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Abkiirzungsverzeichnis

A/E lesions Attach and efface lesions

ADAMTS13 a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type
1 motif 13

cf-DNA Cell-free DNA

EHEC Enterohdmorrhagischer Escherichia coli

Esp Escherichia coli secreted proteins

GB3C-Rezeptor Globotriaosylceramide-Rezeptor

GFR Glomerulére Filtrationsrate

H3cit Citrullinated histone H3

HUS Hiamolytisch Urdmisches Syndrom

IL-8 Interleukin 8

IRF3/IRF5 interferon regulatory transcription factor 3/5

KO Knockout

LDH Lactathydrogenase

LEE Locus of enterocyte effacement

LPS Lipopolysaccharide

MAC Membrane attack complex

MCP1 Monocyte chemotactic protein

MD2 Myeloid Differentiation Factor 2

MPO Myeloperoxidase

MyD-88 Myeloid differentiation factor 88

NE Neutrophile Elastase

NETs Neutrophile extracellular traps (dt.: Neutrophile
extrazelluldre Fallen)

NFkB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells

PAD4 Peptidyl-Arginin-Deiminase-4

STEC Shigatoxin bildende Escherichia coli/Shigatoxin producing
Escherichia coli

Stx Shiga-Toxin

Tir Translokierter Intimin-Rezeptor




TLR Toll-like-Rezeptor
TLRC Toll-like receptor complex
TTP Thrombotisch-thrombozytopenische Purpura

vWF

von-Willebrand-Faktor




1. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist im ersten Schritt der Nachweis der NETose nach Stimulation
neutrophiler Granulozyten mit Shiga-Toxin 2 in vitro. Im zweiten Schritt soll der Einfluss
des TLR4-Rezeptorhemmers TAK242 auf die NETose eruiert werden. In einer Studie
von Khan et al. 2017 konnte bewiesen werden, dass sich die durch LPS induzierte
NETose durch TAK242 reduziert. Nun soll nun iiberpriift werden, ob dies auch nach
Stimulation durch Shiga-Toxin 2 eintritt.

Aufgrund der limitierten Aussagekraft der in vitro Versuche erfolgt im zweiten Schritt
die vergleichende Bestimmung der NET-Parameter in einem HUS-Mausmodell zwischen
Wildtyp und einem TLR4-Knockout. Verglichen werden soll auch eine eventuell
bestehende Differenz in der Schwere der Beeintrdchtigung oder Mortalitéit im Versuch.
Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Beurteilung der Frage, ob die Inaktivitit des
Toll-like-Rezeptor-4 zu einer geringeren Krankheitsaktivitét fiihrt.

Um diese Ziele zu erreichen wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

1. Bestimmung der etablierten NETose Nachweise cf-DNA, neutrophile Elastase,
Calcium-Einstrom und Immunofluoreszenz von Myeloperoxidase, H3cit sowie cf-DNA
bei frisch isolierten neutrophilen Granulozyten freiwilliger Spender nach Exposition
gegeniiber Shiga-Toxin 2

2. Vergleich dieser Parameter nach Inkubation mit TAK242

3. Bestimmung der Aktivitit des TLR4-Signalwegs durch IRF3 und IRF5 mittels qPCR
nach Inkubation mit Shiga-Toxin 2 und TAK242

3. FACS von Annexin V und Propidium lodid (PI) zum Ausschluss der cf-DNA Genese
aus apoptotischen oder nekrotischen Prozessen

4. Bestimmung der NETose-Parameter neutrophile Elastase, Myeloperoxidase und cf-
DNA im Blutplasma von Miusen des Typs C57/Bl6 sowie TLR4-Knockouts desselben
genetischen Hintergrunds

5. Vergleich der Belastungssituation und Mortalitdt bei C57/B16 versus TLR4-Knockout



2. Einleitung

2.1. Das Hamolytisch-Urdmische Syndrom

2.1.1. Definition

Das hdmolytisch-urdmische Syndrom (HUS) wurde erstmalig 1955 von Gasser et al.
beschrieben (Gasser, Gautier et al. 1955). Es ist durch eine Trias von hdmolytischer
Andmie, Thrombozytopenie und einer akuten Nierenfunktionseinschrinkung
charakterisiert. Pathophysiologisch handelt es sich um eine thrombotische
Mikroangiopathie (Fakhouri, Zuber et al. 2017), die mehrheitlich im Anschluss an eine
Infektion mit enterohdmorrhagischem Escherichia coli (EHEC) oder seltener Shigella
dysenteriae Typ 1 auftritt. Sie wird im Wesentlichen durch deren Shiga-Toxin (Stx)
verursacht (Jeong, Park et al. 2018).

Bei 10% der Patienten tritt die oben genannte Symptomtrias jedoch durch eine
Fehlregulation des Komplementsystems auf und wird dann als atypisch klassifiziert
(Fakhouri, Zuber et al. 2017). In dieser Arbeit wird im Folgenden das mit EHEC

assoziierte HUS im pédiatrischen Patientenkollektiv betrachtet.

2.1.2. Klinik

Nach Ingestion von EHEC entwickeln Patienten nach einer Inkubationszeit von
durchschnittlich 3-7 Tagen zundchst Bauchschmerzen (Bell, Goldoft et al. 1994). Bei 95
% treten im weiteren Verlauf blutige Diarrhoen auf (Ostroff 1989), die meist Anlass zur
erstmaligen drztlichen Konsultation sind. Beim hdufigsten mit HUS assoziierten EHEC-
Serotyp O157:H7 entwickeln circa 15 % der Erkrankten 5-13 Tage nach Symptombeginn
die typische Trias des HUS (Chandler, Jelacic et al. 2002, Tarr, Gordon et al. 2005). Zu
den Begleitsymptomen zihlen Fieber (30 %) sowie Erbrechen und Ubelkeit (50 %)
(Scheiring, Andreoli et al. 2008).

Die urséchlichen Mechanismen fiir die Entwicklung eines HUS nach EHEC-Infektion bei
lediglich einem Teil der Infizierten ist nicht abschliefend geklért. Als pradisponierende

Faktoren werden jedoch in der Literatur diskutiert:

Patientenalter < 5 Jahren
= weibliches Geschlecht

=  Antimotilititsmedikation
= Dblutige Diarrhoe

=  Fieber



=  Erbrechen
= Leukozytose
= Antibiotikaeinsatz'

(Scheiring, Andreoli et al. 2008)

Ywiderspriichliche Datenlage, siehe 2.1.6 Therapie

Laborchemisch zeigt sich eine hdmolytische Andmie mit erniedrigtem Hédmo- und
Haptoglobin sowie erhohter Laktatdehydrogenase. Ursache dieser Andmie ist eine
mechanische Schidigung der Erythrozyten durch Mikrothrombosierungen, insbesondere
in der Niere. Analog dazu entwickelt sich eine Thrombozytopenie bei erhdhtem
Verbrauch durch Koagulation. Im Rahmen des akuten Nierenversagens treten neben
erhohten Harnstoff- und Kreatininwerten sekundédre Elektrolytverschiebungen auf.
Symptomatisch duBert sich dies durch eine Oligurie bis Anurie. Bei Urinuntersuchungen
sind Hamaturie, Proteinurie und Hdmoglobinurie als Ausdruck der renalen Beteiligung
typisch (Scheiring, Andreoli et al. 2008).

Ein Nachweis des Shiga-Toxins ist bei zwei Drittel der Patienten durch die Anfertigung
einer Stuhlkultur moglich. AuBBerdem kann die Bestitigung der Diagnose mittels PCR
erfolgen. Ein serologischer Nachweis durch IgM-Antikorper gegen EHEC kann versucht
werden, wenn mittels Stuhlkultur oder PCR kein Erregernachweis gelingt (Mody, Luna-

Gierke et al. 2012, Miiller 2016).

2.1.3. Epidemiologische Daten

Ein HUS tritt nach Aufnahme von EHEC keinesfalls zwingend auf. Laut
Hochrechnungen ist weltweit von iiber 2,8 Millionen Erkrankungen bei Kindern und
Erwachsenen durch EHEC auszugehen, davon entwickeln 3.890 der Betroffenen ein
HUS. 1.630 der Patienten zéhlen dabei zur Altersgruppe der 0-4-Jahrigen und 720 zu den
5-15-Jéhrigen (Majowicz, Scallan et al. 2014). Hauptsichlich betroffen ist die
Altersgruppe der unter 5-Jdhrigen. Hier betrdgt die Inzidenz in Deutschland
1,17/100.000. Mit zunchmendem Alter sinkt sie bei Patienten unter 15 Jahren auf
0,71/100.000 (Gerber, Karch et al. 2002).

Die global groBte Inzidenz tritt aufgrund rezidivierender EHEC-Endemien in
Lateinamerika auf und liegt bei 10-17/100.000 Kindern unter 5 Jahren (Rivas, Chinen et
al. 2014). Aufgrund dessen gilt das hdmolytisch urdmische Syndrom als hédufigste



Ursache fiir ein akutes Nierenversagen bei Kindern unter 5 Jahren (Nathanson, Kwon et
al. 2010).

Hauptreservoir des EHEC sind Rinder, bei denen sie hdufig als Teil der kommensalen
Darmflora nachweisbar sind (Armstrong, Hollingsworth et al. 1996, Naylor, Gally et al.
2005). Als Hauptinfektionswege gelten daher unzureichend gegartes Rindfleisch oder
kontaminiertes und nicht gewaschenes, rohes Gemiise. Selten beschrieben ist auch eine
fikal-orale Ubertragung von Mensch zu Mensch oder eine Ansteckung durch den Kontakt
zu Rindern in Viehbetrieben (Armstrong, Hollingsworth et al. 1996).

Der beim HUS erstmals nachgewiesene und hiufigste Serotyp ist O157:H7. Dieser ist
wahrscheinlich weltweit fiir 2.000 Neuerkrankungen jéhrlich verantwortlich. Non-
O157:H7 Typen gewinnen jedoch zunehmend an Bedeutung (Majowicz, Scallan et al.

2014, Joseph, Cointe et al. 2020).

2.1.4. Komplikationen

Als typische Komplikationen des HUS gelten extrarenale Manifestationen der
thrombotischen Mikroangiopathie. Haufigste Lokalisation und zugleich assoziiert mit
einer schlechteren Prognose und ausgeprigter renalen Schadigung ist die Beteiligung des
zentralen Nervensystems (Khalid and Andreoli 2018). Diese tritt bei 29 % der Patienten
in der Akutphase auf (Rosales, Hofer et al. 2012). Das Spektrum der neurologischen
Symptomatik reicht hierbei von Krampfanfillen und pyramidalen sowie
extrapyramidalen Bewegungsstérungen bis zu Bewusstseinsstorungen. Bei nur 50 %
dieser Patienten ist die vollstdndige Riickbildung der neurologischen Beeintréchtigung zu
erwarten (Nathanson, Kwon et al. 2010).

Des Weiteren entwickelt sich in der Akutphase hdufig ein arterieller Hypertonus (bis zu
36 %) (Loos, Ahlenstiel et al. 2012), bedingt durch ein hohes zirkulierendes Volumen
sowie Elektrolytverschiebungen aufgrund der akuten Nierenschidigung.

Seltener kommt es zu einer Pankreatitis, die durch erh6hte Amylase und Lipase auftillt.
Bei einem geringen Prozentsatz bilden sich dabei Nekrosen im Pankreas. Als Folge ist
jedoch eine endokrine oder exokrine Beeintrachtigung bis zur Entstehung eines Insulin-
abhéngigen nicht-autoimmunen Diabetes moglich (Andreoli and Bergstein 1982). In
Untersuchungen trat passager in der akuten Phase bei 3,2-6,6 % der erkrankten Kinder
eine Glucoseintoleranz mit Hyperglykdmie auf, die zum Teil eine Therapie mit Insulin

notwendig machte (Robson, Leung et al. 1995, Suri, Clark et al. 2005). Zu weiteren
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moglichen abdominellen Komplikationen zdhlen Darmischdmien oder -nekrosen
(Saltzman, Chavers et al. 1998).

Selten beobachtet werden kardiovaskuldre Komplikationen im Sinne einer
Herzinsuffizienz, eines Perikardergusses, einer eingeschrinkten Myokardfunktion oder
einer linksventrikuldren Herzmuskelhypertrophie. In FEinzelfillen konnen okuldre
Komplikationen auftreten. Berichtet wurde von einer retinalen Blutung sowie
ischdmischen Lasionen entlang des Nervus opticus (Geraissate, Yamamoto et al. 2014,
Loudon, Dorresteijn et al. 2014).

