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Immunzellanalyse in entzundetem Gewebe: Je weniger desto
besser

Neutrophile Granulozyten, eine Art von Immunzellen, sind fiir die Abwehr von
Krankheitserregern unerlasslich. Wenn sie aber in verletztes Gewebe einwandern, z.B.in
das Gehirn nach einem Schlaganfall, konnen sie chronische Entziindungen fordern und
langfristige Schaden verursachen. Um die Proteine der Neutrophilen an
Entziindungsherden und damit ihre funktionelle Dynamik zu analysieren, benotigt man
Millionen dieser Immunzellen - ein Problem, denn oft sind nur wenige Zellen an den
Herden zu finden. Forschende des ISAS, des Universitatsklinikums Essen und der
Universitat Minster haben deshalb eine Methode entwickelt, die eine
massenspektrometrische Analyse mit nur 1.000 Neutrophilen ermoglicht.

Sie eroffnen so neue Moglichkeiten zur Evaluierung von Immunreaktionen innerhalb einzelner
Entzundungsherde. Thre Ergebnisse, darunter eine frei zugangliche Datenbank und ein
Neutrophilen-Proteom-Webservice, haben die Wissenschaftler:innen kiirzlich in der Zeitschrift
Molecular & Cellular Proteomics veroffentlicht.

Die Analyse des Neutrophilen Proteoms (der Mehrheit aller exprimierten Proteine) kann wertvolle
Einblicke in die funktionelle Dynamik der Neutrophilen unter Krankheitsbedingungen liefern. Doch
obwohl Neutrophilen bei gesunden Menschen etwa 60 Prozent der Leukozyten (weilse
Blutkorperchen) ausmachen, sind es in Entzindungsherden oft weniger als 1.000 Zellen. Die
Verfugbarkeit von Probenmaterial kann daher zu einem Problem werden, insbesondere bei seltenen
Populationen von Neutrophilen, wie in Tumoren. Bislang mussten Forschende deshalb Zellen von
mehreren Menschen oder Tieren zusammenfuhren. ,Mit unserem Ansatz konnen wir das Proteom
von Neutrophilen mit nur 1.000 Zellen aus einem einzigen Entzundungsherd bei einer Person oder
einem Versuchstier analysieren. Dies ermoglicht nicht nur spezifischere Neutrophilen-Analysen,
sondern schont auch die Probenressourcen, was inshesondere fur eine niedrige Zahl von
Tierversuchen von Vorteil ist”, berichtet Susmita Ghosh, Erstautorin der Studie und Doktorandin am
ISAS.

Offentlich zugiangliche und umfassende Datensammlung als Referenzwert

Um die Anzahl der fur die Proteomanalyse mittels Flussigchromatographie-Massenspektrometrie
(Liquid Chromatography Mass Spectrometry, LC-MS) benotigten Zellen zu reduzieren, optimierten
die ISAS-Forschende den Proteinverdau wahrend der Probenvorbereitung sowie die Methode der
LC-MS-Datenakquise. Auf diese Weise entstanden umfangreiche, speziesspezifische
Spektralbibliotheken mit Neutrophilen aus dem Blut von funf gesunden Menschen und fiinf
gesunden Mausen. Die Datensammlungen umfassen jeweils ca. 5.300 menschliche bzw. ca. 6.200
Mausproteine und liefern wertvolle Erkenntnisse uber die proteomischen Unterschiede zwischen
humanen und murinen Neutrophilen. Die Spektralbibliotheken und der Neutrophilen-Proteom-
Webservice sind offentlich zuganglich, so dass die wissenschaftliche Gemeinschaft sie als
Referenzwerte flir ihre eigenen Neutrophilen-Analysen nutzen kann.

Tabasco-Sauce beweist: Methode ist fiir verschiedene Entziindungsmodelle geeignet
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Die Forschenden validierten ihre Methode, indem sie die Neutrophilen in zwei verschiedenen
Szenarien untersuchten. Zunachst analysierten sie Neutrophilen aus den Gehirnen von Mausen nach
einem Schlaganfall. Die Zellen reagierten auf die glukosearme Umgebung, indem sie ihre
mitochondriale Aktivitat erhohten und mehr reaktive Sauerstoffspezies produzierten. Daruber
hinaus untersuchten die Wissenschaftler:innen menschliche Neutrophilen. Um eine vom
Nervensystem ausgeloste kurzfristige Entzindung in der Mundhohle zu simulieren, spiilten sieben
Versuchspersonen beim Projektpartner in Minster ihren Mund mit einer Tabasco-haltigen Losung.
Dies fuhrte dazu, dass Neutrophilen aus der Blutbahn in das entziindete Gewebe einwanderten. Es
zeigte sich, dass diese transmigrierten Zellen nach der Wanderung ebenfalls funktionelle
Veranderungen durchliefen, die die Forscher auch mittels Durchflusszytometrie bestatigten. Die
beiden unterschiedlichen Szenarien zeigen: Die Methode inkl. der Spektralbibliothek ist fur
verschiedene Entziindungsmodelle geeignet.

Noch niedrigere Zellzahlen sind geplant

Die Wissenschaftler:innen arbeiten bereits daran, ihre Methode weiter zu verbessern, berichtet
Ghosh: ,Langfristig wollen wir proteomische Analysen fur eine Handvoll von Neutrophilen
ermoglichen, zum Beispiel fur besonders kleine Subpopulationen oder sogar einzelne Zellen. Erste
Ergebnisse mit nur finf Zellen sind bereits vielversprechend.”

Forschende aus der Bioinformatik am ISAS haben alle Proteine und ihre Kopienzahlen interaktiv
visualisiert. Zur HTML-Datei: https://zenodo.org/doi/10.5281/zenodo.10817746.

Originalpublikation

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1535947624001488?via%3Dihub

Uber das ISAS

Das ISAS entwickelt leistungsfahige Analyseverfahren fur die Gesundheitsforschung. Mit unseren
Innovationen tragen wir dazu bei, die Pravention, Frithdiagnose und Therapie von beispielsweise
Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder Krebs zu verbessern. Ziel des Instituts
ist es, die personalisierte Therapie voranzutreiben. Dafur kombinieren Forschende am ISAS das
Wissen aus Biologie, Chemie, Pharmakologie, Physik und Informatik. Das Institut arbeitet eng mit
Universitaten im In- und Ausland zusammen, etwa durch gemeinsame Berufungen. AulSserdem
kooperiert es mit nationalen und internationalen Partnern aus der Wissenschaft und Industrie. Das
ISAS wurde 1952 gegrundet und beschaftigt ca. 160 Mitarbeitende aus 20 Nationen.

Originalpublikation:

Ghosh et al., Proteomic Characterization of 1000 Human and Murine Neutrophils Freshly Isolated
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