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. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

Die sterile Inflammation ist eine elementare Gewebsreaktion, welche die
pathophysiologische = Grundlage vieler  Erkrankungen, wie etwa dem
Ischamie/Reperfusionschaden, der Arteriosklerose, dem Trauma oder dem
Myokardinfarkt bildet'. Trotz der hohen klinischen Relevanz dieser pathologischen
Prozesse ist wenig Uber die zellularen Ablaufe bekannt. In dieser Arbeit soll vor allem
auf die Interaktion von Monozyten/Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und
Thrombozyten in vivo eingegangen werden, da diese Zellpopulationen sehr schnell
zum geschddigten Gewebe rekrutiert werden. Wie das Zusammenspiel dieser
Zelltypen zur sterilen Inflammation beitrdgt, ist kaum erforscht. Insbesondere
neutrophile Granulozyten flihren haufig zu einer betrachtlichen zusatzlichen
Gewebsschadigung, die es zu vermeiden gilt. Publikationen der Arbeitsgruppe um
Professor Massberg haben zudem gezeigt, dass Inflammation und Thrombose eng
verkniuipfte Prozesse sind®?. Dies soll nun bei der sterilen Inflammation genauer

untersucht werden.

In dieser Arbeit soll mittels intravitaler 2-Photonen Mikroskopie in vivo die sterile
Inflammation am Mausmodell untersucht werden. Die Arbeitsgruppe um Professor
Massberg verfligt Uber transgene Tiere, die es ermdglichen sowohl Monozyten als
auch neutrophile Granulozyten in vivo zu visualisieren und die Mechanismen ihrer
Rekrutierung und Interaktion zu klaren. Weiterhin sollen mittels Whole Mount Staining
Faktoren identifiziert werden, die den frihen zellularen Mechanismen der sterilen
Inflammation steuern. Ebenso soll die Interaktion von myeloiden Leukozyten und
Thrombozyten in vivo genauer analysiert werden, da der Beitrag letzterer zur sterilen
Entziindungsreaktion weitgehend unbekannt ist. Aus der Analyse dieser zelluldren
Vorgéange in vivo kdnnten sich neue therapeutische Ansatzpunkte fiir eine Vielzahl von

Erkrankungen ergeben, die auf der sterilen Inflammation basieren.
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. LITERATURUBERSICHT

1. Pathophysiologie der sterilen Inflammation

Unser Immunsystem ist standig Einfliissen aus unserer Umwelt, aber auch inneren
Reizen ausgesetzt, auf die es mit einer Entziindungsreaktion antworten kann. Nach der
,Gefahr-Hypothese” von Matzinger et al. kdnnen nicht nur Infektionserreger eine
Immunantwort ausldsen, sondern auch ein Gewebsschaden, Zellstress oder der
Zelltod”. So kdnnen Zellen Faktoren freisetzen, die zu einer Inflammation fiihren. Diese
Faktoren werden auch DAMPs (damage- associated molecular patterns) genannt, auf
die spater in diesem Kapitel eingegangen wird. Dabei handelt es sich um intrazellulare
Molekiile, die erst bei Schadigung der Zelle in den extrazellularen Raum gelangen und
dort Uber spezifische Rezeptoren auf Immunzellen eine Entziindungsreaktion

initiieren>.

Die Gesamtheit der Abwehrzellen des Immunsystems differenziert sich aus
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Dabei gibt es
mehrere Moglichkeiten der Differenzierung: die myeloische Reihe, aus der sich die
Zellen der unspezifischen Abwehr entwickeln, sowie die lymphatische Reihe, mit den
Zellen der spezifischen Abwehr®. Die myeloischen Leukozyten spielen eine
bedeutende Rolle bei der Initiierung, dem Ablauf und der Beendigung einer
Entziindungsreaktion’. Bedingung hierfiir ist eine gerichtete Bewegung auf den
entziindungsausldsenden Insult hin, um schnell und gezielt das schadigende Agens zu

bekampfen.

Eine Entziindung, die ohne Beteiligung von klassischen Krankheitserregern, wie bspw.
Bakterien oder Viren verursacht wird, bezeichnet man als sterile Entziindung’. Sie ist
eine physiologische Reaktion auf eine Schadigung oder einen Gewebsuntergang, der
verschiedene Ursachen haben kann. Zu nennen sind Traumata, Verbrennungen,
Minderversorgungen von Geweben mit Blut wie beispielsweise bei Herzinfarkten und
Schlaganfdllen®. Bei Gewebsuntergang werden intrazelluldre Botenstoffe freigesetzt,
die im Immunsystem eine Entziindungskaskade in Gang setzen und zur Eliminierung
des Gewebeschadens flihren sowie zur Beendigung der Entziindungsreaktion. In
manchen Féllen kommt es aber zu einer UberschieBenden Reaktion, die zu einer
zusatzlichen Gewebeschadigung fihrt®’. Diese Schadigung ist bedingt durch die
Produktion  von reaktiven  Sauerstoffradikalen (ROS), Proteasen und

Wachstumsfaktoren, die neutrophile Granulozyten und Makrophagen bei der
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Entziindungsreaktion freisetzen’. Die sterile Inflammation ist gekennzeichnet durch
eine Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen,
deren Produktion proinflammatorischer Cytokine und Chemokine, insbesondere
Tumor- Nekrose Faktor (TNF) und Interleukin 1 (IL-1), die Induktion der T-Zell

Immunantwort vermitteln®'°.

Es gibt verschiedene Krankheitsbilder, die durch eine unkontrollierte sterile
Entziindung verursacht werden konnen. Zu nennen sind beispielsweise der
Herzinfarkt®, Arteriosklerose®, Gicht?, Tumore'' und die Alzheimer Erkrankung'2. Bei der
Arteriosklerose beispielsweise nehmen die Makrophagen Cholesterin auf, das zur
Aktivierung von Entziindungszellen, Endothelzelldysfunktion und Plaqueformation
fuhrt™. Die Wiederherstellung des Blutflusses verursacht beim Herzinfarkt eine weitere
Gewebszerstérung durch die Infiltration von neutrophilen Granulozyten, die auf die
Gewebsnekrose mit der Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)

reagieren®.

Die Mechanismen sind bei der sterilen Entziindung ahnlich wie bei der klassischen
durch Pathogene verursachte Entziindungsreaktion und werden Uber spezifische
Rezeptoren v.a. auf Immunzellen vermittelt®. Diese Rezeptoren, auch PRR (Pattern
Recognition Receptor) genannt, beinhalten verschiedene Rezeptorgruppen, die je
nach Lokalisation intra- und extrazellular liegen kénnen'. Zu nennen sind: die Toll-
like-Rezeptoren (TLR), die als Transmembranrezeptor auf Immunzellen sitzen und die
intrazellularen NOD-like Rezeptoren (NLR)''. Beide spielen nach Aktivierung eine
zentrale Rolle beim Entziindungsgeschehen durch Induktion einer vermehrten

Expression von proinflammatorischen Cytokinen und Chemokinen.

Klassischerweise binden an die PRR die PAMPs (Pathogen associated molecular
Pattern), welches molekulare Strukturen von Pathogenen wie Bakterien, Viren und
Pilze darstellen, die vom Wirt als fremd erkannt werden und mit einer zelluldren
Immunantwort reagieren'. Je nach Bindung dieser PAMPs an die verschiedenen
Rezeptoren (TLR) kann zwischen den verschiedenen Pathogenen unterschieden und
zielgerichtet auf den Stimulus reagiert werden'®, An diese Rezeptoren konnen aber
ebenfalls so genannte DAMPs (Damage associated molecular Patterns) binden.
Darunter versteht man eine Gruppe unterschiedlicher proinflammatorischer Faktoren,
die sowohl exogen als auch endogen zugefiihrt eine Entziindungsreaktion,
vergleichbar mit der von PAMPs, auslosen konnen®. DAMPs fiir die sterile
Inflammation koénnen Proteine, Lipide, Nukleinsduren und Bestandteile der

extrazelluldren Matrix sein, sowie exogene Stimuli wie zB. Asbest. Unter
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physiologischen Bedingungen liegen sie intrazellular vor und stellen keinen
Entzlindungsreiz fir das Immunsystem dar. So werden Autoimmunerkrankungen und
unkontrollierte Entziindungen verhindert. Gelangen DAMPs aber aus dem
intrazelluldren Raum in den extrazellularen Raum, so findet eine Bindung der DAMPs
an den zugehdrigen Rezeptor statt und es werden verschiedene Signalwege induziert,
die unter anderem eine Cytokin- und Chemokinfreisetzung bewirken. Damit wird die
Entziindungskaskade in Gang gesetzt, die in der Rekrutierung von Leukozyten

mundet.
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Abbildung 1: Nekrose mit der daraus resultierenden Entziindungsantwort

Darstellung der Faktoren, die bei dem Zelltod freigesetzt werden, wie z.B. DAMPs und Faktoren, die
Komplementfaktoren aktivieren. Die Bindung an Rezeptoren fiihrt zur Ausschiittung von Botenstoffen wie
bspw. Cytokinen, die zur Rekrutierung der Immunzellen und zur Steigerung der Gefaf3permeablitat

fihren.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology®, Copyright (2008)

Bei der Nekrose (sieche Abbildung 1) findet eine weitreichende Freisetzung an
unterschiedlichsten DAMPs durch den Verlust der Zellintegritat statt®. Die Nekrose ist
eine Form des unkontrollierten Zelltods, der durch externe Faktoren verursacht wird.
Gekennzeichnet ist dieser durch die Vakuolisierung des Zytoplasmas und dem
Aufquellen der Mitochondrien sowie des Zellkerns, was zur Ruptur der

Plasmamembran fiihrt. Daraufhin folgt die Freisetzung der Zellbestandteile, die nun
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sowohl vom angeborenen, als auch vom erworbenen Immunsystem als nicht mehr
korpereigen erkannt werden. Der Korper reagiert darauf mit einer
Entziindungsantwort®. Als klassische sterile Entziindungsmediatoren, die bei der
Nekrose freigesetzt werden, sind HMGB1 (high- mobility group box 1)%*%,

Purinmetabolite wie z.B. ATP?* und Harnsaure? zu nennen.

HMGB1 ist ein nukledres Protein, das aus zwei DNA- bindenden Doméanen (HMG BoxA
und B; siehe Abbildung 2) und einem negativ geladenen Saureendstlick besteht®.

BoxA, als isoliertes Molekiil, hat eine spezifische hemmende Wirkung auf das HMGB1?.

A box B box acidic tail
I2 23 45 7|9 8J9 106 1E|53 186 215
N HHH_H_; c
fragment with antagonist activity 150 183

RAGE activating segment

Abbildung 2: Struktur von HMGB1 mit seinen zwei DNA- bindenden Doméanen
BoxA und B und dem negativ geladenen Saureendstiick

Hier sind in rot die zwei DNA-bindenden Domédnen BoxA und B abgebildet, die bei dem vorderen
Endsttick als isoliertes Molekul inhibitorischen Charakter aufweist (BoxA). Des Weiteren enthalt HMGB1

noch ein negativ geladenes Endstlick (griin) mit dem es nach Bindung zur Aktivierung des RAGE-

Rezeptors fiihrt, der in der Hochregulierung der Gene fiir pro-inflammatorischer Cytokine resultiert.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Molecular Immunology®, Copyright (2013)

Im Zellkern befindliches HMGB1 fungiert als Stabilisator flir Nukleosomen und als
Reqgulator fiir die Genexpresssion®®, Das bei der Nekrose in das extrazelludare Milieu
freiwerdende HMGB1 triggert lber verschiedene Rezeptorbindungen (RAGE, TLR2/4)
die Inflammation®*?° und aktiviert das angeborene, wie auch das erworbene
Immunsystem®. AuBerdem kann es zusatzlich von stimulierten Immunzellen aktiv

sezerniert werden?'.

Die Gruppe um Marco Bianchi postuliert, dass verschiedene Redox- Formen des
HMGB1 vorkommen und dass daraus unterschiedlichen Wirkungsweisen wahrend
einer Entziindungsreaktion resultieren (sieche Abbildung 3). Diese Formen
unterscheiden sich durch ihren Oxidationszustand an jeweils drei Cysteinresten. Im
Cytosol und Zellkern liegt ein stark negatives Redox-Potential vor, weshalb das
intrazellulare HMGB1 in reduzierter Thiolform vorliegt, welche fiir die Bindung an den
TLR4- Rezeptor und somit fir die Zellrekrutierung verantwortlich ist?’32*, Im

extrazellularen Milieu unter entziindlichen Bedingungen herrscht ein vorwiegend
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oxidierendes Potential vor. Dadurch entsteht eine disulfierte HMGB1-Form, die bei
Leukozyten die Sekretion von proinflammatorischen Cytokinen und Chemokinen
induziert. Die dritte Form wird durch freie Sauerstoffradikale (ROS) gebildet, die das
HMGB1 vollstaindig oxidieren, so dass eine inaktive Form entsteht und die

Entziindungsreaktion beendet wird®.
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Abbildung 3: HMGB1 wahrend der Entziindungsreaktion verursacht durch eine
Nekrose

HMGB?1 spielt in unterschiedlichen Stufen der Entziindungsreaktion eine Rolle. Dabei kommt es in drei
verschiedenen Stufen vor: zu Beginn die all-thiol Form (A) mit einer Zell-rekrutierenden Funktion, dann

die disulfid-Form (A) mit einer aktivierenden/sekretorischen Funktion bei den Leukozyten und zuletzt die

vollstédndig oxidierte und damit inaktive Form (A)

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Molecular Immunology®, Copyright (2013)

Die Blockierung der Freisetzung von HMGB1 und deren Rezeptoren stellt einen anti-
inflammatorischen Therapieansatz fiir Erkrankungen dar, die mit einem erhdhten
HMGB1-Level und unkontrollierter Inflammation einhergehen®*3*. Beispielhaft zu
nennen ist der protektive Effekt von BoxA bei der Behandlung der kollagen-

induzierten Arthritis®>.
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1.1. Morphologie und Funktion von Monozyten und Makrophagen

Die Nekrose fiihrt vor allem zur Rekrutierung myeloider Leukozyten, wobei hier
Monozyten eine zentrale Stellung zukommt, worauf im Folgenden naher eingegangen
wird. Monozyten sind hochkonservierte Zellen, die in allen Wirbeltieren vorkommen
und sogar als dhnlich anzusehende Population bei Drosophila melangonaster in der
Hamolypmphe nachgewiesen werden kann*®. Der Anteil der im Blut zirkulierenden

Monozyten liegt bei der Maus bei 4% und beim Menschen bei 10%3"3.

Aus den im Knochenmark lokalisierten Vorldauferzellen®* der myeloiden Zellreihe bilden
sich sowohl die Granulozyten, die je nach Farbeverhalten nochmals unterteilt werden
in neutrophile, basophile und eosinophile Granulozyten, als auch die Monozyten
(Abbildung 4)’. Nach Ubertritt der letztgenannten Zellpopulation ins Gewebe
differenzieren sich diese zu Makrophagen und dendritischen Zellen. Sie gehéren
sowohl dem angeborenen, als auch dem erworbenen Immunsystem an. Zum einem
kdnnen sie zur lokalen Auflésung einer Entziindung beitragen, zum anderen besitzen
sie die Fahigkeit, dendritische Zellen auszubilden und so als antigenprasentierende

Zellen zu fungieren*,

0
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Abbildung 4: Ursprung und Differenzierungsschema der myeloiden Zellen

Darstellung der Differenzierung der myeloiden Zellen aus der Stammzelle (ber verschiedene

Vorlauferzellen bis zur ausdifferenzierten Zellen im Blut oder Gewebe

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology’, Copyright (2004)
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Die unterschiedlichen Subtypen der Monozyten unterscheiden sich in ihrer Gro3e,
dem Migrationsverhalten (trafficking), der Rezeptor- Ausstattung auf deren
Zelloberflaiche und der Fahigkeit, sich je nach Stimulation durch Cytokine in
unterschiedliche Subtypen zu differenzieren®. Monozyten stellen als Teil des
angeborenen Immunsystems einen maf3geblichen Anteil an der Entziindungsantwort
unseres Korpers gegen die Abwehr duBerer mikrobieller Einfliisse dar****, sind aber
genauso beteiligt an Gewebszerstérung wahrend entziindlicher Erkrankungen, wie
z.B. bei der Arteriosklerose**. Darliber hinaus spielen sie eine Rolle in der