Unter addquater medizinischer Behandlung verlaufen 1-5 % der Erkrankungen letal
(Vaisbich 2014). Risikofaktoren fiir das Eintreten des Todes in der Klinik bei Kindern

sind:

= Leukozyten > 41.900 Zellen/ml
= Leukozyten 25.400-41.900 Zellen/ml und Hadmatokrit > 19,6 %
» Leukozyten > 25.400 Zellen/ml und kiirzlich stattgehabte respiratorische
Infektion
(Mody, Gu et al. 2015)

2.1.5. Folgeschdden
Nach dem Ende der akuten Erkrankung leiden 30 % der HUS-Patienten unter

Folgeschédden. Es wurden folgende Risikofaktoren fiir deren Auftreten beschrieben:

Leukozyten > 20.000 Zellen/ml

Plasmaaustausch in akuter Phase

Dialysedauer

= Hypertonus in der akuten Phase

Hamoglobin > 5,6 mmol/l

(Rosales, Hofer et al. 2012)

Als Ausdruck einer ausgeprigten renalen Beeintrichtigung entwickeln 12 % der
Patienten im Verlauf eine chronische Niereninsuffizienz im Endstadium (Garg, Suri et al.
2003). Zu weiteren haufigen Folgeschidden gehdren eine Proteinurie (18 %), arterielle
Hypertonie (9 %), reduzierte GFR (7 %) und eine persistierende neurologische

Symptomatik (4 %). Patienten, die im ersten Jahr keine Folgeschdden aufwiesen,
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entwickelten diese zum Teil im weiteren Verlauf. Daher sind lange Nachuntersuchungen

notwendig (Rosales, Hofer et al. 2012).

2.1.6. Therapie

Eine spezifische Behandlung des HUS steht bislang nicht zur Verfiigung, sodass
supportive Mallnahmen den Grundstein der Therapie bilden (Miiller 2016).

Der gezielte Einsatz von Antibiotika ist in der Literatur umstritten, da es Hinweise dafiir
gibt, dass dieser das Risiko fiir die Entwicklung eines HUS nach EHEC-Infektion
signifikant erhdht. So war in einer Studie der Anteil in der Gruppe der antibiotisch
behandelten Kinder dreimal hoher (Wong, Mooney et al. 2012). Da dem widersprechend
ebenfalls Studien vorliegen, die keinen oder einen protektiven Effekt nachweisen, ist das
Risiko-Nutzen-Verhéltnis weiterhin unklar (Agger, Scheutz et al. 2015).

AufBlerdem gibt es keine Evidenz fiir den Einsatz von Immunglobulinen oder
Plasmainfusionen. In der Vergangenheit erfolgten vereinzelt Plasmapherese und die Gabe
des Komplementinhibitors Eculizumab als probatorischer Behandlungsversuch. Auch fiir
diese Therapie gibt es jedoch weiterhin keine Evidenz (Menne, Nitschke et al. 2012,
Dinh, Anathasayanan et al. 2015, Miiller 2016).

2.2. Pathophysiologie des Himolytisch-Urdmischen Syndroms

2.2.1. E. coli O157:H7 und Shiga-Toxin

Die nédhere Klassifizierung eines Escherichia coli erfolgt iiber O- und H-Serogruppen. O-
Antigene sind Kohlenhydrate und Bestandteil des Lipopolysaccharids gramnegativer
Bakterien auf der Zelloberfldche. Bei dem H-Antigen handelt es sich um ein Protein der
Flagellen (Wolf 1997).

Die notige Bakterienlast fiir eine Infektion mit dem hdufigsten HUS-assoziierten EHEC
O157:H7 ist auBerordentlich niedrig. Gastroenteritiden und HUS-Erkrankungen wurden
bereits beim Verzehr von < 700 Bakterien beobachtet (Tuttle, Gomez et al. 1999).

Das Shiga-Toxin ist der groBite pathogene Faktor des EHEC und kommt je nach
Unterform in verschiedenen Varianten vor. Shiga-Toxin 2 (Stx 2) ist dabei die Form, die
im Wesentlichen das Himolytisch-Urdmische Syndrom verursacht (Ogura, Mondal et al.

2015).
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2.2.2. Von der Inokulation des EHEC zum Hdmolytisch-Urdmischen Syndrom

Nach der Ingestion des EHEC erfolgt die Bindung des einzelnen Bakteriums an A/E
Lisionen (= ,,attach and efface lesions) im menschlichen Kolon (Moon, Whipp et al.
1983). Diese Bindungsstelle ist im ,locus of enterocyte effacement* (LEE) des
Bakteriums kodiert (McDaniel and Kaper 1997). AuBlerhalb des LEE (non-LEE) befindet
sich die genetische Information fiir 17 weitere Effektoren, Insertionselemente und
Prophagen. Diese non-LEE Effektoren sind notwendig, um die oben genannten A/E
Lisionen in der menschlichen Darmmukosa zu verursachen (Cepeda-Molero, Berger et
al. 2017).

Das LEE enthélt auBerdem Informationen fiir das Adhésin Intimin, Chaperone, das Typ-
3-Sekretionssystem des EHEC (T3SS, EspA, EspB, EspD), fiir 6 Effektormolekiile sowie
den translokierten Intimin-Rezeptor (Tir) (Gaytan, Martinez-Santos et al. 2016). Viele
dieser LEE-Effektorproteine, ausgenommen EspZ, vermitteln Cytotoxizitit, die
Reorganisation des Zytoskeletts und bedingen Elektrolytverschiebungen, die die
charakteristische Diarrhoe verursachen (Guttman and Finlay 2008, Wong, Pearson et al.
2011). EspZ reguliert die zytotoxische Wirkung der Effektorproteine und verhindert so
den sofortigen Zelltod (Berger, Crepin et al. 2012).

Nach der Anheftung kommt es, am ehesten durch Intimin und Tir vermittelt, zu einer
Bindung an die apikale Plasmamembran des Enterozyten. Dadurch akkumuliert F-Aktin
an dieser Stelle und die Mikrovilli des Enterozyten werden zerstort (Lai, Rosenshine et
al. 2013). Es bilden sich sogenannte ,,pedestal-like-structures” (Frankel and Phillips
2008). Das Shiga-Toxin gelangt infolgedessen durch perizelluldren oder transzelluldren
Transport ins Blut (Malyukova, Murray et al. 2009). Erleichtert wird dies dadurch, dass
die Blutgefile des Kolons durch die A/E Lésionen bereits geschéddigt sind (Savage,
Campellone et al. 2007).

Das Shiga-Toxin des EHEC hat eine ABS5-Struktur mit einer enzymatischen A-
Untereinheit und fiinf B-Untereinheiten, die die Anhaftungsstelle bilden (Fraser, Fujinaga

et al. 2004).
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Abbildung 1: Graphische Darstellung der Struktur des Shiga-Toxins (Sandvig 2015)

Als Bindungsstelle der B-Untereinheiten gilt beim Menschen vorrangig der
Globotriaosylceramid-Rezeptor (Gb3-Rezeptor). In besonders groBer Dichte ist dieser
auf den glomeruldren Endothelzellen exprimiert, wodurch die Nieren vorrangig
geschédigt werden (Boyd and Lingwood 1989, Rutjes, Binnington et al. 2002, Okuda,
Tokuda et al. 2006).

Der Komplex aus Shiga-Toxin 2 und dem Gb3-Rezeptor wird nach der Bindung
endozytotisch aufgenommen und retrograd {iiber den Golgi-Apparat zum
endoplasmatischen Retikulum transportiert (Sandvig, Garred et al. 1992). Dort wird die
A-Untereinheit proteolytisch prozessiert, sodass ein Al-Fragment mit N-
Glucosidaseaktivitit entsteht. Dieses Al-Fragment gelangt in das Zytosol der
Endothelzelle und spaltet ein Adenin von der 28s-rRNA, die fiir die 60-S-Untereinheit
der eukaryotischen 80-S-Ribosomen codiert, ab. Durch Inhibition der Bildung neuer
Ribosomen kann in der Zelle anschlieBend keine Transkription und somit keine
Proteinbiosynthese stattfinden (Endo, Tsurugi et al. 1988, Saxena, O'Brien et al. 1989).
In in vitro Versuchen wurde beobachtet, dass Lipopolysaccharid, als weiterer pathogener
Cofaktor des EHEC, die Wirkung von Shiga-Toxin auf die Proteinbiosynthese verstirken
kann (Louise and Obrig 1992). Auch gibt es im Primatenmodell Hinweise, dass LPS die
Konzentration von GB3-Rezeptoren erhoht und so die Sensitivitit gegeniiber Shiga-
Toxin steigert (Clayton, Pysher et al. 2005). Zusétzlich kann es durch Freisetzung
prothrombotisch wirkender Chemokine und Adhésionsmolekiille sowie durch
Aktivierung des Komplementsystems die Entstehung von Thrombosen begiinstigen

(Matussek, Lauber et al. 2003, Zoja, Buelli et al. 2017).
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Zu den moglichen pathohistologischen Merkmalen des HUS zéhlt die intraglomerulére
Thrombose (Abbildung 3a) sowie die Infiltration neutrophiler Granulozyten in den
Glomerulus (4bbildung 3b) (Inward, Howie et al. 1997). AuBerdem mdglich ist eine
Verdickung der GefiBwinde, ein Endothel-Zell-Odem, die Ablosung der Basalmembran

sowie Ansammlung von Triimmern im subendothelialen Raum (Vaisbich 2014).

Abbildung 2: humane Niere beim HUS, a) 60-fache Vergroferung mit Periodic Acid-
Silber-Firbung b)100-fache Vergroferung mit Immunoperoxidase-Fdarbung fiir CD15
(Inward, Howie et al. 1997)
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2.2.3. Aktivierung zelluldrer Signalkaskaden durch Shiga-Toxin

Die Aktivierung verschiedener Signalwege durch Shiga-Toxin wurde beschrieben. EHEC
kann durch einen alternativen Weg direkt das Komplementsystem stimulieren. Durch
Spaltung entsteht vermehrt der Komplementfaktor C5a, der wiederum neutrophile
Granulozyten aktiviert. AuBlerdem entsteht ein antibakteriell wirkender ,,membrane
attack complex* (MAC.) Parallel wirkt C5a aber auch auf andere Zellen des Korpers und
verursacht so beispielsweise die intravasale Himolyse von Erythrozyten. Dadurch sinkt
die Konzentration von Stickstoffmonoxid im Blut und durch die Verminderung dessen
vasodilatorischer Wirkung verengen sich die BlutgefdBe. Dieser Prozess fordert die
Blutgerinnung, was wiederum das Komplementsystem stirker aktiviert. Auch der MAC
und C5a wirken auf Thrombozyten proaggregatorisch. Endothelzellen setzen bei einer
Schéadigung durch Shiga-Toxin den prokoagulatorisch wirkenden ,, Tissue Factor* (TF)
frei. So verursacht die Aktivierung zahlreicher thrombotisch wirkender Signalwege
Thrombosen im mikrovaskuldren System, insbesondere der Niere. Dies fiihrt zu einer
Gewebsschiddigung und infolgedessen zu einer Einschrinkung der Nierenfunktion
(Jokiranta 2017). Durch diese Schiadigung des Gewebes wird zusétzlich der von-
Willebrand-Faktor (vWF) frei (Nolasco, Turner et al. 2005).

Shiga-Toxin aktiviert auBerdem den NFxkB-Signalweg, der in der Freisetzung von
Chemokinen und MCP-1 aus Monozyten miindet. Diese fordern die Aggregation von
Leukozyten (van Setten, Monnens et al. 1996, Zoja, Angioletti et al. 2002).

Auch der Toll-like-Receptor 4 (TLR4) kann Shiga-Toxin 2 binden. Infolgedessen kommt
es zu einer Ausschiittung von Zytokinen, ebenso wie bei der Stimulation mit LPS

(Brigotti, Carnicelli et al. 2013).

2.3. ,,Neutrophil Extracellular Traps* (NETs)

,Neutrophil extracellular traps* (NETs) sind Teil der angeborenen Immunantwort gegen
extrazelluldre Erreger und entstehen aus neutrophilen Granulozyten in einem Prozess
namens NETose. Dabei bildet sich ein Komplex aus Histonen, dekondensierter DNA und
antibakteriell wirkenden Proteinen, wie der neutrophilen Elastase (NE) oder
Myeloperoxidase (MPO). Aktiviert wird die NETose durch eine Vielzahl an Pathogenen
(Brinkmann, Reichard et al. 2004) und kann als neue Form des Zelltods bezeichnet
werden (Fuchs, Abed et al. 2007).

Der Grofteil der DNA neutrophiler Granulozyten im nicht aktivierten Zustand liegt als
Heterochromatin im Nukleus vor (Wang, Li et al. 2009). Die Trigger der NETose binden
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an Rezeptoren der Zelloberfliche. Ein Beispiel hierfiir ist der TLR4-Rezeptor. Diese
Bindung induziert im Anschluss eine Calciumfreisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikulum. Dies aktiviert wiederum die Proteinkinase C (PKC), was zur Aktivierung der
NADPH-Oxidase auf Zellmembranen und Lysosomen fiihrt. Es wird Superoxid generiert,
das mit Wasser und Chlorid zu Hypochlorit reagiert. Diese Reaktion aktiviert PAD4, das
in den Zellkern transloziert, wo es die Hypercitrullination von Histon 3 (H3cit) und 4
verursacht. H3cit ist ein grundlegender struktureller Bestandteil der NETs (Law and Gray
2017, Wang, Li et al. 2009 ).

