritischen Zellen (cDCs) stellen mit ihrer Fahigkeit der Peptidantigenproduk-
tion prozessierter Mikroorganismen und der anschlieBenden T-Zellaktivierung ein Bindeglied
zwischen dem innaten und humoralen Immunsystem dar (Murphy und Weaver 2018). Die
Klasse der cDCs kann weiterhin in zwei Subpopulationen unterteilt werden. cDC1 aktivieren
mittels proinflammatorischer Cytokine, wie z.B. IL-12, Ti1-Zellen und rufen somit eine Im-
munreaktion gegen intrazellulire Erreger, wie z.B. Toxoplasma gondiz, hervor. Ebenfalls unter-
stiitzen sie die IFN-y Produktion durch die Aktivierung invarianter Natural killer t-cells iINKT).
cDC2 sind an der Bekimpfung parasitirer Organismen, extrazellulirer Erreger und Pilze be-

teiligt (Bagadia et al. 2019). Plasmacytoide dendritische Zellen (pDCs) hingegen spielen bei
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Virusinfektionen eine wesentliche Rolle. Durch TLR-7 und 9 auf der Zelloberfliche und den
intrazellularen retinoic acid inducible gene-I-like receptors (RLR) retinoic acid inducible gene-I (R1G-I)
und melanoma differentiation antigen 5 (MDAD) sind sie in der Lage, Nukleinsduren intrazellularer
Viren zu erkennen. Es kommt zur Produktion antiviraler Cytokine, sogenannter Typ-I-
Interferone (Abbas et al. 2015), eine Antwort zytotoxischer T-Zellen wird unterstiitzt und

NK-Zellen werden aktiviert (Bagadia et al. 2019).

1.2  Induktion des angeborenen Immunsystems

Das innate Immunsystem stellt die first-line of defence gegen mikrobielle Infektionen dar. Seine
Aufgabe besteht in der Erkennung molekularer Strukturen und Zellbestandteile von Pathoge-
nen, pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) sowie korpereigener, intrazellulir vorkom-
mender Molekiile, welche bei einer Zellschidigung in den Extrazelluldrraum gelangen, damage-
associated molecular patterns (DAMPs), und einer anschlieBenden inflammatorischen Immunant-
wort. Diese Fahigkeit ist mittels verschiedenster zellularer pattern recognition receptors (PRR) mog-
lich, welche sich an der Zelloberfliche, in Vesikeln oder frei im Zytosol innater Immunzellen
wie neutrophiler Granulozyten, Makrophagen und dendritischer Zellen, aber auch bei nicht-
spezialisierten Zellen wie Epithel- und Endothelzellen finden (Abbas et al. 2015). Derzeit sind
fiinf verschiedene PRR-Klassen bekannt. Tabelle 1 zeigt einen Uberblick der groBten Klasse,
der TLRs, ihrer Verteilung unter himatopoetischen Zellen und den zugehérigen Liganden mit
Ursprung. Zu den vier anderen Klassen gehoéren die RLRs, absent-in-melanoma (AIM)-like recep-
tors (ALRs) und NOD-like receptors (NLRs), alles intrazellulire Rezeptoren, sowie die C-#ype lectin-
like receptors (CLRs), welche ebenfalls wie die TLRs zu den Transmembranrezeptoren gehoren

(Kim et al. 2016).
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Tabelle 1: innate Immunabwehr durch TLRs (Murphy und Weaver 2018)

TLRs Zellen Ligand Ursprung des Ligan-
den
TLR-1:TLR-  Monozyten, dendriti- Diacyllipoprotein, Triacyl- Bakterien, Viren, Parasi-
2- sche Zellen, Mastzel- lipopretein, Lipomannane, ten, kGrpereigen
Heterodimer  len, Eosinophile und Lipoteichonsiuren, B-
TL.R2:TLR6- Basophile Glucane, Zymosan, HSPs,
Heterodimer HMGBI1, Pam;CSKy
TLR-3 Makrophagen, dend- dsRNA, Poly I:C Viren
ritische Zellen,
Darmepithel
TLR-4 (mit Makrophagen, dend- LPS, Lipoteichonsiduren, Bakterien, kbrpereigen
MD-2  und ritische Zellen, Mast- HSPs, HMGB1
CD14) zellen, Eosinophile
TLR-5 Makrophagen, dend- Flagellin Bakterien
ritische Zellen,
Darmepithel
TLR-7 Makrophagen, plas- ssRNA Viren
TILR.8 macytoide  dendriti-
sche Zellen, Neutro-
phile, Eosinophile, B-
Zellen
TLR-9 plasmacytoide dendri- CpG-DNA Bakterien, Viren
tische Zellen, FEo-
sinophile, Basophile,
B-Zellen
TLR-10 plasmacytoide dendri- Unbekannt Unbekannt

tische Zellen, Eo-

sinophile, Basophile,
B-Zellen

Desoxyribunukleinsdure (DNA), doppelstringige-RNA (dsRNA), einzelstringige-RNA (ssRNA), Lipopolysac-
charid (LPS), heat shock proteins (HSPs), high-mobility group box 1 (HMGB1), Cytosin-Phosphat-Guanin-Dinukleotid
(CpG), Polyinosinic:polyeytidylic acid (Poly 1:C), PamsCysSerLyss (PamsCSKa)
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TLRs sind Transmembranproteine, welche extrazellulir 18-25 leucinreiche Wiederholungen
(LRR) und im Zytoplasma eine Toll-IL-1-Rezeptor-(TIR)Domine besitzen, wortiber durch
eine ligandeninduzierte Dimerisierung die intrazellulidre Signalkaskade in Gang gesetzt wird.
Die TIR-Dominen sind anschlieBend in der Lage mit den Dominen von Adaptermolekiilen
im Zytoplasma zu interagieren, welche die Signaliibertragung auslosen. Es werden vier
Adaptermolekiile unterschieden: myeloischer Differenzierungsfaktor 88 (MyD88), My88 adap-
tor-like (MAL) bzw. TIR-containing adaptor protein (TIRAP), TIR domain-containing adaptor-inducing
IEN-p (TRIF) und TRIF-related adaptor molecule (TRAM). Bis auf TLR-3, welches TRIF nutzt,
treten alle TLRs mit MyD88 in Wechselwirkung, ob allein oder in Kombination mit MAL.
TLR-4 interagiert zusitzlich noch mit TRIF/TRAM, welches fiir die endosomalen Signale
verantwortlich ist. Die Signale der TLRs fithren zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
nuclear factor vB (NF-xB) und Aktivatorprotein-1 (AP-1) sowie des zterferon response factors 3
(IRF3) und 7, welche die Transkription inflammatorischer Zytokine, Chemokine und Typ-I-
Interferone aktivieren (Abbas et al. 2015). Wihrend die meisten TLRs tber ihre Interaktion
mit MyD88 NF-»B aktivieren und somit eine antibakterielle Reaktion auslésen, agiert TLR-3
tber TRIF, was zu einer Phosphorylierung von IRF3 fiihrt, welches wiederum durch die an-
schlieBende Expression von Typ-I-Interferonen eine antivirale Antwort zur Folge hat. Durch
seine Bindung an TRIF aktiviert TLR-4 ebenfalls diesen Signalweg, aber die hervorgerufene
Reaktion ist im Vergleich zu der von TLR-3 relativ schwach (Murphy und Weaver 2018).
TLR-4 steht zusitzlich mit MyD88 in Kontakt. Ahnlich verhilt es sich bei den endosomalen
TLR-7 und TLR-9. Diese sind, neben dem MyD88-abhingingen Signalweg, tber einen TRIF-
unabhingigen Signalweg in der Lage, IRF7 zu phosphorylieren und somit gleichermallen eine

antivirale Immunreaktion zu induzieren (Lim und Staudt 2013).

Die CLRs als weitere Gruppe membrangebundener Rezeptoren erkennen Kohlehydrate auf
der Oberfliche von Viren, Bakterien und Pilzen. Sie stimulieren die Produktion proinflamma-

torischer Zytokine, unterstiitzen die Phagozytose oder hemmen TLR-vermittelte Immunkom-

plexe (Takeuchi und Akira 2010, Abbas et al. 2015).

Durch die Erfassung und Bindung viraler ssRNA, dsRNA und RNA-DNA-Heteroduplexe im
Zytosol 16sen RLRs als intrazellulir vorkommende PRRs die Aktivierung von IRF3, IRF7 und
NF-xB aus. Die Produktion von Typ-I-Interferonen wird induziert und es kommt zur Férde-

rung einer antiviralen Immunantwort (Abbas et al. 2015, Brisse und Ly 2019).

NLRs konnen in vier funktionale Gruppen eingeteilt werden: sie vermitteln die Fihigkeit zur
Inflammasombildung, Signaltransduktion, Transkriptionsaktivierung und Autophagie. Die

NLRs, welche als PRRs agieren, sind in der Lage, mikrobielle Produkte, wie z.B. Peptidogly-
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kane, Flagellin und virale RNA, kérpereigene, wie u.a. Adenosintriphosphat (ATP), Choleste-
rinkristalle und Uratkristalle, und korperfremde Substanzen bzw. Umwelteinflisse, wie z.B.
Asbest, Quarzstaub und UV-Einstrahlung, zu erkennen und entsprechend ihrer Funktion da-
rauf zu reagieren (Kim et al. 2016). Im Rahmen der Pathogenese von Morbus Crohn, einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung, geht man bei gewissen nucleotide-binding and oligome-
rization domain (NOD)2 Gen-Polymorphismen von einem erhéhten Risiko aus. Diese fithren
zu einem fehlerhaften Erkennen pathogener Keime, was eine fehlgesteuerte Immunreaktion

im Darm auf Grund der natiirlichen Darmflora zur Folge hat (Abbas et al. 2015).

Neben den genannten Rezeptoren gibt es eine Reihe weiterer Sensoren, welche auf ver-
schiedensten Wegen bakterielle, virale oder fungoide Bestandteile erkennen und entsprechend

ithrer Funktion darauf reagieren (Abbas et al. 2015).

Eine unmittelbare Reaktion des Immunsystems auf ein Pathogen ist die Freisetzung von Zy-
tokinen und Chemokinen. Zytokine sind kleine Signalproteine, welche durch autokrine, pa-
rakrine und endokrine Sekretion die zelluldre Aktivitit im Rahmen von Infektion, angeborener
und adaptiver Immunantwort, Autoimmunitit, Entzindung und Malignitit stimulierend oder
inhibierend beeinflussen. Abhingig vom Stimulus definieren sie so die Art der Immunantwort,
ob humoral, zellvermittelt, zytotoxisch, immunsuppressiv oder allergisch (Baldo 2014). Zyto-
kine kénnen auf Grundlage ihrer Struktur in mehrere Familien eingeteilt werden: die Himato-
poetinsuperfamilie, IL-1- Familie, TNF-Familie und Interferone. Auch Chemokine, eine
Gruppe chemotaktisch aktiver Zytokine, spielen in der ersten Phase einer Infektion eine grof3e
Rolle. Ebenso wie bei Zytokinen lassen sich strukturbedingte Gruppen unterscheiden: die CC-
Chemokine und CXC-Chemokine. Durch den von ihnen induzierten Signalweg kommt es zu
einer Veranderung der Zelladhision und des Zytoskeletts von Zellen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems. Sie ermoglichen so eine gerichtete Bewegung von Leukozyten ent-
lang eines ansteigenden Chemokingradienten zum Infektionsherd hin. Aulerdem stabilisieren
sie durch eine Konformationsinderung der leukozytiren Integrine die Rollbewegung entlang
des Gefillendothels, sodass die rekrutierten Zellen dieses passieren kénnen. Abhingig von der
ortlichen Begrenzung der Infektion und der einhergehenden Zytokinfreisetzung kommt es im
Organismus zu einer akuten Immunantwort, welche entweder lokal begrenzt oder generalisiert
ablduft, und gleichermallen zur Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems fiihrt.
In der frihen Infektionsphase sind die angeborenen lymphatischen Zellen (ILCs), zu denen
auch die nattrlichen Killerzellen (NK-Zellen) gehéren, zu erwihnen, zu deren Aufgaben die
Verstirkung der Signale der angeborenen Immunerkennung gehért (Murphy und Weaver

2018).
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1.2.1 Praktische Anwendung im Versuch

In dieser Arbeit wird mit Stoffen gearbeitet, die als Stimulatoren auf das Immunsystem wir-
ken. LPS, CpG, Poly I:C und Pam;CSK, wurden bereits in Tabelle 1 aufgefihrt, auf Gummi

arabicum (GA) wird im Verlauf eingegangen.

Eine weitere Substanz, welche zum Einsatz kommt, ist Palmitoylethanolamin (PEA), ein bio-
aktives Lipidmolekiil, das in tierischem und pflanzlichem Gewebe vorkommt (Impellizzeri et
al. 2016) und fiir seine antiinflammatorischen, analgetischen und neuroprotektiven Eigen-
schaften bekannt ist (Esposito und Cuzzocrea 2013, Impellizzeri et al. 2017). Es wird als en-
docannabinoid (eCB)-dhnliche Verbindung gesehen, deren Effekte unter anderem durch die
Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors (PPAR)-a (Redlich et al. 2014)
vermittelt sind. AuBlerdem kommt es durch seinen auto- und parakrinen Einfluss zu einer
Herabregulation von Mastzellen (Impellizzeri et al. 2017). Heide et al. konnten 2018 in ihren
Versuchen den prophylaktischen Nutzen PEAs bei Infektionen alter Miuse nachweisen.
Hierbei wurden 18-19 Monate alte Miuse intraperitoneal mit PEA behandelt und anschlie-
Bend intrazerebral mit Escherichia coli (E. coli) K1 (Serotyp O18:K1:H7) infiziert, um eine Me-
ningitis hervorzurufen. Die mit PEA behandelten Miuse zeigten eine lingere Uberlebenszeit,
eine geringere Ausbreitung der Bakterien im gesamten Organismus und eine verringerte Kon-
zentration proinflammatorischer Zytokine und Arachidonsdure im Vergleich zur Kontroll-
gruppe, welche nur mit der Trigersubstanz, NaCl mit 0,47-0,55% DMSO, vorbehandelt wur-
de. Diese Publikation ist eine von mehreren, die die oben aufgelisteten Wirkungen von PEA
beschreiben und somit zur Entscheidung beitrug, diesen Stimulator in die Arbeit mit einzu-

bringen.

1.3  Seneszenz des innaten Immunsystems

Assoziiert mit dem Alterungsprozess des Menschen ist die verminderte Fihigkeit des Immun-
systems, addquat auf Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze und Viren zu reagieren. Dieser
komplexe Prozess der Immunoseneszenz beeinflusst sowohl das angeborene als auch das er-
worbene Immunsystem gleichermallen, wobei dieser Begriff primir in Bezug auf die verinder-
te Funktion von Lymphozyten genannt wird (Fulop et al. 2004). So kann ein Riickgang naiver
T-Zellen auf Grund der Involution des Thymus, eine Verringerung von Gedichtnis-T-Zellen
und der B-Zellproduktion auf Seiten des humoralen Arms beobachtet werden. Diese Verinde-
rungen duBlern sich in einer fehlerbehafteten Immunantwort auf einen Krankheitserreger

(Butcher et al. 2001) und einem chronisch inflammatorischen Zustand, auch als ,,inflammr-aging’

bezeichnet (Gomez et al. 2008). Dieser Zustand entsteht, wenn seneszente Zellen ein proin-
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flammatorisches Programm, einen sogenannten semescence-associated secretory phenotype (SASP),
aktivieren, dessen Ziel die immun-vermittelte Sduberung alternder Zellen ist. Im alternden
Organismus tbertragt sich allerdings die Seneszenz gleichzeitig auf Nachbarzellen, wodurch es

zum Status der geringgradigen chronischen Inflaimmation kommt  (Prattichizzo et al. 2010).