Tumorimmunologie, wo ihnen inhibitorische Effekte zugesprochen werden®,

Die Monozyten werden aufgrund ihrer Zelloberflichenrezeptoren und Funktionen in
verschiedene Untergruppen gegliedert**°. Beim Menschen basiert die Unterteilung
auf der Expression der Oberflichenmolekile CD14 und CD16 aufgrund derer drei
Klassen unterschieden werden: klassische, intermedidare und nicht klassische
Monozyten>**'. Bei der Maus findet die Untergliederung in zwei Subpopulationen
statt: Die grof3ere Gruppe exprimiert auf der Zelloberflache den Marker Ly6C - der
durch den Antikérper GR1 erkannt wird - sowie CD11b, zusammen mit dem
Chemokinrezeptor CCR2 und einem niedrigen Level des Fraktalkinrezeptors (CX3CR1).
Diese Population wird oft auch als inflammatorische oder Ly6C"9"- Monozyten
bezeichnet und reprasentiert 2-5% der zirkulierenden Leukozyten, die sehr schnell bei
einer Infektion oder Entziindung rekrutiert werden***!. Sie besitzen im Blut eine
Halbwertszeit von 20 Stunden®*2, Das Aquivalent beim Menschen sind die
CD14™CD16  (klassischen) Monozyten. Die zweite Untergruppe der zirkulierenden
murinen Monozyten weist eine hohe Expression des Chemokinrezeptor CX3CR1 und
eine geringe Expression von CCR2 und Ly6C auf der Zelloberflache auf. Sie werden als
Ly6C""- Monozyten, patrouillierende/residierende oder im humanen System als nicht-
klassische Monozyten bezeichnet, da intravitalmikroskopische Studien gezeigt haben,
dass diese Population entlang der luminalen GefaBwand migriert und dabei einen
patrouillierenden Charakter besitzt***?. Diese Unterart besitzt eine langere
Uberlebensdauer in vivo (Halbwertszeit von 5 Tagen)®, eine CX3CR1-abhingige
Rekrutierung in nicht- entziindetes Gewebe. Zudem férdert diese Subpopulation die
Wundheilung sowie Angiogenese®**® und sie ist an der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen beteiligt®>>*’. Obwohl die Subpopulationen zwischen Maus
und Mensch nicht identisch sind, ist die Differenzierung und das Verhalten der

Monozyten in der Immunabwehr sehr ahnlich und somit vergleichbar®®°.
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Monozyten werden auch im Falle eines sterilen Stimulus angelockt, wie bspw. bei der
Arteriosklerose und dem Herzinfarkt*®®', Bei letzteren kommt es zu einer biphasischen
Monozyten-Rekrutierung, bei der in der ersten Welle der Monozyten an flutet, um die
abgestorbenen Myozyten/ Herzmuskelzellen zu eliminieren. In der spateren Phase

unterstiitzen sie die Auflosung der Entziindung und fordern die Gewebsreparatur>>52,

— = Bone marrow

HSC M

Survival depends on:
* NUR77
¢ CSFIR

Patrol luminal Repair of
surface of endothelial
endothelium integrity

Damaged
endothelial
cell

Recruitment
towards site
derived DC | of inflammation

Abbildung 5: Das murine Monozyten- Kontinuum

Darstellung des Differenzierungsmusters der Monozyten aus dem Knochenmarkt in die Blutbahn, in der
sie als Wachterzellen im GefaBsystem patrouillieren oder bei einem Stimulus dieses verlassen, um zum
Entziindungsherd im Gewebe zu wandern. Auflerdem kdnnen patrouillierende Monozyten im Falle eines

Endothelschadens neutrophile Granulozyten anlocken.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology®*, Copyright (2014)

In der Abbildung 5 ist der Lebenszyklus eines Monozyten zusammengefasst
dargestellt. Die Monozyten werden kontinuierlich aus hamatopoetischen Stammzellen
im Knochenmark gebildet und Uber verschiedene Differenzierungsstufen ins Blut als
Ly6C"" Monozyten abgeben. Ly6C"9" Monozyten bilden die Vorlauferzelle fir Ly6C'*"
Monozyten in der Blutzirkulation. Im Grundzustand haben die beiden Zellen
unterschiedliche Funktionen. Ly6C"" Monozyten werden schnell zum Ort einer
Entziindung rekrutiert, indem sie aus dem Gefdal3 austreten und zu Makrophagen bzw.

dendritischen Zellen ausdifferenzieren. Ly6C'*" Monozyten patrouillieren im GefaB und
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im Falle eines Endothelschadens koordinieren sie die Rekrutierung von neutrophilen

Granulozyten zu dessen Reparatur>*,

Da in dieser Arbeit der Fokus auf der Zellmigration in der Haut liegt, soll das
Immunsystem der Haut im Speziellen ndher erdrtert werden. Die Haut, als duflere
Schutzbarriere zur AuBlenwelt, besitzt ein prazises aufeinander abgestimmtes
Zusammenspiel der unterschiedlichen Immunzellen®. Dabei haben besonders die
Gewebsmakrophagen eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der
Gewebshomoostase. lhre Fahigkeit, auf einen Entziindungsstimulus zu reagieren und
die auch darauf folgende Auflésung der Inflammation machen sie zu wertvollen Zellen

im Interstitium.

Der anatomische Aufbau der Haut besteht aus zwei Einheiten, der Epidermis und
Dermis. Sie werden von der Basalmembran voneinander abgegrenzt. In der Epidermis
spielen die Langerhans- Zellen die Hauptrolle als antigenprasentierende Zelle. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Dermis im Besitz immunologischer Zellen
(dendritische Zellen und Makrophagen) ist und nicht nur aus kollagenen Fasern und
Blutgefallen besteht®. Das im Jahre 1968 von van Furth entwickelte Konzept des
mononukledren Phagozyten- System (MPS)* fasst die Leukozyten mit den Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen in eine Untergruppe zusammen, die zur
Phagozytose und Speicherung von Stoffen und Partikeln fahig ist. Dabei war die
jahrzehntelange Annahme, dass Gewebsmakrophagen aus kontinuierlich rekrutierten
Blutmonozyten ins Gewebe rekrutiert werden der Status quo. Neueste Studien
widersprechen diesem Dogma*®. Sie zeigen, dass diese Zellen aus embryonischen
Vorlauferzellen im Dottersack schon vor der Geburt ins Gewebe auswandern und

schlie3lich sich selbst aus adulten Gewebsmakrophagen erneuern kdnnen**.

Aufgrund des Beitrags der Monozyten in der protektiven Immunitat, der Erhaltung des
immunologischen Gleichgewichts und der Rolle in pathologischen Prozessen, besteht

ein grof3es Interesse, diese Zellen fiir therapeutische Zwecke zu manipulieren.
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1.2. Morphologie und Funktion von neutrophilen Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten, eine Untergruppe der Leukozyten, sind die ersten
Zellen des angeborenen Immunsystem, die bei einem Entziindungsgeschehen
rekrutiert werden und imstande sind durch unterschiedliche Mechanismen Pathogene
zu bekampfen oder auf Gewebsverletzungen zu reagieren. Dazu gehéren die Fahigkeit
zur  Phagozytose®*®¢, die Freisetzung von intrazellular gelagerten pro-
inflammatorischen Stoffen (Degranulation)®®®” und der Ausbildung von ,neutrophil
extracellular traps” (NETs)%. Bei dem zuletzt genannten Vorgang wird die DNA der
neutrophilen Granulozyten als Netz ausgestolen und kann dadurch Pathogene

binden und abtoten®.

Die neutrophilen Granulozyten werden kontinuierlich aus myeloiden Vorlauferzellen
im Knochenmark gebildet (siehe Abbildung 4) wund Uber verschiedene
Reifungsprozesse differenzieren sie zu polymorphkernigen segmentierten Zellen die
im Korper zirkulieren. Dabei werden sie unter physiologischen Bedingungen in
Knochenmark, Milz, Leber und Lunge gespeichert’®”' und stehen somit bei einem
gesetzten Entzliindungsreiz schnell zur Verfligung. Die tdgliche Produktion im
Menschen kann bei diesen Zellen bei bis zu 2 x 10" Zellen liegen”. Als kurzlebige
Zellen besitzen sie eine Halbwertszeit von 12,5 (Maus) und 5 Tagen (Mensch)’73, Der
Mensch unterscheidet sich in der Anzahl zirkulierender neutrophiler Granulozyten (50-

70% der Leukozyten) deutlich von der Maus (10- 20% der Leukozyten)™.

Bei der sterilen Entziindung wird die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten u.a.
durch die Freisetzung von DAMPs vermittelt. Die Leukozyten wandern Uber die
klassische Adhdsionskaskade mit ihren verschiedenen Schritten (Margination, Rollen,
Aktivierung, Adhdsion und Transmigration) ins Gewebe aus (siehe Abbildung 6), um an
den Ort des Insults zu gelangen”. Dabei setzen die neutrophilen Granulozyten
unterschiedlichste Mediatoren und Enzyme frei. Es findet auch ein Zusammenspiel mit
anderen Leukozyten statt. So fordert die Freisetzung von bspw. Cathepsin G’® und a-

Defensins’” die Rekrutierung von Monozyten.

Bei der Degranulation kann auch das umgebende Gewebe geschadigt werden und zu
sowohl akuten als auch chronischen Erkrankungen flihren’®®°, Die neutrophilen
Granulozyten besitzen in ihren Granula nicht nur schadigende Substanzen. So
befinden sich darin auch pro-angiogene Molekiile, wie der VEGF-A®' und die

Metallopeptidase-9%?, welche die Gewebsreparatur und GefaBneubildung fordern.
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1.3. Morphologie und Funktion von Thrombozyten

Thrombozyten sind kleine (durchschnittlich 2 pum grof3), bei Sdugetieren kernlose
Zellen, die aus Megakaryozyten des Knochenmarks stammen. Dabei bildet ein
Megakaryozyt Abschniirungen von bis zu tausenden Plattchen, die in die Zirkulation
freigesetzt werden®#*, Die Halbwertszeit eines humanen Thrombozyten liegt bei 8- 10
Tagen und pro Liter Blut zirkulieren 150- 400 x 10° Plattchen durch den Organismus.
Bei der Maus liegen die Werte bei 900- 1600 x 10° Thrombozyten pro Liter Blut und

somit hoher als beim Menschen®.

Die wichtigste Funktion der Plattchen liegt in der Hamostase, sie kdnnen zudem an
Monozyten und neutrophilen Granulozyten binden und nehmen somit auch eine Rolle
bei der angeborenen Immunantwort ein®. Sie exprimieren eine Vielzahl von
Immunrezeptoren, Adhasionsmolekilen und enthalten groBe Mengen an Granula. Es
gibt drei Arten von Granula. Als erstes sind die a-Granula zu nennen, die nach
Aktivierung schnell freigesetzt werden und die Hdmostase und Entziindungsantwort
unterstitzen. Ein wichtiger Mediator ist das P-Selektin, welches die Interaktion
zwischen Plattchen, Leukozyten, Plasmaproteinen und der GefaBwand vermittelt®’.
Selektine sind Zelladhdsionsmolekiile, die auf unterschiedlichen Zellen nach
Aktivierung externalisiert werden und Interaktionen zwischen Zellen und der
GefalBwand vermitteln®. Es werden drei Untergruppen gebildet, die nach ihrem
Expressionsort auf den Zellen eingeteilt werden. Die L- Selektine sind auf
Lymphozyten, aber auch Monozyten und neutrophilen Granulozyten zu finden. Das E-
Selektin wird auf aktivierten Endothelzellen gefunden und vermittelt die Rekrutierung
von Leukozyten. Die dritte Gruppe ist das P- Selektin, welches auf Plattchen, aber auch
auf Endothelzellen zu finden ist. Es ist in den Granula gespeichert und kann nach
Stimulation innerhalb von Sekunden ausgeschiittet werden. In den Endothelzellen
werden diese Granula als Weibel-Palade Koérperchen bezeichnet®. Die Bindung von P-
Selektin an seinen Liganden PSGL-1(P- Selektin- Glykoprotein- 1), der sich auf
Leukozyten und Endothelzellen befindet, leitet die klassische Adhdsionskaskade ein,

auf die weiter unten (Kapitel 2.1) ndher eingegangen wird?®®.

Die beiden anderen Granula sind zum einen die 8- Granula (dense bodies), deren
enthaltene Substanzen (z.B. ADP, Serotonin) bei der Aggregation, Vasokonstriktion
und Produktion von proinflammatorischen Cytokinen® beteiligt sind. Zum anderen
sind die Lysosomen- Granula zu nennen, die antimikrobiellen Charakter aufzeigen?®.
Zusatzlich vermittelt die Bindung von Plattchen an neutrophilen Granulozyten, dass

diese NETSs freisetzen und somit die Eliminierung von Pathogenen unterstiitzen®.
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In einer Studie wurde bei Mdusen mit erhohten Blutfettwerten eine vermehrte
CX3CR1- Rezeptorenzahl auf den Plattchen nachgewiesen, was zu einer Bildung von
Plattchen- Monozyten- Aggregate fiihrt”'. Somit wurde gezeigt, dass auch Plattchen
den Fraktalkin- Rezeptor auf ihrer Zelloberfliche externalisieren kdnnen, mit dem sie

in Interaktionen mit anderen Immunzellen sowie dem Endothel treten konnen®2.

In der Literatur wurde Uber die Rolle der Plattchen bei Infektionen mit Pathogenen viel
publiziert®™**. Uber die Rolle wihrend der sterilen Entziindung ist bisher noch wenig
bekannt. Durch die dhnlichen Faktoren und Mechanismen liegt die Vermutung nahe,
dass diese auch bei der sterilen Entziindung eine Rolle spielen kénnen. So wurde
bspw. bei der Schocklunge (ARDS) gezeigt, dass Plattchen Gber P-Selektin neutrophile
Granulozyten rekrutieren®®’. Auch bei der Arthritis konnte demonstriert werden, dass
Thrombozyten die Extravasation von neutrophilen Granulozyten fordern®. AufRerdem
konnte in der Arbeitsgruppe um Professor Massberg gezeigt werden, dass bei der
tiefen vendsen Thrombose (DVT) auch Komponenten einer sterilen Entziindung
vorhanden sind®. So werden bei der DVT die Endothelzellen aktiviert und setzen P-
Selektin aus den Weibel- Korperchen frei, was eine Immunzellrekrutierung initiiert®.
Diese Rekrutierung der Immunzellen bei DVT lauft in dhnlichen Stufen ab, wie sie in
der klassischen Adhasionskaskade bei einer Entziindung beschrieben wird’. Bei der
Plattchenaggregation wahrend der DVT konnte intravitalmikroskopisch gezeigt
werden, dass die Entziindungsantwort und hauptsachlich die Interaktion zwischen
Plattchen mit den neutrophilen Granulozyten oder den Monozyten bei der

Formierung eines Thrombus ausschlaggebend ist*.
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2, Mechanismen der Inmunzellrekrutierung

Die Rekrutierung myeloider Zellen aus der Blutbahn in das Interstitium erfordert ein
detailliertes Zusammenspiel zwischen den myeloiden Zellpopulationen und der
GefaBwand mit dem anschlieBenden Ubertritt ins Gewebe. Nach Uberwindung der
GefalBbarriere erfolgt die Wanderung im Interstitium in Richtung des

Entziindungsfokus.

Die Monozyten und neutrophile Granulozyten unterscheiden sich in dem Zeitpunkt an
dem sie am Ort der Inflammation aktiv werden. So kann man die Zellrekrutierung in
verschiedene Phasen untergliedern. Die erste Phase, in der die Entziindung von
patrouillierenden Monozyten wahrgenommen wird und diese darauf mit einer
Cytokinausschiittung reagieren. In der zweiten Phase werden die neutrophilen
Granulozyten aufgrund der freigesetzten Cytokine angelockt und schiitten wiederum
ihre Granula aus. Diese bewirken eine Extravasation von inflammatorischen
Monozyten. Die Lebensdauer der migrierenden neutrophilen Granulozyten ist relativ
kurz und wird durch pro- oder anti-apoptotische Signale von Makrophagen
beeinflusst, die dann auch in der letzten Phase das Gewebsgleichgewicht wieder

herstellen indem sie den Entziindungsprozess begrenzen.