Die neutrophile Elastase und Myeloperoxidase sind Enzyme, die in Granula neutrophiler
Granulozyten intrazelluldr gespeichert werden. Molekular konnte die Freisetzung durch
Reactive Oxygen Species (ROS) initiiert werden. Nach der Freisetzung beider Enzyme
transloziert NE zuerst in den Zellkern. Dort schwiécht es zusitzlich die Histone und
fordert die Dekondensation das Chromatin. Bei der Bindung von MPO an diese
Strukturen im Verlauf wird die Dekondensation weiter verstirkt. Diese synergistische
Wirkung kénnte der Grund fiir die Freisetzung der NETs sein (Papayannopoulos, Metzler
et al. 2010). Diese Annahme wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass MPO-
defiziente Menschen keine NETs generieren konnen (Metzler, Fuchs et al. 2011). Auch
Patienten mit einer Beeintrichtigung der NADPH-Oxidase, die kein ROS generieren
konnen, formen keine NETs (Fuchs, Abed et al. 2007).

Beide Enzyme verfiigen auflerdem {iber antibakterielle Eigenschaften und unterstiitzen so
die Erregerabwehr. Bei NE-KO Méusen wurde ein verringertes Uberleben nach Infektion
durch E. coli beobachtet (Belaaouaj, Kim et al. 2000). Analoge Ergebnisse erbrachten
Versuche mit MPO-KO Tieren in einem Sepsismodell. Die Autoren vermuten als
Ursache eine antibakteriell wirkende Reaktion von Hydrogenperoxid und Chlorid zu

hypochloriger Sdure (Gaut, Yeh et al. 2001).
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der NETose (Sorensen and Borregaard 2016)

Die Beteiligung von NETs konnte schon bei zahlreichen Krankheitsbildern nachgewiesen
werden, darunter die Sepsis, Thrombosen, Wundheilungsstérungen (Fadini, Menegazzo
et al. 2016), Krebserkrankungen sowie autoimmunologischen Erkrankungen

(Papayannopoulos 2018).

2.4. Stellenwert der NETose beim Hamolytisch-Urdmischen Syndrom

Durch vermehrte NETose und verminderten Abbau durch kdrpereigene DNasen ist die
Konzentration von NETs im Blut von HUS-Patienten signifikant hoher als im Blut
Gesunder (Ramos, Mejias et al. 2016, Leffler, Prohaszka et al. 2017). Als Ursache der
verminderten DNase-Aktivitét, die bei iiber 50 % der Patienten festgestellt wurde, ldsst
sich eine Hemmung des Enzyms durch Aktin und ATP aus geschiddigtem Gewebe
vermuten (Leffler, Prohaszka et al. 2017).

Auch zeigt sich eine erhohte Bereitschaft neutrophiler Granulozyten zur NETose ex vivo.

Die Ursache dafiir konnte eine stattgefundene Stimulation dieser in vivo, unter anderem
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durch Shiga Toxin und Integrine, sein. /n vitro konnte bereits nachgewiesen werden, dass
Shiga-Toxin 2 NETose initiieren kann (Ramos, Mejias et al. 2016).

NETs selbst konnen die Entstehung von Thromben fordern, indem sie ein Grundgertist
fiir die Anlagerung von Thrombozyten durch Interaktion mit Fibrinogen bilden (Fuchs,
Brill et al. 2010). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass es bei der Aktivierung der
neutrophilen Elastase zur Freisetzung des prothrombotisch wirkenden ,,Tissue Factors*
kommt (Massberg, Grahl et al. 2010). In vitro und in vivo-Versuche zeigten auBBerdem,
dass NETs Komplexe mit Fibrin eingehen und so Thromben stabilisieren kdnnen (Fuchs,
Brill et al. 2010). Somit verfiigen sowohl das Shiga-Toxin 2, wie in Absatz 2.2.3.
beschrieben, als auch NETs iiber prothrombotische Eigenschaften, die in Zusammenhang

mit der thrombotischen Mikroangiopathie beim HUS stehen kdnnten.

2.5. Der Toll-Like-Rezeptor 4-Signalweg

Erstmalig wurde das Toll-like-Gen 1985 in Drosophila beschrieben (Anderson, Jurgens
et al. 1985). Seitdem konnten beim Menschen zehn verschiedene Toll-like Rezeptoren
identifiziert werden (Matsunaga, Tsuchimori et al. 2011).

Diese Rezeptoren sind keimbahncodiert und werden von den Zellen des angeborenen
Immunsystems exprimiert. Eine Aktivierung erfolgt durch spezifische Strukturen auf
Pathogenen, genannt ,,Pathogen-associated molecular patterns® (PAMPs). Als Folge
dieser Interaktion kommt es zur Ausschiittung von Zytokinen und Aktivierung weiterer
Zellen des angeborenen Immunsystems auf das entsprechende Pathogen (Lu, Yeh et al.
2008).

Ein Rezeptor dieser Gruppe ist der Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4). Der bekannteste
Aktivator ist Lipopolysaccharid, welches als Baustein der &uBleren Membran
gramnegativer Bakterien dient. Um die Interaktion von LPS mit dem TLR4-Rezeptor zu
vermitteln sind verschiedene Adaptormolekiile notwendig. Der ,,Myeloid Differentiation
Factor 2 (MD2) ist ein 16sliches Protein, welches LPS binden kann. Ebenso bindet das
,,L.LPS-binding-Protein“ (LBP) LPS und erleichtert die Assoziation mit CD14. Diese
glycosylphosphatidylinositol-verankerte Doméine wiederum ermdglicht die Bindung von

LPS zum TLR4/MD-2 Rezeptor Komplex (Lu, Yeh et al. 2008).
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die beteiligten Molekiile bei Bindung von LPS an den
TLR4-Rezeptor(Lu, Yeh et al. 2008)

Nach der Erkennung eines bekannten Bindungspartners wie zum Beispiel LPS
(Abbildung 4), erfolgt eine Oligomerisation und Stimulation der weiteren
Adaptormolekiile, wie ,, Toll-interleukin-1 receptor* (TIR) Doménen. Diese bestehen aus
3 Untereinheiten, die jeweils die verschiedenen Interaktionen zwischen Proteinen und
TLR ermoglichen. Zu den TIR-Dominen enthaltenen Adaptorproteinen des TLR4-
Rezeptors zdhlen ,,myeoloid differentiation primary response gene 88” (MyD88), ,,TIR
domain-containing adaptor protein” (TIRAP), ,,TIR domain-containing adaptor inducing
IFN-beta” (TRIF), ,,TRIF-related adaptor molecule” (TRAM) und ,sterile alpha and
HEAT-Armadillo motifs-containing protein” (SARM). Die weitere Signaltransduktion
teilt sich in einen MyD88-abhingigen und MyD88-unabhéngigen, TRIF-abhingigen
Weg (Lu, Yeh et al. 2008).

MyD88 enthilt eine ,,death domain®, die mit anderen ,,death domain“ enthaltenen
Adaptormolekiilen interagieren kann. So folgt einer Aktivierung von MyD88 die

Rekrutierung der ,,IL-1 receptor-associated kinase-4“ (IRAK-4), die sowohl eine ,,death-
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domain® als auch ,kinase-domain“ enthdlt. Nach Aktivierung einer weiteren Kinase
nInterleukin-1 associated kinase 1“ (IRAK-1) erfolgt die Aktivierung des
Adaptormolekiils ,,TNF receptor-associated factor 6 (TRAF 6), der wiederum die
Htransforming growth factor-beta-activated kinase 1 (TAK 1) aktiviert. Es erfolgt die
Ausschiittung weiter downstream gelegener Molekiile ,,IxB kinase* (IKK), die wiederum
in der Sekretion von Transkriptionsfaktoren wie NFkB miinden (Lu, Yeh et al. 2008).
Durch ,,mitogen-activated protein kinase* (MAPK) Signalwege erfolgt die Ausschiittung
des  Transkriptionsfaktors ,activator-protein-1“  (AP-1). IRF5 spielt als
Transkriptionsfaktor ebenfalls eine gesonderte Rolle, da er wohl in direktem Kontakt mit
MyD88 steht. FEine genaue Signalkaskade ist bisher unbekannt. Diese drei
Transkriptionsfaktoren als Endstrecke des MyD88-abhdngigen Wegs miinden schlie8lich
in der Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine (Lu, Yeh et al. 2008).

TLR4

l L l I—*I’min/]ummulmjr

Cytokines

Abbildung 5: MyDS88-abhdngige Signalkaskade des TLR4 (Lu, Yeh et al. 2008)
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Aquivalent zum MyD88 ist im MyD88-unabhiingigen Signalweg das ,,TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon- f* (TRIF). Dessen c-terminale Region vermitttelt
die Interaktion mit dem ,,serin/threonin kinase receptor-interacting protein 1 (RIP1).
Dies fiihrt wiederum zur Aktivierung von MAPK und IKK-Signalwegen, wie auch beim
MyD88-abhéngigen Signalweg, mit konsekutiver = Ausschiittung von den
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB. Des Weiteren vermittelt TRIF die Interaktion
mit dem ,,TNF receptor-associated factor 3“ (TRAF3), welcher durch den ,,TRAF family
member-associated NFxB activator (TANK), die ,, TANK binding kinase 1* (TBK1) und
IKKi die Translokation des Transkriptionsfaktors IRF3 bedingt. Dadurch vermittelt wird
wiederum die Translokation von Genen, unter anderem Typ 1-Interferonen (Lu, Yeh et

al. 2008).
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Abbildung 6: MyDS88-unabhdngige Signalkaskade des TLR4 (Lu, Yeh et al. 2008)

22



2.6. Interaktion von TAK242 mit dem TLR4-Signalweg

TAK242 wirkt als ein spezifischer Inhibitor des TLR4-Signalwegs durch Bindung an die
intrazelluldire Domine Cys747. Der genaue Wirkmechanismus ist nicht sicher
beschrieben. Vermutet wird eine Hemmung der Protein-Protein-Interaktionen zwischen
TLR4 und seinen Adaptormolekiilen. Die Inhibierung der Interaktion von TLR4 mit
,» LToll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor protein“ (TIRAP) oder
»interferon- beta- related adaptor protein (TRAM) durch TAK242 wurde beschrieben.
Eine Bindung an die anderen bekannten Toll-like-Rezeptoren konnte ausgeschlossen
werden (Matsunaga, Tsuchimori et al. 2011).

Entwickelt wurde TAK242 als mdgliche Therapieoption bei Sepsis. Nach erfolgreicher
Phase I Studie wurde die groBe multizentrische Studie vorzeitig abgebrochen. Eine
Senkung der freien Zytokinlevel oder ein Uberlebensvorteil konnten nicht nachgewiesen
werden (Kuzmich, Sivak et al. 2017). Seither gab es viele Studien zum Einsatz von
TAK242 bei anderen Krankheitsbildern. In Tierstudien zeigte sich nach Hemmung des
TLR4-Rezeptors durch TAK242 eine Verminderung von hypoxisch-ischdmischen
Hirnschiddigungen (Jiang, Xu et al. 2020), fibrotischen Erkrankungen wie der
systemischen Sklerose (Bhattacharyya, Wang et al. 2018) oder beim akuten
Nierenversagen durch Rhabdomyolyse (Huang, Zhou et al. 2017).

Der Einfluss des TLR4-Rezeptors auf die NETose durch LPS wurde bereits untersucht.
Hier zeigte sich nach vorheriger Hemmung durch TAK242 die Freisetzung von cf-DNA
signifikant verringert, was einen Zusammenhang zwischen dem TLR4 und der NETose
schafft (Khan, Farahvash et al. 2017).

Der TLR4-Rezeptor wurde auBlerdem nachweisbar mit Krankheitsbildern assoziiert, bei
denen NETs eine Rolle spielen. Ein Beispiel hierfiir ist die nekrotische Enterokolitis. Hier
korreliert die NETose mit der TLR4-Expression und dies wiederum mit dem Uberleben

von Miusen im Mausmodell dieser Erkrankung (Vincent, Klinke et al. 2018).
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3. Material und Methoden
Eine ausfiihrliche Auflistung aller verwendeten Gerédte und Materialien ist im Anhang
unter IV (S.58) dargestellt. Der Versuchsaufbau wurde durch die Ethikkommission der

Arztekammer Hamburg genehmigt (PV5921).

3.1. Pathogene

Das sowohl fiir die in vitro- als auch in vivo-Versuche verwendete Shiga-Toxin 2 wurde
durch List Laboratories (USA) rekombinant nach der Sequenz des E.coli 0157:H7
produziert.

Das in den in vitro-Versuchen als Positivkontrolle verwendete Lipopolysaccharid (LPS)

(Merck, Darmstadt, Deutschland) stammt vom E.coli 055:B5.

3.2. In vitro-Versuche

3.2.1. Isolation humaner neutrophiler Granulozyten aus Vollblut

Nach Einwilligung wurde freiwilligen Probanden Blut {iber Safety-Multifly-Kaniilen
(Sarstedt, Deutschland) abgenommen und in EDTA-Monovetten 7,5ml (Sarstedt,
Deutschland) mit einem EDTA-Anteil von 1,6mg/ml Blut konserviert.