Auf Seiten des angeborenen Immunsystems zeigten Butcher et al. 2001 einen Einfluss des
Alters auf die Funktion neutrophiler Granulozyten. Es konnte eine Reduktion der Phagozy-
toseleistung auf Grund einer geringeren Expression von CD16 auf der Zelloberfliche neutro-
philer Granulozyten von Personen tber 65 Jahren auch nach Infektion mit E. co/i festgestellt
werden. Des Weiteren war der prozentuale Anteil phagozytosefihiger neutrophiler Granulozy-
ten im Vergleich zum Anteil junger Probanden (23-35 Jahre) um ca. 10% und der Phagozyto-
se-Index um 50% reduziert. Ursichlich wird von einer verringerten intrazelluliren Calcium-
Konzentration nach Stimulation mit N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin (fMLP), einem
chemotaktischen Peptid (Abernathy et al. 1996), welches bei Prokaryonten (Aas et al. 19906),
nicht aber bei Eukaryonten auftritt, ausgegangen. Neutrophile Granulozyten weisen im Alter
eine erhohte Anfilligkeit fiir einen spontanen apoptotischen Tod auf Grund der funktionellen
Beeintrichtigung von Stimulatoren, wie Lipopolysacchariden, G-CSF, GM-CSF und Interleu-
kin-6 (IL-6), auf, welche im gesunden Organismus fir die Verzogerung der Apoptose zustin-
dig sind. Ihre absolute Zahl im Blut bleibt unbeeinflusst (Castelo-Branco und Soveral 2014).
Der Einfluss auf die Apoptose und das verdnderte Verhaltnis von pro- und anti-apoptotischen
Proteinen der bcl-2 Familie zusammen mit einer fehlerhaften Aktivierung des JAK-STAT-
Signalwegs fithren auch hierbei zum Zustand der chronischen Inflammation, welcher bei Per-
sonen des héheren Alters beobachtet werden kann (Gomez et al. 2008). Entgegen der ernied-
rigten Phagozytoseleistung stehen die Ergebnisse von Butcher et al. 2001, bei der die ROS-
Bildung isolierter neutrophiler Granulozyten nach fMLP-Stimulation bei alten Probanden
hohere Werte als bei jungen Probanden zeigte. Auf Grund der geringfiigic erhohten Werte
konnten diese nicht durch ein fMILP-priming erklirt werden, sondern lediglich aufzeigen, dass
ein wichtiger Mechanismus der Abtétung von Pathogenen im Alter nicht verloren geht. Ande-
re Studien zeigen gegensitzliche Ergebnisse (Di Lorenzo et al. 1999). Unterschiedliche Stimu-
latoren und der Finsatz von entweder Gram-positiven oder Gram-negativen Bakterien kon-
nen hierfir verantwortlich sein (Gomez et al. 2008). Xu et al. 2017 sehen insbesondere die
verringerte ROS-Produktion als Ursache fiir eine niedrigere NET's Bildung sowohl nach Sti-
mulation mit LPS als auch mit TLR2-Liganden. Eine Assoziation mit einer funktionseinge-
schrinkten Autophagozytose auf Grundlage eines erniedrigten Awtgphagy-Related Gene (ARG) 5
und eines erthShten mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)-Levels wird angenommen. Durch

die reziproke Regulation von Autophagozytose und Apoptose kommt es mit der Herunteregu-
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lation der ersten zur kompensatorischen Hochregulation der zweiten. Fulop et al. 2004 unter-
suchten auf Grund kontradiktorischer Daten den Einfluss des Alterns auf die Chemotaxis und
konnten einen negativen Finfluss nach Stimulation mit fMLP und GM-CSF auf Grund der

veranderten Membranfluiditat beweisen.

Weitere Studien zeigen altersbedingte Verdnderungen in Makrophagen. Wihrend die Anzahl
an frei zirkulierenden Monozyten unverindert bleibt, kommt es bei Makrophagen im Kno-
chenmark zu einer Verringerung der Zellularitit mit erhéhter Apoptoserate (Gomez et al.
2008). Herrero et al. 2002 beobachteten eine reduzierte Expression von MHC Klasse 1I-
Molekiilen auf der Zelloberfliche von Makrophagen alter Mause nach Ko-Inkubation mit
Interferon (IFN) —y, wodurch die Antigenprisentation eingeschrinkt ist. Ursachlich geht man
von einer Uberproduktion von Prostaglandin E» (PGE,) als Konsequenz einer ethéhten Cyc-
looxygenase (COX)-Aktivitit aus (Wu et al. 2001). Entgegen der Annahme, dass sich die Cy-
tokinproduktion verringert, zeigten sich in einigen iz witro-Studien gegenteilige Ergebnisse.
Trotz einer fehlerbehafteten TLR1/2-induzierten TNF-a und I1.-6 Produktion waren die im
Immunoassay gemessenen Level dieser und anderer pro-inflammatorischer Zytokine wie IL.-8,
Regulated And Normal T cell Expressed and Secreted (RANTES) und Macrophage Inflammatory Protein
(MIP) 1o nach Stimulation mit LPS erhoht, IL-13, CCL8 und CCL20 hingegen zeigten niedri-
gere Werte (Metcalf et al. 2017). Dies fuhrt unter anderem zur reduzierten Migration der Im-
munzellen zum Ort der Infektion. Unterschiede zu Ergebnissen im Tiermodell kénnen auf
Differenzen in Spezies, Reifegrad der untersuchten Zellen oder des Versuchsaufbaus beruhen.
In vivo zeigten sich gleiche Resultate im Sinne eines ,,znflamm-aging” sowohl im Menschen als
auch im Tier (zusammengefasst in Gomez et al. 2008). Wie neutrophile Granulozyten sind
Makrophagen ebenfalls in der Lage, pathogene Keime mittels reaktiver Sauerstoffspezies im
Rahmen des oxidativen Bursts und der Produktion zytotoxischer reaktiver Stickstoffspezies zu
eliminieren. Wihrend die Leistung des oxidativen Bursts geringer wird, somit die intrazellulire
Abtotung abnimmt und sich der Zeitraum der Infektion verlingert, gibt es bei der Stickstoff-
produktion gegensitzliche Erkenntnisse. Durch unterschiedliche Versuchsaufbauten konnten
in alten Miusen sowohl erniedrigte als auch erhéhte PCR-gemessene mRNA induzierbare
NO-Synthase (iINOS) in Makrophagen nach LPS- und IFN-y-Stimulation festgestellt werden
(Chen et al. 1996, Khare et al. 1996).

Ebenfalls zeigen sich bei dendritischen Zellen altersbedingte Veranderungen. Diese sind durch
verinderte Cytokin- und Chemokinsekretion, verringerte PRR-Expression auf der Zelloberfla-
che und die Unfihigkeit der Hochregulation ko-stimulatorischer Proteine nicht mehr in der
Lage, T-Zellen optimal zu aktivieren (Plowden et al. 2004). Vielfache Publikationen zeigten die

unterschiedlichen Alterationen dendritischer Zellen im Alter auf (Plackett et al. 2004, Agrawal
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et al 2007a, Agrawal et al. 2007b, Agrawal et al. 2008, Agrawal und Gupta 2011, Gardner et al.
2017).

Tabelle 2: Effekte des Alterungsprozesses auf das innate Immunsystem

Beeintrichtigung der anatomischen Barrieren

| Anzahl der Langerhans-Zellen in der Epidermis

| Antigenerkennung durch DC

1 Anzahl geringfunktionaler nattrlicher Killer (NK) Zellen

| Uberleben neutrophiler Granulozyten nach Stimulus

| Phagozytosefihigkeit und oxidativer Burst neutrophiler Granulozyten
| Cytokinproduktion durch Makrophagen

| T-Zell Aktivierung durch Makrophagen

(Castelo Branco und Soveral 2014)

1.3.1 Altersassoziierte Erkrankungen

Der kombinierte Effekt aus dysfunktionalem Immunsystem, den Verinderungen des Hot-
monhaushalts, der Genetik und umweltbedingten Einfliissen beeinflusst die Kapazitit des
Organismus, auf Infektionen zu reagieren. Wahrend die genetische Ausstattung nicht verin-
dert werden kann, kénnen hormonelle Verinderungen beeinflusst werden, um somit das geal-
terte Mikromilieu zu verindern. Besonderes Augenmerk liegt hierbei auf dem Wandel der
Sekretion von Sexualhormonen. Ostrogen und Progesteron in geringen Dosen z.B. zeigten
sich in Studien mit einem potenten anti-inflammatorischen Effekt, einer Verbesserung der
systemischen und zelluldren Immunantwort nach Traumata und einem verringerten Auftreten
kardiovaskuldrer Erkrankungen einerseits. Andererseits sah man bei postmenopausalen Frau-
en mit einer Ostrogenersatztherapie einen Anstieg jener kardiovaskuliren Erkrankungen und

einer erhohten Privalenz fir Krebserkrankungen (North American Menopause Society 2007).

Der Zustand des ,inflamm-againg”, charakterisiert durch einen geringgradigen chronisch-
inflammatorischen Status, assoziiert mit einer erhéhten Mortalitit und Invaliditit alter Petrso-
nen, ist ebenfalls als Ursache einer verdnderten Immunantwort zu bertcksichtigen (zusam-
mengefasst in Gomez et al. 2008). Mit dem Wandel von Phagozyten des innaten Immunsys-
tems und der Erhohung zirkulierender pro-inflammatorischer Zytokine im Alter steigt die
Anfilligkeit fiir akute und chronische Erkrankungen sowie die Entstehung von Autoimmun-

erkrankungen. Augenmerk dieser Arbeit liegt vor allem auf den akuten bakteriellen Infektio-
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nen im hoheren Lebensalter. Neben der Seneszenz des Immunsystems spielt auch die subtile
oder atypische Priasentation der Symptome vieler lebensgefihrdender Erkrankungen eine Rol-
le. Eine asymptomatische Bakteriurie (=10° Keime/ml Urin), fehlendes Fieber oder eine
nicht-spezifische bzw. atypische Klinik z.B. einer schweren Pneumonie stellen mit steigenden
Lebensjahren keine Seltenheit dar. Durch die nachlassende Effektivitit physikalischer Barrie-
ren und Schutzreflexe, altersbedingter physiologischer Verinderungen und den Einsatz medi-
zinischer Produkte, wie z.B. Blasendauerkatheter, zentraler- und peripherer Venenkatheter
oder kinstlicher Gelenkendoprothesen, kénnen Pathogene eindringen und Infektionen in
vorher geschiitzten Gebieten hervorrufen. In Kombination mit weiteren Komorbidititen und
Pradispositionen kommt es somit zu einem Grundzustand der Immunsuppression im alten

Menschen (Liang 2016).

1.3.2 Sepsis

Die Deutsche Gesellschaft fir Internistische Intensivmedizin und Notfallmedizin definiert
Sepsis als lebensbedrohliche Organdysfunktion, welche durch eine fehlregulierte Wirtsantwort
auf eine Infektion hervorgerufen wird (Singer et al. 2016). Um per Definition von einer Sepsis
sprechen zu konnen muss der Nachweis eines infektiosen Ursprungs der Inflammation, sowie
einer systemischen inflammatorischen Wirtsreaktion (SIRS) erfolgt sein. Entsprechend dessen
muss weiterhin eine infektionsbezogene Organdysfunktion bestehen. Kommt es im Rahmen
des Krankheitsbildes fiir mindestens 2 Stunden zu einem systolischen Blutdruck <90mmHg
oder einem mittleren arteriellen Blutdruck <70mmHg, oder zum Einsatz von Vasopressoren,
um den systolischen Blutdruck >90mmHg oder den arteriellen Mitteldruck >70mmHg zu
halten, wird der Zustand als septischer Schock gewertet (Deutsche Sepsis-Gesellschaft: Sep-

sisdefinition).

Es wird nicht mehr zwischen einer Sepsis und einer schweren Sepsis unterschieden, da eine
Sepsis per definitionem bereits ein schweres Krankheitsgeschehen darstellt. Ursichlich kon-
nen Erregerbestandteile, wie Endo- und Exotoxine oder Zellwandkomponenten, und/oder
Faktoren auf Patientenseite, wie z.B. Komorbidititen, Immundysfunktion oder Fremdkérper,
sein (Suerbaum et al. 2016). Der Grofiteil aller Sepsisfille wird durch nosokomial erworbene
bakterielle Infektionen ausgel6st, Pilzinfektionen und virale Infektionen stehen eher im Hin-
tergrund. Abwehrlage und Grunderkrankung des Patienten sowie die Lokalisation des Sepsis-
herdes beeinflussen hierbei das Erregerspektrum. Wihrend bei einer gesunden Immunabwehr
die Infektion meist durch eine Keimart verursacht wird, kommt es bei immunsupprimierten
Personen oft zu einer polymikrobiellen Infektion (Marre et al. 2000). Hiufig besteht ein pul-

monaler Fokus, gefolgt von Bakteridmien klaren Fokusses, z.B. ausgehend von den Harnwe-
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gen, Gallenwegen oder zentralen bzw. peripheren Venenkatheter. Auch Bakteriimien ohne
erkennbaren Fokus, besonders bei Asplenikern oder Patienten mit Agranulozytose oder sons-

tigen Immundefekten, stellen sich als klinische Herausforderung dar (Suerbaum et al. 2016).

Bei einer Sepsis kommt es zur Gewebeschidigung im Rahmen einer tiberschieSenden, aber
unzureichenden Immunreaktion des Organismus mit der Folge von Mikrozirkulationsstérun-
gen und, im Extremfall, Nekrosen. Lokale Eiterherde kénnen sich im Rahmen der Infektion
ausbreiten und Mikroembolien verursachen oder sich als sekundire Eiterherde manifestieren.
Uber das GefiBendothel kommt es zur GefiBdilatation und Gerinnungsaktivierung, welche
den Verbrauch von Gerinnungsfaktoren, Protein C und S und das Entstehen von Blutungen
zur Folge hat, was sich schlussendlich als Verbrauchskoagulopathie duf3ert. Parallel werden
proinflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-183 freigesetzt, was im zweiten Schritt, etwas
zeitversetzt, den Anstieg der Zytokine IL-6 und IL-8 nach sich zieht. IL-6 ist hierbei Teil der
Akutephasereaktion, zu der auch weitere Proteine wie Procalcitonin, C-reaktives Protein, Fib-
rinogen, Ferritin und Serum-Amyloid-A gehdren, welche bei einer allgemeinen Entziindungs-

reaktion erh6ht messbar sind (Suerbaum et al. 20106).