2.1. Intravaskuldre Rekrutierung und Transmigration von Leukozyten

Damit Abwehrzellen, sowohl bei der sterilen als auch bei der klassischen Entziindung,
ins interstitielle Gewebe gelangen kénnen miussen die Zellen das Gefal3system
zundchst verlassen. Zu Beginn bendtigen diese ein aktiviertes Endothel, so dass die
Uber verschiedene Stufen laufende Adhdsionskaskade in den postkapillaren Venolen
in Gang gesetzt wird. Die Kaskade beinhaltet initial ein Selektin-vermitteltes ,loses
Binden” (tethering) und Rollen entlang der GefdBwand. Darauf folgt ein
chemokinvermitteltes langsameres Rollen, die Arretierung und die anschlieBende
feste Adhasion (firm adhesion/ spreading), welche Uber Integrine vermittelt wird. Das
folgende intravaskuldre Kriechen (crawling) ermdglicht den Leukozyten entlang des
aktivierten Endothels mit dem Blutfluss zu wandern, als auch gegen diesen. Darauf
folgt der letzte Schritt der Transmigration ins Interstitium, welcher entweder
transzellularer oder parazelluldrer in Bezug auf Endothelzellen durch diese, sowie

durch Liicken zwischen den Perizyten ablaufen kann'%1",
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Abbildung 6: Leukozyten Adhdsionskaskade wahrend der Inflammation

Darstellung der verschiedenen Stufen der vaskuldren Adhédsionskaskade der Leukozyten, die zu Beginn
Uber das Selektin-vermittelte Rollen, der Arretierung der Zelle (Integrin vermittelt) und anschliefend zum

Ubertritt der Zellen ins Gewebe fiihrt.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology’®, Copyright (2007)

Zusatzlich zu den oben erwdhnten Selektinen (siehe 1.3) spielen weitere wichtige
Adhésionsmolekiile bei der Zellkommunikation zwischen den Zellen untereinander
und der extrazellularen Matrix mit den Zellen eine wichtige Rolle. Zum einen gehdéren
dazu die Molekile der Immunglobulin-Superfamilie, wie z.B. ICAM-1, zum anderen
sind die Integrine zu nennen, die aus 2 Untergruppen (a- und - Untereinheit)
bestehen®®. Es gibt 18 a- Untereinheiten und 8 B- Untereinheiten, die durch
unterschiedliches Kombinieren zu insgesamt 24 verschiedenen Integrinen
zusammengesetzt werden kénnen'®, Integrine sind bidirektionale Rezeptoren, das
bedeutet, dass Signaltransduktion nach Bindung eines Liganden in Richtung des
Zellinneren verlduft (outside-in signaling), aber hat auch daraus folgend eine Wirkung
aus der Zelle heraus (inside-out signaling)'®>'®. Bei der Adhasionskaskade sind die
Integrine zundchst in einem inaktiven Zustand und werden durch Chemokine in die
aktivierte Form versetzt. Nun kdnnen die Leukozyten Uber Interaktionen der Integrine
an unterschiedlichen Schritten der Adhasionskaskade mitwirken. So bindet das
Integrin VLA-4 (very late antigen-4) nach Aktivierung an VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule 1) und unterstiitzen den Schritt des Rollens in den postkapillaren

Venolen'

. Andere Integrine, die in den weiteren Schritten der Adhasionskaskade eine
Rolle spielen, sind auf der Endothelseite VCAM-1 und ICAM-1 (inter- cellular adhesion
molecule 1). An diese kdnnen die (3>- Integrine LFA-1 (lymphocyte function- associated

antigen-1)”> und Mac-1 (macrophages-1 antigen)'® binden. Ein Defekt der {3,- Integrine
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fuhrt zu dem Krankheitsbild der LAD (leukocyte adhesion deficiencies), das durch die
fehlende Adhdsion der Leukozyten gekennzeichnet ist und die damit einhergehende
Infektanfalligkeit und Leukozytose'®. In der Veterindrmedizin gibt es auch ein Pendant
zu diesem Krankheitsbild, die sogenannte BLAD (Bovine Leukocyte Adhesion
Deficiency)'””. Die 1983 bei Holsteinrindern beschriebene, erblich bedingte, todlich
verlaufende Erkrankung, bei der es auch wegen eines Defekts der ,-Integrine zu einer
fehlenden Adhasionsfahigkeit kommt. BLAD-Tiere erkranken an unspezifischen
chronischen Infektionen und sterben meist innerhalb der ersten Lebensjahre.
Charakteristisch ist auch hier eine persistierende Leukozytose'®.
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Abbildung 7: Chemokinklassen mit ihren unterschiedlichen Rezeptoren'®®

In der linken Spalte sind die bisher bekannten Chemokine gelistet, die jeweils mit ihrem Rezeptor

verbunden sind.

Wie schon beschrieben, werden die Integrine durch Chemokine aktiviert. Chemokine

fallen

unter die Cytokine und sind chemotaktische Proteine, die u.a.
Migrationsverhalten fordern und Immunzellen, besonders Phagozyten und
Lymphozyten, aktivieren®''°, Hauptsachlich werden diese von Leukozyten,

Endothelzellen und Bindegewebszellen gebildet'®. Sie binden an den jeweiligen
Chemokinrezeptor, der zu den G-Protein- gekoppelten Transmembran- Rezeptor'
gehort und nach Bindung eine Signaltransduktion in der Zelle auslsen, die bspw. zur

Zellbewegung fihrt'®. Die klassischen inflammatorischen Cytokine wie IL-1, TNF- q,
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IFNy, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 und IL-17, die durch eine Verletzung oder Infektion
freigesetzt werden, stimulieren wiederum Uiber ihre Rezeptoren die Produktion vieler
verschiedener Chemokine''*''%'"* Die Chemokine kdnnen in die beiden Kategorien
inflaimmatorische und homoostatische Chemokine eingeteilt werden. Die
inflammatorischen Chemokine, die Leukozyten aufgrund von Stressoren, wie oben
genannt, rekrutieren. Dem gegeniiber stehen die homdostatischen Chemokine, die
verantwortlich sind fir die Leukozytenwanderung im gesundem Gewebe und die

Strukturierung in lymphoiden Organen''>',

Die weitere Einteilung der Chemokine in vier Klassen erfolgt aufgrund ihrer Struktur
und Anzahl der Cysteinresten im Molekdl. Die beiden Hauptgruppen sind zum einen
die CC- Chemokine, bei denen die Cysteinreste direkt aneinander liegen. Wichtige
Vertreter hierfiir sind das CCL2 (MCP-1), CCL-3 (MIP-1) und CCL5 (RANTES), die alle in
der Rekrutierung der Immunzellen eine Rolle spielen. Die andere Klasse ist die der CXC-
Chemokine, welche noch eine Aminosaure zwischen den beiden Cysteinresten
enthalt. Darunter fallt das CXCL8 (IL-8). Die beiden letzten kleinen Unterklassen sind
die C- Chemokine, die nur ein Cystein besitzen und die CXXXC (CX5C)- Chemokine, die
drei Aminosduren zwischen den Cysteinresten enthalten®'"3"718 Sein bekanntester

und bisher auch einziger Vertreter ist das Fraktalkin (CX3CL1)"''%.

Tethering [Triggering | [ Adhesion | | Migration |
Selectin Chemokine
< g % Fractalkine
y Selectin
O CCLs, CXCLs
© Integrin
% CXsCR1

v CCRs, CXCRs

Abbildung 8: Rolle des Fraktalkins in der Adhdsionskasskade

Darstellung des Einflusses von Fraktalkin in allen Schritten der Adhésionskaskade im Gefal3system und das

Vorkommen zweier Formen des CX3CL1: die membrangebundene und die I6sliche Form.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: ATVB'?', Copyright (2004)

Das Fraktalkin kommt in zwei Formen vor, einer membrangebundenen Form, als

Adhéasionsmolekidl'™, und in einer loslichen Form, mit einer chemotaktischen

122

Wirkung'?2. Die membrangebundene Form wird erst durch ein mit inflammatorischen

Cytokinen (TNF-q, IL-1 und IFNy) aktiviertes Endothel externalisiert'**. Die I6sliche Form
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entsteht durch proteolytische Abspaltung der membrangebundenen Form durch TNF-
a- converting enzyme (TACE) und ADAM10'**™** und hat eine chemotaktische Wirkung
auf Monozyten, natirliche Killerzellen (NK) und T- Zellen'”®. Die membrangebundene
Form bewirkt eine schnellere und vor allem Selektin-unabhangige Bindung von
Fraktalkin-Rezeptor-bildenden Zellen (Monozyten, Lymphozyten) und damit eine feste
Adhasion am Endothel'?'?*, Durch Bindung von zytotoxischen T- Zellen an den
Fraktalkin-Rezeptor schiitten diese Zellen ihre Granula, die mit Perforin und Granzym B
gefullt sind, aus und wirken zerstérend auf die umliegenden Endothelzellen. So
fungieren diese als vaskulare Eintrittspforte fir die zytotoxischen Effektorzellen, die so
leichter ins Gewebe einwandern kénnen. Uber IFNy wird die Th1- Antwort in Gang
gesetzt und weiteres Fraktalkin freigesetzt. Membrangebundenes Fraktalkin vermittelt
auch die Transmigration von Fraktalkin-Rezeptor exprimierenden Zellen ins
Gewebe'?'. In verschiedenen Studien wurde auch ein Effekt auf die Monozyten-
Migration beschrieben. Die CD14°“CD16*- Monozyten exprimieren auf ihren
Zelloberfliche den Fraktalkin-Rezeptor und gehen Bindungen mit Fraktalkin-
bildenden Zellen ein. AuBerdem bewirkt eine Fraktalkin- Freisetzung fiir diese Zellen
eine transendotheliale Migration**'%, CX3CL1 spielt in einigen Erkrankungen eine
Rolle: so wird bspw. bei der rheumatischen Arthritis in den Makrophagen,
Fibroblasten, Endothelzellen und dendritischen Zellen Fraktalkin exprimiert und tragt
zu dem Krankheitsbild bei. Das Ziel ist den genauen Wirkmechanismus des Fraktalkins

zu erforschen, um geeignete Therapieformen zu entwickeln'?"'%7,

Um relativ schnell auf einen Entziindungsreiz bzw. ein pathogenes Agens reagieren zu
kdnnen, zirkulieren die Immunzellen als Teil der kontinuierlichen Immuniiberwachung
im Grundzustand im GefdBsystem. Die Haut, als gro8tes Organ, fungiert als dul3ere
Schutzhiille zur Umwelt und setzt eine intakte Immunabwehr voraus. Gerade in der
vaskularen Zirkulation der Haut (siehe Abbildung 9) besteht eine konstante Expression
von E- und P- Selektin, die das basale Rollen von neutrophilen Granulozyten
unterstiitzt'?®. Damit ist ein sensibler Mechanismus zur Detektion von Infektionen oder
sonstigen Ungleichgewichten in der Immunabwehr gewahrleistet, der schnell auf
einen Stimulus reagieren kann. Dabei interagieren die Integrine Mac-1 und LFA-1 auf
den Leukozyten mit dem Rezeptor ICAM-1 auf der Endothelseite. Auch die Ly6C"*-
Monozyten haben, wie unter 1.1 beschrieben, einen patrouillierenden Charakter und
betreiben das intravaskulare Kriechen (crawling) in der Mikrozirkulation auch ohne

Stimulus einer Inflammation und tragen somit auch zur Immuniiberwachung bei*?.
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Abbildung 9: Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten und Monozyten in der
postkapillaren Venole der Haut

Darstellung des Grundzustandes in den postkapillaren Venolen in der Haut. Dabei Rollen die neutrophilen
Granulozyten Uber Selektin vermittelte Kontakt entlang des Endothels in der Venole. Zusétzlich
exprimieren diese Zellen LFA1 und MACT, die Gber ICAM1, welches stetig auf dem Endothel vorhanden

ist, in Kontakt treten. Die Monozyten patrouillieren dabei Giber CX3CL1- Interaktionen. Zusétzlich besitzen

Monozyten auch LFA1 auf ihrer Zelloberflache, das mit ICAM1 auf dem Endothel in Kontakt tritt.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology'?, Copyright (2009)

Carlin et al konnte zeigen, dass patrouillierende Monozyten bei einem
Entziindungssignal tiber TLR-7 (Toll- like- Rezeptor-7) Fraktalkin exprimieren und eine
Retention von Monozyten bewirken®. Diese locken tiber TLR-7 und die Freisetzung
von Chemokinen, wie CXCL1 und TNF-qa, neutrophile Granulozyten an. Diese bewirken
eine fokale Nekrose im Endothel durch die Freisetzung ihrer Granula, welche die
Monozyten zur Beseitigung der Zellfragmente stimuliert. Der ganze Prozess findet
vollstandig intravaskular statt, so dass den Ly6C°*- Monozyten auch eine

Wachterfunktion im Gefal3system nachgesagt werden kann.

2.2, Interstitielle Migration

Um eine erfolgreiche Immunantwort aufrecht zu erhalten, missen die Zellen nicht nur
Uber die Adhéasionskaskade aus dem Gefa3system ins interstitielle Gewebe Ubertreten
(siehe Kapitel 2.1), sondern auch anschlieBend gerichtet an den Ort der Inflammation
gelangen. Die interstitielle Leukozyten-Navigation ist wichtig fir die erfolgreiche
Immunuberwachung im Gewebe, bei der Gewebsreparatur, der Pathogenbekdampfung

und der Beseitigung von Tumorzellen im Organismus'®. Dabei wird die Wanderung im
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Gewebe als interstitielle Migration bezeichnet, die abhangig von der Gewebeart und
Zelltypus ist'®. Die Faktoren, die die Zellgestalt und die direkte Migration beeinflussen,
wurden Uber die Zellkultur ermittelt. Gerade durch die Konfokalmikroskopie und 2-
Photonentechnik konnten in den letzten Jahren das Verstandnis Uber das
Leukozytenverhalten im Gewebe von Nagern und Zebrafischen in vivo verbessert
werden™"3, lhr Vorteil liegt in der 3-dimensionalen Darstellung und das
Vorhandensein der vollstandigen physiologischen Leitstrukturen, die eine Zellkultur

nicht ersetzen kann.

Die Leukozyten migrieren im Gewebe in Form einer ,amdboiden” Bewegung. Dabei
verandern expansive und kontraktile Krafte die Zellform und bewirken daraus folgend
eine Vorwartsbewegung. Grundsatzlich kann die interstitielle Migration in Adhasion-
abhangig und Adhasions- unabhangig unterteilt werden. Leukozyten wandern in vivo
hauptsdachlich (ber den Aktin-protrusiven (vorstilpenden) und Integrin-
unabhdngigen Migrationsmodus*. Gerade durch ihre wichtige Rolle in der
angeborenen Immunabwehr wird Uber die neutrophilen Granulozyten und deren

Migrationsmuster viel geforscht'®.

Die erste Hirde, die von den Leukozyten bei der Transmigration tGberwunden werden
muss, wird als Perivaskuldre-Extravasations-Einheit (PVEU) zusammengefasst. Diese
setzt sich aus Endothelzellen, Perizyten, perivaskuldaren Makrophagen, Mastzellen und
der Basalmembran (BM) zusammen (siehe Abbildung 10). Die Basalmembran umhiillt
die postkapillaren Venolen und tragt zu deren Stabilitat bei. Die Perizyten sind in die
BM integriert'*® und variieren in ihrer Dichte abhangig von Gefaf3typus und Gefalbett.
In der GeféalBwand gibt es Bereiche mit einer geringeren Dichte an Matrixproteinen, die
als low expression regions (LERs) bezeichnet werden. In diesen Liicken befinden sich
auch Perizyten, die Uber ICAM-1, LFA-1 und MAC-1 die Migration von neutrophilen

Granulozyten ins Interstitium vermitteln'’

. Dabei bilden sie ein sogenanntes Uropod
aus, welches Uber die Basalmembran und LFA-1 eine lose Bindung eingeht, bis die
neutrophilen Granulozyten ins Gewebe Ubertreten'®. Perivaskuldare Makrophagen, die
in der Haut'* beschrieben sind, bedecken die PVEU von auf3en. Bisher ist noch wenig
Uber ihre Funktion bekannt. Eine Studie beschreibt bei einer bakteriellen Hautinfektion
mit Staphyloccus aureus, dass die perivaskularen Makrophagen die feste Adhasion bis
zur Transmigration von neutrophilen Granulozyten regulieren'. AufSerdem konnte
gezeigt werden, dass die neutrophilen Granulozyten bevorzugt in der Nahe dieser

Makrophagen austreten, da diese nach Aktivierung Chemokine (CXCL1 und CXCL2)

ausschutten'®. Dies erklart auch die Beobachtung weshalb neutrophile Granulozyten
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an bestimmten Stellen (Hotspots) entlang der postkapillaren Venole austreten''.
Zusatzlich gehoren der PVEU noch die Mastzellen an. Diese fungieren als Sensoren fuir
mikrobielle Invasionen, durch die Expression von TLRs auf ihrer Oberflache. Nach
deren Bindung sind diese aktiviert und koénnen ihre Granula in das umgebende
Gewebe freisetzen'®, Die Granula enthalten proinflammatorische Cytokine wie TNF, IL-
6, Chemokine (CXCL1 und CXCL2) und vasoaktive Faktoren, wie bspw. das Histamin,
und tragen somit auch zur Anlockung und zum leichteren Ubertritt von Immunzellen
ins Gewebe bei'*. Sobald die neutrophilen Granulozyten ins Gewebe Ubertreten,
treffen sie auf eine Bandbreite an promigratorischen und antimigratorischen Faktoren,
die noch unzureichend charakterisiert sind. Genauso sind Substanzen wie Chemokine,
DAMPs von nekrotischen Zellen, z.B. fMLP (N- formyl- methionyl- leucyl- phenylalanin)
und Peptide aus den Gewebsfasern, Lipide und Komplementfaktoren vorhanden. Hier
muss sich die Zelle neu orientieren, um méglichst schnell an den Ort der Inflammation

zu gelangen.
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Abbildung 10: Die perivasculdre Extravasation bei der Rekrutierung neutrophiler

Granulozyten

Darstellung der PVEU (Perivaskuldre Extravasations Einheit) bestehend aus Endothelzellen,
Basalmembran, Perizyten, perivaskularen Makrophagen und Mastzellen sowie der klassischen
Adhisionskaskade mit ihren verschiedenen Stufen bis zum Ubergang ins Gewebe. Der Ubertritt ins
Gewebe kann Uber den parazelluldren oder transzelluldren Weg von statten gehen. Zusétzlich kdnnen
Uber LER (low expression regions) neutrophile Granulozyten gegen die Flussrichtung ins Gewebe
Uibertreten. Die perivaskuldren Makrophagen kénnen den Zellen bei der Migration assistieren, so dass
diese vor allem dort ibertreten. Mastzellen dienen als Detektoren fiir inflammatorische Prozesse, da sie

bei einer Stimulation den Inhalt ihrer Granula freisetzen.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology'®*, Copyright (2014)
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Dabei gibt es unterschiedliche Migrationsmuster und Geschwindigkeitsprofile
myeloider Zellen, die sich im Gewebe in einem Gleichgewicht bewegen. So besitzen
Zellen, die sich frei im Interstitium befinden, eine héhere Geschwindigkeit (3- 30 pm/
min), als Zellen, die Gber Integrine mit ihrer AuBenwelt oder anderen Zellen in Kontakt
treten. Dabei werden nur noch Geschwindigkeiten von 1-3- um/ min erreicht. Findet

eine feste Adhdsion Uber Integrine statt, werden kaum noch Bewegungen registriert (<

Tum/min)™°,
a 2D haptokinesis b 3D haptokinesis C Chemotaxis d Haptotaxis
Adhesion S /7,/’/ \ W\ I/\\
receptors = Cell X7 - N
ECM surface — 4 — i ECM & 8 e
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Abbildung 11: Prinzip der Leukozyten-Substrat Interaktion

Die beiden ersten Abbildungen stellen die zwei Formen der Haptokinese dar, die entweder Integrin-
abhangig Uber Zelloberflachen verlauft a) oder durch die vorhandene Begrenzung im Gewebe integrin-
unabhdngig ablduft b). Abbildung ¢) zeigt die Chemotaxis einer Zelle aufgrund eines
Chemokingradienten auf den Stimulus zu. Die Haptotaxis verlauft gerichtet tiber Leitstrukturen, die mit

chemoaktiven Substanzen versetzt sind. d)

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Immunology'*°, Copyright (2008)

Allgemein besteht die Annahme, dass migrierende Zellen verschiedene Moglichkeiten
besitzen, sich fortzubewegen. Zum einen kdnnen sie einem |6slichen Gardienten vom
Ort der niedrig zur hohen Konzentration folgen. Dabei kann die Bewegung gerichtet
sein (Chemotaxis, siehe Abbildung 11 ¢) oder ungerichtet (Chemokinese). Zum
anderen kann die Migration an Leitstrukturen gebunden sein, wie sie in der
extrazelluldaren Matrix oder auf Zellen vorkommt. Die Haptotaxis stellt dabei eine
gerichtete Bewegung dar, die anhand von gebundenen chemoaktiven Lockstoffen
sowohl Adhdsionsgebunden als auch -ungebunden sein kann. Die Gradienten, die
hierfiir aufgebaut werden sind entscheidend fiir die Migration der Leukozyten durch

das Interstitium (siehe Abbildung 11 d).