Die neutrophilen Granulozyten wurden direkt anschlieBend aus dem Vollblut mittels
MACSxpress Neutrophil Isolation Kit (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland) isoliert. Eine Lyse der Erythrozyten erfolgte durch Zugabe von 0,7M
Kaliumchlorid. Die gewonnenen Zellen wurden anschlieend fiir die Versuche in RPMI
1640 (Thermo Fisher Scientific, USA) mit 1% BSA (Sigma-Aldrich, USA) iiberfiihrt.
Die Zidhlung der Zellen erfolgte durch Anfirbung mit Tryptanblau (Sigma-Aldrich,
USA).

Die Reinheit der Isolation nach dieser Methode und diesem Protokoll wurde bereits durch

Schulz et al. untersucht und mit > 95 % angegeben (Schulz, Pagerols Raluy et al. 2020).

3.2.2. Behandlung der Zellen

Als Inhibitor des TLR4-Signalwegs wurde TAK242 (Merck, Darmstadt, Deutschland) in
den Konzentrationen 500 nM und 5 nM verdiinnt in RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific, USA) mit 1% BSA (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) verwendet.
Entsprechende Hintergrundkontrollen erfolgten mit der entsprechenden Konzentration

DMSO. Die Inkubation erfolgte fiir 1 Stunde bei 37 °C und 5 % COs.
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AnschlieBend wurden als potentielle Stimulatoren der NETose LPS (10 pg/ml) sowie
Shiga-Toxin 2 (List Laboratories, USA) in den Konzentrationen 0,1 pg/ml, 0,1 ng/ml und
0,01 ng/ml zugesetzt. Calcium wurde in einer Konzentration von 0,5 mM dem Medium

zugesetzt.

3.2.3. Nachweis von cf~-DNA mittels Kinetik-Fluoreszenzmessung

Nach der Isolation der neutrophilen Granulozyten wurden 1 x 10° Zellen pro Well auf
einer 96-Well Platte (Corning Inc., USA) ausgesit. Anschlieend wurden die Zellen fiir
2 Stunden bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Die Behandlung erfolgte wie unter 3.2.2.
beschrieben.

Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 2,5 uM Sytox orange (Thermo Fisher Scientific,
USA). Eine Hintergrundkontrolle erfolgte mit DMSO-versetztem Medium.

Die Fluoreszenz wurde sofort iiber einen Zeitraum von 6 Stunden alle 30 Minuten in
einem FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, USA) bei 37
°C mit einer Exzitation von 544 nm und einer Emission von 590 nm (Cutoff 570 nm)

gemessen.

3.2.4. Nachweis humaner neutrophiler Elastase

Auf einer schwarzen 96-Well Platte wurden 0,8 x 10° Zellen pro Well ausgesit und wie
in 3.2.2. beschrieben behandelt. AnschlieBend wurden 250 uM MeOSuc-AAPV-pNA
(Cayman Chemicals, USA) hinzugegeben. Die Absorption wurde bei 405 nm fiir 8
Stunden bei 37 °C mit einem FlexStation 3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular

Devices, USA) gemessen.

3.2.5. Durchflusszytometrie von Annexin V und Propidium lodid

Neutrophile Granulozyten wurden isoliert und anschlieBend in einer 12-well Platte
ausgesit und wie in 3.2.2. beschrieben behandelt. Nach 8 Stunden erfolgte die Farbung
mit Annexin V (BD Pharmigen, San Diego, California, USA) und Propidium lodid (PI)
(BD Pharmigen, San Diego, California, USA) verdiinnt im Annexin V Binding Buffer
(BD Pharmigen, San Diego, California, USA).

Das FACS erfolgte am FACSCANTO II (BD Bioscience, USA) und wurde anschlieend
mittels FACSDiva v8.0.2 Software (BD Bioscience, USA) analysiert.
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3.2.6. qPCR fiir IRF3 und IRFS5

Neutrophile Ganulozyten wurden isoliert, in einer 6-Well Platte ausgesét und wie in 3.2.2.
beschrieben behandelt. Die Zellen wurden anschlieBend mit 0,1 ng/ml Shiga-Toxin 2 fiir
3 Stunden stimuliert.

Die RNA wurde mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen, Deutschland) nach Herstellerangaben
extrahiert. Die RNA-Menge wurde anschlieBend mittels Epoch Microplate
Spektrophotometer (BioTek Instruments, USA) gemessen. Durch das Maxima First
Strand Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) wurde die entsprechende
doppelstrangige DNA (dsDNA) synthetisiert. Die qPCR wurde durch die Rotor Gene Q
(Qiagen, Deutschland) mit dem Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen,
Deutschland) ausgefiihrt.

Zur Quantifizierung wurden die Messwerte an GAPDH angepasst. Die Recherche der
Primersequenzen erfolgte durch die Harvard Primer Bank (Harvard Medical School,
USA). Im Anschluss erfolgte eine Sequenzierung des erzeugten Genprodukts per Sanger-

Sequenzierung iiber die Firma MicroSynth (Balgach, Schweiz).

Folgende Primersequenzen wurden verwendet:

Gen Fw-Sequenz (5¢-3¢): Rv-Sequenz (5¢-3¢):
IRF3 AGAGGCTCGTGATGGTCAAG AGGTCCACAGTATTCTCCA
GG
IRF5 GGGCTTCAATGGGTCAACG GCCTTCGGTGTATTTCCCTG
GAPDH | GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT GGCTGTTGTCATACTTCTC
ATGG

Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht iiber die verwendeten Primersequenzen fiir die gPCR

Die Berechnung der Mengen des entstandenen Genprodukts erfolgte nach QIAGEN bei

unterschiedlichen qPCR-Effizienzen nach entsprechender Testung.

3.2.7. Immunofluoreszenz neutrophiler Granulozyten fiir MPO, H3cit und DNA

2x10° frisch isolierte neutrophile Granulozyten wurden auf Coverslips in einer 12-Well
Platte ausgesit und wie in 3.2.2. beschrieben behandelt. Die Konservierung erfolgte
mittels 99 % Methanol bei -20 °C. Vor Farbung mittels Primirantikdrper erfolgte ein
Block mit BSA 1 % in PBS fiir 1 Stunde.
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Die Antikorper wurden mit 0,5 % BSA (Sigma-Aldrich, USA) in PBS (Thermo Fisher
Scientific, USA), versetzt mit 250 pl Detergenz tween (Serva Electrophoreses GmbH,

Deutschland), verdiinnt.

Bezeichnung Bezeichnung Konzentration
Antikorper Isokontrolle
MPO Anti-Myeloperoxidase- Mouse IgG1 20 pg/ml
Antibody, mouse Antibody
monoclonal (ab25989, (X0931, Agilent
abcam , UK) Dako, USA)
H3cit Recombinant Anti- Recombinant Rabbit 10 pg/ml
Histone H3 Antibody, IgG monoclonal
rabbit monoclonal Isotype control
(ab219406, abcam, (ab172730, abcam,
UK,) UK)

Tabelle 2: Tabellarische Ubersicht iiber die Primdrantikorper

Die Inkubation der Primérantikorper erfolgte bei 4 °C tiber Nacht.

Bezeichnung Fluochrom Konzentration
Antikorper
MPO Goat anti-Mouse 1gG FITC 2 pg/ml
(ab6785, abcam, UK)
H3cit Donkey anti-Rabit Cy3 7,5 pg/ml
IgG
(711-165-152, Jackson

Immunoresearch,
USA)
Tabelle 3: Tabellarische Ubersicht iiber die Sekunddirantikorper

Die Inkubation des Sekunddrantikorpers erfolgte lichtgeschiitzt fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Die DNA wurde mit DAPI 0,1 pg/ml (Carl Roth GmbH, Deutschland)
fiir 10 Minuten gefarbt. Zum Eindeckeln der Priparate wurde Fluoromount G (Southern

Biotech, USA) genutzt.
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Die Auswertung erfolgte am Zeiss Axio Observer Z1 (Carl Zeiss AG, Deutschland).

3.3. In vivo-Versuche

3.3.1. Beschreibung des HUS-Mausmodells

Der folgende Versuchsaufbau wurde von der Behorde fiir Gesundheit und
Verbraucherschutz der Stadt Hamburg genehmigt (N113/2019) und erfiillt die
Anforderungen des deutschen Tierschutzgesetzes. Die Tiere wurden innerhalb der
Forschungstierhaltung  der  Universititsklinikums  Hamburg-Eppendorf  unter
Standardbedingungen (Temperatur 20-24 °C, relative Feuchtigkeit 50-60 %, 12h
Licht/Tag) gehalten und erhielten Wasser und Nahrung ad libitum. Zusétzlich erfolgte
eine Analgesie mittels Tramadol 300 mg iiber das Trinkwasser.

Nach einer Adaptationszeit an die Versuchsbedingungen von 2 Wochen wurde 12
Wochen alten Mdusen 350 ng/kg Stx 2 (List Laboratories, USA) intraperitoneal injiziert.
In diesem Mausmodell zeigten sich dhnlich wie beim Menschen ein Nierenversagen und
eine Dehydration. In der verwendeten Konzentration traten auch neurologische
Symptome wie Paralyse, Lethargie, Muskelzittern, Gangverdnderungen und
Krampfanfille auf (Mohawk and O'Brien 2011, Jeong, Park et al. 2018). Die
Kontrollgruppe erhielt das entsprechende Volumen 0,9 % NaCl (B. Braun, Melsungen,
Deutschland). Eingesetzt wurden 14 weibliche und 26 méannliche Mus Musculus der
Linie C57/Bl6 (Tierhaltung des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf,
Deutschland) und 10 weibliche und 15 ménnliche TLR4-KO-Méiuse desselben
genetischen Hintergrunds (Jackson Laboratories, USA). Ab Injektion erfolgte die
Beurteilung mittels Scoring und Murine Sepsis Score dreimal taglich (sieche Anhang II
und III, S.54-56).

Nach 24, 48 und 72 Stunden oder bei stark reduziertem Allgemeinzustand wurden die
Versuchstiere euthanasiert. Das Blut wurde mittels retrobulbirer Blutentnahme in EDTA-
Rohrchen (Sarstedt, Deutschland) entnommen und anschlieBend bei 4300 rpm fiir 10
Minuten bei 20 °C zentrifugiert.

3.3.2. Bestimmung der murinen cf~-DNA

Um cf-DNA zu detektieren wurden 2 pM Sytox Orange genutzt. Die Probenverdiinnung
erfolgte mittels 0,1 % BSA in PBS (Thermo Fisher Scientific, USA) und die Fluoreszenz
wurde in einem FlexStation3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, USA)
in den Einstellungen Ex/Em 544/590 (Cutoft: 570) gemessen.
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3.3.3. Bestimmung der murinen neutrophilen Elastase
Die Menge an neutrophiler Elastase im Blutplasma wurde mittels Mouse Elastase ELISA
Kit PicoKine (Boster Bio, Pleasonton, California, USA) nach Herstellerangaben in einer

FlexStation3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, USA) gemessen.

3.3.4. Bestimmung der murinen Myeloperoxidase

Zur Messung von Myeloperoxidase im Blutplasma wurde das MPO-ELISA-Kit von
Hycult Biotech (USA) genutzt. Die Messung erfolgte in einer FlexStation3 Multi-Mode
Microplate Reader entsprechend den Herstellerangaben (Molecular Devices, USA).

3.4. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mittels Graph Pad Prism 8. Um die
statistische Signifikanz zu beurteilen, wurde ein Multiple T-test mit der Holm-Sidak-
Methode genutzt. Fiir PCR und in-vivo Versuche wurde die Signifikanz mittels Two-
tailed T-Test ermittelt.

Ein p < 0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant definiert. Fiir die graphische
Darstellung der Signifikanz gilt: *p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001.
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4. Ergebnisse

4.1. In vitro-Versuche

Eine Beurteilung der direkten Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und
Shiga-Toxin 2 hinsichtlich der NETose ermdglichten die in vitro-Versuche. Durch
Behandlung der isolierten Zellen mit TAK242 konnte die Rolle dieses TLR4-
Rezeptorhemmers ohne Beeinflussung durch andere Bestandteile des Immunsystems

oder bisher unbekannte pathophysiologische Vorgénge untersucht werden.

4.1.1. Bestimmung von cf-DNA im Zeitverlauf

Im ersten Schritt erfolgte eine Reproduktion der Ergebnisse von Khan et al. 2017 mit
LPS, einem gut beschriebenen NET-Induktor und Aktivator des TLR4-Signalwegs.

Bei Inkubation mit 10 pg/ml LPS war die cf-DNA nach 330 und 360 Minuten signifikant
erhoht.