Durch die Seneszenz des Immunsystems, die verlingerte Immunreaktion auf Pathogene und
erhohte Anfilligkeit gegentiber mikrobiellen Bestandteilen steigen die Inzidenz, der Schwere-
grad der Erkrankung und die einhergehende Mortalitit der Sepsis bei Personen tiber 65 Jahren
tberproportional an. Lokale Entziindungsreaktionen generalisieren schneller und mit fulmi-
nanterem Verlauf fiir den Patienten. Das relative Risiko, an einer generalisierten Infektion zu
erkranken, ist bei dieser Altersgruppe, verglichen mit Personen jingeren Alters, um das
13fache erhoht. Das Alter des Patienten ist hierbei ein unabhingiger Risikofaktor, der die
Mortalitat beeinflusst. Diese liegt bei einer Sepsis zwischen 12,1 und 25,6%, bei einem septi-

schen Schock zwischen 30 und 50% (Liang 2010).

1.4  Gummi arabicum (GA)

GA ist eine klebrige Fliissigkeit, welche aus dem Stamm und den Asten von Acacia-Biumen
(Acacia senegal und Acacia seyal) im Sudan aus der Sahelzone, gewonnen wird. Das GA fir die
folgenden Versuche wurde aus A. senegeal im Kordofan im Westsudan gesammelt (Baien et al.
2020). Das Exsudat, ein komplexes Polysaccharid bestehend aus Galaktose, Arabinose,
Rhamnose und Uronsiure, ist eine Stressreaktion des Baumes auf dullere Einflisse wie Hitze,
Diirre oder Verletzungen. Auf Grund seines molekularen Aufbaus dient GA in der Lebens-
mittelindustrie als Emulgator zur Stabilisierung von Ol-in-Wasser-Emulsionen und Ge-

schmackskonzentraten in Soft Drinks, als Stabilisator sprihgetrockneter Aromen in Trocken-
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produkten sowie Tutensuppen oder Fertigbackmischungen (Gao et al. 2016¢) und als Zusatz-

stoff u.a. in Stuflwaren oder Rotwein (E 414 Gummi arabicum - Lexikon der Zusatzstoffe).

Auch im Bereich der medizinischen und naturwissenschaftlichen Forschung prisentierte GA
bereits positive gesundheitsbeeinflussende Effekte. So wurde bei einer Studie 2008 der probio-
tische Einfluss GAs auf gesunde Probanden untersucht und nachgewiesen. Bei einer tiglichen
Zufuhr von 10g GA in einem Zeitraum von 4 Wochen zeigte sich hier eine signifikante Zu-
nahme von Bifidobakterien und Laktobazillen im Stuhl der jeweiligen Probanden, wihrend die
absolute Zahl von Bacteroides species pluralis, Clostridioides difficile und Enterococci species pluralis un-
beeinflusst blieb (Calame et al. 2008). Des Weiteren zeigte GA eine hepatoprotektive Wirkung
bei Paracetamol-induzierter Hepatotoxizitit durch die Verminderung der Bildung von Stick-
stoffmonoxid durch Paracetamol (Gamal el-din et al. 2003) und eine Verbesserung der Nie-
renfunktion bei chronischer Niereninsuffizienz bei Ratten durch eine Verringerung der in-
flammatorischen Reaktion und des oxidativen Stresses (Al Za’abi et al. 2018), welches sich
auch bei Sichelzellanimiepatienten bestitigte (Kaddam et al. 2017). Nicht nur bei einigen me-
tabolischer Erkrankungen hat GA einen Einfluss auf den Verlauf, sondern auch das Wachs-
tum von Bakterien im Rahmen von bakteriellen Besiedlungen und Infektionen wird beein-
flusst. Auf Grund des Gebrauchs von GA bei vielen Vélkern in Teilen Afrikas fir die Mund-
hygiene untersuchte Clark et al. 1993 den Effekt auf das in »i#ro-Wachstum und die Protease-
aktivitit periodontopathischer Bakterien. Hierbei zeigte sich bei einigen der genutzten Bakteri-
enstimmen sowohl eine Wachstumshemmung als auch eine Reduktion der Proteaseaktivitit
durch ultraschallbehandeltes GA. Auch nach der Zugabe von GA zu Sauermilch in Anwesen-
heit von entweder Lactobacillus acidophilus (LBA) oder Lactobacillus plantarnm (LBP) konnte ins-
besondere bei S. aurens und Bacillus subtilis die Wachstumsinhibition bestitigt werden (Chechan
2014). Saini et al. 2008 konnten diesen Effekt ebenfalls bei Candida albicans und Aspergilius niger
nachweisen und somit eine fungizide Wirkung von GA dokumentieren. Im Rahmen der Mala-
riastudie von Ballal et al. 2011 zeigte sich ein verlingertes Ubetleben infizierter Tiere nach
Behandlung mit GA durch Beeinflussung der Parasitimie und Erhéhung der Eryptose bereits
infizierter Erythrozyten. Diese Wirkungen auf bakterielle und parasitire Infektionen und My-
kosen kann durch die modulatorischen Eigenschaften GAs auf das Immunsystem erklirt wer-
den. Bovo et al. 2016 untersuchten den Effekt von GA auf das Komplementsystem und
konnten hierbei dessen aktivierenden Charakter belegen, welcher sich auch bei dendritischen
Zellen nachweisen lies. Es zeigte sich, dass GA die Reifung dendritischer Zellen positiv beein-
flusst, die Expression von Major histocompatibility complex Klasse-11 (MHC-II) hochreguliert und
die Bildung von IL-6, IL-10 und IL-12p70 sowie des Tumornekrosefaktors o (TNF-a) steigert
(Xuan et al. 2010).
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Trotz bisheriger Publikationen ist dennoch nichts tber den Einfluss GAs auf neutrophile
Granulozyten als Teil der first line of defence bekannt, welcher im Rahmen dieser Arbeit aufge-

griffen und bearbeitet wurde.

1.5  Zielsetzung der Arbeit

Mit dem Fortschritt der modernen Medizin, der soziodkonomischen Entwicklung und neuer
Strategien und Wege im Gesundheitsmanagement steigt die Zahl der alten Menschen weltweit.
Wiahrend der Teil der Weltbevolkerung im Alter von 60 Jahren und dlter erst 2050 22% der
Gesamtbevolkerung ausmachen soll (Dorshkind et al. 2009), waren bereits 2022 laut Statisti-
schen Bundesamt 22% der deutschen Bevélkerung 65 Jahre und ilter (Altere Menschen). In
Anbetracht dieser Entwicklung werden geriatrische Erkrankungen, altersassoziierte Infekti-
onserkrankungen und Autoimmunerkrankungen (Yung und Julius 2008) eine immer gréBere
Rolle im klinischen Alltag spielen. Mit steigendem Alter sinkt allerdings die Fihigkeit des Im-
munsystems addquat auf Infektionen jeglicher Art reagieren zu kénnen. Es kommt zu einer
héheren Morbiditit und Mortalitdt auf Grundlage von Infektionserkrankungen als Konse-
quenz des normalen Alterungsprozesses (Butcher et al. 2001, Nikolich-Zugich 2018). Mit
Blick auf die steigende Zahl bakterieller Resistenzen gegentiber Antibiokatherapien gerit auch
hier die Medizin, im Rahmen der Antibiotikabehandlung, an die Grenzen ihrer Moglichkeiten.
Bereits heutzutage geht man von ungefihr 700 000 Patienten weltweit aus, welche auf Grund
einer Infektion mit einem multiresistenten Erreger (MRE) versterben. (Home | AMR Re-
view). Fir einige Bakterienstimme, insbesondere acrobe Bakterien (Boyd et al. 2020), schwin-
det die Zahl der therapeutischen Wirkstofte, z.B. Acinetobacter baumannii mit Resistenzen gegen
Carbapeneme, Aminoglykoside, Polymyxine und Tigecycline oder B-lactamase produzierende
Psendomonas aeruginosa (Karakonstantis et al. 2020). In solchen Fillen sollten alternative Thera-

pieansitze gefunden werden.

Diese Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, ob es moglich ist, insbesondere das innate
Immunsystem mittels GA in dem Mal3e zu stimulieren, dass die unspezifische Immunantwort
im Alter gesteigert werden kann. Hierzu soll die Phagozytosefihigkeit humaner Leukozyten im
Vollblut junger (20-35 Jahre) und alter (iber 80 Jahre) gesunder Probanden in Anwesenheit
eines Stimulators bei Ko-Inkubation mit Gram-positiven oder Gram-negativen Bakterien un-
tersucht und verglichen werden. Um die Situation in vivo weitestgehend zu imitieren, werden
die neutrophilen Granulozyten, welche zur first line of defence (The body’s first line of defence)
gehoren, nicht aufgereinigt, sondern im Vollblut belassen. Zum einen soll so die Qualitit des

innaten Immunsystems der unterschiedlichen Altersklassen bestimmt, zum anderen aber auch
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die mégliche Reaktion auf einen zur Pathogenerkennung und —abtétung stimulierenden Stoff
getestet werden. Ziel ist es, einen Stimulator zu finden, welcher zuverlissig die Phagozytosera-
te humaner Leukozyten steigert, um kompetent bakterielle Infektionen bekampfen zu kénnen.
Zudem wird mittels Farbung und lichtmikroskopischen Auszihlens die Quantitit lebender

Leukozyten tiberpriift.

Die Erkenntnisse dieser Atrbeit konnen somit als zusitzliches Wissen dienen, welches bei der
Entwicklung von Strategien zur Privention und Therapie bakterieller Infektionen im Alter

oder bei immunsupprimierten Personen niitzlich sein kann.
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Tabelle 3: Gerite

HeraSafe Werkbank

Heraeus, Hanau, Germany

Autoklav

Systec GmbH, Linden, Germany

Eppendorf Centrifuge 5417R

Eppendorf, Germany

Thermoshake

C.Gerhardt GmbH&Co.KG, Konigswinter,

Germany

Vacusafe Comfort Sicherheits-

Absaugsystem

Integra Bioscience, Biebertal, Germany

Eppendorf Research Pipette 100-1000ul

Eppendorf, Germany

Eppendorf Research Pipette 10-100ul

Eppendorf, Germany

Eppendorf Research Pipette 0,5-10ul

Eppendorf, Germany

Mehrkanalpipette Research 30-300ul

Eppendorf, Germany

Mehrkanalpipette 5-50ul

CAPP, Odense, Denmark

Neubauer Zahlkammer; 0,1mm Tiefe;

0,0025mm?

Laboroptik Ltd, Lancing, GB

Mikrotiterplatten- Schiittler

Edmund Buhler GmbH, Bodelshausen,

Germany

Floureszenzmikroskop

Olympus Scientific Solutions, Tokyo, Japan

Digitale Mikroskopkamera DP71

Olympus Scientific Solutions, Tokyo, Japan
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2.2  Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Mikrotestplatten 96 Well

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

Nunc MaxiSorp flat-bottom Mikrotestplatten
96-Well

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

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

Eppendorf, Germany

Pasteurpipetten Glas

Pipettenspitzen fir Eppendorf Pipetten

Eppendorf, Germany

Zentrifugenrohrchen 15ml, 50ml

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

COS-Platten (Coloumbia sheep blood-agar)

Institut  far Mikrobiologie, Gottingen,

Germany

LB-Agarplatten (Lysogeny broth)

Institut fir Neuropathologie, Gottingen,

Germany

Vernichtungsbeutel

Sarstedt, Nimbrecht, Germany

Laboratory film (Paratilm)

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 5: Chemikalien und Reagenzien

Aqua Bidest

Bemis, Neenah, Wisconsin, USA

Institut fur Neuropathologie, G6ttingen,

Germany

0,2%0; 0,9%; 1,6% Natriumchlorid-Losung
(NaCl)

Institut fur Neuropathologie, G6ttingen,

Germany

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

Gibco by ThermoFisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA

Gentamicin solution, G1272

Sigma-Aldrich Life Science, St. Louis, MO,
USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (IDMEM)

Gibco by ThermoFisher Scientific, Wal-
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tham, MA, USA

Dulbecco’s Phosphate buffered saline (DPBS)

Gibco by ThermoFisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA

Phosphate buffered saline (PBS)

PBS-Puffer (10X Dulbecco’s)-Pulver in
Aqua Dest

Institut fur Neuropathologie, Géttingen,

Germany

PBS-Putffer (10X Dulbecco’s)-Pulver

PanReac AppliChem, Darmstadt, Germany

4% Paratormaldehyd (PFA)

PFA prilled, 95% in PBS

Institut fur Neuropathologie, Géttingen,

Germany

PFA prilled, 95%

Sigma-Aldrich Life Science, St. Louis, MO,
USA

Trypanblau

Stemcell Technologies, Vancouver, Kanada

Fetal calf serum (FCS)

SAFC by Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)
Lysepuffer (hergestellt aus 500ml DPBS
und 10ml FCS)

Institut fur Neuropathologie, G6ttingen,

Germany

ELISA MAX Standard Set Human I1.-6
- Human IL-6 ELISA MAX Capture An-
tibody (200X)
- Human 11.-6 ELISA MAX Defection
Antibody (200X)
- Human IL.-6 Standard
- Avidin-HRP (1000X)

BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

ELISA MAX Standard Set Human TNF-«
- Human TNF-a ELISA MAX Capture
Antibody (200X)
- Human TNF-o ELISA MAX Defec-
tion Antibody (200X)
- Human TNF-a Standard

BiolLegend, San Diego, Kalifornien, USA
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- Avidin-HRP (1000X)

Coating Buffer: 8,4g NaHCO3, 3,56g Na,CO:s,
bis zu 11 Aqua Dest bis pH 9.5

Merck, Darmstadt, Germany

Assay Diluent: 1% BSA in PBS

SERVA, Heidelberg, Germany

Waschpuffer: PBS + 0.05% Tween-20

Merck, Darmstadt, Germany

3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) Sub-

strate solution

MOSS, Inc., Pasadena, Maryland, USA

Stop solution: 95-97% HaoSO4 + Aqua Dest

Merck, Darmstadt, Germany

ELISA MAX Deluxe Set Human I1.-183

- Human IL-16 ELISA MAX Capture
Antibody (200X)

- Human IL-18 ELISA MAX Defec-
tion Antibody (200X)

- Human IL-18 Standard
- Avidin-HRP (1000X)

- Substrate Solution F

- Coating Buffer A (5X)

- Assay Diluent A (5X)

- Assay Buffer D

Als Antibiotikum wurde Gentamicin gewihlt, da es vor allem auf Gram-negative Bakterien,

BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA

wie das verwendete E. co/i K1, bakterizid wirkt und zusitzlich schlecht gewebegingig ist.
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2.3.1 Bakterienstimme

Tabelle 6: Bakterienstimme

E. /i K1 lebend in NaCl + 15% Glycerol Dr. G. Zysk, Institut fir Medizinische Mik-

robiologie und Virologie, Diisseldorf,

Germany
Staphylococcus anreus (S. anrens) USA300, Institut fir Physiologische Chemie, Stiftung
MRSA gel6st in Phosphate buffered saline tierarztliche Hochschule Hannover, Ger-
(PBS) many
Staphylococcus anrens (8. anrens) Newman, Institut fir Physiologische Chemie, Stiftung

MSSA gel6st in Phosphate buffered saline (PBS) | tierarztliche Hochschule Hannover, Ger-

many

2.3.1.1 Escherichia coli (E. coli)

Ein bekapselter humanpathogener E. /i K1-Stamm (Serotyp O18:K1:H7, zur Verfiigung
gestellt von Dr. Gregor Zysk, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Virologie Diissel-
dorf, Germany), isoliert von einem an Meningitis erkranktem Kind, bis zu einer ODgoo in Brain
Heart Infusion (BHI) kultiviert, anschlieBend in 0,9% NaCl gewaschen, mit 15% Glycerol ver-
setzt und bei -80°C eingefroren (Spreer et al. 2000).