Die Haptokinese verlauft ungerichtet entweder auf Zelloberflaichen (2D) oder im drei-
dimensionalen (3D)-Raum. Dabei ist die Wanderung auf Zelloberflachen (2D) abhadngig
von Integrin-Bindungen (siehe Abbildung 11a). Im Gewebe (3D) wird die
Beweglichkeit der Zelle nahezu adhadsionunabhéangig bewerkstelligt, da der raumlich-

begrenzte Raum durch Strukturfasern im Gewebe den migrierenden Leukozyten
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ausreichende Begrenzungen bietet, in denen sie sich ausrichten konnen (siehe

Abbildung 11b).

Neutrophile Granulozyten navigieren durch das Interstitium mit einer
durchschnittlichen Geschwindigkeit von 10 pm/min. Bevor sie am Ort des Stimulus
ankommen, werden sie in ihrer Geschwindigkeit gedrosselt, so dass die Bildung von
NETs und die Phagozytose moglich werden'®. Je nach dem auslésenden Agens zeigen
neutrophile Granulozyten unterschiedliche Migrationsverhalten: So bilden sie bspw.
bei einer Gewebsverletzung stabile Cluster mit einem Randsaum aus, um den Schaden
zu begrenzen’®'*1%> |st der Reiz durch eine Infektion verursacht, zeigen die

neutrophilen Granulozyten ein schwarmendes Verhalten'.

Gerade intravitalmikroskopische Beobachtungen haben verschiedene Konzepte
hervorgebracht. Ein Modell in der Haut ist in Abbildung 12 dargestellt. Die mehrstufige
Kaskade koordiniert die Clusterformationsbildung Uber die Schritte der
Erkennungsphase (scouting), der Verstarkungs- (amplification) und der

anschlieBenden Clusterstabilisierungsphase (stabilization).
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Abbildung 12: Die 3 Phasen der myeloiden Leukozytenrekrutierung in der Haut

Visualisierung der 3 Stufen bei der Rekrutierung neutrophile Granulozyten in der Haut. Dabei umfasst die
erste Stufe die Erkennungsphase, in der die ersten neutrophilen Granulozyten den Stimulus registrieren
und mit der Freisetzung von Chemokinen reagieren. In der zweiten Stufe, der Verstarkerphase, werden
immer mehr neutrophile Granulozyten angelockt. Zuletzt folgt die Stabilisierungsphase, in der auch
Monozyten zum Stimulus folgen. Auflerdem wird die Anlockung weiterer Zellen durch Clusterbildung

verhindert.

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology'®*, Copyright (2014)
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In der Erkennungsphase (scouting) erfassen eine kleine Anzahl an neutrophilen
Granulozyten, die in der Nahe der Verletzung sind, den Schaden und migrieren, iber
die in Kapitel 2.1 beschriebene Adhdsionskaskade, ins Gewebe. Dabei werden sie von
den freigesetzten DAMPs angelockt und bilden einen schmalen Ring (Cluster) um die
Verletzung. Sie werden als ,Wegbereiter-Zellen” fiir die kommenden Schritte
gesehen’', Nachdem die ersten neutrophilen Granulozyten am Gewebeschaden
angekommen sind, kommt es dort zu deren Zelltod, wodurch die zweite Phase
eingeleitet wird, die Verstarkerphase (amplification). Nun werden durch die
Freisetzung von Chemokinen, die bei der Apoptose der neutrophilen Granulozyten
entstehen, weitere Zellen angelockt. Ein Schliisselmolekiil stellt dabei das Leukotriene
B4 (LTB4) dar, das als parakrines Kommunikationssignal zwischen den neutrophilen
Granulozyten andere neutrophile Granulozyten (iber langere Distanzen (200- 300 pm)
rekrutieren kann und somit Integrin-unabhangig ist'*. Zusatzlich kénnen die
neutrophilen Granulozyten auch uber Perizyten, welche die GefaBe umhdillen und das
Chemokin Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor (MIF) bei einem
Entziindungsreiz freisetzen, angelockt werden'®. MIF spielt ein wichtige Rolle im
Entziindungsgeschehen und hat eine ahnliche Struktur zu II-8'¥. Ein weiteres Molekdil
ist das NAD (Nicotinamid- Adenin- Dinukleotid), welches von absterbenden Zellen
freigesetzt wird und einen Einfluss auf die Migration von neutrophilen Granulozyten
hat'®, Die Clusterbildung der neutrophilen Granulozyten bewirkt eine
Umstrukturierung der Extrazelluldren Matrix in eine Kollagenfaser-freie Zone, die eine

abgeschwachte Anlockung weiterer Zellen bewirkt'*.

In der finalen Phase kommt es zu einer zirkuldren Stabilisierung des Zellhaufens um
den Entziindungsreiz. Integrine und verschiedene Rezeptoren, wie CXCR2, FPR2 und
LTB4- Rezeptor, vermitteln dabei die Migration und Retention der neutrophilen
Granulozyten in der kollagenfaserfreien Zone'®. Durch die spate Rekrutierung der
Monozyten an den Rand des Clusters, wird die erneute Anlockung neuer neutrophiler

Granulozyten verhindert und die Auflésungsphase eingeleitet'*.

Die Wanderung von Immunzellen stellt einen komplexen Prozess dar, den es gerade in
vivo noch ndher zu ergrinden gilt, um Pathomechanismen und
Autoimmunerkrankungen besser zu verstehen. Die Angriffspunkte herauszuarbeiten,
sollte das Ziel flir die Zukunft sein, um Einfluss auf verschiedene Krankheitsbilder zu

nehmen.
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3. Modelle der sterilen Inflammation

Es gibt zwei geeignete Modelle, um die sterile Entziindung in vivo in der
Mikrozirkulation mit Hilfe des Zwei- Photonenmikroskops zu visualisieren. Zum einen
ist das Cremastermodell nach Baez et al'* zu nennen und zum anderen das Ohrmodell
nach Ng et al®®. Bei beiden Modellen ist es mdglich zelluldre Interaktionen zu

beobachten, die aufgrund einer sterilen Entziindung hervorgerufen werden.

Das Cremastermodell wurde bei Khandoga et al™' eingesetzt, um in vivo die
Leukozytenmigration im entziindeten Gewebe darzustellen und quantitativ
auszuwerten. Dabei wurden chemotaktisch wirkende Substanzen, wie PAF injiziert, um
einen Entziindungsreiz zu simulieren und das darauffolgende Migrationsmuster der
verschiedenen Leukozytensubtypen (neutrophile Granulozyten und Monozyten) zu

analysieren.

Eine weitere Mdoglichkeit die Leukozytenmigration in der Haut der Maus in vivo
darzustellen, besteht mit dem Ohrmodell, das Ng et al'*® sowie Roediger et al'*?
etabliert haben und welches Langzeitaufnahmen von mehr als vier Stunden
ermoglicht’®'*°. Mit diesem Ansatz ist es moglich, bis zu funf verschiedene zellulare
(Fluoreszenz- gefarbte Zellen) und strukturelle Bestandteile (Kollagenfasern,
BlutgefaBe) in der Haut zu untersuchen'®'>*'* Das Ohrmodell kann leicht auf viele
biologische Fragenstellungen, wie der Dynamik der Zellmigration, Zell-Zell-
Interaktionen und Wirtszell-Pathogen-Wechselwirkung, angewendet werden. Mit der
Verfligbarkeit vieler fluoreszierender Reporter-Mause?>'** und dem schnellen
Fortschreiten in der Entwicklung von in vivo zell- und gewebespezifische
Markierungstechniken, hat man die Madglichkeit unterschiedliche Bereiche zu
untersuchen. Die Methode wurde schon bei unterschiedlichen Fragestellungen
herangezogen, wie bei der Visualisierung der Zellantwort von dendritischen Zellen bei
Leishmania major Infektion'™®. Eine weitere Studie untersuchte die T- Zell-Lymphom-
Migration in der Haut'. AuBlerdem wurde das T- Zellverhalten in der Haut
charakterisiert’* und die neutrophilen Granulozyten Funktion in Abhdngigkeit einer

sterilen Entziindung untersucht’®,

Die grof3en Vorteile der Methode sind die gute Erreichbarkeit des Ohres fir die
Mikroskopie und die schnelle, gut reproduzierbare Prdparation fiir die
Intravitalmikroskopie (IVM). Des Weiteren ist das Immunsystem der Haut durch
immunhistochemische Untersuchungen, FACS-Analysen und Zellkultur weitreichend

charakterisiert'**'*®, so dass auf dieser Grundlage die Interpretation der aus der IVM
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gewonnenen Daten gestiitzt werden kann.

Die sterile Entziindung wird durch einen Laserstrahl induziert, der fiir eine kurze Zeit
auf einen begrenzten Bereich (40 um x 40um) fokussiert wird. Dieser Bereich ist durch
Autofluoreszenz gekennzeichnet'®, so dass dieser bei der Erstellung der Videos gut
sichtbar dargestellt werden kann. Die Laserverletzung entsteht durch die
Hitzeeinwirkung auf das Gewebe und dem daraus resultierenden Gewebsuntergang,
der einer sterilen Entziindung identisch ist. Nach dem Setzen des Stimulus ist es
moglich, sowohl die einzelne Zelle in ihrem Migrationsmuster zu beobachten, als auch

die Zelle im Gesamtkontext bezogen auf ihr Umfeld im Organismus zu analysieren’®,
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lll. ZIELSETZUNG

Der Mechanismus der Inflammation ist eine bedeutende Reaktion unseres
Immunsystems und beinhaltet ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
Immunzellen und deren Mediatoren®. Die sterile Entziindung stellt die
pathophysiologische Grundlage einer Vielzahl an Erkrankungen dar, so dass der Fokus
dieser Arbeit auf der Untersuchung dieses Prozesse in vivo liegt. Das Wissen lber die
intravaskuldaren Zusammenhange bei der Entziindungsreaktion ist bereits im Detail
erforscht. Uber das Verhalten der Zellen im Gewebe ist bisher immer noch wenig
bekannt. So ist das Ziel der hier vorliegenden Arbeit, die Kommunikation der
myeloiden Zellpopulationen in ihrer Wanderung im Gewebsraum naher zu betrachten
und Interaktionen sowie Abhangigkeiten heraus zu arbeiten. Dies soll zuerst in vivo
durch intravitalmikroskopische Untersuchungen erforscht und anschlieBend in vitro

Quellen flr wichtige Stimuli in dem Migrationsverhalten herausgearbeitet werden.

Folgende Punkte wurden in dieser Arbeit dabei ndher betrachtet:

1. Charakterisierung des Zusammenspiels von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten/ Makrophagen

und Thrombozyten bei der sterilen Inflammation

Hier soll das Zusammenspiel der Thrombozyten und myeloide Zellen als Immunzellen
der angeborenen Immunabwehr bei einer sterilen Entziindung naher analysiert
werden. Bisher ist viel Uber die Interaktionen im Gefdll und deren molekularen
Mechanismen bekannt. Uber das Verhalten der Zellen im Gewebe und auch deren
Interaktion zwischen den einzelnen Populationen ist bisher noch wenig erforscht.
Gerade auch in Hinblick wie sich die Zellpopulationen gegenseitig beeinflussen soll

mit Hilfe der 2-Photonentechnik im Gewebe in vivo visualisiert und analysiert werden.
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2, Analyse der intravaskuldaren und interstitiellen
Interaktionen von neutrophilen Granulozyten und

Monozyten

Des Weiteren soll der Fokus der Arbeit in dem Zusammenspiel der neutrophilen
Granulozyten mit den Monozyten im Gefal3 und nach deren Austritt ins Gewebe sein.
Eine Fragestellung wird die gegenseitige Beeinflussung der beiden myeloiden
Zellpopulationen sein, die durch Depletion mittels eines Antikorpers die jeweiligen
Zellpopulationen herauslosen und so beantwortet werden soll. Nicht nur im
Gefal3system soll beobachte werden inwiefern sich die Zellzahlen verdandern, sondern
es soll auch zwischen Gefa8 und Interstitium differenziert werden. Durch Verfolgung
der Zellen im Gewebe soll zusatzlich auch das interstitielle Bewegungsmuster der
beiden Zellpopulationen jeweils betrachtet werden und gegeniibergestellt werden zu

der Gruppe die durch das Fehlen der einen Zellfraktion gekennzeichnet ist.

3. Untersuchung der Rolle des Chemokins Fraktalkin bei

der sterilen Inflammation

Das Chemokin Fraktalkin spielt eine wichtige Rolle in der Transmigration von
Monozyten. Ob Fraktalkin auch im Gewebe und bei der interstitiellen Migration eine
Rolle spielt soll hier ndher betrachtet werden. Dafiir sollen hier weitere Quellen von
Fraktalkin im Gewebe herausgearbeitet werden, die Zellen bei der Migration durch das

Gewebe assistieren.

4, Bestimmung der Bedeutung von HMGB1 fiir die

Immunzellrekrutierung bei der sterilen Entziindung

HMGB1 stellt als DAMP einen starken Stimulus flir einen Entziindungsreiz bei der
sterilen Inflammation dar. Da es auch zu UberschieBenden Reaktionen fiihren kann
liegt ein Schwerpunkt darin in diesen Mechanismus eingreifen zu kdnnen. Der Effekt
von BoxA als ein Inhibitor von HMGB1 auf das Verhalten der myeloiden Leukozyten im

Gewebe soll analysiert werden.
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IV. MATERIAL UND METHODEN

1. Tiere

1.1. Haltung, Zucht und Hygienemanagement

Dieser Arbeit liegen in vivo Versuche an der Maus zugrunde. Die Wahl fiir die Maus als
Versuchstier begriindet sich durch die Verfiigbarkeit transgener Linien, die einfache
Haltung und deren Zucht mit kurzen Generationszeiten. Gerade durch ihre geringe
KorpergroBe ist die Handhabung mit der Maus einfach und fiir die Zwecke in der

intravitalmikroskopischen Untersuchung ideal.