Es zeigte sich fiir die in dieser Arbeit verwendeten TAK242-Konzentrationen 500 nM
und 5 nM eine statistisch signifikante Suppression der frei werdenden cf-DNA, was den
Grundstein zur Untersuchung des Einflusses von TAK?242 auf weitere NETose-Parameter

bildet.

cf-DNA

1000- ad
E goo{ —— = TAK242500 nM +
= T LPS 10 pg/ml
D 600 T
3 oy TAK2425nM +
£ 400- LPS 10 pg/ml
E
L
X 200-
w

0- | I
330 360

Zeit in Minuten

Abbildung 7: cf~-DNA nach Stimulation mit LPS bei vorausgegangener Inkubation der
neutrophilen Granulozyten mit TAK242
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Darauffolgend wurde die Freisetzung von cf-DNA bei Stimulation neutrophiler
Granulozyten mit Shiga-Toxin 2 in drei verschiedenen Konzentrationen untersucht.

Es zeigte sich eine signifikant erhohte Menge cf-DNA 330 und 360 Minuten nach einer
Behandlung mit 0,1 ng/ml Shiga-Toxin. Bei den Konzentrationen 0,1 pg/ml und 0,01

ng/ml lie sich ebenfalls eine Erh6hung nachweisen, diese war jedoch nicht statistisch

signifikant.
cf-DNA
1000~
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E 8004 - k. 3 Stx2 0,1 pg/ml
S = B3 Stx2 0,1 ng/ml
g 600- X ng/m
§ =3 Stx2 0,01 ng/ml
e 4907 =3 LPS 10 pug/ml
w
X 200-
w
o_
330 360

Zeit in Minuten

Abbildung 8: Ubersicht iiber cf~-DNA nach Stimulation mit Shiga-Toxin 2 und LPS

Um nach entsprechendem Nachweis der cf-DNA-Freisetzung durch Shiga-Toxin die
Auswirkung einer Behandlung mit TAK242 zu evaluieren, wurden die Zellen nun vor
Stimulation fiir 1 Stunde mit dem TLR4-Inhibitor inkubiert.

Bei Verwendung von 500 nM TAK242 war eine signifikant verringerte Freisetzung von
cf-DNA nach 330 und 360 Minuten messbar, entsprechend den Ergebnissen nach
Stimulation mit LPS. In der niedrigeren Konzentration 5 nM war ebenfalls eine leichte

Verminderung graphisch darstellbar. Diese war jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 9: Ubersicht iiber cf-DNA nach Stimulation mit 0,1 ng/ml Shiga-Toxin 2 und
vorheriger Inkubation fiir TAK242 500 nM und 5 nM

4.1.2. Durchflusszytometrie von Annexin V und Propidium lodid

Zum Ausschluss einer Apoptose oder Nekrose der neutrophilen Granulozyten als
Ursprung der cf-DNA wurde eine durchflusszytometrische Bestimmung der Marker
Annexin V und Propidium lodid (PI) ausgefiihrt. Eine Inkubation erfolgte fiir 6 Stunden,
da zu diesem Zeitpunkt die hochste Menge cf-DNA gemessen wurde.

Nach dieser Zeitspanne lie sich kein vermehrtes Signal fiir beide Marker darstellen.

AnnexinV Pl
1.5- 1.5+ e
ns
1.0+ 1.0 Bl unbehandelt
B Stx2 0,1 ng/ml
0.5 0.5
0.0 - 0.0-

Abbildung 10: normalisierte Darstellung der durchflusszytometrischen Bestimmung von

Annexin V und Propidium lodid (PI)
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4.1.3. Bestimmung der humanen neutrophilen Elastase

Als weiterer NET-Marker wurde die neutrophile Elastase durch die Umsetzung ihres
spezifischen Substrates MeOSuc-AAPV-pNA (Cayman Chemical, USA) iiber 7 Stunden
gemessen. Nach Umsetzung des Substrats zeigt dieses ein Signal ohne weitere Dynamik.
Bei Bestimmung der Standardabweichung von 3 Versuchen zeigt sich ein kurvenformiger
Verlauf mit einem Punctum Maximum nach 2 Stunden. Dies war bei einer groBen
Standardabweichung auch normalisiert auf die unbehandelte Kontrolle nicht statistisch

signifikant.
Neutrophile Elastase

-o- unbehandelt
- - Stx2 0,1 ng/ml

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Zeit in Minuten

Abbildung 11: normalisierte Darstellung der neutrophilen Elastase (NE) nach
Stimulation mit Shiga-Toxin 2 0,1 ng/ml

Im Folgenden ist der Vergleich der drei verwendeten Konzentrationen Shiga-Toxin 2 zum
Maximum der Kurve (2 Stunden) und zum Endpunkt der Messung nach 7 Stunden
exemplarisch dargestellt. Es zeigt sich wie bei der Bestimmung der cf-DNA die hochste
Menge an NE in der Konzentration 0,1 ng/ml. Eine statistische Signifikanz konnte jedoch

nicht nachgewiesen werden.
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Neutrophile Elastase
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Abbildung 12: normalisierte Darstellung der neutrophilen Elastase (NE) nach
Stimulation mit Shiga-Toxin 2 0,1 ug/ml, 0,1 ng/ml und 0,01 ng/ml

Bei vorangegangener Inkubation mit TAK242 zeigt sich tendenziell eine Verminderung

der neutrophilen Elastase, die jedoch ebenfalls nicht statistisch signifikant ist.

Neutrophile Elastase

8- ns ns
mm Six2 0,1 ng/ml
= = TAK242 500 nM +
W - Stx2 0,1 ng/ml
TAK242 5 nM +
4 B Stx2 0,1 ng/ml
Hna Bnm
0- T T
120 420

Zeit in Minuten

Abbildung 13: normalisierte Darstellung der neutrophilen Elastase bei Stimulation mit
Shiga-Toxin 2 nach vorrangegangener Hemmung durch TAK242
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4.1.4. Messung des zelluldren Calcium-Einstroms durch Fluo8

Der Einstrom von Calcium-lonen in neutrophile Granulozyten nach Stimulation mit
Shiga-Toxin 2 wurde durch Fluoreszenz von Fluo8 gemessen. In der graphischen
Darstellung zeigte sich ein hoherer Einstrom an Calcium-Ionen in allen drei
Konzentrationen Shiga-Toxin. Am hochsten war dieser bei der mittleren Konzentration

von 0,1 ng/ml, am niedrigsten bei der kleinsten Konzentration 0,01 ng/ml.

Calcium-Einstrom
2.5
-e- unbehandelt
2.0 - Stx2 0,1 pg/mi
1.5 -4 Stx2 0,1 ng/ml
' - Stx2 0,01 ng/ml

1.0-

0.5

0.0

|| 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1

VOV OO0 OO aD D H D

N7 5% b7 Q0 A7 97,0707 %797 \07 QD
Zeit in Minuten

Abbildung 14: normalisierte Darstellung des Calcium-Einstroms im Zeitverlauf nach

Stimulation durch Shiga-Toxin 2 0,1 ug/ml, 0,1 ng/ml und 0,01 ng/ml

Es zeigte sich jedoch nur punktuell an zwei verschiedenen Zeitpunkten nach 120 und 165
Minuten eine statistische Signifikanz. Nach 2 Stunden liel} sich bei der geringsten und
hochsten Konzentration eine signifikante Erhohung nachweisen, bei der mittleren

Konzentration nach 165 Minuten.
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Abbildung 15: normalisierte Darstellung des Calcium-Einstroms nach 120 und 165
Minuten nach Stimulation durch Shiga-Toxin 2 0,1 ug/ml, 0,1 ng/ml und 0,01 ng/ml

Bei vorheriger Behandlung durch TAK242 zeigte sich der Calciumeinstrom zwar
tendenziell vermindert. Diese Minderung war jedoch zu keinem Zeitpunkt statistisch

signifikant.

Calcium-Einstrom

25 _ns _ns
' _ns 18 mm Stx2 0,1 ng/ml

2.0+ = TAK242 500 nM + Stx2
0,1 ng/ml

1.57 l l TAK242 5 nM + Stx2 0,1
ng/ml

1.0+

0.5

0.0- T T

120 165

Zeit in Minuten

Abbildung 16: normalisierte Darstellung des Calcium-Influx nach 120 und 165 Minuten
nach Stimulation mit Shiga-Toxin 0,1 ng/ml nach vorheriger Behandlung mit TAK24
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4.1.5. Immunofluoreszenz neutrophiler Granulozyten fiir MPO, H3cit und DNA

Nach Inkubation der isolierten Neutrophilen mit Shiga-Toxin 2 zeigen sich in der
Immunofluoreszenz netzartige Ausléufer, die zusammen mit dem Nachweis von H3cit
und MPO in diesen Strukturen NETs darstellen. In der Kontrollgruppe zeigten sich beide
Proteine nur intrazelluldr, sodass in Kombination mit fehlenden DNA-Auslidufern ein

Nachweis von NETs nicht gelang.

unbehandelt Stx2 0,1 ng/ml

MPO

H3cit

DNA




Merge

Tabelle 6: Vergleich der Immunofluoreszenzen hinsichtlich Myeloperoxidase, H3cit und

DNA unstimuliert und stimuliert mit 0,1 ng/ml Shiga-Toxin 2

Bei Stimulation nach vorheriger Inkubation mit 500 nM oder 5 nM TAK242 zeigen sich
deutlich weniger Ausldufer mit reduzierter Menge an MPO und H3cit, wodurch von einer

geringeren NETose auszugehen ist.

Stx2 0,1 ng/ml Stx2 0,1 ng/ml + Stx2 0,1 ng/ml +
TAK242 500 nM TAK242 5 nM

MPO

..
) ...




DNA

- . . .

Tabelle 7: Vergleich der Immunofluoreszenzen hinsichtlich Myeloperoxidase, H3cit und

DNA stimuliert mit 0,1 ng/ml Shiga-Toxin 2 sowie nach Inkubation mit TAK242 in den

Konzentrationen 500nM und 5nM vor der Stimulation



4.1.6. qPCR fiir IRF3 und IRFS5

Um die Aktivitit des TLR4-Signalwegs zu ermitteln, wurde die Genexpression von IRF3
und IRFS5 untersucht. Da TAK242 in DMSO gel6st ist, erfolgte konzentrationsabhéngig
eine Hintergrundkontrolle mit DMSO. Fiir die niedrige Konzentration dieser Kontrolle
zeigte sich fiir IRF3 eine Signifikanz der Shiga-Toxin 2 behandelten Zellen gegeniiber
den wunbehandelten Neutrophilen. FEine Vorbehandlung mit TAK242 in den
Konzentrationen 500 nM und 5 nM vor der Stimulation mit Shiga-Toxin 2 fiihrte zu

keiner statistisch signifikanten Reduktion.

IRF3 IRF3
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Abbildung 17: Normalisierte Darstellung der Expression von IRF3 durch gPCR
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In der qPCR zeigte sich keine signifikante Verdnderung fiir IRF5 nach Behandlung mit
Shiga-Toxin 2 und dementsprechend keine signifikante Hemmung nach vorheriger

Inkubation mit TAK242.
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Abbildung 18: Normalisierte Darstellung der Expression von IRF5 durch gPCR
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4.2. In vivo Ergebnisse

Zielsetzung der Untersuchungen war im ersten Schritt ein Nachweis der NETose im
HUS-Mausmodell. Anschlieend soll eruiert werden, ob in der Gruppe der TLR4-KO
gegeniiber den Wildtypen (C57/Bl16) die NETose verringert und der Allgemeinzustand
der Tiere verbessert ist.

Als Parameter der NETose wurden im Blutplasma der euthanasierten Tiere nach jeweils
24, 48 und 72 Stunden cf-DNA, neutrophile Elastase (NE) und Myeloperoxidase (MPO)

bestimmt.

4.2.1. Bestimmung der cf~-DNA im Blutplasma

Im Mausmodell zeigte sich 24 Stunden nach intraperitonealer Injektion von Shiga-Toxin
2 eine statistisch signifikante vermehrte Menge an cf-DNA im Blutplasma. Dies lie sich
sowohl bei Tieren des Wildtyps als auch bei den TLR4-defizienten Maéusen
gleichermafen nachweisen.

Maiuse mit TLR4-KO zeigten auch in der Kontrollgruppe eine héhere Menge an cf-DNA

im Blut.
cfDNA Wildtyp cfDNA TLR4-KO
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Abbildung 19: cf~-DNA nach Injektion von Shiga-Toxin 2 gegeniiber einer Kontrollgruppe
mit 0,9% NaCl beim Wildtyp und TLR4-KO
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4.2.2. Bestimmung der neutrophilen Elastase im Plasma
Anders als bei der cf-DNA zeigte sich hier ein signifikanter Unterschied zwischen
Wildtyp und TLR4-Knockout. Bei Tieren mit funktionsfdhigem TLR4-Rezeptor war
nach 48 und 72 Stunden eine vermehrte Menge neutrophiler Elastase im Plasma
nachweisbar. Bei nicht funktionstiichtigem TLR4-Rezeptor hingegen zeigte sich zu
keinem Zeitpunkt eine statistisch signifikante Erh6hung.