2.3.1.2 Staphylococcus anreus (S. aurens)

S. anreus USA300, gewonnen aus Wunden infizierter universitirer Footballspieler aus den
USA, ist ein ambulant erworbener oxacillin-resistenter Bakterienstamm (Begier EM et al.
2004). S. aunrens Newman ist ein oxacillin-sensitiver S. aureus, welcher 1952 von einem Tubert-
kulosepatienten isoliert wurde, der sich im Rahmen der Tuberkuloseerkrankung mit dem
Stamm infizierte (Baba et al. 2008). Beide Bakterienstimme wurden schwenkend bei 200rpm
fir 18h bei 37°C in Brain Heart Infusion (BHI) kultiviert, in BHI 1:50 verdiinnt und unter den-
selben Bedingungen bis ODgonm=0,5 wachsen gelassen. Die Inokula wurden anschlieBend
einmal mit PBS gewaschen, in PBS gelost, direkt in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C gelagert. Die koloniebildenden Einheiten (KBE) wurden durch Ausplattieren von seriel-

len 1:10-Verdinnungen bestimmt.
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2.3.2 Stimulanzien

Tabelle 7: Stimulanzien

Stimulator Lagerkonzentration | Konzentration im Bezugsquelle

Versuch

CpG Oligodesoxynucle- | 3000pg/ml 10pg/ml TIB Molbiol,

otid (ODN) 1668 (TCC Berlin, Germany

ATG ACG TTG CTG

ATG CT) gelost in Aqua

Bidest

Gummi arabicum (GA) | Pulver 0,3mg/ml; Acacia Senegal,

gelost in 0,9% NaCl 1,25mg/ml; 5mg/ml; | Kordofan, West

20mg/ml Sudan

LPS von E. ¢li O26:B6 | 1mg/ml 0,1ng/ml Sigma-Aldrich,

gel6st in Aqua Bidest St.Louis, MO,
USA

PEA gelost in DMSO 20mM 3uM Tocris Bioscience,
Bristol, GB

Pam;CSK, gelost in Img/ml Tpg/ml EMC microcoll-

Aqua Bidest ections, Tibin-
gen, Germany

Poly I:C gel6st in NaCl | 5mg/ml Tul/ml InvivoGen, San
Diego, CA, USA

2.4  Ein- und Ausschlusskriterien der Probanden

Zum Einschluss der Probanden in die Studie mussten folgende Punkte erfillt werden:

- Alter zwischen 20 und 35 Jahre oder iiber 80 Jahre

- keine Krebserkrankung und Chemotherapie in der Anamnese

- keine Autoimmunerkrankung

- kein operativer Eingriff und/oder Knochenbruch bis zu einem Jahr vor Blutentnahme

(BE)
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- keine akute Infektionserkrankung (bis zu vier Wochen vor BE)
- keine Impfung bis zu drei Monate vor BE

- keine aktuelle immunmodulatorische Medikation

- Himoglobin >11g/dl

- Leukozyten 4 000-10 000/l

Die Nichterfiillung eines der Kriterien fihrte zum Ausschluss des Probanden.

Probanden mit einer regelmal3igen Einnahme von Medikamenten, welche keine Auswirkun-
gen auf das Immunsystem haben, mit einer Einnahme von Statinen und chronischen Erkran-
kungen wie ein arterieller Hypertonus oder ein eingestellter Diabetes mellitus Typ II wurden

nicht von der Studie ausgeschlossen.

2.41 Probengewinnung

In die Studie wurden 29 Probanden eingeschlossen, 17 Personen in der Altersspanne von 20 —
35 Jahren (26/20-35) und zwolf Personen 80 Jahte oder dlter (86,5/80-93). Die Gruppen teil-
ten sich in sechs junge Minner, elf junge Frauen, sieben éltere Damen und funf dltere Herren.
Allen Personen wurde Blut mittels peripherer Venenpunktion entnommen und anschlieBend
durch ein Differentialblutbild analysiert. Alle Proben wurden innerhalb von 2h nach Entnah-

me welterverarbeitet.

2.4.2 Phagozytose-Assay

Abbildung 1 zeigt einen schematischen Aufbau eines Phagozytose-Assays zur Veranschauli-
chung. Entsprechend der jeweiligen protokollspezifischen Fragestellungen wurden die Volu-

mina und Bakterienstimme angepasst.
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Blutentnahme Hingufi
B .90 Hinzuftgen von: 0,9% 2h bei Inzutugen von
Gruppe 1: 20-35 Jahre NaCl. GA, CpG 3790 Baktericn
- Gruppe 2: >80 Jahre
30min
bei 37°C
extrazellulare 30-240min Hinzufiigen von
Ausplattieren Wz}llsgh— Abtétung von bei 37°C Gentamicin
St Bakterien

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Phagozytose-Assays

2.4.2.1 Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve von GA

Die verwendete Konzentration von GA wurde in Zusammenarbeit mit den Kooperations-

partnern der Tierdrztlichen Hochschule Hannover festgelegt.

Zur Verifizierung der Ergebnisse der Kooperationspartner wurden Versuche zur Ermittlung
einer Dosis-Wirkungskurve durchgeftihrt (Baien et al. 2020).

Alle Ansitze mit den jeweiligen Konzentrationen und die Kontrolle wurden als Triplettansitze
angesetzt und in den Versuchen genutzt. Pro Ansatz wurden 700ul menschliches Vollblut
benotigt, die Abnahme erfolgte in Lithium-Heparinat-Monovetten und durfte nicht alter als
2h bei Beginn des Versuchs sein, um das Uberleben und die volle Aktivitit der Neutrophilen
zu gewihrleisten. Das abgenommene Vollblut wurde in einer 50ml-Zentrifugenrohre gesam-
melt und von dort in die 1,5ml Safe-Lock-Tubes tberfihrt.

Weiterhin wurden im Versuch folgende GA-Konzentrationen verwendet:

0,3mg/ml; 1,25mg/ml; 5mg/ml und 20mg/ml. Fur die Kontrolle wurden 50ul einer 0,9%
NaCl-Losung genutzt.

Es folgte eine Priinkubation des humanen Blutes mit GA fur 2h schwenkend bei 37°C. An-
schlieBend wurden je 2,5x10" KBE E. o/ K1 lebend zum Vollblut hinzugefiigt und zum Zeit-
punkt to 2x20ul in einer 10 Verdiinnung auf COS-Platten ausplattiert. Nach 60min Inkubati-
on erfolgte ein erneutes Ausplattieren einer 10* Verdiinnung auf COS-Platten. In Vorversu-
chen zeigte sich diese Verdiinnungsstufe als optimal zum spiteren Auszihlen der KBE. Dies

entsprach dem Gesamtiiberleben nach 60 Minuten Inkubationszeit. Danach erfolgte die Zent-
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rifugation der Safe-Lock Tubes bei 800g, 20°C fiir 5min und Absaugen des Uberstands. Vor
der Antibiotikagabe erfolgte ein Waschschritt mit 600ul 0,9% Natriumchloridlésung mit er-
neuter Zentrifugation und Absaugen des Uberstands. Es folgte die Aufnahme des Pellets in
ein DMEM/Gentamicin Gemisch, pro Probe 150ul. Die Ausgangskonzentration des Genta-
micins bei Ansatz des Gemisches betrug 200ug/ml, die finale Konzentration nach dem Mi-
schen mit dem Blut 100ug/ml. Eine weitere Inkubationszeit von 60min schwenkend bei 37°C
schloss sich an. Die Suspensionen wurden in zwei Waschschritten mit jeweils 600ul NaCl-
Losung 0,9% gewaschen, anschlieBend bei 20°C, 800g fiir 5min zentrifugiert und der Uber-
stand abgesaugt. Das finale Pellet wurde in 500ul Aqua bidest aufgenommen und ausplattiert,

2x20ul. Die Inkubation der COS-Platten erfolgte daraufhin fiir 24h bei Zimmertemperatur.

2.4.2.2 Stimulation des Vollbluts junger Probanden mit GA und LPS und anschlieSender Ko-
Inkubation mit E. /i
Alle Ansitze mit den jeweiligen Stimulatoren und die Kontrolle wurden als Triplettansitze
angesetzt und in den Versuchen genutzt. Pro Ansatz wurde 1000ul menschliches Vollblut
benotigt, die Abnahme erfolgte in Lithium-Heparinat-Monovetten und durfte nicht alter als
2h bei Beginn des Versuchs sein, um eine gleichbleibende Blutqualitit zu gewihrleisten. Das
abgenommene Vollblut wurde in einer 50ml-Zentrifugenréhre gesammelt und von dort in die
1,5ml Safe-Lock-Tubes tberfihrt.
Zu dem Kontrolltriplett wurde das gleiche Volumen 0,9% NaCl hinzugefiigt, welches an GA-
Losung fiir einen weiteren Triplettansatz genutzt wurde, um die finale Konzentration von
20mg/ml erhalten. Lipopolysacchatide E.coi O26:B6 (LPS) sollte mit der Konzentration von
0,1 Hg/ml) genutzt werden. Nach Mischung wurden alle Twubes fir 2h schwenkend im
Thermoshaker (60rpm) bei 37°C priinkubiert.
Pro Stimulator wurden jeweils ein zusitzliches Safe-Lock-Tube priainkubiert, um im Anschluss
den Uberstand abzunehmen und bei -80°C fiir zukiinftige Messungen aufzubewahren.
AnschlieBend wurden je 15ul E. w/i K1 lebend zum Vollblut hinzugefiigt (ca. 2,5 x 10
CFU/ml) und nach dem Mischen (Zeitpunkt tg) in sequentiellen 1:10-Verdiinnungen (10*-
Verdunnung wurde ausplattiert; 2x20ul) auf Blutagar-Agar ausplattiert. Die Verdinnungsstufe
zeigte sich Vorversuchen als optimal zum spiteren Auszahlen der KBE.
Nach 30min Inkubation im Thermoshaker (60rpm) folgte ein erneutes Ausplattieren einer 10°
“Verdiinnung auf Blutagar-Agar. Dies entsprach den insgesamt (extra- und intrazellulir)
tiberlebenden Bakterien nach 30 Minuten Inkubationszeit (UF=ts/to).
Die hypotone Lyse der Erythrozyten zur Bestimmung des intrazelluliren Uberlebens wurde

wie folgt durchgefiihrt: Zentrifugation der Safe-Lock-Tubes bei 4°C, 1500g fir 5min, Absaugen
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des Uberstandes mit dem Sicherheits-Absaugsystem bzw. Abnehmen mit anschlieBender
Aufbewahrung bei -80°C, Aufnahme des Blutpellets in 400ul 0,2% NaCl, Lyse fiir 30sec, dann
Isotonisierung mit 400ul 1,6% NaCl, erneute Zentrifugation und Absaugen des Uberstandes.
Der Vorgang wurde 3-Mal wiederholt, um eine moglichst hohe Reduktion der Erythrozyten
zu erreichen.

Es folgte die Aufnahme des Pellets in 550ul RPMI 1640/Gentamicin-Gemisch. Die
Ausgangskonzentration bei Ansatz des Gemisches betrug 200pg/ml, die finale Konzentration
nach dem Mischen mit dem Blut 100pg/ml.

Die weiteren Inkubationszeiten nach Aufnahme in Suspension betrugen 30, 60, 120, 180,
240min schwenkend bei 37°C.

Zu den jeweiligen Zeiten wurden 100ul der Baktetien-Blut-RPMI/Gentamicin-Suspension
entnommen, in ein 1,5ml Safe-Lock Tube tberfihrt und mit 600 Yl 0,9% NaCl-Losung
gemischt, anschlieBend bei 4°C, 1500g fiir 5Smin zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Das finale Pellet wurde in 100ul Aqua bidest aufgenommen und 100 Ml unverdiinnt
ausplattiert.

Zusitzlich wurden bei den Inkubationszeiten 30min, 60min und 120min 10"-Verdiinnungen
(20ul Probe + 180ul 0,9% NaCl), 2x20pl, ausplattiert. Die Verdinnungsstufe ergab sich aus
Vorversuchen, wobei stets 20-200 KBEs gezihlt werden konnten. Die Inkubation der

Blutagar-Platten erfolgte fiir 24h bei 37°C.

2.4.2.3 Stimulation humanen Vollbluts junger Probanden mit GA und PAM;CSK, und Ko-
Inkubation mit S. aureus

Fir den Versuch mit den jeweiligen Staphylokokkenstimmen wurden die Stimme . aureus

USA300 (stock: ca. 3,725x10° CFU/ml; final: ca. 2,5x10" CFU/ml) und . axrens Newman

(stock: ca. 464 583 3333 CFU/ml; final: ca. 2,5x10" CFU/ml) genutzt. Als Positivkontrolle

dienten 10ul PAM3CSK, in einer finalen Konzentration von lpg/ml. Alle weiteren Schritte

und Volumina gleichen dem Phagozytose-Assay mit E. /i als Bakterienstamm und LPS als

Stimulator.

2.4.2.4 Testung unterschiedlicher Stimulatoren zur Ermittlung einer Positivkontrolle fiir den
Vollblut-Phagozytose-Assay

Das Protokoll entspricht dem des Phagozytose-Assays mit GA und LPS. Es wurden E. co/i als

Bakterienstamm (ca. 2,5 x 10" CFU/ml) und GA (20mg/ml), CpG (10ug/ml), Poly 1:C

(1pg/ml) und PEA (3uM) als Stimulantien verwendet. Alle Stocklésungen wurden in 0,9%

NaCl gelost. Fur die Negativkontrolle wurde das gleiche Volumen 0,9% NaCl, wie GA-

Losung in den weiteren Tubes genutzt. Nach Behandlung mit dem Gentamicin/RPMI-
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Gemisch wurden die Blutproben fir 30min und 60min schwenkend bei 37°C im Thermosha-
ker inkubiert und anschlieBend unverdiinnt und in einer sequentiellen 1:10-Verdiinnung (10

Verdinnung) ausplattiert.

2.4.3 Farbung der lebenden und toten Zellen nach Ko-Inkubation mit Bakterien

Pro Bakterienstamm, es wurden E. co/i, S. aureus USA300 und S. aureus Newman verwendet,
wurde ein Ansatz mit 1ml Vollblut und 0,9% NaCl als Kontrolle, bzw. mit GA als Stimulator
tir 2h priinkubiert. Die Abnahme des Blutes erfolgte in Lithium-Heparinat-Monovetten und
durfte nicht alter als 2h bei Beginn des Versuchs sein, um eine gleichbleibende Blutqualitit zu
gewahrleisten. Das Blut wurde in einem 50ml-Zentrifugenréhrchen gesammelt, zu jeweils 1ml
in 2ml Safe-Lock-Tubes Gberfihrt und anschlieBend ein identisches Volumen 0,9% NaCl wie
GA-Losung (20mg/ml) hinzugefigt. Die Priinkubationszeit, die Zeit des Hinzufiigens der
Bakterienstimme, die folgende Inkubationszeit, sowie die hypotone Lyse sind gleich dem
Protokoll des Phagozytose-Assays.