Die Tiere stammen fiir die gesamten Experimente aus der Eigenzucht in der
Tierhaltung der Medizinischen Klinik und Poliklinik | in  Minchen. Im
Tierhaltungsbereich erfolgt die Haltung und Zucht der Mause unter SPF- Bedingungen
(spezifisch- pathogen- frei). Dies beinhaltet ein geschlossenes Barrieresystem mit
Personalschleuse, Materialschleuse, Durchreichautoklav, Wasserperoxidschleuse und
einer Uberdruckbeliiftung. Der Kafigwechsel findet im wdchentlichen Turnus, mit 80°C
heiBem Wasser gewaschenen und anschlieBend bei 121°C autoklavierten Kafigen,
statt. Die Haltung der Mause erfolgt in einem [VC-System THKB-M2V-M
Polysulfonkafigen Typ M Il (Techniplast, Hohenpeienberg) mit max. 3 Tieren/ Kafig.
Die Kafige durfen ausschlieBlich unter den Umsetzstationen geoffnet werden. Die
Tiere erhalten Standardfutter fiir Labornager (Haltungsfutter V 1536) ad libitum,
Wasser steht den Tieren aus Trankeflaschen unbegrenzt zur Verfligung. Zuchttiere
erhalten ein hochkalorisches Zuchtfutter. Futter, Einstreu und Wasser werden
grundsatzlich in die Tierhaltung autoklaviert. Die Mause erhalten als Enrichment
zertifiziertes, grobes Einstreu (Abbed Nestbaumaterial) und Mausehduschen aus rotem
Kunststoff. Die Raumtemperatur betragt 21°C und die Luftfeuchtigkeit 68%. Das
Lichtprogramm erfolgt tGber einen 12h-Zeitschalter fiir die Beleuchtung im Tag-Nacht-
Rhythmus.'®® Der SPF-Status der Tiere wird regelmafig mit Hilfe von Sentinel Mausen
Uberprift und nach den FELASA Empfehlungen durchgefiihrt. Der Tierstall ist von der
Aufsichtsbehorde abgenommen und AAALAC-zertifiziert.

Das Versuchsvorhaben wurde von der Regierung Oberbayerns gemal §8 des
Deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG. in der Fassung vom 18.Mai 2006) genehmigt
(Aktenzeichen 55.2-1-54-2532-23-12).
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1.2, Tierstaimme
Fiir die Anfertigung der vorliegenden Dissertation wurden folgende Mausestamme

verwendet:
= (C57BL/6J
= (CX3CR1-eGFP ki/wt und ki/ki

= LysM-eGFP ki/wt

1.2.1. C57BL/6J
Der Wildtypstamm C57BL/6 ist der am hdufigsten verwendete Inzuchtstamm und

genetischer Hintergrund vieler transgener Linien.'®’

Der Stamm kam auch in dem Whole Mount Stainings zum Einsatz, um die Freisetzung

des Chemokins Fraktalkins darzustellen.

1.2.2. LysM-eGFP

Um die Technik der Zwei- Photonenmikroskopie zu nutzen, sind in diesem Tierstamm
myeloide Zellen mit dem griin-fluoreszierenden Protein (GFP) durch genetische
Manipulation markiert. In dieser Linie des LysM Stammes ist es moglich, multipotente
Vorlauferzellen zu untersuchen, in denen myelomonozytire Zellen mit dem
griinfluoreszierenden Protein (GFP) markiert sind. Dies wird erzielt durch das Knock-In
Gen fir das grin fluoreszierenden Protein GFP (enhanced GFP) an die Stelle des
murinen Lysozym M (LysM)-Locus. Untersuchungen zeigen, dass vor allem neutrophile
Granulozyten die hoéchste Fluoreszenzintensitat aufweisen. Die Tiere weisen eine

normale Vitalitat und Fertilitat auf'e2,

In den hier gezeigten Experimenten werden heterozygote Tiere verwendet.

1.2.3. CX3CR1- eGFP

Diese Mauslinie wurde generiert, um die physiologische Funktion von Fraktalkin bei
der sterilen Inflammation zu untersuchen. Das Chemokin Fraktalkin (FKN, Neuroactin
bzw. CX3CL1) bindet an einen spezifischen  Transmembranrezeptor

(Fraktalkinrezeptor, CX3CR1), der bei Aktivierung des Endothels und auf Neuronen
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exprimiert wird. Da Fraktalkin eine Rolle sowohl bei der Adhasion als auch als
Chemokin spielt, stellt der Rezeptor ein potentielles Ziel fiir therapeutische

Interventionen bei steriler Inflammation dar.

Ein griin-fluoreszierendes (GFP)-Reportergen wurde anstelle des Fraktalkin-Rezeptors
in diese Mauslinie transfiziert. Dies ermdglicht bei heterozygoten Tieren die Expression
des Fraktalkin-Rezeptors auf Monozyten, Unterarten von natlrlichen Killerzellen,
dendritischen Zellen und der Mikroglia zu erforschen. In dieser Maus kann in vivo das

Migrationsverhalten von Zellen mit dieser Rezeptorausstattung untersucht werden'®,

Bei homozygoten Tieren wird der Fraktalkin-Rezeptor nicht exprimiert, so dass die
Bedeutung der CX3CL1-CX3CR1-Achse fiir die sterile Inflammation in vivo untersucht

werden kann.

In dieser Arbeit werden heterozygote und homozygote Tiere verwendet.

1.3. Applikationsmaoglichkeiten
Um die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe bzw. Antikérper intravends zu
applizieren, kdnnen verschiedene Zugdnge an der Maus angewendet werden, die im

Folgenden naher beschrieben werden.

1.3.1. Schwanzvenenkatheter
Eine einfache Moglichkeit Substanzen intravends zu applizieren ist die
Schwanzveneninjektion. Zur Injektion eignen sich vor allem eine der beiden lateral

verlaufenden Venen (Venae coccygea lateralis), die in Abbildung 13 dargestellt werden.



IV. Material und Methoden 32

dorsale
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Sehnenfaserbiindel
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lateralis sinister
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Abbildung 13: Darstellung der anatomischen Strukturen am Mauseschwanz

Darstellung der anatomischen Strukturen bei dem murinen Schwanz und dem Aufzeichnen des Zuganges

bei der Applikation von I6slichen Substanzen beim Schwanzvenenkatheter

modifiziert nach ,the laboratory mouse” von Hans J. Hedrich

Zuvor wird ein Katheter hergestellt, der aus zwei Kantilen (30G, BD Mikrolance, Becton
Dickson GmbH, Franklin Lakes, USA) und einem etwa 10 cm langen
Polyethylenschlauch (Portex, Polythene Tubing, 0,28 mm ID 0,61 mm OD, Smiths
Medical International, Hythe, USA) besteht. Dafiir wird der Kaniile der Konus entfernt
und die Spitze auf den Schlauch gesetzt. An das hintere Ende wird die zweite Kandile
eingefadelt. Nach dem Aufstecken einer TmL Spritze (B.Braun, Melsungen) und einer
Durchgangigkeitskontrolle kann der Katheter eingesetzt werden. Die Maus wird in
einer Fixationsvorrichtung (Injektionskafig, Typ Broome HAR-52-04, Fohr Medical
Instruments GmbH, Seeheim- Jugenheim) platziert, dabei bleibt der Schwanz der Maus
freiliegend. So kann der Schwanz proximal an der Basis mit Hilfe des Zeige- und
Mittelfingers gestaut werden. Durch Zuhilfenahme eines warmen Handschuhs werden
die GefaBe geweitet. Die Injektionsstelle wird mit Octeniderm® (Schiilke & Mayr GmbH,
Norderstedt) desinfiziert und der Katheter unter Zuhilfenahme eines Nadelhalters in
die Schwanzvene platziert. Nun kann die gewlinschte Substanz intravends appliziert

werden.
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1.3.2. Femoraliskatheter

Da Uber einen langen Zeitraum Videos erstellt werden, muss wiederholt
Fluoreszenzfarbstoff nachgegeben werden, da dieser, je nach gewahltem Farbstoff, oft
ausbleicht (bleaching) und damit eine nicht gleichbleibende Qualitdt der Aufnahme
gewahrleistet werden kann. Daflir bietet sich ein Verweilkatheter, wie der

Femoraliskatheter, an.

Abbildung 14: Durchfiihrung des Femoraliskatheter mit seinen einzelnen

Operationsschritten

A) Enthaarung und Desinfektion des OP-Feldes, B) Hautschnitt proximal des Kniegelenkes, C) Darstellung
der A. und V. femoralis mit dem Nervus femoralis, D) und E) Freipraparation der Arteria femoralis durch
vorsichtiges Offnen und SchlieBen der Pinzette, F) Vorlegen zweier Fiden zur spéteren Fixation des
Katheters und nach Setzen des Aneurysmas Platzierung der Einstiegsoffnung proximal des distalen
Haltezligels, G) Nach richtigem Sitz des Katheters, H) wird der proximal vorgelegte Knoten verschlossen, J)

es folgt der Verschluss des distalen Haltezligels zur optimalen Fixation des Katheters mit einem Einzelheft

Die Operation wurde komplett unter einer Stereolupe (Stemi 2000, Zeiss, Jena) mit

einer durch die Schwanenhalslampe (Schott Kaltlichtquelle KL200, Schwanenhals-
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Lichtleiter, Zeiss, Jena) ausgeleuchteten OP- Feld durchgefiihrt. Es wurde mit einem

sterilen mikrochirurgischen Besteck operiert (Micro 2000, Medicon, Tuttlingen).

Die, wie unter Punkt (IV.2) beschriebene, in Narkose gelegte Maus, wurde in
Riickenlage auf einer Warmematte (ThermolLux-Warmematte, Fa. Dehner, Rain (Lech))
gelegt und das linke Bein seitlich mit Klebebandern (TransporeTM, 3M Health Care,
Neuss) fixiert. Es erfolgte eine grof3ziigige Enthaarung des Operationfeldes durch
Rasur und Enthaarungscreme (Plica® extra soft, GlaxoSmithKline Consumer Healthcare,
Bihl). Nach der anschlieBenden Desinfektion (Cutasept®F, Fa.Bode Chemie, Hamburg)
wurde 2 cm proximal des Kniegelenks in der Oberschenkelinnenseite der Hautschnitt
gesetzt, bis die Trias aus Arterie, Vene und Nerv sich gut darstellen lies. Es erfolgte die
Freipraparation der Arteria femoralis mit Hilfe einer Pinzette durch Ablésen der Vena
femoralis und des Nervus femoralis. Distal der spdteren Zugangsstelle wurde ein
Halteziigel gelegt und proximal davon ein Knoten (Pearsalls Limited, Taunton,
England) vorgelegt. Durch die Pinzette wurde an der Arterie ein stumpfes Trauma
gesetzt, so dass ein Aneurysma entstand und der Katheter spater besser vorgeschoben
werden konnte. Mit einer im 90° Winkel umgeknickten Kaniile wurde ein kleines Loch
in die Arterie gesetzt, in das der Katheter vorsichtig vorgeschoben wurde. Der
vorgelegte Knoten wurde nach Sitz des Katheters gesetzt und die Durchgdngigkeit
mittels einer mit physiologischer NaCl- Losung gefillten 1mL Spritze Gberpriift. Die

Haut wurde dartiber mit Einzelheften wieder verschlossen.

Wahrend der Langzeitmessungen am Mikroskop ist nun eine andauernde Applikation
der Fluoreszenzfarbstoffe gewahrleistet. Die Einsatzmdglichkeiten der verschiedenen

Farbstoffe fiir die GefaBdarstellung ist in Tabelle 2 gelistet.
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2, Anasthesie
2.1. Durchfiihrung der Narkose

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Uber einen langen Zeitraum (bis zu sechs
Stunden) stattfindende intravitalmikroskopische Untersuchung, ist die Durchfiihrung

einer sicheren Narkose unerlasslich.

Um die Stressbelastung fiir das Tier bei der Durchfiihrung so gering wie mdglich zu
halten, wird die Narkose mit Isofluran (Forene® 100% AbbVie Deutschland GmbH,
Wiesbaden) eingeleitet. Das Sauerstoff-Isoflurangemisch strémt Uber einen
Verdampfer (Ohmeda Isotec 3, Fa. Eickmeyer, Tuttlingen) in eine Plexiglasrohre ein, in
die zuvor die Maus verbracht wurde. Der Vorteil des Isoflurans ist, dass es ein leicht
flichtiges Gas ist, welches sehr schnell an- und abflutet und kaum zu kardiovaskuldren
oder respiratorischen Beeintrachtigungen fiihrt. Das Tier inhaliert ein 2-3%iges
Isofluran-Sauerstoffgemisch bis zur Erléschung der Stellreflexe ein. Danach wird die
Maus der Kammer entnommen und die Tripelnarkose intraperitoneal (i.p.) injiziert. Sie
wird nach Applikation sofort in eine Einschlafbox verbracht, damit sie bis zur
Erreichung des chirurgischen Toleranzstadiums 1112'®* vor optischen und akustischen

Reizen geschiitzt ist.

Die Anforderungen an eine Narkose sind charakterisiert durch die Ausschaltung der
Empfindungs- und Sinneswahrnehmung (inklusive Schmerz), die durch

Bewusstlosigkeit, Analgesie und Muskelrelaxanz herbeigefiihrt werden.

Bei der eingesetzten Triplenarkose werden verschiedene Anasthetika in sinnvoller
Weise so kombiniert, dass erwiinschte Wirkungen maximal genutzt werden (Reduktion
der Einzeldosis) und die therapeutische Breite der Narkose erhéht wird (Minimierung

der unerwiinschten Nebenwirkungen).
Die folgenden Injektionsnarkotika kommen fiir die Triplenarkose zur Anwendung:

Medetomidin gehort in die Wirkstoffklasse der a,- Agonisten und wirkt als sedativ-
hypnotisches Analgetikum'®. Es hat sowohl eine muskelrelaxierende als auch
analgetische Wirkung. Als unerwiinschte Begleiterscheinung tritt eine kardiovaskulare

und respiratorische Depression ein, sowie Hypothermie'®®,

Midazolam gehért in die Gruppe der Benzodiazepine. Es wirkt muskelrelaxierend und

tragt besonders zur Antikonvulsion bei.
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Fentanyl, als ein synthetisch hergestellt, stark wirkendes Opioid, wird zum potenten
Analgetikum (100-fach potenter als Morphin). Wie alle Opioide kdnnen stark

atemdepressive Effekte auftreten'®’.

Die Kombination aus allen drei Substanzen werden in einer Mischspritze wie in Tabelle
1 dosiert und mit einer steriler physiologischen NaCl (Isotonische Kochsalzldsung,
Fresenius, Bad Homburg v.d.H.) auf ein Gesamtvolumen von 0,5 mL verdiinnt und

dann i.p. verabreicht.

Tabelle 1: Dosierung der vollstindig antagonisierbaren Narkose bei der Maus'®’

Injektionsandsthetika Dosierung Handelsname Applikation
Medetomidin 0,5 mg/ kg KG Dorbene vet 1 mg/mL, Pfizer
GmbH, Karlsruhe =]
Midazolam 5 mg/ kg KG Midazolam-hameln 5 mg/mL, '§
Hameln Pharmaceuticals g
o
GmbH, Hameln <7
Fentanyl 0,05 mg/kg KG  Fentanyl 0,5 mg Rotexmedica i

GmbH, Trittau

Das chirurgische Toleranzstadium tritt erfahrungsgemal nach etwa 10- 20 Minuten
ein. Das Erreichen dieses Stadiums wird anhand des Flexorreflexes Uberpriift. Die
Versuchsdurchfiihrung am 2-Photonen-Mikroskop erfordert eine Narkosedauer von
bis zu 6 Stunden. Nach 45- 60 Minuten sollte die oben beschriebene Triplenarkose fiir
die weitere Erhaltung der Narkosetiefe um die halbe Dosis nachgegeben werden. Das
Nachlassen der Narkosetiefe wird durch die regelmaBige Kontrolle des Flexorreflexes

wahrend des Versuchs getestet. Somit ist eine Narkosedauer um ca. 45 min verldangert.

2.2, Narkosemanagement und - iiberwachung

Wahrend der Dauer des Experiments liegt die Maus in einem Warmeinkubator, der
konstant eine Temperatur von 37°C gewahrleistet. Zudem wird regelmaflig auf das
Fehlen des Flexorreflexes geachtet und die Atmung kontrolliert. Je nach Befund wird

Narkose nachinjiziert oder ggf. Sauerstoff zugefiihrt.
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2.3. Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen

Der fiir das Erstellen der Videos erforderliche Fluoreszenzfarbstoff kann uber
verschiedene Wege verabreicht werden. Gerade fiir langere Experimente bis zu 6
Stunden bietet sich der Femoraliskatheter an, da dort oft im Vergleich zum
Schwanzvenenkatheter die Durchgangigkeit langer erhalten bleibt. Das Legen der
beiden Katheter ist unter Punkt IV.1.3.1 fiir den Schwanzvenenkatheter und bei fiir den

Femoraliskatheter unter Punkt 1V.1.3.2 beschrieben.

Fluorochrome sind Molekiile, die Licht einer bestimmten Wellenlange absorbieren
konnen und ein Teil des absorbierten Lichts als langerwelliges, energiearmeres Licht
abgeben. Dabei sind Farbe und Intensitat jeweils spezifisch fiir das einzelne Molekiil.
Es gibt verschiedene Klassen von Fluoreszenzfarbstoffen. Zu nennen sind die
Fluoreszenzproteine, wie z.B. das GFP- Protein, die Nanokristalle (FITC, TRITC) und die
sogenannten Quantum dots. Bei den letzteren handelt es sich um Nanokristalle aus
Halbleitermaterial, die mit einer Hiille versehen sind. Sie zeichnen sich durch Ihre

intensive Helligkeit aus, ohne zu verblassen.

Bei dem Einsatz von mehreren Fluoreszenzfarbstoffen liegt das Ziel in der richtigen
Kombination der verschiedenen Anregungswellenlangen und deren Spektren. Der
spektrale Uberlappungsbereich der einzelnen Farbstoffe sollte so gering wie méglich
gehalten werden, damit das Signal spezifisch wiedergegeben wird und es nicht zur

ungentigenden Trennung der beiden Signale kommt (cross-talk/ cross-over).