Im Gegensatz zu cf-DNA war die Menge NE zwischen Wildtyp und Knockout in der

Kontrollgruppe dhnlich.
NE Wildtyp NE TLR4-KO
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Abbildung 20: quantitative Bestimmung der neutrophilen Elastase (NE) nach Injektion
von Shiga-Toxin 2 gegeniiber einer Kontrollgruppe mit 0,9% NaCl beim Wildtyp
(C57/Bl6) und TLR4-KO
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4.2.3. Bestimmung der Myeloperoxidase im Blutplasma

Beim Wildtyp war die Menge von Myeloperoxidase im Plasma 72 Stunden nach der
intraperitonealen Injektion von Shiga-Toxin 2 signifikant erhdht. Bei TLR4-defizienten
Maiusen hingegen kam es zu keinem der drei Zeitpunkte zu einer signifikanten Erhdhung.
Analog zur Messung der neutrophilen Elastase war die Menge an MPO in der

Kontrollgruppe beim Wildtyp und TLR4-KO é&hnlich.
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Abbildung 21: Bestimmung der Myeloperoxidase (MPO) nach Injektion von Shiga-Toxin
2 gegeniiber einer Kontrollgruppe mit 0,9% NaCl beim Wildtyp (C57/Bl6) und TLR4-KO

4.2.4. Vergleich des Uberlebens von Wildtyp und TLR4-Knockout

Ein Einsetzen einer Belastungssituation entsprechend den Kriterien des ,,Murine Sepsis
Score* nach Shrum et al. 2014 (siche Anhang III, S.56) war nach 48-72 Stunden innerhalb
eines kurzen Zeitraums zu verzeichnen. Im Allgemeinen traten bei Tieren des Wildtyps
diese Symptome frither auf und Miuse dieser Gruppe verstarben hidufiger unerwartet
wihrend des Versuchs. Wihrend bei den Wildtypen 6 Tiere innerhalb von 72 Stunden
verstarben, trat dies bei den TLR4-KO nur einmal auf. Wenngleich es auch bei allen
Maiusen des Knockouts Hinweise fiir eine deutliche Belastung nach 72 Stunden gab, sind
deutlich weniger Tiere spontan verstorben. Nach Injektion von 0,9% NaCl als Kontrolle
trat in keiner Gruppe ein spontaner Todesfall auf und kein Tier zeigte bei regelmaBiger

Evaluation Hinweise fiir eine Verschlechterung des Gesundheitszustandes.
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Nachfolgend ist das Uberleben der Miuse nach Injektion von Shiga-Toxin 2 dargestellt
(s. Anhang I, S. 53):

C57/Bl6 TLR4-KO

Abbildung 22: Gegeniiberstellung von Uberleben der Mduse des Wildtyps (C57/B16) und
der TLR4-KO-Linie, a) planmdfige FEuthanasie, b) FEuthanasie bei schlechtem

Allgemeinzustand nach 72h, c) spontanes Versterben
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5. Diskussion

5.1. In vitro-Versuche

Ziel der in vitro Versuche war die Untersuchung der NETose-Parameter bei Stimulation
mit Shiga-Toxin 2 und nach Behandlung der neutrophilen Granulozyten mit dem TLR4-
Inhibitor TAK242. Eine Limitation des in vitro Versuchs stellt definitionsgemil die
fehlende Abbildbarkeit der komplexen Prozesse in vivo dar, jedoch liefen sich hier
spezifisch die Einfliisse des Shiga-Toxin 2 auf Neutrophile ohne potentielle externe

Einfliisse untersuchen.

5.1.1. ¢f~-DNA

Im ersten Schritt konnten die Ergebnisse von Khan et. al 2017 erfolgreich reproduziert
werden. Nach Inkubation mit TAK242 in den von uns verwendeten Konzentrationen 500
nM und 5 nM zeigte sich eine signifikante Verminderung von cf-DNA nach Stimulation
der frisch isolierten Neutrophilen mit Lipopolysaccharid. Im zweiten Schritt gelang der
Nachweis von erhohtem cf-DNA ebenso nach Exposition gegeniiber Shiga-Toxin sowie
eine Verminderung nach Vorbehandlung durch den TLR4-Inhibitor, sodass ein
gleichsamer pathophysiologischer Mechanismus anzunehmen ist.

Bei LPS handelt es sich um einen gut untersuchten Bindungspartner des TLR4 (Lu, Yeh
et al. 2008) und auch fiir Shiga-Toxin 2 ist die Bindung an den TLR4-Rezeptor
neutrophiler Granulozyten bereits beschrieben (Brigotti, Carnicelli et al. 2013). Unsere
Versuche unterstiitzen dies, indem wir zeigten konnten, dass Shiga-Toxin 2 iiber den
TLR4-Rezeptor zu einer cf-DNA Freisetzung zu fiihren scheint.

Cf-DNA kann durch unterschiedliche zellulaire Mechanismen entstehen. Zum einen bildet
sie einen Bestandteil von neutrophilen extrazelluldren Fallen. Eine erhohte Menge
korreliert zudem mit der Prognose von Patienten mit entziindlichen Erkrankungen zum
Beispiel bei posttraumatischer Sepsis (Margraf, Logters et al. 2008), schweren
Verbrennungen (Altrichter, Zedler et al. 2010) und Appendizitis (Boettcher, Esser et al.
2020). Neben der NETose stellt die Apoptose oder Nekrose eine mdgliche Ursache fiir
cf-DNA dar (Heitzer, Auinger et al. 2020). Die von uns durchgefiihrte
durchflusszytometrische Bestimmung von Annexin V und Propidium lIodid ist einer der
am besten beschriebenen Nachweise fiir nekrotische beziehungsweise apoptotische
Zellen (Crowley, Marfell et al. 2016). Da sich in hier keine signifikante Erhéhung
darstellen lieB, ist von einer abweichenden Genese der cf-DNA auszugehen. Von Brigotti

et al. wurde bereits ein verlingertes Uberleben neutrophiler Granulozyten nach

46



Inkubation mit Shiga-Toxin 2 beschrieben (Brigotti, Carnicelli et al. 2008). Auch LPS
induziert in bestimmten Konzentrationen eine verringerte spontane Apoptose (Kolman,

Pagerols Raluy et al. 2022).

5.1.2. gPCR von IRF3 und IRF5

Nach Reproduktion der Ergebnisse von Khan et al. untersuchten wir, ob durch TAK242
eine Hemmung des TLR4-Rezeptors nach Stimulation mit Shiga-Toxin 2 nachweisbar
ist. Untersucht wurden hierfiir IRF3 und IRF5. IRF 5 ist Teil des MyD88-abhéngigen
Signalwegs. IRF3 hingegen ist dem MyD88-unabhingigen Signalweg zuzuordnen (Lu,
Yeh et al. 2008).

Da TAK242 in DMSO gelost ist, erfolgte konzentrationsentsprechend eine
Hintergrundkontrolle bei den unbehandelten Neutrophilen mit DMSO. Es zeigte sich in
unserem Versuch lediglich eine signifikant vermehrte Expression von IRF3 in der
niedrigen DMSO Hintergrundkontrolle. Da DMSO ein Zellgift ist, konnte die hohere
Konzentration allein bereits eine Anderung des Zellstoffwechsels verursachen und somit
Einfluss auf das Ergebnis der qPCR nehmen.

Die signifikante Erhorung von IRF3 und nicht von IRF5 spricht fiir eine Beteiligung des
MyD88-unabhédngigen ohne Beteiligung des MyD88-abhingigen Signalwegs. Im
Unterschied dazu fithrt LPS zur Aktivierung beider Signalkaskaden (Lu, Yeh et al. 2008).
Eine Hemmung der Expression von IRF3 oder IRF5 war jedoch nicht nachweisbar,
sodass im Folgenden nur die Auswirkungen einer Behandlung mit TAK242 diskutiert

werden konnen.

5.1.3. Neutrophile Elastase

Zum Nachweis einer NETose ist die gleichzeitige Erh6hung mehrerer NET-Parameter
erstrebenswert. Die Bestimmung der neutrophilen Elastase erfolgte durch Umsatz des
spezifischen Substrats MeOSuc-AAPV-pNA. Bei hoher Standardabweichung zwischen
den Versuchen war die darstellbare Erh6hung ohne statistische Signifikanz. Bei den
unstimulierten Zellen zeigten sich zwischen den Versuchen grofe Abweichungen,
weswegen eine Normalisierung der Daten erfolgte. Grund fiir diese Unterschiede
zwischen den unstimulierten Neutrophilen kdnnte eine abweichende Voraktivierung der
Spender-Immunsysteme sein. Auch im Blut von HUS-Patienten zeigte sich im Vergleich
zu gesunden Kontrollpatienten eine erhohte spontane NETose (Ramos, Mejias et al.

2016). Ergidnzend handelt es sich bei diesem Versuchsautbau um eine indirekte
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Nachweismethode iiber die Umsetzung eines Substrats. Dies reduziert die Sensitivitit im

Vergleich zu einem ELISA.

5.1.4. Calcium-Einstrom

Calcium ist notwendig fiir die NETose (Papayannopoulos 2018). Bei der Messung der
Standardabweichung zeigen sich ebenfalls groBe Standardabweichungen, mit
signifikanter Vermehrung nach Stimulation mit Shiga-Toxin 2 zu wenigen Zeitpunkten.
Eine Reduktion durch eine Behandlung mit TAK242 konnte nicht demonstriert werden.
Der intrazelluldre Calciumeinstrom zdhlt zu den eher unspezifischen NET-Parametern,

da dieser bei vielen zelluldren Prozessen eine Rolle spielt.

5.1.5. Immunofluoreszenz von MPO, H3cit und DNA

Aufgrund der zum Teil divergierenden Ergebnisse fithrten wir eine Immunofluoreszenz
von MPO, H3cit und DNA durch. In den hier exemplarisch dargestellten Graphiken
zeigten sich vermehrt Signale aller drei Parameter sowie eine konzentrationsabhidngige
Reduktion durch TAK242.

Der Vorteil dieser Methodik liegt in der moglichen rdumlichen Beurteilung der NET-

Parameter zueinander und die Darstellung der DNA als netzartige Struktur.

5.2. In vivo-Versuche

Zusammenfassend zeigen TLR4-KO-Tiere gegeniiber den Wildtyen eine verminderte
Belastung wihrend des Versuchs sowie keinen signifikanten Anstieg von MPO und NE
im Blut. Diese Verminderung beider Enzyme bei TLR4-defizienten Méusen weist auf
einen Zusammenhang zwischen TLR4-Rezeptor und NETose neutrophiler Granulozyten
hin.

Cf-DNA lésst sich als einzelner Parameter bei beiden Genotypen signifikant nachweisen.
Wie bereits in Punkt 5.1.1. diskutiert, handelt es sich um einen eher unspezifischen NET-
Marker. Eine Erhéhung ist auch bei anderen Prozessen, wie Apoptose und Nekrose
moglich. Dies kdnnte beispielsweise durch den durch Shiga-Toxin induzierten Zelltod,
z.B. von Epithelzellen zuriickzufiihren sein (Takeda, Dohi et al. 1993).

Dass die Gruppe der TLR4-KO vermehrt cf-DNA im Plasma aufweist, kann als Zeichen
eines vermehrten Zelltods andersartiger Zellen zuriickzufithren sein. Normalerweise
stammt cf-DNA bei gesunden Individuen aus hdmatopoetischen Zellen. Bei hohem

Remodeling und {iiberschieBendem Zelltod, wie beispielsweise bei onkologischen
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Erkrankungen, kann sie jedoch auch aus anderen Zellen freigesetzt werden (Heitzer,
Auinger et al. 2020). Ebenfalls konnte bei der Sepsis (Hamaguchi, Akeda et al. 2015) und
beim akutem Nierenversagen (Celec, Vlkova et al. 2018), wie es auch beim HUS auftritt,
eine cf-DNA-Erhohung beschrieben werden. Dieser These gegeniiber steht der bessere
Allgemeinzustand der TLR4-defizienten Tiere. Eine abschlieBende Beurteilung der cf-
DNA Genese bei unbehandelten Wildtypen und TLR4-KO-Tieren ist im Rahmen dieser
Arbeit nicht moglich. NE und MPO waren in den jeweiligen Kontrollgruppen fiir
Wildtypen und TLR4-Knockouts &hnlich hoch nachweisbar. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die These, dass diese cf-DNA-Erhohung unabhingig von der NETose
auftritt. In diesem Fall wire von einer gleichzeitigen Erhohung der drei Marker

auszugehen.

5.2.1. Limitationen des in vivo-Versuchs

Limitationen des in vivo-Versuchs am Mausmodell liegen in den Unterschieden zwischen
Mensch und Maus begriindet. Zum Teil sind die Auswirkungen dieser Unterschiede
schwer abschitzbar, da der pathophysiologischen Prozesse beim HUS noch nicht
vollstidndig verstanden sind.

So unterscheidet sich beispielsweise die Zusammensetzung des weilen Blutbildes.
Wihrend sich humane Leukozyten im gesunden Zustand aus 50-70 % Neutrophilen
zusammensetzen, sind dies bei der Maus nur 10-25 %. Anstelle dessen verfiigen Miuse
iiber 75-90 % Lymphozyten, statt nur 30-50 % wie beim Menschen (Mestas and Hughes
2004). Durch die quantitative Verminderung an Neutrophilen als Ausgangszelle der
NETs sind NETotische Prozesse erschwert darstellbar.