Zur besseren Sichtbarkeit der Granulozyten in der Zihlkammer wurden die Erythrozyten
durch eine weitere Lyse mit einem FACS-Lysepuffer lysiert. Hierzu wurde der Lysepuffer 1:10
in Aqua bidest verdinnt. 350ul wurden jeweils zu 50ul der Suspension in den Safe-Lock-Tubes
hinzugeftgt, nach 3min die Reaktion mit 750ul PBS abgestoppt und die Tubes bei 4°C bei
1500g fiir 5min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Dieser Vorgang wiederholte
sich dreimal.

Das finale Pellet wurde in 80ul PBS aufgenommen. Davon wurden 20ul mit 10ul
unverdiinntem Trypanblau gemischt und in einer Neubauer Zihlkammer ausgezahlt. Hierbei
wurden sowohl die toten als auch die lebenden Leukozyten gezihlt.

Die Vorgehensweise zur fotomikroskopischen Darstellung der lebenden und toten
Leukozyten basierte auf dem genannten Protokoll, jedoch ohne Ko-Inkubation mit Bakterien.
Zusitzlich wurde ein weiteres Pellet in 4% PFA aufgenommen. Die lebenden, in PBS
aufgenommenen, und toten, in PFA aufgenommenen Leukozyten wurden in einer 400-fachen
VergroBerung fotomikroskopisch abgebildet. Als nicht membrangingiger Farbstoff bindet

Trypanblau an Zellproteine, wodurch sich nur tote Zellen fotomikroskopisch blau darstellen.

2.4.4 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Ein engyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ist eine plattenbasierte Technik zur Detektion
und Quantifizierung von Proteinen, Peptiden, Antikérpern und Hormonen (Overview of
ELISA | Thermo Fisher Scientific - IE). Die folgenden Protokolle basierten auf den Angaben
des Herstellers BioLegend. Die genutzten ELISA MAX Standard Set Human IL.-6, Human
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TNF-a ELISA MAX Standard Set und ELISA MAX Deluxe Set Human IL-16 wurden den
hiesigen Laborbedingungen angepasst und danach modifiziert. Die Methode beruht auf der
Quantifizierung der zu untersuchenden Substanz zwischen zwei AntikOrperschichten; dem
Capture Antibody und dem Detection Antibody. Diese binden und immobilisieren die Substanz,
detektieren sie und kénnen damit in einem weiteren Schritt, durch einen dritten Antikérper,
als Signal gemessen und quantifiziert werden. Daher handelte es sich hierbei um ein Sandwich
ELISA. Die antigenspezifischen Antikdrper miissen an nicht-iberlappende Epitope des Anti-
gens binden, um sich nicht gegenseitig zu hemmen (Aviva Systems Biology Corporation). In
folgenden Versuchen wurden die Zytokine I1.-6, TNF-a und IL-1 gemessen, welche im

Rahmen einer Sepsis erhoht messbar sind (siche 1.3.2).

2.4.4.1 ELISA Human I1.-6

Alle Volumenangaben entsprachen der Menge, welche fur eine 96-Mikrotestplatte ben6tigt
wurden. Die Reagenzien wurden wie folgt hergestellt: 60ul Capture Antibody + 12ml Coating
Buffer, 60ul Detection Antibody + 12ml Assay Dilnent, 1211 Avidin-HRP + 12ml Assay Diluent.
Der lyopholisierte humane IL.-6 Standard wurde in 0,2ml Assay Diluent gelost (stock:
80ng/ml), bei Raumtemperatur fiir 15-20min gelagert und anschliefend kurz gemischt, um
verbleibende Pulverreste zu 16sen. Von dieser Suspension wurden 6,3ul zu 993,7ul Assay Di-
Inent hinzugefuigt, sodass eine Losung mit einer Konzentration von 500pg/ml entstand. Es
folgten sechs 1:2 Verdinnungen im Sinne einer geometrischen Verdinnung in Assay Diluent.
Die Standardreihe bestand somit aus sieben Verdinnungsstufen mit den Konzentrationen
500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,3pg/ml, 15,6pg/ml und 7,8pg/ml. Der Assay
Diluent mit Opg/ml war ebenfalls Teil der Reihe und diente als blank. Vor Beginn des Versuchs
wurden alle Losungen vorbereitet und auf Raumtemperatur gebracht. Das gesammelte Plas-
ma aus den Phagozytose-Assays wurde von -80°C auf Eis transportiert und schonend zwi-
schen 2°C und 8°C aufgetaut, anschlieBend fiir 10min bei 1000g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und in ein neues Safe-lock-Tube Gberfihrt. Der Standard wurde in Tripli-
katen aufgetragen. Die Proben wurden in den Vorversuchen in einer 1:1,5, 1:2, 1:5 und 1:10
Verdunnung aufgetragen, um so die ideale Verdinnungsstufe zu eruieren. Diese entsprach fur
die Kontrollproben und diejenigen, welche mit GA, CpG, Poly I:C, PEA und Pam;CSK} sti-
muliert wurden einer 1:1,5 Verdinnung, fiir das LPS-stimulierte Plasma einer 1:10 Verdin-

nung.

Der ELISA teilte sich auf drei Tage auf. An Tag 1 wurden 100ul des verdinnten Capture Anti-
body in jedes Well der Mikrotestplatte gegeben, die Platte mit Parafilm tiberzogen und zwi-

schen 2°C und 8°C uber Nacht inkubiert. An Tag 2 wurde die Mikrotestplatte viermal mit
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mindestens 300ul Waschpuffer pro Well gewaschen. Der verbleibende Puffer wurde jeweils
kriftig auf sauberem saugfihigem Material ausgeklopft. AnschlieBend wurden 200ul Assay
Diluent zu jedem Well hinzugefigt, die Platte mit Parafilm verschlossen und bei Raumtempera-
tur fur 1h schwenkend bei 200rpm inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt aus viermali-
gem Waschen und der Zugabe der Standardverdiinnungen und Probenverdiinnungen zu den
Wells zu jeweils 100ul. Die Platte wurde mit Parafilm verschlossen und zwischen 2°C und 8°C
tber Nacht inkubiert. Tag 3 begann mit einem Waschschritt. Danach wurden 100ul Desection
Abntibody zu jedem Well hinzugefiigt. Die Platte wurde verschlossen, inkubierte fiir 2h schwen-
kend bei 200rpm bei Raumtemperatur und die Wells wurden anschlieSend wieder gewaschen.
Es wurden 100ul verdiinntes Avidin-HRP zu den Wells hinzugegeben, die Platte geschlossen
und fir 30min lichtgeschiitzt inkubiert. Avidin ist ein Meerrettichperoxidase-gekoppeltes Gly-
koprotein, welches biotinylierte Antikérper detektieren kann (HRP-Avidin). Im letzten
Waschschritt wurde die Platte finfmal gewaschen, wobei der Waschpuffer jedes Mal 30sec bis
1min einwirkte. 100ul TMB Swbstrate solution wurden im folgenden Schritt jeweils hinzugefigt.
Es folgte eine lichtgeschiitzte Inkubation fiir 15-30min bzw. bis ein Farbumschlag zu Blau
erkennbar war und die gewiinschte Intensitit erreicht wurde. Darauf wurden 100ul szop solution
gegeben. Es folgte ein Farbumschlag von Blau zu Gelb. Innerhalb der folgenden 15min wur-
den die Extinktionen bei 450 und 540nm gemessen. Die Extinktion bei 540nm wurde von

jener bei 450nm subtrahiert.

2.4.4.2 ELISA Human TNF-o

Das Protokoll fir den TNF-a ELISA entspricht dem des IL-6 ELISA (3.4.1). Vorbereitungen

und Aufbau sind hierbei identisch.

Als Unterschied sind die Volumina zur Herstellung der Standardlésung mit einer Konzentra-
tion von 500pg/ml hervorzuheben. Fur 1000ul der Losung werden 10ul der Stock-
Standardlésung zu 990ul Assay Diluent hinzugeftugt. Alle folgenden Schritte sind wieder dem
IL-6 ELISA Protokoll (3.4.1) zu entnehmen.

2.4.43 ELISA Human IL-103

Die Volumina der Reagenzien entsprachen der Menge, welche zur Messung einer 96-Well

Platte benotigt wurden. Sie wurden wie folgt hergestellt:

2,4ml des Coating Buffer A (5X) verdunnt in 9,6ml Aqua Dest, 60ul Capture Antibody in 12ml 1X
Coating Buffer A, 12ml Assay Diluent A (5X) in 48ml PBS, 60ul Detection Antibody (200X) in 12ml
1X Assay Dilnent A, 12pl Avidin-HRP (1000X) in 12ml 1X Assay Dilnent A.
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Der lyopholisierte Human IL-13-Standard wurde in 0,2ml des 1X Assay Diluent A gelSst (stock:
90ng/ml), bei Raumtemperatur fiir 15-20min gelagert und anschlieBend gemischt, um verblei-
bende Pulverreste zu 16sen. Zur Herstellung der 125pg/ml-Standardlésung wurde eine initiale
1:10 Verdiinnung, 10ul des stock in 90ul 1X Assay Diluent A, hergestellt. AnschlieBend wurden
13,9ul der 1:10-Verdinnung in 986,1wl 1X Assay Diluent A verdinnt und sechs 1:2-
Verdunnungen im Sinne einer geometrischen Verdinnungsreihe in 1X Assay Dilnent A durch-
gefithrt. Die Standardreihe bestand somit aus sieben Verdiinnungsstufen mit den Konzentra-
tionen 125pg/ml, 62,2pg/ml, 31,3pg/ml, 15,6pg/ml, 7,8pg/ml, 3,9pg/ml und 1,95pg/ml. Der
Assay Diluent A mit Opg/ml IL-16 war ebenfalls Teil der Reihe und diente als blank. Vor Be-
ginn des Versuchs wurden alle Losungen vorbereitet und auf Raumtemperatur gebracht. Das
gesammelte Plasma aus den Phagozytose-Assays wurde von -80°C auf Eis transportiert und
schonend zwischen 2°C und 8°C aufgetaut, anschlieend fiir 10min bei 1000rpm zentrifugiert,
der Uberstand abgenommen und in ein neues Safe-lock Tube iiberfiihrt. Der Standard wurde
in Triplikaten aufgetragen, sodass zu jedem Versuch eine Standardkurve erstellt werden konn-
te. Die Proben wurden in den Vorversuchen in einer 1:1,5-, 1:2-) 1:5- und 1:10-Verdinnung
aufgetragen, um so die ideale Verdinnungsstufe zu eruieren. Diese entsprach fir die Kon-
trollproben und diejenigen, welche mit GA, CpG, Poly I:C, PEA und Pam;CSK, stimuliert

wurden, einer 1:1,5-Verdinnung, fiir das LPS-stimulierte Plasma einer 1:10-Verdinnung.

Der ELISA teilte sich auf drei Tage auf. An Tag 1 wurden 100ul des verdiinnten Capture Anti-
body in jedes Well der Mikrotestplatte gegeben, die Platte mit Parafilm tiberzogen und zwi-
schen 2°C und 8°C tber Nacht inkubiert. An Tag 2 wurde die Mikrotestplatte viermal mit
mindestens 300ul Waschpuffer pro Well gewaschen. Der verbleibende Puffer wurde jeweils
kriftig auf sauberem, saugfihigem Material ausgeklopft. AnschlieBend wurden 200ul .Assay
Dilnent A zu jedem Well hinzugefiigt, die Platte mit Parafilm verschlossen und bei Raumtem-
peratur fiir Th schwenkend bei 200rpm inkubiert. Es folgte ein erneuter Waschschritt aus
viermaligem Waschen. 50ul Assay Buffer D wurden in die Wells gegeben, welche anschlieSend
50ul Standardlésung oder Probe aufnahmen. Die Platte wurde mit Parafilm verschlossen und
zwischen 2°C und 8°C iiber Nacht inkubiert. Tag 3 begann mit einem Waschschritt. Danach
wurden 100ul Detection Antibody zu jedem Well hinzugefiigt. Die Platte wurde verschlossen, 2h
schwenkend bei 200rpm bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend wieder gewaschen.
Es wurden 100ul Avidin-HRP zu den Wells hinzugegeben, die Platte geschlossen und fiir
30min lichtgeschiitzt inkubiert. Im letzten Waschschritt wurde die Platte finfmal gewaschen,
wobei der Waschpuffer jedes Mal 30sec bis 1min einwirkte. 100ul Substrate solution F wurden
im folgenden Schritt jeweils hinzugefiigt, es folgte eine lichtgeschutzte Inkubation fiir 15-

30min bzw. bis ein Farbumschlag zu Blau erkennbar war und die gewiinschte Intensitit er-
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reicht wurde. Darauf wurden 100ul szop solution gebracht, es folgte ein Farbumschlag von Blau
zu Gelb. Innerhalb der folgenden 15min wurden die Extinktionen bei 450 und 540nm gemes-

sen. Die Extinktion bei 540nm wurde von jener bei 450nm subtrahiert.

2.4.5 Statistik

Jeder Ansatz jedes Versuchs der einzelnen Versuchsreihen wurde in Triplikaten angesetzt.
Nach Bestimmung der Mediane und Hochrechnung auf die KBE pro Milliliter mithilfe von
Excel 2016 (Microsoft Office) wurden die Daten mittels GraphPad Prism 6 Software (San Diego,
CA, USA) statistisch ausgewertet. Die Daten zur Ermittlung einer Dosis-Wirkungskurve wie-
sen eine Normalverteilung auf, weswegen diese parametrisch mittels eines gepaarten t-Tests
ausgewertet wurden. Es wurden die jeweiligen Konzentrationen gegen die Negativkontrolle

getestet.

Bei allen weiteren Daten erfolgte eine nicht-parametrische Analyse. Zur Testung signifikanter
Unterschiede zwischen mehreren Gruppen wurde ein Friedman-Test, eine Rangvarianzanaly-
se, angewandt. Zur Testung der Werte, welche nach derselben Inkubationszeit erhoben wur-
den, kam ein zweiseitiger Wilcoxon matched-pairs signed rank test mit anschlieBender manueller
Bonferroni-Holm Korrektur fiir wiederholtes Testen zur Anwendung. Die Stichprobengrof3e
lie3 die Annahme einer Normalverteilung nicht zu, auf Grund des ungerichteten Wirkungszu-

sammenhangs wurde zweiseitig getestet.

Ein p-Wert von p=0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet (*p=0,05; **p=0,01;

#rkp<0,001).