Je nachdem wie die Zellen in der Maus markiert wurden, muss der Farbstoff fiir die
Gefal3darstellung so gewahlt werden, dass sich die jeweiligen Emissionsspektren der
Fluorochrome nicht zu stark Uberlappen. In dieser Arbeit wurden je nach

Versuchsaufbau einer der in der Tabelle 2 genannten Fluorochrome verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe fiir die GefaBdarstellung

Name Konzentration Anregung Emission Hersteller
(nm) (nm)

TRITC 2 MDa 555 580 LifeTechnologie

FITC 2 MDa 495 519 Sigma-Aldrich

AngioSense®750 2 uM 750 770 PerkinElmer

Qtracker®705 2uM 405-665 705 Invitrogen

Ein Beispiel eines in dieser Arbeit haufig verwendeten in- vivo GefaBmarkers ist das
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TRITC-  Dextran  (Tetramethylrhodamin-isothiocyanate, 2  Mega-  Dalton,
LifeTechnologies, Carlsbad, USA)'®. Es handelt sich bei TRITC um einen Fluorochrom,
das sowohl an Proteine als auch an Makromolekile gekoppelt werden kann und so in
der Darstellung der Gefalle Anwendung findet. Durch die GréBe kann das TRITC-
Dextran das intakte Gefd nicht verlassen. Das Makromolekil hat ein
Anregungsmaximum bei 555 nm und den Emissionspeak bei 580 nm. Der einzige
Nachteil ist die Fotoinstabilitat, so dass entweder immer wieder nachinjiziert werden
muss oder man fir Langzeitexperimente die deutlich kostspieligeren Nanokristalle,

wie Quantumdots verwendet.

Abbildung 15: Strukturformel von TRITC

gezeichnet mit Hilfe von ChemBioDraw 11.0



IV. Material und Methoden 39

3. Zwei-Photonen Intravitalmikroskopie

3.1. Grundlagen der Zwei-Photonen Mikroskopie

Die Kombination aus der Multiphotonentechnik und der Intravitalmikroskopie
ermdglicht 3D in- vivo- Analysen in unterschiedlichen Geweben Uber die Zeit. Sie tragt
dazu bei, intakte Organe und Zellinteraktionen zu visualisieren und somit

unterschiedliche Fragestellungen in der Immunologie zu beantworten'®.

Das physikalische Phanomen des Zwei- Photonen- Effekts wurde schon in den 30iger
Jahren durch Maria Goebbert-Mayer beschrieben'”®, aber erst in den 90iger Jahren
durch Denk und Stricker fiir die Mikroskopie umgesetzt'’!. Die Zwei-
Photonenmikroskopie dhnelt der Technik der Konfokalen- Laser- Rastermikroskopie,
bei der ein Laser in der eingestellten Ebene die Oberfliche abtastet und die
Fluoreszenz mit einem Detektor (PMT, Photomultiplier tube) detektiert. Die dabei
erzeugten digitalen Bilder werden dann in einem Computer zusammengesetzt und

konnen in Echtzeit beobachtet werden'”2,

A oPA SHG B
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%N I B Anregung
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. v
Wellenlange

Abbildung 16: Jablonski Diagramm A) und der Stokes Shift B)

A) Darstellung der unterschiedlichen Energieniveaus der Photonen beim Zwei-Photoneneffekt und dem
SHG B) Visualisierung des Stokes Shifts. Hier wird deutlich, dass sich die Wellenldnge des

Anregungslichtes von dem des abgestrahlten Lichtes unterscheidet.

Abb. A: mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Methods'”3, Copyright (2005)

In der Mikroskopietechnik macht man sich das Phanomen der Fluoreszenz zu Nutze,
die als Marker in Organismen fiir unterschiedliche Proteine, Zellen und Zellbereiche
eingesetzt werden kann. Dadurch kdnnen biologische Mechanismen in der Zelle
dargestellt werden. Fluoreszenz entsteht, indem Farbstoffe, sogenannte
Fluorochrome, emittierende Photonen aufnehmen und dann Elektronen auf ein

héheres Energieniveau angehoben werden, um dann nach einigen Nanosekunden auf
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ein niedrigeres, energiedarmeres Ausgangsniveau zurlickzufallen', Dabei wird ein
energiedrmeres, langwelligeres Photon abgegeben, das auch als Stokes Shift

(Wellenlangendifferenz) bezeichnet wird'”>.

Ein weiterer Unterschied zu der klassischen Fluoreszenztechnik besteht darin, dass bei
der Multiphotonenmikroskopie die Anregungsenergie auf zwei langwelligen
Photonen aufgeteilt wird und nicht nur auf ein kurzwelliges Photon wie in der

klassischen Fluoreszenzmikroskopie.

Das Prinzip der Zwei- Photonenmikroskopie beruht auf dem gleichzeitigen Eintreffen
von zwei Photonen innerhalb von wenigen Femtosekunden (fs), um eine ausreichende
Anregung der Elektronen der Fluorochrome zu erreichen'”. Dies ist mit gepulsten
Lasern moglich, die hochfrequente, hochenergetische Impulse mit einer nahezu
Infrarot-Wellenldnge erzeugen kénnen. Die Frequenz zwischen zwei Pulsen liegt im
picosekunden Bereich, die eine Energiedichte nur in der fokussierten Brennebene
erzeugen, die zur Fluoreszenzemission durch Fluorochrome nur in der Brennebene
fuhrt. Damit kénnen Schnittbilder des Gewebes in vivo erzeugt werden. Durch die
Anregung in dem kleinen Brennpunktbereich entsteht kein ,out-of Focus*Licht,
welches zur Unscharfe fiihren wiirde, und es wird ein sehr hoher Kontrast mit einer
hohen Auflésung erzielt. Dadurch ergeben sich folgende Vorteile in der Mikroskopie.
Zum einen wird die Fototoxizitait im Gewebe durch die energiedarmere

Anregungswellenldnge gering gehalten'’

und das Fotobleichen (Photobleaching)
durch erzeugen der Fluoreszenz in Fokusebene reduziert. Aulerdem entsteht eine
geringe Streustrahlung durch die energiearme, lineare Anregungswellenlange. Es
kénnen hohe Eindringtiefen von bis zu 1000 um erreicht werden, wodurch das Imagen

an lebendem Gewebe ermoglicht wird'”’.

Ein positiver weiterer Nebeneffekt ist die Frequenzverdopplung (second harmonic
generation, SHG) des eingestrahlten Lichts (siehe Abbildung 16A), welches zur
Darstellung von Strukturproteinen, wie bspw. der Kollagenfaser, fiihrt. (siehe
Abbildung 16 A) Das Signal entsteht durch die Streuung der Photonen, die an den
Strukturproteinen reflektiert werden. Dadurch wird ein Photon abgegeben, das exakt
der Halfte der angeregten Wellenldnge entspricht'”®'”°, In der hier vorliegenden Arbeit
lag die Anregungswellenlange bei 800 nm. Die Halfte entspricht 400nm, was dem
blauen Lichtspektrum entspricht. So werden anatomische Gegebenheiten dargestellt,

die als Orientierungspunkte bei der Mikroskopie helfen.
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Tabelle 3: Gegeniiberstellung der Vor- und Nachteile der 2-Photonentechnik

Vorteile Nachteile

= geringe Phototoxizitat/ = sehr teure Laser notwendig
Photobleaching = schlechtere Auflésung als bei

= simultane Anregung mehrerer konfokalen Mikroskopen

Fluorochrome mdoglich

= sehr hohe Eindringtiefe

=  Moglichkeit des Imagens tber
langere Zeitraume

* SHG

*= minimierte Streustrahlung

3.2 Aufbau des Zwei- Photonen Mikroskops

Das in dieser vorliegenden Arbeit verwendete Zwei- Photonenmikroskop (LaVision
Biotech, Bielefeld, Deutschland) besteht aus verschieden zusammengesetzten
Komponenten, die in der Abbildung 17 die Bildgenerierung verdeutlichen soll. Das
System besteht aus einem ultraschnellen Ti:Sa Laser (MaiTai, Spectra Physics,
Darmstadt, Deutschland), der das Wellenlangenspektrum von 700-1000 nm abdeckt.
Mit einem sogenannten optisch-parametrischen Oszillator (OPO) erweitert man die
Anregungswellenlange im Infrarotbereich (1100- 1600nm) und ermdglicht die
gleichzeitige Darstellung von Fluorophoren mit weitgehend unterschiedlichen
Anregungs-und Emissionsspektren. Ein weiterer Vorteil ist die hohere Eindringtiefe in
Geweben (bis zu 80 um) bei hoherer Auflésung und mit reduziertem Photobleaching

und Phototoxizitat'®.
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Abbildung 17: Schematischer Aufbau des 2-Photonenmikroskops mit OPO

Der gelbe Strahlengang zeigt den Weg des Lichts liber die Pulskompression, um den 2-Photoneneffekt zu
erreichen und geht weiter lber den Scanhead, der Gber mehrere Spiegel die verschiedenen Ebenen
abscannen kann. Nach Auftreffen auf die Probe wird die Reflexion im PMT registriert und die Signale im
Computer zusammengesetzt. Die rote Linie zeigt den Weg des Lichtes mit einer hoheren Wellenlange

(OPO), wodurch das Spektrum an moéglichen Fluorophoren erhért wird.

modifiziert nach LaVisionBioTec GmbH.

Optische Filter konnen Wellenldngenbereiche spezifiziert festlegen. Aullerdem ist das
System an ein optisches Mikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) mit einem
Wasserimmersions- Objektiv (16 fache VergroBerung) mit der Numerischen Apertur

(NA=0,95) gekoppelt, welches hochaufgeldste kontrastreiche Bilder ermoglicht.

3.3. Auswertung mittels 2-Photonen-Technik

Die hier in der Arbeit gewonnenen Bilder/ Videos wurden mit dem unter IV.3
beschriebenen Zwei- Photonenmikroskop erstellt. Bei einer Anregungswellenldnge
von 800 nm wurden 588 x588 um grofe Bildausschnitte mit einer Pixelzahl von
515x515 gewahlt. Weitere Parameter in dem Programm ImSpector (LaVision, Bielefeld)
sind Frequenz, Laserpower, die Tiefe des Imagebereichs und die Zeitdauer, die gesetzt
werden. Der insgesamt Scanbereich in der Z-Ebene wurde zwischen 30- 50um gewahlt

und es wurden alle 3 um Stapelbilder/Schnittbilder, sogenannte z- Stacks, erzeugt.
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Diese Stapel werden spdter im Auswertungsprogramm Volocity zu einem 3-
dimensionalen Bild zusammengesetzt. Um madglichst lange Videos zu erstellen, wurde
jeweils in einem Abstand von 30 Sekunden (wait time) der festgelegte Scanbereich
durchgemessen. Dazwischen wurde eine Wartezeit eingehalten, um das Gewebe und

die Fluoreszenzfarbstoffe zu schonen.

A Scanhead B
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Abbildung 18: Prozess der in-vivo Datengewinnung bis zur Analyse

A) Mit dem Zwei- Photonenmikroskop werden die einzelnen Ebenen maanderférmig abgescannt und
Bilderstapel generiert B), die zu einem 3D Video zusammengesetzt werden C), welches zu
Demonstrationszwecken genutzt werden kann D). E) Mit den Videos kénnen Zellverfolgungen (tracks)
durchgefiihrt werden, die in der Analyse unterschiedlicher Parameter miinden F), die dann statistisch

ausgewertet werden G).

mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Immunity'®', Copyright (2004)
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Abbildung 19: Darstellung des Sichtfeldes durch ein 2-Photonemikroskop

Darstellung der Gefa3e in rot mittel TRITC (oberer Pfeil). In Griin sind die Monozyten durch GFP markiert.
Die kreisrunde Stelle zeigt die Laserverletzung (unterer Pfeil), um die in weill einige getrackten,
selektierten Migrationswegen der neutrophilen Granulozyten abgebildet sind. Zusatzlich wurde der

Abstand der Zellen zur Verletzung ausgemessen (rote Linie). MaB3stab: 70 um. Blickfeld 588 x 588 x30 pm.

Durch Zuhilfenahme des Softwareprogramms Volocity und dem darin integrierten
Zellverfolgungswerkzeug (tracking tool) wurden die jeweilig zu analysierenden Zellen
pro Zeitpunkt auf ihrer zurlickgelegten Strecke verfolgt. Dabei wurde auf eine
ausreichende Verfolgungsstreckenldange von mindestens 25 Zeitpunkten geachtet,
damit die daraus errechneten Parameter Geschwindigkeit, Displacement rate und
Meandering Index einen aussagekraftigen Wert widerspiegeln. Die Migrations-
Parameter wurden mit Hilfe von Volocity generiert und statistisch ausgewertet.
AuBerdem konnten Zellzahl und andere Faktoren, wie z.B. Zellkontakte, Ausbildung

von Zellauslaufern, in die Auswertung mit einbezogen werden.
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Abbildung 20: Darstellung der Displacement rate und dem Meandering Index

A) Displacement rate ist eine Geschwindigkeit, welche die Lange der direkten Verbindungslinie (schwarz)
zwischen einem Startpunkt der Zellmigration bis zu einem Endpunkt in Relation setzt zur Zeit, die eine
Zelle dafirr auf ihrem tatsdchlichen Migrationsweg (rot) benétigt. B) Bei dem Meandering index wird die
Gerichtetheit einer Zellbewegung bestimmt. Dabei teilt man die direkte Distanz von Start- zu Endpunkt
(schwarz) der Zelle durch den kompletten zuriickgelegten Migrationspfad (rot). Das Ergebnis kann einen
Wert zwischen 1 bei einer komplett geraden/ zielgerichteten Migration und 0 bei einer Migration im Kreis

einnehmen (blau).

Haupttracking Parameter sind die Geschwindigkeit, Displacement rate und der
Meandering index. Die Geschwindigkeit einer Zelle wird berechnet indem die Strecke,
welche die Zelle zuriicklegt, in Bezug gesetzt wird zur Zeit, die dafiir benétigt wurde.
Weitere zwei Parameter kdnnen genannt werden, um die Ausrichtung einer Zelle auf
einen Stimulus zu beschreiben. Zu nennen sind die Beweglichkeit (Displacement rate)
und die Zielgerichtetheit der zurlickgelegten Wegstrecke (Meandering Index)'®. Bei
der Displacment rate (siehe Abbildung 20A) wird gemessen, wie schnell die Zelle von
ihrem Startpunkt aus zum Stimulus wandert. Dabei wird ein idealer Pfad (schwarze
Gerade) zum Stimulus hin gebildet und ins Verhaltnis gesetzt zur Migrationszeit auf
dem realen Weg (rote Line), den die Zelle durch das Gewebe (iber die Zeit durchladuft.
Der Meandering Index'® ist ein Indikator fiir die Gerichtetheit der Migration einer
Zelle. Hier wird die Zielgerichtetheit der Zellspur (Tracks) in Bezug gesetzt zu der
gesamten zurlickgelegten Wegstrecke. Der Index ist dimensionslos und kann einen
Wert zwischen 0 und 1 einnehmen. Dabei steht 1 fiir eine gerichtete Zellwanderung
(schwarze Linie) und O fiir eine Kreisbewegung, die nicht zum Stimulus hin wandert,
sondern wieder in Richtung Startpunkt (blaue Linie in Abbildung 20B). Der Zellpfad

mit der roten Farbe wird einen Wert zwischen 1 und 0 einnehmen.
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4, Ohrmodell mit Laserverletzung

Diese Arbeit stutzt sich auf das Ohrmodell bei der Maus, um in vivo die in der
Mikrozirkulation stattfindenden Prozesse auf Zellebene mit Hilfe des Zwei- Photonen
Mikroskops zu untersuchen. Das Modell wurde etabliert von Ng et al. und Roediger et
al. und hat sich Uber die Jahre als klassisches Modell etabliert, um die Mikrozirkulation
zu analysieren'13714152139 Die Vorteile liegen in dem einfachen Zugang zum Ohr und
den oberflachlich liegenden Gefallen. AuBerdem ist das Ohr frei von
Bewegungsartefakten, die bei der Atmung entstehen. Somit kdnnen stabile, Gber

Stunden andauernde Videos erstellt werden. Durch die weitgehend atraumatische

Praparation entsteht zudem keine Entziindungsreaktion im Gewebe.

Abbildung 21: Ohrgestell fiir die Praparation und Aufbau des 2-Photonen
Mikroskops

Abbildung A) zeigt die mikrochirurgischen Instrumente mit dem benétigten Material fiir die Praparation

des Ohrmodels. B) Abbildung des 2-Photonenmikroskop

Die Operationsvorbereitung inklusive Anasthesie erfolgt wie bereits erwahnt (siehe
IV.2). Sobald die Maus das chirurgische Toleranzstadium erreicht hat und die
Augensalbe (Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer, Leverkusen) aufgetragen
wurde, wird je nach Dauer des Mikroskopierzeitraumes ein Schwanzvenenkatheter
bzw. Femoraliskather gelegt (IV.1.3.1 und IV.1.3.2). Daraufhin wurde die Maus in
Rickenlage auf eine spezielle Vorrichtung (Stage) verbracht und mit Hilfe von
Klebeband (Transpore 3M, Health Care, Neuss) fixiert. Das Ohr wird in Position
gebracht mit dem Ziel, eine mdglichst plane, faltenfreie Flache zu erreichen. Das
Aufspannen des Ohres findet unter der Stereolupe statt und wird mittels umgeknickter
Kanillennadeln, in das auf dem Ohrgestell befindenden Silikonring, erzielt.