Des Weiteren zeigen murine Podozyten im Gegensatz zum Menschen keine Expression
des Gb3-Rezetor, durch den die pathogene Wirkung in der Niere vermittelt wird.
Kortikale und medulldre Tubuluszellen scheinen bei der Maus Zielstruktur des Shiga-
Toxin 2 fiir apoptotische Prozesse zu bilden (Psotka, Obata et al. 2009). Beim Menschen
sind vor allem glomeruldren Epithelzellen und Podozyten betroffen (Zoja, Buelli et al.
2017).

Zuletzt spielen bei der Entstehung des HUS sowohl LPS als auch Shiga-Toxin 2 eine
Rolle, auch wenn letzteres die Hauptwirkung vermittelt. Synergistische Prozesse konnten

von besonderer Bedeutung sein (Louise and Obrig 1992).
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5.2.2. NETose durch Shiga-Toxin 2 und TLR4-Rezeptor

Die in vivo-Versuche ermoglichten eine Untersuchung des Einflusses des TLR4-
Rezeptors auf die NETose, nachdem eine vollstindige Blockade in vitro nicht beweisbar
war. Zum anderen werden, mdglicherweise noch unbekannte, pathophysiologische
Vorginge miteinbezogen. So zeigten Clark et al. beispielsweise, dass der TLR4-Rezeptor
auf Thrombozyten bei Sepsis NETose in vivo aktivieren kann. Auch in vitro wurde die
NETose nach LPS-Gabe durch das Vorhandensein von Thrombozyten weiter stimuliert
(Clark, Ma et al. 2007).

Wie in 5.2.1. beschrieben, spielt beim Menschen auch LPS in der Pathophysiologie des
HUS eine Rolle. Ebenso wie eine synergistische Wirkung bei Stimulation durch beide
Pathogene erfolgen kann (Louise and Obrig 1992), konnte die Senkung der NET-
Parameter sowohl bei LPS als auch Shiga-Toxin 2 durch eine TLR4-Blockade moglich
sein.

Auch TLR4-Polymorphismen kdnnten in vivo beim Menschen eine Rolle spielen. Dies
ist bereits fiir die Empféanglichkeit bei anderen Infektionskrankheiten bekannt und hier
von besonderem Interesse, da nicht vollstindig verstanden ist, warum es bei manchen
Menschen zur Entwicklung eines HUS nach EHEC-Infektion kommt, wéihrend andere

nicht erkranken (Zoja, Buelli et al. 2017).
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6. Zusammenfassung

In vitro zeigten sich eine gesteigerte Menge an cf-DNA sowie Komplexe aus DNA, MPO
und H3cit in der Immunofluoreszenz nach Inkubation neutrophiler Granulozyten mit
Shiga-Toxin 2. Eine Behandlung mit TAK242 fiihrte zu einer Hemmung der cf-DNA
Freisetzung und der mikroskopisch darstellbaren NETose. Apoptotische Prozesse als
Ursache freier DNA konnten durchflusszytometrisch ausgeschlossen werden. In der PCR
lieB sich eine Stimulation fiir IRF3 darstellen, was auf eine Aktivierung des MyD88-
unabhingigen Weges schlieen lidsst. Eine Hemmung von IRF3 durch TAK242 sowie
Beteiligung von IRF5, Teil des MyD88-abhdngigen Wegs, konnte nicht gezeigt werden.
Eine signifikante Vermehrung von neutrophiler Elastase und Calciumeinstrom konnte bei
hohen Standardabweichungen nicht festgestellt werden. Ursache hierfiir konnten niedrige
Sensitivitdten der Versuchsaufbauten bzw. Spezifititen des Parameters sein. Doch auch
eine Abhingigkeit von einem oder mehreren Mediatoren der NETose in vivo muss in
diesem Zusammenhang diskutiert werden.

Die in vivo-Versuche ermoglichten Untersuchungen bei defizienten TLR4-Rezeptor. Es
zeigte sich eine signifikante Verminderung von NE und MPO bei TLR4-Knockout
Tieren. Allein fiir cf-DNA zeigte sich in beiden Versuchsgruppen eine signifikante
Vermehrung, eventuell aufgrund von anderen apoptotischen Prozessen, die bei den
Knockout-Méusen vermehrt auftreten. Im Gegensatz zu dieser Vermutung steht, dass
TLR4-KO-Tiere wihrend des Versuchs eine geringere Beeintrichtigung zeigten, sodass
die Ursache der erhohten cf-DNA nicht abschlieBend geklért werden kann.

Aufgrund dessen postulieren wir einen Teileinfluss des TLR4-Rezeptors auf die NETose

und den Schweregrad des Himolytisch-Urdmischen Syndroms im Mausmodell.

51



7. Summary

In vitro, incubation of neutrophil granulocytes with Shiga toxin 2 resulted in stimulation
of cf-DNA genesis as well as complexes of DNA, MPO and H3cit in
immunofluorescence. Treatment with TAK242 led to an inhibition of cf-DNA release and
microscopically visualizable NETosis. Apoptotic processes as the cause of free DNA
could be excluded by flow cytometry. PCR showed stimulation of IRF3, which indicates
activation of the MyD88-independent pathway. Inhibition of IRF3 by TAK242 and
involvement of IRFS, part of the MyD88-dependent pathway, could not be demonstrated.
A significant increase in neutrophil elastase and calcium influx could not be detected with
high standard deviations. This could be due to low sensitivities of the experimental setups
or specificities of the parameters. However, a dependence on one or more mediators of
NETosis in vivo must also be discussed in this context.

The in vivo experiments allowed investigations in TLR4 receptor deficient animals.
There was a significant reduction in NE and MPO in TLR4-knockout animals. Only cf-
DNA showed a significant increase in both experimental groups, possibly due to other
apoptotic processes that occur more frequently in the knockout mice. In contrast to this
assumption, TLR4-KO animals showed less impairment during the experiment, so that
the cause of the increased cf-DNA cannot be conclusively clarified.

Based on this, we suggest a partial influence of the TLR4 receptor on NETosis and the

severity of hemolytic uremic syndrome in a mouse model.
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8. Anhang

I) Tabelle zu Abbildung 22: Uberleben der Miuse C57/B16 und TLR4-KO

Uberleben der Gruppe C57/Bl6 nach Injektion mit Shiga-Toxin 2:

PlanmiBige Euthanasie

[
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davon an Tag 1

davon an Tag 2

davon an Tag 3

Euthanasie bei schlechtem Allgemeinzustand
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Uberleben der Gruppe TLR4-KO nach Injektion mit Shiga-Toxin 2:

PlanmiBige Euthanasie

[
<

davon an Tag 1

davon an Tag 2

davon an Tag 3

Euthanasie bei schlechtem Allgemeinzustand

davon an Tag 1

davon an Tag 2

davon an Tag 3

Verstorben

davon an Tag 1

davon an Tag 2

O O M= O O O o O Ll W

davon an Tag 3

[a—

Gesamte Tierzahl

(]
<

53




IT) Score-Sheet des Tierversuchs

Frequenz: 3x taglich ab Versuchsbeginn

Symptome Handlungsanweisung
I Korpergewicht

bezogen auf Ausgangsgewicht [ |

bezogen auf Kontrollgruppe [ X ]

ggr. Reduktion > 5 % A
mgr. Reduktion > 10 % B
hgr. Reduktion > 20 % C
IT Atmung

Dyspnoe oder > 3 Punkte im MSS fiir respiratory rate und quality C
I1I Allgemeinzustand/Spontanverhalten

Geringgradige Storung

(z.B. Fell ggr. ungepflegt, verringerte Bewegung oder ggr. gestorte

Motorik) A
mittelgradige Storung:

(z.B. Fell mgr. verschmutzt, struppig, verschmutzte Augen; Isolation,

mgr. gestorte Motorik) B
hochgradige Storung

(z.B. gekriimmte Korperhaltung, Pilorektion, Krimpfe; Léhmungen;

Atemgerdusche; verklebte oder feuchte Korperoffnungen; unnormale

Haltung; hoher Muskeltonus; Dehydratation, Apathie, Automutilation) C
ITI Versuchsspezifische Kriterien C

Murine Sepsis Score >7
Appearance (0-4)

Activity (0-4)

Response to stimulus (0-4)
Eyes (0-4)

Respiratory quality (0-4)
Respiratory rate (0-4)
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Handlungsanweisungen (Beispiel, miissen versuchsspezifisch formuliert werden)

Die Abbruchkriterien und die zu tolerierende Maximalbelastung miissen versuchsspezifisch
bestimmt werden. So erreicht z.B. bei einer prospektiv eingeschétzten geringen Gesamtbelastung
ein miBig belastetes Tier die Abbruchkriterien. In diesem Fall muss zusammen mit einem TSchB
abgeschitzt werden, ob das Tier im Versuch belassen werden kann.

Sollte sich die Gesamtbelastung grundsitzlich als schwerer erweisen als prospektiv eingeschitzt,

muss der TSchB informiert und ein Anderungsantrag gestellt werden.

Handlungsanweisung A (geringe Belastung)

Uberwachungsfrequenz 2x tiglich (Dokumentation in den Aufzeichnungen), ggf unterstiitzende
MaBnahmen ergreifen (Spezialfutter, Warmezufuhr etc.) und ggf. Tierarzt konsultieren.

Bei 2 oder mehr Symptomen der Kategorie A ist von einer mittleren Belastung auszugehen und

Handlungsanweisung B ist zu beriicksichtigen.

Handlungsanweisung B (mifige Belastung)
Tier umgehend einschlidfern oder Tierschutzbeauftragten kontaktieren, um weiteres Vorgehen

abzusprechen.

Handlungsanweisung C (schwere Belastung)
Tier umgehend einschlidfern oder Tierschutzbeauftragten kontaktieren, um weiteres Vorgehen

abzusprechen.
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IIT) Murine Sepsis Score (MSS) (Shrum, Anantha et al. 2014)

Aussehen
0 glattes Fell
1 Fell partiell aufgestellt
2 Mehrheit des Riickenfells aufgestellt
3 Piloereketion kann oder kann nicht vorhanden sein, Maus erscheint
aufgequollen
4 Piloereketion kann oder kann nicht vorhanden sein, Maus erscheint
abgemagert
Bewusstseinszustand
0 Maus ist aktiv
1 Maus ist aktiv, aber vermeidet es sich auf die Hinterbeine zu stellen
2 Aktivitdt ist merkbar verringert, noch gehféhig
3 Aktivitdt eingeschrinkt, nur Bewegung wenn provoziert, Bewegungen
mit Tremor
4 Aktivitdt stark eingeschriankt, Maus bleibt auf der Stelle wenn provoziert,
mit moglichem Tremor
Aktivitét
0 normales Ausmal an Aktivitdt, Maus isst, trinkt, klettert, rennt, kdmpft
1 leicht verringerte Aktivitit, Bewegung am Kifigboden
2 reduzierte Aktivitdit, Maus bleibt an einer Stelle mit zeitweisem
untersuchendem Verhalten
3 keine Aktivitdt, Maus bleibt an einer Stelle.
4 keine Aktivitdt, Maus mit Tremor, besonders an den Hinterbeinen.