2.4.6 Ethische Stellungnahme

Auf Grund der Arbeit mit personenbezogenen Daten und humanem Vollblut wurde ein
Antrag auf Prifung der ethischen Unbedenklichkeit gestellt. Dieser wurde von der
Ethikkommission der Universititsmedizin Gottingen, Germany, unter der Nummer 3/5/15
registriert und bewilligt. Die schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie, nach
Aufklirung tiber die damit verbundenen Risiken, wurde eingeholt und liegt fiir jeden einzelnen

Probanden vor.
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3  Ergebnisse

3.1 Unterschiede zwischen den Immunreaktionen junger und alter

Probanden

Zur Evaluierung der sich verindernden Immunreaktion im Laufe des Alterungsprozesses, zur
Darstellung der grof3tmoglichen Differenz bei den Ergebnissen und zur Simulation einer 7z
vivo Situation wurde mit dem Vollblut gesunder, junger Personen in einer Altersspanne von 20
— 35 Jahren und gesunder, alter Personen tber 80 Jahren gearbeitet, die Ergebnisse statistisch
ausgewertet und verglichen. Die Stimulantien wurden auf Grund ihrer Funktion als TLR-
Liganden oder aber ihrer nachweislich immunmodulatorischen Wirkung ausgewihlt. Des Wei-
teren wurden die proinflaimmatorischen Zytokine TNF-o, I1.-6 und IL.-18 mittels ELISA ge-
messen, um zu Uberpriifen, ob es zu einer Aktivierung und Reaktion des Immunsystems kam.
Diese zeigen besonders wihrend eines Infektionsgeschehens starke Anstiege und sind in ge-

wissem Mal3e Teil der Akutephasereaktion.

Die Versuche, auf denen die folgenden Ergebnisse fullen, basieren auf einer zweistindigen
Priinkubationszeit in Anwesenheit der Kontrollsubstanz und detr zu untersuchenden Stimula-
tionsstoffen mit einer anschlieBenden 30minttigen Ko-Inkubation mit den jeweiligen Bakteri-
enstimmen, an die sich die Zugabe von Gentamicin anschliefft. Die Zeitpunkte des Ausplat-
tierens sind in den Grafiken dargestellt. Folgt der Versuch diesem Protokoll, findet dies keine

Erwahnung. Auf jedwede Abweichung wird hingewiesen.

3.2 Konzentrationsabhingige Wachstumsinhibierung von E. coli K1
durch GA

Zur Ermittlung der optimalen Konzentration zur Stimulation der Phagozytose im Vollblut
wurden vier unterschiedliche Konzentrationen von GA zur Pristimulation des Blutes einge-
setzt. Es bestitigte sich die konzentrationsabhingige Steigerung der Phagozytose. Eine statis-
tisch signifikante Korrelation (p=0,0033) mit einer moderaten positiven Beziehung (r=0,4077)
zwischen den unterschiedlichen GA-Konzentrationen (Abbildung 2) wurde nachgewiesen und
bekriftigte die genutzte GA-Konzentration fiir die nachfolgenden Experimente. Die hochste
eingesetzte Konzentration (20mg/ml) zeigte die groBte Steigerung der Phagozytose. Eine ho-
here Konzentration als 20mg/ml konnte aufgrund der Loslichkeit von GA nicht eingesetzt

werden.
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Abbildung 2: Darstellung der einzelnen Mittelwerte phagozytierter Bakterien durch Blutleukozyten junger Pro-

banden unter Verwendung unterschiedlicher GA-Konzentrationen (n=10)
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3.3 Vitalititspriifung eukaryotischer Zellen nach GA-Zugabe

Mittels Farbung mit Trypanblau sollte nachgewiesen werden, ob GA auf eukaryotische Zellen
einen schidigenden Einfluss hat. Nach einer zweistiindigen Inkubationszeit mit den angege-
benen Stoffen folgte die 30mintitige Ko-Inkubation mit den jeweiligen Bakterienstimmen,
anschliefend die Firbung, Zihlung und bildliche Darstellung der vitalen Leukozyten. Die
Ergebnisse nach Priinkubation mit 0,9% NaCl als Kontrolle und GA zeigten bei E. ¢/ K1, S.
anrens USA300 und S. aurens Newman vergleichbare Ergebnisse. GA wirkte auf humane Leu-

kozyten nicht zytotoxisch.
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Abbildung 3: prozentuale Darstellung der vitalen eukaryoten Zellen nach Priinkubation mit 0,9% NaCl (Kontrol-
le) und 20mg/ml GA und anschlieBender Ko-Inkubation mit Baktetien.

Abbildung 4: Morphologie lebender,
mit GA stimulierter, Leukozyten, in
PBS aufgenommen und mit Trypan-

blau angefirbt

- 400-fache VergroBierung (A); Mor-
phologie toter Leukozyten, mit GA
stimuliert, in 4% PFA aufgenommen
und mit Trypanblau angefirbt, 400-
fache VergroBerung (B)
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3.4 Stimulation der Phagozytose von Leukozyten junger Probanden
durch GA

Die GA-Konzentration (20 mg/ml) mit dem hochsten phagozytosesteigernden Effekt
(Abbildung 2) wurde fiir weitere Untersuchungen verwendet. Als Positivkontrolle fir die Sti-
mulation der Phagozytose wurde CpG 1668 eingesetzt. Hierbei wurde das entnommene Blut
mit den jeweiligen Stimulationsstoffen priinkubiert, nachfolgend E. /i K1 hinzugefigt und
abschliefend die Gesamtzahl der KBE ausplattiert. So konnten Ergebnisse zu Phagozytose,

Ubetleben und Abtotung von E. co/i K1 generiert werden.

30 Minuten nach Gentamicinbehandlung war die Zahl der phagozytierten Bakterien nach Sti-
mulation mit GA (p=0,008) im Vergleich zur Kontrolle signifikant erh6ht. CpG zeigte durch
eine statistisch signifikante Differenz zur Kontrollgruppe einen vergleichbaren Effekt

(p=0,002) (Abbildung 5).

Abbildung 5: Phagozytose von E. ¢co/i nach 30miniitiger Gentamicinbehandlung, 2h Pridinkubation mit 0,9% NaCl
als Kontrolle, 10ug/ml CpG als Positivkontrolle und 20mg/ml GA (n=11, Probanden 20-35 Jahre)
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3.4.1 Intrazellulire Gesamtzahl von E. coli K1 nach Abtétung extrazellulirer
Bakterien

Die signifikant erhéhte intrazellulire Gesamtzahl der KBE in GA-stimuliertem Blut (p=0,008)
bestitigte sich auch nach 60minttiger Inkubation mit Gentamicin. CpG zeigte zu diesem
Zeitpunkt keine signifikante Steigerung der Phagozytose (Abbildung 6). Durch die Zugabe des
Antibiotikums wurden die extrazellulir vorkommenden Bakterien abgetotet, sodass nach der
Ausplattierung lediglich die intrazellulir vorkommenden Bakterien gezihlt werden konnten.
Es wurde hierbei die absolute Zahl der KBE betrachtet, welche im Laufe der Inkubationszeit
abnimmt.

Abbildung 6: Intrazellulire Gesamtzahl der Bakterien 60min nach Zugabe von Gentamicin (n=11, Probanden

20-35 Jahre)
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test mit Bonferroni-Holm Korrektur fur wiederholtes Testen

3.4.2 Einfluss von GA auf die intrazellulire Abtétung von E. coli K1

Zur Bvaluierung der Abtotung der KBE durch stimulierte Leukozyten wurde die Differenz
aus den KBE/ml nach 30min und 60min etrechnet. Diese ergaben die Anzahl der abgetSteten
Bakterien. GA (p=0,051) verpasste hierbei knapp die Signifikanzgrenze, wihrend CpG

(p=0,029) als Positivkontrolle signifikant zur Abtétung intrazelluldrer Bakterien stimulierte.
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Abbildung 7: Abtétung von E. /i 30min nach Gentamicinzugabe nach vorheriger Stimulation.
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Bend Wilcoxon matched-pairs signed rank test mit Bonferroni-Holm-Korrektur fiir wiederholtes Testen

3.4.3 Verinderung des Uberlebensfaktors durch die Stimulation

Der Quotient aus den Zihlungen der KBE/ml zum Zeitpunkt t;, 30min nach Hinzufiigen
von E. coli, und to ergab den Uberlebensfaktor (UF) der Bakterien. In der Betrachtung des
Gesamtiiberlebens (intra- und extrazellulir) wies E. w/ in mit GA stimuliertem Blut einen
signifikant hoheren UF (Median 1,014) auf als es bei der Kontrolle (Median 0,7865) oder CpG
(Median 0,7639) der Fall war.
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Abbildung 8: Uberlebensfaktor von E. co/i nach Stimulation berechnet t30/to. to als Zeitpunkt, an dem E. co/i zum

Blut hinzugefigt wurde, t3 nach 30min Ko-Inkubation
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UF<1: Phagozytose>Vermehrung, UF=1: Phagozytose=Vermehrung, UF>1: Phagozytose<Vermehrung. Dar-
stellung der Einzelwerte mit Median; *p=0,05, Friedman-Test, Wilcoxon matched-pairs signed rank fest mit Bonferroni-

Holm Korrektur fur wiederholtes Testen

3.4.4 Messung der Zytokinfreisetzung

Die Messung der Zytokine folgte den jeweiligen Protokollen der Kits, welche von Biol.egend
erworben wurden. Mittels ELISA wurden die Zytokine TNF-o, IL-6 und IL-16 gemessen.
TNF-a und IL-6 zeigten keine signifikanten Verinderungen im Plasma nach Stimulation mit
GA, IL-18 war vorwiegend unterhalb der Nachweisgrenze und somit nicht auswertbar. Abbil-
dung 9 zeigt exemplarisch eine Standardkurve, welche parallel zu jedem ELISA angefertigt

wurde.
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Abbildung 9: ELISA Standardkurve bei der Messung von IL-103

Tabelle 8: ELISA-Messung TNF-o im Serum junger Probanden nach Stimulation

300

Kontrolle GA 20mg/ml CpG 10pg/ml
25% Perzentile 7,000 7,000 7,000
Median 26,73 40,16 18,04
75% Perzentile 76,51 74,53 240,1

Tabelle 9: ELISA-Messung IL.-6 im Serum junger Probanden nach Stimlation

Kontrolle GA 20mg/ml CpG 10pg/ml
25% Perzentile 7,000 10,43 7,000
Median 20,41 3387 18,56
75% Perzentile 305,8 251,9 646,3
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3.5 Phagozytose Gram-positiver Bakterien nach GA-Stimulation

Zur Evaluierung des Effekts von GA auf Gram-positive Bakterien wurden weiterfithrend
Phagozytose-Assays nach demselben Protokoll durchgefiihrt. Hierbei wurde das entnommene
Blut mit den jeweiligen Stimulationsstoffen priinkubiert, nachfolgend einer der beiden §. au-
rens-Stamme (8. aurens USA300, S. anreus Newman) hinzugefiigt und abschlieBend die Gesamt-
zahl der KBE bestimmt. So konnten ebenfalls Ergebnisse zu Phagozytose, Uberlebensfaktor

und Abtotung generiert werden.

Beide Stimme zeigten intrazellulir weniger KBE als die Kontrolle, allerdings zeigten sich kei-

ne signifikanten Differenzen (Abbildung 10, Abbildung 11).

3.5.1 Gesamtzahl intrazelluliarer Bakterien nach Stimulation

Abbildung 10 zeigt die Zahl der intrazelluliren KBE/ml von S. aureus USA300 zu den jeweili-
gen Zeitpunkten nach Zugabe von Gentamicin zum Vollblut. Abbildung 11 zeigt die Gesamt-
zahl der ausplattierten KBE/ml des MRSA-Stamms 5. azrens Newman. Im Vergleich zur Kon-
trolle zeigte dieser Bakterienstamm zu jeder Inkubationszeit eine niedrigere Gesamtzahl der
KBE, bei . aurens USA300 hingegen konnte dies nur nach 30min Inkubationszeit gemessen
werden. Ansonsten zeigte sich hier die Gesamtzahl der KBE hoher. Die Werte der Kontroll-

proben und GA-stimulierten Proben unterscheiden sich jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 10: Intrazellulire KBE/ml von . amrens USA300 nach Gentamicinbehandlung durch GA-
vorbehandelte Vollblutleukozyten (n=>5, junge Probanden 20-35 Jahre)
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Abbildung 11: Intrazellulire KBE/ml von . amreus Newman nach Gentamicinbehandlung dutch GA-
vorbehandelte Vollblutleukozyten (n=5, junge Probanden 20-35 Jahre)
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3.5.2 Einfluss von GA auf die Abtétung von S. aureus

Die Zahl der abgetoteten Bakterien wird aus den Inkubationszeiten 30min und den jeweilig
folgenden berechnet (ts-ty). Gemal3 der Reihenfolge sind . aurens USA300 in Abbildung 12
und S. aurens Newman in Abbildung 13 dargestellt. Bei beiden Stimmen ist die Zahl der abge-
toteten KBE nach Inkubation mit GA weitestgehend geringer als bei der Kontrolle. S. aureus
Newman bildet nach 30min Inkubationszeit die Ausnahme.

Abbildung 12: Abgetttete Bakterien nach Ko-Inkubation mit S. azrens USA300 und Behandlung mit Gentamicin
(n=>5, junge Probanden 20-35 Jahre)
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Abbildung 13: Abgetétete Bakterien nach Ko-Inkubation mit S. anrens Newman und Behandlung mit Gentamicin
(n=5, junge Probanden 20-35 Jahre).
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3.5.3 Verinderung des UF von S. aureus durch GA

Bei beiden Stimmen sind die UF bei der Kontrolle und GA unter 1. Bei S. aureus USA300
liegt der Median der Kontrolle bei 0,2807, der Median von GA bei 0,1429. Bei . aureus
Newman liegen die Mediane bei 0,1973 (Kontrolle) und 0,1029 (GA). Es findet somit eine
Abtotung der Bakterien statt.

Abbildung 14: Uberlebensfaktor von S. anrens nach GA-Vorbehandlung, wie folgt berechnet UF=tzo/to. to als

Zeitpunkt an dem S. aurens zum Blut hinzugefiigt wurde, t30 nach 30min Ko-Inkubation
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se=Vermehrung, UF>1: Phagozytose<Vermehrung. Darstellung der Einzelwerte mit Median; p>0,05, Wikoxon
matched-pairs signed rank fest



3 Ergebnisse 44

3.5.4 Darstellung des Einflusses von GA auf die Phagozytose

Auf Grundlage der vorher dargestellten Ergebnisse kann die Frage, inwiefern GA die Pha-
gozytose beeinflusst, nicht sicher beantwortet werden. Die Zahl der intrazellulir gemessenen
KBE, nach Inkubation mit GA, stellt sich bei S. axreus USA300 nach 30min Gentamicingabe,
bei S. aunrens Newman im Gesamten, im Vergleich zur Kontrolle als verringert dar. Der UF mit
einem Wert unter 1 bei beiden Stimmen indiziert eine deutlich gesteigerte Abtétung. Somit
besteht die Vermutung, dass innerhalb der ersten 30 Minuten vermehrt extrazellulire Bakte-

rien abgetotet wurden.