AnschlieBend wird die Maus inklusive Stage in den Warmeinkubator unter das
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Mikroskop gelegt. Mit einem Tropfen destilliertem Wasser oder 0,9%iger NaCl- Losung
wird die mikroskopische Ebene eingestellt und die ideale Stelle mit einem guten

Durchfluss aufgesucht, an der dann die Laserverletzung gesetzt wird.

4.1. Laserverletzung

Um das Migrationsmuster der Zellen bei der sterilen Entziindung zu studieren, wird
mit Hilfe des Zwei- Photonen Mikroskops eine definierte lokale Gewebsverletzung
gesetzt. Mit hoher Laserstarke wird auf einen etwa 40x40 um groBen definierten
Bereich im Gewebe fiir 30 Sekunden gezielt. Dadurch kommt es an dieser Stelle zu
einer Gewebsnekrose und der Freisetzung der verschiedenen Faktoren/ Substanzen,

die einer sterilen Entziindung gleicht. Diese Methode wurde von Ng et al etabliert'”.

Es werden CX3CR1-Tiere mit unterschiedlichen Genotyp (heterozygot/ homozygot)
verwendet, um das Migrationsverhalten der Monozyten im Kontext der sterilen
Inflammation zu untersuchen und den Effekt des Fraktalkinrezeptors auf die
Rekrutierung der Zellen zu analysieren. AuBerdem wurden sowohl Neutrophile'* als
auch Gewebsmakrophagen durch Depletion eliminiert (siehe 1V.4.2), um deren Einfluss
und das Zusammenspiel der Zellen untereinander besser zu verstehen. Um das
Verhalten der neutrophilen Granulozyten im Fokus der Nekrose und der dabei
freiwerdenden Substanzen zu visualisieren, wurden LysMeGFP- Mause eingesetzt.
Durch diese Technik kann gerade auch das Zellverhalten Uber die Zeit erfasst und

analysiert werden.

4.2, Zelldepletion
Unter der Depletion wird allgemein die Entfernung korpereigener Substanzen
verstanden. Hierbei werden Zellen mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern aus dem

Organismus entfernt.

4.2.1. Depletion der neutrophilen Granulozyten

Um den gegenseitigen Einfluss der Zellen besser zu erarbeiten, war der Ansatz des
Experimentes, die neutrophilen Granulozyten zu depletieren, um dann das
Zellverhalten anderer Zellpopulationen wie etwa den Monozyten/Makrophagen zu

analysieren.
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Dabei kam ein spezifischer gegen das Protein Lys6-G gerichteter Antikdrper zum
Einsatz (purified rat anti-mouse Ly6-G, Klon 1A8, BD Pharmingen, Heidelberg). Das
genannte Protein wird fast ausschlie3lich auf reifen Granulozyten exprimiert und kann
deshalb den Effekt genau dieser Zellpopulation besser aufarbeiten. Gerade Ly6-C
positive Zellen, wie Subpopulationen von Lymphozyten und Monozyten und

dendritische Zellen werden nicht erfasst'®*.

Der Antikorper wurde 12 h vor dem Mikroskopieren am 2-Photonenmikroskop in einer
Konzentration von 50 pg/mL Uber die Schwanzvene verabreicht. Nach derselben
Vorgehensweise wurde die Kontrollgruppe mit dem Isotyp- Antikorper (rat 1gG2b
kappa Isotyp, 1 mg/mL, eBioscience, Frankfurt) behandelt. Die Depletion wurde durch
intracardiale Blutentnahme vor Beendigung des Versuches durch das Blutanalysegerat
(ABX Micros Axonlab, Reichenbach/Stuttgart) auf das Vorliegen einer Neutropenie

untersucht.

4.2.2, Depletion der Thrombozyten
Hier stellt sich dieselbe Frage wie bei IV.4.2.1: Welchen Einfluss nehmen Thrombozyten
auf das Zellmigrationsverhalten der jeweiligen anderen Zellpopulation, wie

Monozyten/Makrophagen und neutrophile Granulozyten.

Es kommt ein thrombozytendepletierender Antikorper, der gegen das
Oberflachenprotein GPIba (rat anti-mouse GPlbg, Emfret analytics GmbH & Co. KG,
Eibelstadt) gerichtet ist zum Einsatz. Uber die Schwanzveneninjektion wurde der
Antikorper in einer Konzentration von 2 ug/g Korpergewicht mit physiologischer NaCl-
Losung auf 200uL verdiinnt und 12 Stunden vor der Mikroskopie unter dem Zwei-

Photonen appliziert'®.

Die Kontrollgruppe erhielt den Isotyp- Antikorper (rat IgG, Emfret analytics GmbH &
Co., Eibelstadt), der nach demselben Versuchsprotokoll, mit einer Konzentration von 2

ug/g Korpergewicht, eingesetzt wurde'®,
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4.3. Inhibitorischer Faktor

4.3.1. BoxA

Ein starker Stimulus fir die Zellrekrutierung bei der Gewebsnekrose ist das
freiwerdende HMGB1. Durch Blockieren dieses DAMPs mit Hilfe von BoxA wurde die
Auswirkung auf das Migrationsmuster untersucht. BoxA ist Bestandteil des DNA-
bindenden Proteins HMGB1 und bewirkt als isoliertes Molekil eine Hemmung der
chemotaktischen Funktion von HMGB1'#”'%, Es wird in einer Konzentration von 83ug
BoxA 30 min vor imagen subcutan in das Ohr injiziert. Die Laserverletzung und das
Erstellen der Videos Uber einen langen Zeitraum findet, wie bei der Laserverletzung
(IV.4.1) schon beschrieben, statt. Nach dem identischen Protokoll wurde eine
Kontrollgruppe erstellt, der anstelle des Inhibitors BoxA subcutan PBS (phopshat

puffer saline) verabreicht wurde.

4.4, Farbung der Thrombozyten mit eFluor670

Um Interaktionen zwischen den Thrombozyten und den neutrophilen Granulozyten zu
visualisieren, wurden diese mit dem Farbstoff eFluor 670 nach Isolation der
Thrombozyten wie unter IV.7.1.3 beschrieben, gefarbt. Die Plattchen wurden mit dem
Farbstoff in einer Konzentration von 5mM 20 min inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationschritt (1200 rpm; 5 min) und der Aufnahme des Pellets in den Tyrodes-
Puffer, konnte die gefarbte Zellsuspension der Maus, die fiir die Videodarstellung

vorgesehen war, Uber die Schwanzvene injiziert werden.
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5. Whole Mount Staining

Das Whole Mount Staining ist die direkte Farbung von ganzen Gewebestlicken, ohne
zuvor histologisch feine Schnitte anzufertigen. Dabei werden zellulare Strukturen oder
Zelloberflachen mit fluoreszierenden Antikérpern gefarbt und anschlieBend mit dem
2-Photonen-Mikroskop ausgewertet. Die Technik ermdglicht eine dreidimensionale
Darstellung von Strukturen, wie GefaBen und Zellen, direkt im Gewebe. In dieser
Arbeit wurde als Gewebestiick das Ohr verwendet, um die Freisetzung von Faktalkin

bei der Verletzung mit Hilfe des Antikdrpers visuell darzustellen.

5.1. Durchfiihrung des Whole Mount Stainings

Hier wurde das Ohr verwendet, nachdem an bis zu 5 Stellen eine Laserverletzung
gesetzt wurde. Zuerst wurde es in ein Reaktionsgefall mit 4% Paraformaldehyd (PFA)
fir 30 min bei Raumtemperatur fixiert, dann mit 0,2%igem Triton permeabilisiert und
anschliefend in PBS und 1%igem BSA bei 4°C dreimal auf einem Riittler (Thermomixer
comfort, Eppendorf, Hamburg) fiir jeweils 5 min gewaschen. In einem neuen dunklen
Reaktionsgefall werden mit 200uL 1%iges BSA plus 4pL Fc- Block (anti-mouse CD
16/32) die unspezifische Bindung tiber 30 min bei 4°C im Mixer blockiert. Nach Zugabe
des primaren Antikorper (siehe Tabelle 4) in das Reaktionsgefal3 wurde es wieder bei
4°C auf dem Mixer inkubiert. Nun wurde erneut dreimal mit PBS und 1%igem BSA
gewaschen, bevor der Sekundarantikdrper in einem neuen Gefall dazu pipettiert
wurde. Die Inkubation erfolgte bei 4°C auf dem Riittler. Drauf folgten erneut dreimal
ein Waschschritt und zuletzt die Lagerung des Ohres in PBS bei 4°C, bis zur

Verwendung am 2-Photonen-Mikroskop.
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Tabelle 4: verwendete Antikorper (AK) fiir die Doppelfarbung des Whole Mount

Stainings
Konzentration
Antigen mit Verdiinnung  Hersteller
CD 31 Primar-AK rat anti-mouse 0,5 mg/mL eBioscience
CD 31 FITC- 1150
conjugated
Sekunddr-AK  Alexa Fluor488 2 mg/mL Life-
(goat anti-rat) 1:200 Technologies
CX3CL1 Primar-AK rabbit anti- 100 pg/mL abcam
mouse 110
Sekundar-AK  Alexa Fluor594 2 mg/mL Life-
(goat anti- 1:200 Technologies
rabbit)
5.2. Auswertung des Whole Mount Stainings mittels 2-Photonentechnik

Die Auswertung erfolgte unter dem 2-Photonenmikroskop. Dabei wurde das
Gewebestlick auf einem Objekttrager platziert und mit einem Deckglaschen bedeckt.
Mit einem Tropfen destilliertem Wasser benetzt, wurde das Objektiv eingetaucht und
die Ebene eingestellt. Das Softwareprogramm ImSpector (entwickelt vom Max Planck
Institut Gottingen, Deutschland) fertigte horizontale Schnittbilder an, die anschlieBend
in dem Programm Volocity (Volocity 3D image analysis software, PerkinElmer,
Waltham, USA) 3D- Rekonstruktionen erstellte. Die so gewonnen Schnittbilder

konnten fiir die Visualisierung verwendet werden.
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6. Zellkultur

6.1. Humane Fibroblasten

Die fiir das nekrotische Zelllysat verwendeten Zellen wurden bei PromocCell
(PromoCell GmbH, Heidelberg) bezogen. Die Kultivierung erfolgte mit dem
Fibroblasten Medium 2 (Fibroblast Media2, PromoCell GmbH, Heidelberg) und nach
Erreichen eines konfluenten Zellrasens, wurden die Zellen geerntet, ausgezahlt und fiir

die Herstellung des nekrotischen Zelllysat verwendet.

6.2. Gewinnung von nekrotischem Zelllysat
Um den Effekt, der aus nekrotischen Zellen freiwerdenden Faktoren auf die

Thrombozyten in vitro zu untersuchen, wurde nekrotisches Zelllysat hergestellt.

Dabei wurde die Zellzahl auf eine Konzentration von 1 x 10°Zellen/mL eingestellt und
in verschiedene ReaktionsgefdBe verbracht, um sie anschlieBend zwei

unterschiedlichen Verfahren zu unterziehen.

Ein Teil der Zellportionen wurde bei 58°C fiir 20 min im Wasserbad erhitzt. Die anderen
Zellenportionen wurden nicht mit Hitze, sondern mit Kalte behandelt, indem sie
wiederholt in flissigen Stickstoff getaucht wurden. AnschlieBend wurden beide bei
10.000g fiir 5 min zentrifugiert. Der klare Uberstand abgenommen und steril filtriert (&
0,22 um PorengroBe; Pall Corporation, Ann Arbor, USA) und bei -80°C bis zur

Verwendung in der Aggregometrie gelagert.

6.3. Stimulation von humanen Fibroblasten

Um den Effekt der unterschiedlichen Signalstoffe, die bei der Nekrose freigesetzt
werden, zu untersuchen, wurden in-vitro kultivierte humane Fibroblasten mit
nekrotischen Zelllysat inkubiert. Daraufhin werden von den Fibroblasten Chemokine
gebildet, die im Medium-Uberstand mit dem ELISA anschlieBend quantifiziert werden
konnten. AuBerdem konnten die stimulierten Zellen in Form eines Pellet fiir die real-
time PCR herangezogen werden. Hier konnten Rezeptor-Externalisierungen

nachgewiesen werden.
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6.3.1. Pelletierung von humanen Fibroblasten

Die humanen Fibroblasten wurden hierfir in 6-Loch Platten in einer Konzentration von
1x10° Zellen ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert. Nach Entfernung des Mediums
(Fibroblast Media2, PromoCell GmbH, Heidelberg) und einem Waschschritt mit PBS
wurde TmL frisches Medium zugefiihrt und darauf TmL nekrotisches Zelllysat (1:1
Verdlinnung). Nach dem Einhalten von zwei unterschiedlichen Inkubationszeiten (6
und 24 Stunden) wurde der Uberstand verworfen und dreimal ein Waschschritt mit
jeweils 2mL PBS durchgefiihrt. Um die Zellen abzulésen, verwendet man 500 pL
Trypsin-EDTA (Sigma- Aldrich, Steinheim) pro Well und inkubiert im Brutschrank fir 2-
3 min. Die Abl6sung wurde unter einem Lichtmikroskop kontrolliert und daraufhin die
Reaktion durch Zugabe von 2mL PBS mit 10% FCS versetzt. Die Zellsuspension wurde
in ein 2 mL Reaktionsgefal3 Gberfihrt und bei 1200 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der

Uberstand verworfen und die Zellen bei -80°C bis zur Durchfiihrung der PCR gelagert.

6.3.2. Herstellung konditionierter Medien und Gewinnung von
Mediumiiberstand fiir den ELISA

Die Herstellung des Medium-Uberstandes fiir den ELISA &hnelt dem der
Pelletherstellung wie unter 1V.6.3.1 beschrieben. So wurden auch in 6-Loch Platten die
Fibroblasten bis zur Konfluenz kultiviert. Der Medienuberstand entfernt und TmL
frisches Fibroblasten-Medium mit 1 mL nekrotischem Zelllysat, mit einer
Konzentration von 1x10° Zellen pro mL, auf die Zellen verbracht (1:1 Verdiinnung).
Nach einer Inkubationsdauer von 6 bzw. 24 Stunden wurde der stimulierende
Uberstand wieder abgenommen und es erfolgte ein dreimaliger Waschschritt mit 2mL
PBS. Danach wurden 2 mL Fibroblasten- Medium in jedes Well verbracht und
nochmals fiir 24 Stunden inkubiert. Nun wurde der Uberstand mit einer Pipette
(Eppendorf, Hamburg) abgenommen und in einem 15 mL Falconréhrchen bei 1200
rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde (iber einen Sterilfilter (& 0,22 pm
PorengrofRe; Pall Corporation, Ann Arbor, USA) in ein Reaktionsgefal? filtriert und

anschlielend bei -80°C bis zur Messung gelagert.
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6.4. ELISA

6.4.1. Testprinzip ELISA

Der ELISA (Enzym-Linked-Immunosorbant-Assay) ist ein antikdperbasierter,
quantitativer Immunoassay, bei dem durch das Enzyms (Marker) der Substratumsatz
und somit die Antigenkonzentration bestimmt werden kann.'® Dabei kann sowohl der
zu bestimmende Antikoper oder das Antigen an der festen Phase in einer
Multiwellplatte gebunden sein. Nach Zugabe des zu untersuchenden Materials wird
die zu bestimmende Substanz gebunden, wenn sie vorhanden ist. Nach einem
Waschschritt wird der Sekundarantikorper, der mit einem Enzym gekoppelt ist, in die
Wells pipettiert. Nach Zugabe eines Substrates wird dieses, je nach Menge der
vorhandenen Enzyme, umgesetzt. Der Substratumsatz wird durch einen Farbumschlag
sichtbar und anschlieBend kann die optische Dichte mit Hilfe eines Photometers
gemessen werden. Die optische Dichte steigt dabei mit der Konzentration und somit

kann die Menge der untersuchenden Substanz in der Probe bestimmt werden.