Reaktion auf Stimulus

0 Maus reagiert sofort auf auditorisches Signal oder Beriihrung

1 langsame oder keine Reaktion auf auditorisches Signal, starke Reaktion
auf Berilihrung (Flucht)

2 keine Reaktion auf auditorisches Signal, moderate Reaktion auf
Beriihrung (bewegt sich einige Schritte)
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3 keine Reaktion auf auditorisches Signal, milde Reaktion auf Beriihrung
(keine Anderung des Standorts)
4 keine Reaktion auf auditorisches Signal, geringe oder keine Reaktion auf
Beriihrung, kann sich nicht halten, wenn geschoben
Augen
0 Augen offen
1 Augen nicht vollstindig offen, moglicherweise mit Sekretion
2 Augen bis halb geschlossen, moglicherweise mit Sekretion
3 Augen wenigstens halb oder ganz geschlossen, mdglicherweise mit
Sekretion
4 Augen geschlossen oder milchig
Atemmuster
0 normal
1 kurze Perioden von angestrengter Atmung
2 angestrengte Atmung, kein Schnappen nach Luft
3 angestrengte Atmung und zeitweise Schnappen nach Luft
4 Schnappatmung

Atemfrequenz

0 normale, schnelle murine Atmung

1 leicht reduzierte Atemfrequenz (nicht per Auge quantifizierbar)

2 moderat reduzierte Atemfrequenz (knapp per Auge quantifizierbar)

3 stark reduzierte Atemfrequenz (einfach per Auge zihlbar, 0,5 Sekunden
zwischen Atemziigen)

4 sehr stark reduzierte Atemfrequenz (> 1 Sekunde zwischen Atemziigen)
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IV) Material- und Gerételiste

Allgemeine Laborausstattung

Eppendorf Research
Plus,
0,5 —10 pL, mittelgrau

3123000020

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research
Plus,

0,1-2,5uL,
dunkelgrau

3123000012

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf ~ Research
Plus, 2 —20 pL, hellgrau

3123000098

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf  Research
Plus, 2 — 20 pL, gelb

3123000039

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research
Plus,
10 — 100 pL, gelb

3123000047

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research
Plus,
20 — 200 pL, gelb

3123000055

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research
Plus, 100 — 1,000 pL,
blau

3123000063

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research
Plus, 8-Kanal, 10 — 100
pL, gelb

3125000036

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research
Plus, 8-Kanal, 30 — 300
uL, orange

3125000052

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Integra Pipetboy 2
Serologische Pipette

155000

INTEGRA Biosciences, Zizers,
Schweiz

Biosphrere Filter Tips
2.5ul

70.1130.217

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Biosphrere Filter Tips
10ul

70.1130.215

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Biosphrere Filter Tips
20ul

70.1114.215

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Biosphrere Filter Tips
200pul

70.760.216

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Biosphrere Filter Tips
300ul

70.765.215

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Biosphrere Filter Tips
1000u1

70.762.216

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Cellstar Tubes, 15ml,

Greiner Bio-One, Kremsmiinster,

PP 188271 Osterreich

Cellstar Tubes, 50ml, 227261 Greiner Bio-One, Kremsmiinster,

PP Osterreich

Cellstar Tubes, 50ml, Greiner Bio-One, Kremsmiinster,

PP, brown 227280 Osterreich

Cellstar Serological 606180 Greiner Bio-One, Kremsmiinster,

Pipette, Sml Osterreich

Cellstar Serological 607180 Greiner Bio-One, Kremsmiinster,

Pipette, 10ml Osterreich

Cellstar Serological 760180 Greiner Bio-One, Kremsmiinster,

Pipette, 25ml Osterreich

PCR-Einzelgefis, 0,2 72.737.002 Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

ml

Safe Seal Reagiergefal3 72.704.400 Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

0,5ml

Safe Seal Reagiergefal3 72.706.400 Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

1,5ml

Safe Seal Reagiergefal3 72.695.400 Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

2ml

Eppendorf Tubes, S5ml 0030119401 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Aqua B. Braun 0082479E B. Braun Melsungen, Melsungen,

Ecotainer Spiillosung Deutschland

Thermo Scientific 10044550 Fisher Scientific, Loughborough,

Nalgene Rapid Flow UK

Sterile

Einwegfiltrationsgerite

Parafilm 4in.x125ft. P7793-1EA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gerdte

Cell Culture CO2 MCO-19AIC-PE Panasonic Healthcare, Ora-Gun,

Incubator Japan

Zentrifuge 5430R EP022620603 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf

Sartorius Elektronische BP310P Sartorius, Gottingen, Deutschland

Feinwaage
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Liebherr LGex 3410 Liebherr, Ulm, Deutschland

Labortiefkiihlschrank

Mediline Lgex 3410

Liebherr LKUv 1610 Liebherr, Ulm, Deutschland

Laborkiihlschrank

Mediline LKUv 1610

Thermo Scientific TSX TSX60086V Fisher Scientific, Loughborough,

Serie Ultratiefkiihlgerat UK

-80°C

Mikrowelle HMT 882L Robert Bosch, Gerlingen,
Deutschland

FlexStation 3 Multi- FLEX3 Molecular Devices, San Jose, USA

Mode Microplate

Reader

Basis Reiskocher RCP-30 Reishunger, Bremen, Deutschland

Reishunger

SONOREX SUPER 326 Bandelin electronic, Berlin,

RK 103 H Deutschland

Ultraschallbad

neoVortex® Schiittler D-6012 neolLab Migge, Heidelberg,
Deutschland

Heraeus Brutschrank B 26166010 Heraeus, Hanau, Deutschland

5090 E

S20 - SevenEasy pH 51302803 Mettler-Toledo, Giellen,
Deutschland

Leica SM2010 R 1492010RUEL Leica  Biosystems, Nussloch,

Schlittenmikrotom Deutschland

TES 99 TES99.420 Medite Medical, Burgdorf,

Paraffineinbettsystem Deutschland

Epredia Citadel 2000 16125.00 Fisher Scientific, Loughborough,

Tissue Processor UK

LSB Aqua Pro Linear LSB18 Grant Instruments, Shepreth, UK

Shaking Water Bath

Range

IKA Magnetrithrer RH 5019700 IKA-Werke, Staufen, Deutschland

basic

Laboratory shaker TT 846-042-300 TT30 | Analytik Jena, Jena, Deutschland

30

Lab Thermometer IP65 30.1034.1.1 TFA Dostmann, Wertheim,

LT-102 Deutschland

Biometra T-Personal 48 03823 Biometra GmbH, Gottingen,

Thermocycler Deutschland

QIAGEN Rotor Gene Q R0814145 Qiagen, Venlo, Niederlande

BD FACS CANTO II

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA
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Feuchte Kammer - 600016 Weckert, Kitzingen, Deutschland

Inkubationskammer

Zentrifuge 5804R EP022628146 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf

Biofuge Stratos 75005289R Heraeus, Hanau, Deutschland

Epoch Microplate 265816 BioTek Instruments, Vermont,USA

Spectrometer

Take3 Micro-Volume 273728 BioTek Instruments, Vermont,USA

Plate

HERAsafe KSP 9 51024057 Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold, Deutschland

Olympus IX50 — S8F 6L03591 Olympus, Shinjuku, Japan

GFL 1083- 1086 GFL mbH, Burgwedel, Deutschland

Schiittelwasserbad

Paraffin Streckbad 1052 GFL mbH, Burgwedel, Deutschland

Heizplatte MEDAX 10892 MEDAX Nagel GmbH, Kiel,

Typ 13800 Deutschland

Para Cooler O 30360 Weinkauf Medizin &
Umwelttechnik, Hallerndorf,
Deutschland

Zeiss Axio Observer Z1 - Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Software
Microsoft Excel 2019 - Microsoft, Redmond, USA

GraphPad Prism 8.4.3

GraphPad Software, San
Diego, USA

BD FACS Diva v8.0.2

Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes,
NIJ, USA

Spezielle Materialien fiir die Versuche

Zellisolierung und Stimulation

MACSxpress Whole Blood 130-104-434 Miltenyi Biotec, Bergisch

Neutrophil Isolation Kit, Gladbach, Deutschland

human

RPMI 1640 21875034 Gibco, Life Technologies,
Paisley, UK

DPBS (1x) 500ml 14190-144 Gibco, Life Technologies,

Paisley, UK
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Bovine Serum Albumin A7030-100G Sigma-Aldrich, St. Louis,

(BSA) USA

Kaliumchlorid 1632-500G Th. Geyer, Renningen,
Deutschland

Calciumchlorid CN93.1 Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Cellstar Tubes, 15ml, PP 188271 Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Osterreich

Lipopolysaccharid L2880 Sigma-Aldrich, St. Louis,

aus Escherichia USA

coli O55:B5

Shiga-Toxin 2 von 1621 List Laboratories,

Escherichia coli Campbell, USA

TAK?242 614316 Merck, Darmstadt,
Deutschland

Tryptan Blue Solution T8154 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

MACSxpress Seperator 130-098-308 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

MACSmix ™  Tube 130-090-753 Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Rotator

Cutasept F Haut 455577 Bode Chemie GmbH,

Desinfizienz Hamburg, Deutschland

Safety Multifly Kaniile 85.1638235 Sarstedt, Niirnbrecht,
Deutschland

S-Monovette EDTA 01.1605.001 Sarstedt, Niirnbrecht,

K3E/7,5ml Deutschland

Cf-DNA human
96 well Platte, schwarz, 655076 Greiner Bio-One,

flat

Kremsmiinster, Osterreich

Dimethyl sulfoxide

D4540-500ML

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Sytox Orange Nucleic
Acid Stain

S11368

Invitrogen, Life
Technologies, Eugene,
USA
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Neutrophile Elastase human

96 well Platte, steril, clear 353072 Corning Incorporated,
Durham, USA
Cell-Based Assay Buffer 10009322 Cayman Chemical, Ann
Tablet Arbor, USA
MeOSuc-AAPV-pNA 17601 Cayman Chemical, Ann
Arbor, USA
Calcium-Influx (Fluo8)
96 well Platte, schwarz, 3603 Corning Incorporated,
steril, clear Kennebunk, USA
Fluo-8 Calcium Flux ab112129 abcam, Cambridge, UK
Assay Kit - No Wash
FACS Annexin V und Pl
12-well Platte, steril 355043 Corning Incorporated,
Durham, USA
Tube 5ml, 75x12mm, ps 55.1579 Sarstedt AG & Co. KG,
Niirnbrecht, Deutschland
Annexin-V-PE 556419 Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes,
NJ, USA
AutoMACS Rinsing 130-091-222 Miltenyi Biotec, Bergisch
) Gladbach, Deutschland
Solution
Bovine Serum Albumin A7030-100G Sigma-Aldrich, St. Louis,
(BSA) USA
Propidium Iodide Staining 51-66211E Becton, Dickinson and
Solution Company, Franklin Lakes,
NJ, USA
Annexin V Binding Buffer 51-66121E Becton, Dickinson and
10X Company, Franklin Lakes,
NJ, USA
qPCR
UltraPure Distilled Water 10977-035 Invitrogen, Life
DNase/Rnase Free Technologies, Grand

Island, USA
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RNeasy Mini Kit 74104 Qiagen, Venlo,
Niederlande

Maxima First Strand K1641 Thermo Fisher Scientific,

Synthesis Kit Waltham, USA

Rotor-Gene SYBR Green 204074 Qiagen, Venlo,

PCR Kit Niederlande

6-well Platte, Cellstar, 657160 Greiner Bio-One,

sterile Kremsmiinster, Osterreich

PCR 0,1 ml 4-Tube & 4- 711200 Biozym Scientific GmbH,

Cap Strips Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Immunofluoreszenz MPO, H3cit und DNA human

12-well Platte, Cellstar, 665180 Greiner Bio-One,
sterile Kremsmiinster, Osterreich
Zellkultur Coverslips 174985 Nalge Nunc International,
steril, 25mm Rochester, USA
Methanol 1437.1011 Th. Geyer, Renningen,
Deutschland
Deckgléser 24x46mm, 101202 Paul Marienfeld, Lauda-
Starke 1 0,13-0,16mm Konigshofen, Deutschland
DAPI (4',6-diamidino-2- D1306 Invitrogen, Life
phenylindole) Technologies, Grand
Island, USA
Fluoromount-G 00-4958-02 Invitrogen, Life

Technologies, Grand

Island, USA

Antikorper/Isokontrollen s.
Seite 28
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Tierversuch

C57BL/6JRj Maus

Forschungstierhaltung

14 Weibchen, 26 UKE, Hamburg,

Mdnnchen Deutschland

B6(Cg)-TLR4 tm1.2 Karp 029015 The Jackson Laboratory,

(TLR4-KO) Maus Bar Harbor, USA

10 Weibchen, 15

Mdnnchen

Omnifix-F Luer Solo 9161406V B. Braun Melsungen,

0.001ml-1ml Melsungen, Deutschland

Sterican Gr. 20, G 27 x 4657705 B. Braun Melsungen,

3/4"/0,40 x 20 mm, grau Melsungen, Deutschland

Isotone 2350748 B. Braun Melsungen,

Natriumchloridlosung Melsungen, Deutschland

0,9% Braun

Injektionslosung

Tramal 100mg/ml Losung 11236125 Griinenthal, Aachen,

zum Einnehmen Deutschland

Cf-DNA murin

96-well Platte, schwarz, 655076 Greiner Bio-One,

flat Kremsmiinster, Osterreich

DPBS (1x) 500ml 14190-144 Gibco, Life Technologies,
Paisley, UK

UltraPure 0.5M EDTA, 15575-038 Invitrogen, Life

pH 8.0 Technologies, Grand
Island, USA

Bovine Serum Albumin A7030-100G Sigma-Aldrich, St. Louis,

(BSA) USA

Lambda DNA SD0011 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Sytox Orange Nucleic S11368 Invitrogen, Life

Acid Stain

Technologies, Eugene,
USA
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Neutrophile Elastase murin

Mouse Neutrophil EK1445 Boster, Pleasanton, USA

Elastase/ELA2/ELANE

ELISA Kit PicoKine

Myeloperoxidase murin

MPO mouse ELISA Kit HK210-01 Hycult Biotech, Uden,

Niederlande
Probenentnahme

Probebehiltnisse - Institut fiir Pathologie,
Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

Paraformaldehyd (PFA) 4 10303 Morphisto, Offenbach

%, in PBS pH 7,2 (Main), Deutschland

Microvette 500 K3E 20.1341 Sarstedt, Niimbrecht,

EDTA K Deutschland

Minicaps Einmal- 9000205 Hirschmann Laborgerite,

Kapillarpipetten end to Eberstadt, Deutschland

end Na-Heparin

Isofluran Baxter HDG9623 Baxter, UnterschleiBheim,
Deutschland

Fine Scissors - Tungsten 14568-12 Fine Science Tools,

Carbide, gerade, 25mm Heidelberg, Deutschland

Mikropinzette Ergoplant FD253R Aesculap, Tuttlingen,

Deutschland
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