Beim Vergleich der normalisierten gesamt KBE nach GA-Behandlung mit den intrazelluliren
KBE nach 30-miniitiger Gentamicinbehandlung wird deutlich, dass dhnlich viele lebende Bak-
terien durch die Kontroll- und die GA-behandelten Phagozyten aufgenommen wurden. Die
Abtotung von Bakterien durch GA in den ersten 30 Minuten der Inkubationszeit wird hierbei
berticksichtigt, da die Anzahl an KBE nach GA-Inkubation als Ausgangswert verwendet wird
(Abbildung 15).

Abbildung 15: Prozentuale Phagozytose-Rate von . aureus
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berechneter Median der Quotienten aus den KBE t30 und tso intrazellulir normalisiert zur Kontrolle von S. aurens
USA300, Kontrolle = 100%, GA = 90,28% (A), berechneter Median der Quotienten aus den KBE t3 und tao

intrazellulir normalisiert zur Kontrolle von S. aurens Newman, Kontrolle = 100%, GA = 126% (B)

3.6 Reaktion von Leukozyten isoliert aus dem Blut alter Probanden auf

die Stimulation mit GA

Zur Evaluation und Untersuchung des Einflusses von GA auf Leukozyten des alten Men-
schen wurden Phagozytose-Assays, dem Protokoll folgend, mit Vollblut gesunder Probanden
tiber 80 Jahren, durchgefiihrt. Es wurden Daten zur Phagozytose, der Abtétung, dem Uberle-

bensfaktor und der Zytokinfreisetzung gesammelt.
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3.6.1 Phagozytose von E. coli K1 durch Leukozyten alter Probanden

Auch bei Probanden, welche ilter als 80 Jahre alt sind, zeigte GA eine signifikante Steigerung
(p=0,0302) der Phagozytoseleistung. CpG stimulierte bei diesen die Phagozytose nicht
(Abbildung 16).

Abbildung 16: Phagozytose von E. co/i nach 30miniitiger Gentamicinbehandlung, 2h Pridinkubation mit 0,9%
NaCl als Kontrolle, 10pug/ml CpG als Positivkontrolle und 20mg/ml GA (n=12, Probanden >80 Jahre)
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3.6.2 Intrazellulire Abtétung von E. coli

Die Ergebnisse zeigen in diesem Versuch keine signifikante Abtétung intrazellulirer Pathoge-

ne. Allerdings ist nach 210min intrazellulirer Abtotung eine statistische Relevanz mit einem

p=0,0621 zu vermerken (Abbildung 17).

Abbildung 17: intrazellulire Konzentration von E. ¢o/i in 30-210min nach Gentamicinzugabe nach vorheriger

GA-Inkubation.
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3.6.3 Einfluss der Stimulatoren auf den UF von E. coli

Abbildung 18 stellt vergleichend die Mediane der Uberlebensfaktoren von E. /i ohne Zusatz
von GA, nach Priinkubation mit GA oder als Kontrolle mit CpG dar. Wihrend der Median
der Kontrolle (0,7437) und der Bakterien, die mit CpG (0,6471) inkubiert wurden, annahernd
gleich ist, wiesen die Bakterien, die mit GA vorbehandeltem Blut ko-inkubiert wurden, einen
deutlich hoheren Faktor auf (0,9015). Eine statistisch signifikante Differenz wurde nicht beo-

bachtet.

Abbildung 18: Ubetlebensfaktor E. coli
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Der Ubetlebensfaktor von E. coli wurde wie folgt berechnet: UF= t30/t0. to als Zeitpunkt an dem E. ¢o/i zum Blut
hinzugefiigt wurde, tz nach 30min Ko-Inkubation. UF<1: Abtoétung>Vermehrung, UF=1: Abto-
tung=Vermehrung, UF>1: Abtétung<Vermehrung. Darstellung der Einzelwerte mit Median; p=0,05, Friedpan-
Test
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3.6.4 Ermittlung der Zytokinfreisetzung

Wiahrend sich bei der mit ELISA gemessenen IL.-6 Konzentration keine signifikanten Diffe-
renzen ergaben (Abbildung 19), konnte eine signifikant héhere TNF-a Konzentration nach

GA-Stimulation (p=0,0078) gemessen werden (Abbildung 20).

Abbildung 19: IL-6 Konzentration in pg/ml im ELISA gemessen (n=10, alte Probanden >80 Jahre)
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Darstellung der Einzelwerte, der Mediane und der Detektionsgrenze von 7,8pg/ml; p=0,05, Friedman-Test, Wil-

coxon matched-pairs signed rank fest mit Bonferroni-Holm Korrektur

Tabelle 10: ELISA-Messung I1.-6 im Serum alter Probanden

Kontrolle GA 20mg/ml CpG 10pg/ml
25% Perzentile 12,54 13,30 11,88
Median 20,27 28,64 19.96

75% Perzentile 49,06 55,79 34,68
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Abbildung 20: TNF-o Konzentration in pg/ml im ELISA gemessen (n=10, alte Probanden >80 Jahre)
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Darstellung der Einzelwerte, der Mediane und der Detektionsgrenze von 7,8pg/ml; **p=<0,01, Friedman-Test,

Wilcoxon matched-pairs signed rank test mit Bonferroni-Holm Korrektur

Tabelle 11: ELISA-Messung TNF-« im Serum alter Probanden

Kontrolle GA 20mg/ml CpG 10pg/ml
25% Perzentile 7,000 14,78 7.000
Median 20,41 32,36 21,65
75% Perzentile 57,65 75,19 40,08

Messungen von IL-18 im ELISA ergaben keine Messwerte oberhalb der Nachweisgrenze. Die

Daten konnten nicht ausgewertet werden und werden nicht gezeigt.
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4 Diskussion

Die Veranderung der Organfunktion im Laufe des Lebens, einhergehend mit dem Wandel der
Funktionsweise des Immunsystems, ist Bestandteil dieser Arbeit. Altere Patienten weisen so-
mit eher eine hohere Anzahl an Grunderkrankungen auf, welche klassische Symptome hin zu
cher schleichenden, atypischen oder unspezifischen Darstellungen abweichen ldsst (Samiy
1983). In diesem Zusammenhang steigt die Inzidenz von Infektionskrankheiten (Butcher et al.
2001), welche im schlimmsten Fall todlich enden kénnen. Die wesentliche Fragestellung war
nun, ob das innate Immunsystem von Personen hohen Alters (>80 Jahre) durch immunmodu-
latorische Substanzen positiv beeinflusst werden kann, damit eine bakterielle Infektion unbe-
schadeter tiberstanden und effektiver bekimpft werden kann. Die genutzten Stoffe waren vor
allem TLR-Agonisten, welche entsprechend ihres spezifischen Liganden eine dquivalente Im-
munreaktion induzieren. Vorangegangene Publikationen der Arbeitsgruppe apl. Prof. Dr. Ro-
land Nau — Experimentelle Neuroinfektiologie dienten in diesem Fall als ideengebend. Des
Weiteren kam GA als vielversprechender Naturstoff zum Finsatz. Die Ergebnisse, welche im

Zuge dieser Arbeit entstanden, werden nachfolgend diskutiert.

4.1  Getestete Konzentrationen zeigen dosisabhingige Wirkung

Zur Evaluierung der ideal nutzbaren Konzentration von GA, war die Arbeit von Baien et al.
2020 richtungsweisend. So konnten sie nach 11,5h, in Abwesenheit eukaryoter Zellen, bei
einer Konzentration von 5mg/ml und 20mg/ml eine zeitabhingige Wachstumsinhibierung
des untersuchten E. cw/i K1 feststellen. Auch der oxidative Burst bei dieser Konzentration war
vergleichbar mit dem, welcher nach einer Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-
acetat (PMA) detektierbar war. PMA als Phorbolester mit potentiell neoplastischem Effekt
(PubChem) wurde in diesen Versuchen als Positivkontrolle zur Untersuchung der NET's Bil-
dung genutzt. Parallel wurde auch der Effekt auf Gram-positive Bakterien, hier S. aureus
USA300 und S. azrens Newman, in Abwesenheit eukaryoter Zellen, gepriift. Konzentrationen
grofer 5mg/ml konnten durch die Messung der optischen Dichte eine Wachstumsinhibierung
nachweisen, welche sich elektronenmikroskopisch als bakteriostatische Figenschaft bestitigen
lieB. Auch 40mg/ml zeigten im Versuch mit S. aurens USA300 eine wachstumsinhibierende
Wirkung, welche sich allerdings im Laufe der Inkubationszeit als inkonstant darstellte. In eige-
nen Vorversuchen sowie nach Riicksprache mit Baien et al. als Kooperationspartner musste
auBerdem festgestellt werden, dass es bei hoheren Konzentrationen des polysacchariden Pul-
vers zu grofler werdenden Schwierigkeiten der Loslichkeit kam. Resultierend wurden

20mg/ml als maximale Konzentration in der Untersuchung einer dosisabhingigen Wirkung
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von GA festgelegt. Vitalititsuntersuchungen bestitigten keine toxische Wirkung auf eukaryote

Zellen.

Nach Erhebung der Daten und der Berechnung einer Korrelation nach Pearson ergab sich
eine moderate positive Beziechung zwischen der Phagozytose und der GA-Konzentration.
Schlussfolgernd hypothetisierten wir den Beginn einer Sigma-Kurve mit Vorhandensein eines
exponentiellen Zusammenhanges. Abbildung 2 zeigt die Messwerte in ihrer Abhingigkeit von
der Konzentration. Zur optimaleren Darstellung der x-Achse wurden die Konzentrationen
nach Addition mit 1 logarithmiert. Die Abbildung 2 zeigt einen eindeutigen Unterschied ab
einer Konzentration von 20mg/ml, im Bereich der niedrigeren Werte ist dieser nicht zu be-
obachten. Diese Beobachtung stitzt die Hypothese eines exponentiellen Zusammenhanges,
obschon weitere Messungen im hoher konzentrierten Bereich notwendig wiren, um dies si-
cher zu belegen. Bei Annahme eines exponentiellen Zusammenhanges lisst sich folgende Re-

gression schitzen: yipr/m = 6,290 Kmg/m” + 4257.

Eine stirkere Korrelation wire bei héheren Konzentrationen GAs anzunehmen, was allet-
dings mit der erschwerten Loslichkeit in Konflikt geraten kénnte. Die Entscheidung fiir ein
parametrisches Verfahren bei der Ermittlung des Korrelationskoeffizienten wurde bewusst
getroffen, um die quantitativen Unterschiede, besonders im Bereich der niedrigen Konzentra-

tionen, zu bertcksichtigen.

4.2 Phagozytose-Assay gibt erste Anhaltspunkte

Ein Vollblut-Assay wurde gewihlt, um ex vivo ein Modell zu simulieren, welches einem zz vivo
Modell nahekommt, um so mégliche Riickschlisse auf eine 7#-vivo-Situation ziehen zu kénnen
(Cooper et al. 2019), sei es, um eine Bestandsaufnahme der aktuellen Situation zu erhalten
oder um Moglichkeiten zu simulieren und zu untersuchen (Durhuus et al. 2021, Vollrath et al.
2021). Des Weiteren konnen induzierte 7z vivo Zytokinfreisetzungen im Vollblut-Assay prizi-
ser als in etablierten Versuchen mit Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) prognostiziert
werden (Coch et al. 2013). Neutrophile stellen die gré3te Gruppe phagozytierender Zellen dar,
sodass bei der ex vivo-Untersuchung humaner Leukozyten im Vollblut vor allem diese mit ihrer
verhiltnismilBig kurzen Lebenszeit beachtet werden mussen. Studien wiesen hier auf die ex-
vivo-Halbwertszeit humaner Neutrophile von ca. 8 Stunden hin (Pillay et al. 2010). Hu 2012
und Reiné et al. 2020 empfahlen im Zuge ihrer Arbeiten, das peripher entnommene Blut von
Probanden innerhalb von 2 Stunden nach Entnahme zu verarbeiten, um z.B. neutrophile
Granulozyten aufzureinigen. Die Erkenntnisse der Arbeitsgruppe Talla et al. 2019 wiesen im

Rahmen ihrer Untersuchungen allerdings einen bis zu 50%igen Verlust der Zellintegritit erst
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nach einer 24stindigen Inkubationszeit und einen vollstindigen Verlust nach 48 Stunden
nach, sodass die deutliche Verlingerung der untersuchten ex zivo-Lebensdauer neutrophiler
Granulozyten eine gewisse Stabilitit mit geringerer zeitlicher Anfalligkeit der Vollblut-Assays
bedeutet. Die Proben sollten dennoch weiterhin ziigig verarbeitet werden, aber Apoptose und

Funktionsverlust nehmen somit einen geringeren Stellenwert an.

Das Protokoll des Phagozytose-Assays beruht auf der etablierten Vorgehensweise seiner Art
(Santecchia et al. 2022). Gentamicin wurde als Antibiotikum verwendet, das in den eingesetz-

ten Konzentrationen nur geringfiigig die eukaryotische Zelle penetriert (Kaneko et al. 2016).

4.3  CpG als Positivkontrolle im jungen Probanden

Faktoren wie Antibiotikaresistenzen, Immunoseneszenz, ein immer hoheres Lebensalter oder
Immundysfunktion haben einen stetig wachsenden Einfluss auf die Okonomie und das Ge-
sundheitssystem. Neben der Suche nach neuen Antibiotika (Boyd et al. 2020), Adjuvantien
und Impfstoffen (Crooke et al. 2019) gewinnen auch Phytotherapeutika an Bedeutung und
erscheinen als recht nebenwirkungsarm vielversprechend (Jiang et al. 2021). Als polysacchari-

der Komplex war GA Schwerpunkt dieser Arbeit.

CpG als TLR-9 Agonist diente als Positivkontrolle zu GA im z-vitro-Experiment. CpG
(ODN) 1668 gehort zu der sogenannten B-Klasse der CpG (ODN) und enthilt ein optimier-
tes murines Motiv fiir die TLR-9 Stimulation (Jurk und Vollmer 2007). In vorangegangen Stu-
dien zeigte es eine dosisabhingige Freisetzung des anti-inflammatorischen Zytokins I1L.-10 und
die damit einhergehende supprimierte IFN-a Sekretion (Waibler et al. 2008). Des Weiteren
stimuliert CpG die Phagozytose von E. c/i K1 durch aufgereinigte murine Mikroglia (Ribes et
al. 2009). Auch in unseren Versuchen konnten wir die gesteigerte Phagozytose von E. cw/i K1
im jungen Probanden bestitigen (Abbildung 5). Nach einer zweistiindigen Priinkubationszeit,
einer 30 minutigen Ko-Inkubation mit dem gram-negativen Bakterienstamm und einer an-
schlieend folgenden Inkubationszeit von 30min mit Gentamicin in Losung konnte bei den
Personen im Alter von 20 bis 35 Jahren eine erhohte intrazellulire Zahl koloniebildender Ein-
heiten im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden (Abbildung 5). Zwar war die intrazel-
lulire Abtétung der phagozytierten Bakterien nicht signifikant erhoht, aber die Signifikanz-

grenze wurde nur knapp verfehlt (

Abbildung 7). Bei einer gréBeren Stichprobe kénnte diese hin zu einem eindeutigeren Ergeb-

nis beeinflusst werden.
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Auch im ELISA bei der Messung von TNF-o und IL-6 kam es zu keiner vermehrt messbaren
Sekretion, was an der Zeitspanne der Inkubation liegen kénnte. Ribes et al. 2009 und Diessel-
berg et al. 2018 inkubierten ihre murinen Mikrogliazellen jeweils fiir 24 Stunden mit den jewei-
ligen TLR-Agonisten, darunter CpG. Waibler et al. 2008 inkubierten ihre Zellen in Teilversu-
chen fir eine Stunde mit CpG, lieBen die Zellen im Anschluss allerdings fiir weitere 23 Stun-
den in frischem Medium ruhen. Alle Publikationen arbeiteten im murinen Modell mit aufge-
reinigten Zellen. Die Méglichkeit der Freisetzung dieser pro-inflammatorischen Zytokine im
humanen Vollblut-Assay kann somit nicht ausgeschlossen werden, bedirfte allerdings einer
Modifikation des Protokolls mit einer deutlichen Verlingerung der Priinkubationszeit auf bis
zu 24h, was allerdings in Konflikt mit dem ex 2o Uberleben der neutrophilen Granulozyten
gerit, sodass ein Kompromiss zwischen der Ubetlebenszeit neutrophiler Granulozyten und
der Messung von Zytokinen gefunden werden sollte. Zusitzlich stellt die Nutzung eines hu-

manen CpG-Motivs eine weitere Variable dar.

Beachtet man den natiirlichen Alterungsprozess des Immunsystems, stellen sich die Ergebnis-
se der Altersgruppe tiber 80 Jahre als nicht auBlerordentlich tberraschend dar. Zwar steigt die
Zahl himatopoetischer Stammzellen im Knochenmark, welche sich eher in myeloische Proge-
nitorzellen differenzieren, sodass letztendlich die Zahl der Immunzellen des innaten Immun-
systems steigt, allerdings geht dies mit der stetigen Abnahme ihrer Funktionalitit einher. Re-
sultierend kann dieser Teil des Immunsystems zum einen nicht mehr adiquat auf Pathogene
reagieren und zum anderen nicht mehr angemessen mit dem adaptiven Immunsystem kom-
munizieren (Bulut et al. 2020). Kontrir zu den Ergebnissen der jungen Probandengruppe
konnten die Proben der Gruppe tiber 80 Jahre nach Stimulation mit CpG keine Signifikanzen
erreichen (Abbildung 16). Die altersabhingige Abnahme der Phagozytoseleistung von neutro-
philen Granulozyten und Makrophagen steht hierbei im Fokus (Weiskopf et al. 2009). Auch
im ELISA konnten keine signifikanten Erhéhungen der Zytokine TNF-a und IL-6 gemessen
werden (Abbildung 19, Abbildung 20).

4.4  GA beeinflusst die Phagozytose und intrazellulire Abté6tung von E.

coli

GA fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der ROS-Produktion nach Zugabe, was resultie-
rend die Phagozytose steigerte (Baien et al. 2020). In beiden Probandengruppen steigerte GA
die Phagozytose von E. ew/i durch die Vollblutleukozyten signifikant (Abbildung 5, Abbildung

106); die intrazelluliren Bakterien wurden effektiver abgetotet
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Abbildung 7). Hervorzuheben sei, dass es in beiden Probandengruppen zu keiner signifikanten
Abtotung in den gemessenen Zeitraumen kam und somit GA keinen signifikanten Effekt zeig-

te

Abbildung 7, Abbildung 17). Allerdings weisen die p-Werte bei jungen Probanden nach 30min
(p=0,051) und bet alten Probanden nach 210min (p=0,0621) Anniherungen an die Signifi-
kanzgrenze p<0,05 auf.

Auch 60min nach Beginn der Antibiotikatherpie mit Gentamicin beim jungen Probanden
konnten intrazelluldr, im Vergleich zur Kontrolle und dem mit CpG stimulierten Blut, signifi-
kant mehr koloniebildende Einheiten gezihlt werden. Grund konnte der hohe Zuckergehalt
GAs sein, welcher E. co/i als ideale Grundlage der Vermehrung dient, was sich in der Betrach-
tung des Uberlebensfaktors offenbart (Abbildung 8). Die erhohte Bakterienzahl wurde somit

direkt durch die gesteigerte Phagozytose der Leukozyten beeinflusst.

Nichtsdestotrotz konnte im ELISA keine signifikante TNF-a und IL-6 Sekretion im Serum
junger Probanden gemessen werden, was auch in diesem Fall an der Linge der Inkubationszeit
liegen konnte (Xuan et al. 2010). Anders offenbart es sich in der zweiten Probandengruppe.
Abbildung 20 zeigt die signifikant erhohte Messung TNF-o im ELISA. Fraglich ist hierbei ist,
ob dies im Zusammenhang mit GA gewertet werden kann oder ob es lediglich eine messbare

Auswirkung des ,,inflamm-aging“ist (Fulop et al. 2019).

4.5 Extrazellulire Abtétung von S. aureus durch GA beeinflusst

Im Gegensatz zum cher intrazellulir abgetoteten E. c/i konnte bei den Gram-positiven S.
anrens Staimmen USA300 und Newman keine erhéhte Phagozytose festgestellt werden
(Abbildung 10, Abbildung 11). Durch deren vorwiegend extrazellulire Bekimpfung durch
Phagozyten untersuchten Baien et al. 2020 die dosisabhingige NETs-Bildung nach GA-
Stimulation, welche sich nicht bestitigte. Weiterhin ist S. aurens USA300 in der Lage, Nuklea-
sen zu bilden, welche den Mechanismus der extrazelluliren Abtétung herunterregulieren und
die neutrophile Destruktion férdern (Nizet 2010). Gegensitzlich dazu stellten sich die Uberle-
bensfaktoren beider . aureus-Stimme nach GA-Stimulation als erniedrigt dar, was einen Wi-
derspruch zu den intrazellulir gemessenen KBEs darstellt (Abbildung 14); eine statistisch sig-
nifikante Differenz blieb aus. Um diese Gegensitzlichkeit zu erkliren, wurden die extrazelluldr
gemessenen Bakterien nach einer 30minttigen Inkubationszeit mit GA mit den intrazelluliren
Messwerten nach 30 Minuten in ein Verhaltnis gesetzt und normalisiert. Hierbei ergeben sich
dhnliche Werte zwischen der Kontrolle und der Stimulation mit GA (Abbildung 15). In Zu-

sammenschau mit den intrazelluldr gemessenen KBEs, dem UF und dieser Berechnung kann



4 Diskussion 55

nachgewiesen werden, dass GA die Phagozytose von S. aureus nicht inhibierend beeinflusst,
aber extrazellular einen direkten antimikrobiellen Effekt zu haben scheint, wie es Baien et al.

2020 elektronenmikroskopisch festhielten.

4.6  Bisherige Erkenntnisse, zukunftstrichtige und vielversprechende

Ideen

Fir lange Zeit wurde vermutet, dass das Immungedichtnis ein Charakteristikum des adaptiven
Schenkels des Immunsystems darstellt. Forschungen in diesem Bereich konnten in den letzten
Jahren allerdings zeigen, dass auch innate Immunzellen und sogar organ- und gewebespezifi-
sche Stammzellen anpassungsfihige Eigenschaften zeigen, welche als ,,zrazned immunity defi-
niert wurden (Netea et al. 2020). Direkte Infektionen, PAMPs und die Zytokinfreisetzung im
Rahmen einer Infektion beeinflussen die epigenetische, transkriptionelle und funktionelle
Umprogrammierung von z.B. Phagozyten (Divangahi et al. 2021). Eine erhohte Kapazitit der
Zytokinsekretion und der antimikrobiellen Eigenschaften als Folge schaffen so einen unspezi-
fischen Schutz gegeniiber neuen Infektionen. Bereits vorhandene Vakzine wie Bacillus Cal-
mette-Guérin (BCG), die oralen Polio Vakzine oder der Masern-Impfstoff wurden z.B. bereits
als protektiver Ansatz gegentiber COVID-19 bei ilteren Personen vorgeschlagen. Daten der
ACTIVATE-Studie belegten, dass eine Vakzinierung ilterer Personen mit dem BCG-
Impfstoff zu einer erniedrigten Inzidenz von Infektionserkrankungen, insbesondere respirato-
rischen Infekten, fihrte (Giamarellos-Bourboulis et al. 2020). Auch lingst etablierte Medika-
mente wie der selektive Ostrogentrezeptormodulator Tamoxifen erweisen sich im zz-vitro-
Versuch als vielversprechend. Er steigert die NETs-Freisetzung und verstirkt so die bakterizi-
de Funktion neutrophiler Granulozyten, insbesondere gegeniiber S. awurens (Corriden et al.
2015). Als problematisch bei synthetischen Medikamenten kénnen sich mégliche unerwtnsch-
te Arzneimittelwirkungen (UAW) darstellen. Naturstoffe konnten die Briicke zwischen Modu-

lation und geringeren Nebenwirkungen schlagen.

Im Rahmen dieser Dissertation konnten wir den immunmodulatorischen Effekt GAs im jun-
gen und alten gesunden Probanden im zn-vitro-Versuch belegen. Die Ergebnisse kénnten als
Grundlage kommender Forschungen dienen. Jiang et al. 2021 hoben in ihrer Publikation un-
terschiedlichste bioaktive Komponenten pflanzenbasierter Lebensmittel hervor. So wiesen
Polysaccharide in Langzeitstudien eine auflerst geringe Toxizitit mit wenigen Nebenwirkun-
gen auf. Gesteigerte B- und T-Zellproliferation, erhohte Serumkonzentrationen der Zytokine
IL-1, IL-2, IL-6, I1L-8 und IFN-y sowie eine reduzierte Sekretion der pro-inflammatorischen

Zytokine IL-168 und TNF-a konnten u.a. definiert werden. Monophosphoryl-Lipid A wirkt
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tber die Bindung an den TLR-4 Rezeptor virulent und immunologisch aktiv, was Polysaccha-
ride als Adjuvantien in Impfstoffen zur Wirkverstirkung und Steigerung der natiirliche Im-
munreaktion des Korpers interessant macht (Sun et al. 2018). Die Bestimmung der aktiven
Komponenten GAs ist nun notwendig, um z.B. die intravenése Anwendung moglich zu ma-
chen. Bereits in der topischen Anwendung als Mundspilung (62,5mg/ml) konnten dhnliche
Ergebnisse zu Chlorhexidin, einer chemischen antibakteriellen Mundspillésung, erzielt wer-
den (Kamal et al. 2021). Neben echtem SuBholz (Gheyrrbiza glabra) zeigte GA im Vergleich zu
Chlorhexidin keine UAWSs wie brennende Missempfindungen, Geschmacksverinderungen,
metallischen Geschmack und Pilzinfektionen. Pflanzen der Familie der Ericaceae, Gaultheria
procumbens, wirken auf Grund ihres hohen Gehalts an nattirlichen Salicylaten antioxidativ, anti-
inflammatorisch, senken die ROS-Level und beeinflussen die Zytokinsekretion. Sie dienen so
als phytotherapeutische Alternative zur synthetisch hergestellten Acetylsalicylsdure (Michel et
al. 2019). Weitere Studien belegten den inhibitorischen Effekt von NADPH Oxygenase-
abhingigen Mechanismen durch Extrakte wie Psidium guajavas, Tamarindus indicas und Calendula
officinalis* und die damit einhergehende ROS-Produktion mit PMA stimulierten neutrophilen

Granulozyten (Fernandes et al. 2014).

Vielversprechende Forschungsergebnisse zu natiirlich vorkommenden Wirkstoffen in Pflan-
zen bieten Alternativen zu bereits etablierten Pharmazeutika. Die aktiven Komponenten, wel-
che es herauszufinden gilt, erméglichen Chancen auf eine |, #rained immunity fur die ilteren
Individuen der Gesellschaft. Morbiditit und Mortalitit durch bakterielle Infektionen kénnen
gesenkt, der Einsatz von Antibiotika reduziert und Resistenzbildungen im Patienten entgegen-
gewirkt werden. Die Daten dieser Arbeit dienen als Grundlage und sollten durch zukinftige

in-vivo-Versuche im murinen oder humanen Modell verifiziert werden.
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5  Zusammenfassung

GA stimuliert humane Vollblutleukozyten junger (20-35 Jahre) und alter (>80 Jahre) gesunder
Personen im ex-vivo-Modell, wodurch die Phagozytose gesteigert wird. Eine simultane Stimula-

tion der intrazelluliren Abtétung konnte in beiden Probandengruppen nicht bewiesen werden.

Da sich GA in der Literatur als erfolgreich in der topischen Anwendung erwies, ergab sich die
Frage, ob sich diese Ergebnisse auf einen systemischen Einsatz tibertragen lassen und GA
ebenfalls eine antibakterielle Wirkung zeigt. Das Blut wurde gesunden Probanden in den Al-
tersgruppen 20-35 Jahre und tber 80 Jahre peripher entnommen, Ein- und Ausschlusskrite-
rien wurden vor Beginn der Versuchsreihen festgelegt. Durch die Erstellung einer Dosis-
Wirkungskurve konnte die Konzentration GAs bestimmt werden, welche eine Stimulation der
Vollblutleukozyten erzielte. Restriktion war hierbei die Loslichkeit des polysacchariden Pul-
vers, sodass hohere Konzentrationen als 20mg/ml nicht getestet werden konnten. Mittels
Trypanblaufirbung konnte nachgewiesen werden, dass GA auf eukaryote Zellen nicht zytoto-
xisch wirkt. Es wurden Daten durch Phagozytose-Assay fiir den Gram-negativen Stamm E.
co/i K1 und die Gram-positiven Stimmen S. axrens USA300 und Newman gesammelt. Als Po-
sitivkontrolle setzte sich der TLR-9 Agonist CpG (ODN) 1668 durch. Wihrend GA im jun-
gen und alten Probanden zu einer signifikant erhéhten Zahl phagozytierter KBE von E. oo/
fihrte, konnte bei S. aureus lediglich eine direkte antibakterielle Wirkung vermutet werden. Auf
die Phagozytose der Gram-positiven Stimme hatte GA keinen Einfluss. In beiden Proban-
dengruppen wurden nach 2-stindiger Priinkubation mit CpG (ODN) 1668 keine statistisch
signifikanten Differenzen gemessen. Die Konzentrationsmessungen der Zytokine TNF-o und
IL-6 ergaben lediglich bei TNF-a im alten Probanden eine signifikante Steigerung durch GA-
Stimulation. Alle weiteren Messungen im ELISA wiesen keine signifikanten Ergebnisse auf.

IL-16 konnte in keiner Gruppe beweiskriftig gemessen und ausgewertet werden.

Zusammenfassend konnen im Rahmen dieser Arbeit die immunstimulatorischen Eigenschaf-
ten des polysacchariden Naturstoffes GA bestitigt werden. Gleichzeitig inhibiert GA das
Wachstum einiger Bakterien. Sowohl diese Arbeit als auch bereits publizierte Daten bieten
Grundlage zur Annahme, dass Naturstoffe und bereits vorhandene Impfungen den Weg zu
einer fokussierten ,,zrained immunity* bereiten kénnten. Studien in murinen oder humanen -
vivo-Modell sollten zur Verifizierung der Hypothese folgen. Ebenso erweist sich die Suche

nach der/den aktiven Komponente/n als zukunftsweisend.
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