6.4.2, Durchfiihrung ELISA

Um den quantitativen Gehalt an Fraktalkin (CX3CL1) in den stimulierten Fibroblasten
nachzuweisen, wurde der kommerziell verfligbare Kit (Quantikine, R&D Systems,
Minneapolis, USA) angewendet. Zuerst wurden die hierfir benétigten Reagenzien
angesetzt, um eine Verdinnungsreihe herzustellen. Dies ermdglicht die Erstellung
einer Eichkurve, mit der die Konzentration der Messdaten bestimmt werden konnte.
Man begann mit dem Pipettieren von 100 uL Assay Diluent in jedes Well der 96-Loch-
Platte. Zusatzlich kamen 100 pL der Probe bzw. des jeweiligen Standards in das
entsprechende Well und inkubierte fiir 3 Stunden die Proben bei 2-8 °C (Kiihlschrank).
Darauf folgten die Entfernung des Uberstandes und ein viermaliger Waschschritt mit
jeweils 400 uL Waschpuffer. Nun folgte die Zugabe von 200 pL des Konjugates in jedes
Well und ein erneuter Inkubationsschritt von einer Stunde wieder bei 2-8 °C. Danach
wurde der Uberstand wieder entfernt und viermal gewaschen. Die Zugabe von 200 pL
Substrates in jedes Well und eine Inkubation von 30 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur ist der folgende Schritt. Zuletzt wurde die Reaktion mit 50 pL Stopp-
Reagenz beendet und die Platte innerhalb der ndchsten halben Stunde bei 450 nm

mittels eines Photometers ausgelesen.
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6.5. Durchfiihrung der real-time PCR

Mit der real-time PCR ist es moglich aus den stimulierten humanen Fibroblasten
verschiedene Chemokine und Expressionslevel von diversen Rezeptoren
nachzuweisen. Hierfiir wird die RNA aus den Zellen isoliert und anschlieBend in cDNA
umgeschrieben, um einen PCR durchfiihren zu koénnen. Der Vorteil liegt in der
zusatzlichen Quantifizierung der Probe. In dieser Arbeit kamen die Pellets zum Einsatz,

die bei der Stimulation mit nekrotischen Zelllysat gewonnen wurden (siehe 1V.6.3.1).

6.5.1. Isolation von RNA aus den Zellpellets

Zur lIsolation der RNA aus dem Pellet wird das RNeasy Kit von Qiagen (Hilden)
verwendet, der alle benétigten Reagenzien enthadlt. Unter dem Abzug wird zuerst der
Mastermix aus 1:100 Mercaptoethanol in RLT-Puffer (Lysis-Puffer) angesetzt. In jede
Probe wurden jeweils 350 pL des Mastermixes dazu pipettiert und grindlich
vermischt. Darauf erfolgte die Zugabe von 350 uL 70%iger Ethanol (Merck Schuchardt
OHG, Hohenbrunn). Nach dem Uberfiihren der Probe in eine Saule, wurde diese bei
8000 rcf flir 15 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und nach Zugabe von
350uL RW1 Puffer folgte nochmals ein Zentrifugationsschritt bei 8000 rcf fiir 15 s.
Wieder wurde der Durchfluss verworfen und es folgte die Zugabe von 500 uL RPE-
Puffer mit einem Zentrifugationschritt von 8000 rcf flir 2 min. Es folgte ein
Trocknungszentrifugationsschritt und das Uberfiihren der Siule in ein neues
Reaktionsgefal. Es wird 40 uL RNase-freies Wasser auf die Saule pipettiert und eine
Minute lang bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte der letzte Zentrifugationsschritt
bei 8000 rcf fiir T min. Die RNA befindet sich nun im Eluat und kann bei -80°C gelagert

werden.

6.5.2. Umschreibung in cDNA

Damit die RNA in DNA umgeschrieben werden konnte, kam der High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) zur Anwendung. Zuerst
wurde auch hier ein Mastermix hergestellt, der aus 2uL 10x RT Puffer, 0,8 uL 25x dNTP
Mix, 2 uL 10x RT Random Primers, 1 uL MultiScribe reverse Transkriptase, 1 pL RNase
Inhibitor und 3,2 uL Nuklease-freies-Wasser je Probe bestand. Bei der negativ Kontrolle
kam steriles Wasser statt der reversen Transkriptase zum Einsatz. Pro Reaktionsgefal3
wurden nun 10 pL Mastermix vorgelegt, auf die 10 uL RNA (Gewinnung siehe 1V.6.5.1)

folgen. Nach kurzem Zentrifugieren der Proben wurden diese in den ThermoCycler
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(Applied Biosystems, Veriti 96 well Thermal Cycler, Carlsbad, USA) gestellt und nach
folgendem Protokoll die cDNA- Gewinnung gestartet: 10 min bei 25°C, 2x 60 min bei
37°Cund 5 min bei 85°C. Zuletzt bei 4°C im unendlich Modus. Die so gewonnene cDNA

kann bei -20°C gelagert werden.

6.5.3. real-time PCR

Fir die rt-PCR kam wieder ein Kit zum Einsatz, der von Qiagen fiir SYBR® Green-
basierte real-time PCR (Quanti Tect® Primer Assay, Quiagen, Hilden) entwickelt wurde.
Alle verwendeten Substanzen entstammen dem Kit. Die cDNA mit den
entsprechenden Primer wurden auf Eis gelagert aufgetaut. Die verwendeten Primer
sind in der Tabelle 5 aufgefiihrt. Als Positivkontrolle kam das B-Aktin zum Einsatz, das

von allen Zellen exprimiert wird und so als Referenzwert herangezogen werden kann.

Tabelle 5: Primerauswabhl fiir die real time-PCR

Primer Nummer

B- Aktin QT 01680476

CXCL1 QT 00199752
CX3CL1 QT 00098490
MIF QT 00219233
CCL2 QT 00212730

Wie bei jeder PCR stand zuerst die Herstellung des Mastermixes an. Dieser besteht je
Primer und Probe aus 2 uL Primer, 10 uL SYBR®Green und 7 pL Nuklease-freies Wasser.
19 pL des Mastermixes wurden auf eine 96well rt-PCR Platte, die auf Eis liegt, vorgelegt
und darauf dann jeweils 1 uL cDNA pipettiert. Nach VerschlieBen der 96-well Platte
folgte ein kurzer Zentrifugationschritt, bevor die Platte in den Real-Time Cycler
(PerkinElmer, ABI Prism™ gestellt wurde. Es konnte der Programmdurchlauf gestartet
werden, der nach folgendem Programm ablauft: 50°C bei 2 min, 95°C bei 10 min und
eine 40-fache Zyklus bestehend aus 95°C 15 s und 60°C 1 min. Die Auswertung der
Expressionswerte erfolgte nach der Methode von Livak und Schmittgen. Diese
Methode ermdglicht die Analyse der relativen Veranderungen in der Genexpression

von quantitativen real-time PCR-Experimenten'®.
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7. Aggregationsassay

7.1. Turbimetrisches Verfahren nach Born

7.1.1. Testprinzip

Die Aggregometrie nach Born (turbimetrisches Verfahren) ist in der
Funktionsdiagnostik der Thrombozyten eine Methode, bei der sich die optische Dichte
einer Plattchensuspension durch Verklumpen (Aggregation) verandert und
photometrisch erfasst werden kann. Die dabei aufgezeigte Kurve lasst Riickschlisse
auf die Thrombozytenfunktion zu''. Wichtige Beurteilungskriterien sind die

Geschwindigkeit und der Kurvenverlauf.

7.1.2. Intracardiale Blutentnahme
Um eine ausreichende Menge Blut fiir die Isolierung der Thrombozyten oder fir
weitere Untersuchungen zu gewinnen, bspw. zur Kontrolle der Depletionsversuche,

wurde die Technik der kardialen Blutentnahme angewandt.

Die in Riickenlage befindlichen Maus wurde dazu narkotisiert wie unter IV.2.1
beschrieben, der Bauchraum mit Alkohol bespriiht und mit einer Schere und Pinzette
vom Xiphoid ausgehend in Richtung cranial ein ovaler Schnitt gesetzt. Mit einer 2 mL
Spritze (B.Braun, Melsungen), in der eine 0,106 molare Natriumcitratlosung als
Antikoagulanz vorgelegt war, wurde zwischen der 2. und 3. Rippe in einem 45° Winkel
eingegangen und vorsichtig aspiriert. Dabei konnten bis zu 1,5 mL Blut gewonnen

werden.

7.1.3. Isolation von murinen Thrombozyten

Das durch kardiale Blutentnahme gewonnene Blut (IV.7.1.2) wurde in ein FACS-
Rohrchen (Sarstedt, Numbrecht) Gberfiihrt und mit einem Puffer (Tyrodes, pH 6,5) auf
2 mL aufgefillt. Um moglichst physiologische Bedingungen fiir die Zellen zu
gewabhrleisten, wird ein Tyrodespuffer in zwei verschiedenen pH- Werten (6,5 und 7,4)
angesetzt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 68 x g fir 20 min ohne Bremse
(Haereus, Megafuge, Hanau). Der dabei entstandene Uberstand tiber der RBC- Fraktion
(rote Blutzellenfraktion) stellte als Wélkchen das PRP (platelets rich plasma) dar, das
vorsichtig in ein neues Gefdll Uberflihrt wurde. Zur Anwendung kamen auch
gewaschene Plattchen, die durch einen zusatzlichen Zentrifugationsschritt des PRP
gewonnen werden konnten. Dabei wird das PRP wiederholt mit Tyrodes pH 6,5
versetzt und bei 1277 x g fiir 10 min mit Bremse zentrifugiert. Das dabei entstandene

Pellet wird mit jeweils Tyrodes pH 6,5 und 7,4 resuspendiert, um wieder
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physiologische Bedingungen herzustellen. Die Thrombozytenzahl wurde am
Blutanalysegerdat (ABX Micros ES60, Horiba ABX Diagnostics, Axon Lab AG,
Reichenbach/Germany) ermittelt und auf die gewiinschte Konzentration von 150 x 10°
Plattchen/ pL eingestellt. Die so gewonnenen Thrombozyten konnten nun fir die

Aggregationsmessungen eingesetzt werden.

100 %+

Lichttransmission
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Abbildung 22: Schematischer Kurvenverlauf bei der Lichttransmissions-
Aggregometrie nach Born
1) Referenzkiivette mit ausschlieBlich PRP, welches 100% der Lichttransmission darstellt 2) Zugabe des

Agonisten; kurzzeitige Abnahme der Lichttransmission durch ,shape change” der Thrombozyten 3)

Kurvenverlauf zeigt die Geschwindigkeit der Aggregation an 4) maximale Thrombozytenaggregation

7.1.4. Durchfiihrung der Messung
Um die Aggregationsversuche durchzufiihren, muss plattchenreiches- Plasma (PRP;
platelets rich plasma) bzw. gewaschene Plattchen (WP; washed platelets) wie unter

IV.7.1.3 beschrieben, hergestellt werden.

Die Aggregometrie wurde an dem Pap-8 (Platelet Aggregation Profiler Corporation,
Horsham, Pennsylvania/USA) durchgefiihrt. Der Ansatz aus 220 pL PRP wurde in eine
Glasklivette mit magnetischem Riihrstab pipettiert und mit 5 pL einer 1 mM L&sung
aus MgCl, und CaCl, versetzt. Nach Zugabe des Agonisten (Collagen 10 U) bei der
Positiv-Kontrolle wurde bei der Versuchsgruppe das nekrotischen Zelllysat in
unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt und dber 10 Minuten die
Aggregationskurven aufgezeichnet. Die zur Analyse notwendigen Daten wurden von
dem integrierten Rechner des Analysegerdts berechnet und dokumentiert. Die

anschlieBende Auswertung erfolgte mit Hilfe eines statistischen Programms.
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8. Versuchsplanung und Durchfiihrung

In vitro Versuche

Whole Mount staining:

Tabelle 6: C57BL6- Mause zur Durchfiihrung der histologischen Firbung

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln
C57BL6 wt/wt m 8- 10 Wochen 3
ELISA:

Tabelle 7: Untersuchung mittels ELISA auf Chemokine

Anzahln
stimulierte humane Fibroblasten 3
unstimulierte humane Fibroblasten 3

realTime-PCR:

Tabelle 8: Untersuchung mittels rt-PCR auf Chemokine und deren Rezeptoren

Anzahln
stimulierte humane Fibroblasten 3
unstimulierte humane Fibroblasten 3

Aggregationsmessungen:

Tabelle 9: C57BL6- Tiere zur Durchfiihrung der Aggregationsmessungen

Versuch Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahl n

Kalte C57BL6 wt/wt m 8- 10 Wochen 4

Hitze C57BL6 wt/wt m 8- 10 Wochen 4
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In vivo Versuche:

Imagen mit und ohne setzen eines Stimulus:

Tabelle 10: Fraktalkin-Tiere mit und ohne Laserverletzung

Versuch Stamm Genotyp  Geschlecht Alter Anzahln
mit Verletzung CX3CR1eGFP ki/wt m 8- 16 Wochen 4
ohne Verletzung  CX3CR1eGFP ki/wt m 8- 16 Wochen 4

Farbung der Thrombozyten mit eFluor670:

Tabelle 11: Fraktalkin- Tiere zur Thrombozyten-Farbung

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln

CX3CR1eGFP ki/wt m 10-20 Wochen 3

Thrombozyten-Depletion:

Tabelle 12: Fraktalkin- Tiere zur Durchfiihrung der Thrombozyten-Depletion

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln
CX3CR1eGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3
CX3CR1eGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3

Tabelle 13: LysM- Tiere zur Durchfiihrung der Thrombozyten-Depletion

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln

LysMeGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3

LysMeGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3
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Neutrophilen Depletion

Tabelle 14: Fraktalkin- Tiere zur Durchfiihrung der Neutrophilen-Depletion

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln
CX3CR1eGFP ki/wt m 10-16 Wochen 4
CX3CR1eGFP ki/wt m 10-16 Wochen 4

Laserverletzung:
Tabelle 15: Fraktalkin zur Untersuchung des CX3CR1- Rezeptors

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln
CX3CR1eGFP ki/ki m 10-16 Wochen 3
CX3CR1eGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3

Inhibition von HMGB1 durch BoxA:
Tabelle 16: BoxA-Gruppe an LysM-Tieren
Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln
LysMeGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3
LysMeGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3
Tabelle 17: BoxA-Gruppe an Fraktalkin-Tieren

Stamm Genotyp Geschlecht Alter Anzahln
CX3CR1eGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3
CX3CR1eGFP ki/wt m 10-16 Wochen 3
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9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erstellten Daten erfolgte mit Hilfe des Programms
SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc.(SSI), San Jose, California, USA). Es wurden jeweils
zwei Gruppen auf einen signifikanten Unterschied untersucht. Die statistische
Signifikanz wird bei einem Wert < 0,05 angenommen. Dabei kam der t-test bzw. Mann-
Whitney Rangsummentest zum Einsatz. Das Programm fiihrte zundchst einen Test auf
Normalverteilung nach Shapiro- Wilk und Uberpriift die Varianzhomogenitat. Wenn
beide Uberpriifungen positiv waren, kam der t-test zum Einsatz. Wenn der Test auf
Normalverteilung scheiterte, wurde der Mann- Whitney durchgefiihrt. Die so
gewonnenen Einzelwerte wurden als Streudiagramme (dot plots) in SigmaPlot erstellt
und graphisch in Adobe lllustrator aufbereitet. Bei einem Vergleich > 2 Gruppen
wurden die Versuchsgruppen (n= 4) anhand einer Bonferroni-Adjustierung mit n= 4
(0,05/4= 0,0125) durchgefiihrt. Damit konnte festgelegt werden, dass bei einem p-

Wert < 0,0125 eine statistische Signifikanz angenommen werden kann.

Die Berechnung der AUC (Area under the curve) erfolgte, um die Zuwachsraten bei der
Zellrekrutierung zu analysieren. Hierfir wurde fiir jede Versuchsgruppe die Methode
von Bland'® angewendet. In die Graphen wurde die AUC als kolorierte Flache
dargestellt und zusatzlich die einzelnen Mittelwerte mit deren Standardfehler (SEM) zu
dem gezeigten Zeitpunkt iber den Beobachtungszeitraum aufgetragen. Es wurden
sowohl die einzelnen Zeitpunkte der beiden zu untersuchenden Versuchsgruppen
gegeneinander mit Hilfe des t-tests bei Normalverteilung oder beim Scheitern diesem,
der Mann-Whitney Ranksummentest herangezogen. Die Interpretation des
dimensionslosen EffektmafBes Cohen's d erfolgte mit Hilfe einer Exceltabellen-
Kalkulation nach Nakagawa und Cuthill et al'®3. Als Definition des EffektmaB3es Cohen'’s
d wird festgelegt, dass ein geringer Effekt vorliegt bei allen Werten d < 0,5, ein
mittlerer Effekt bei d < 0,5 und alle Werte p > 0,8 sind als groBe Effekte zu

interpretieren’,

Die Auswertung der Daten bei der rt-PCR erfolgte nach der Methode von Livak und
Schmittgen'*. Diese Methode ermdglicht die Analyse der relativen Veranderungen in

der Genexpression'®,
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V. ERGEBNISSE

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt in der Analyse der intravaskuldren
Rekrutierung und des Migrationsverhaltens myeloider Zellen im interstitiellen
Gewebe. Die Rekrutierung dieser Zellpopulation im Gefal nach einem
Entziindungsreiz ist bereits im Detail beschrieben”'®, Die genauen Mechanismen bei
steriler Inflammation mit ihren verschiedenen Faktoren nach dem Ubertritt aus dem
Gefal3 ins Gewebe bis hin zur interstitiellen Migration zum Entziindungsfokus ist dabei

noch relativ unbekanntes Terrain.

In dieser Arbeit wurden die zelluldaren Prozesse bei steriler Inflammation in vivo mittels
intravitaler 2-Photonenmikroskopie Uber die Zeit visualisiert und analysiert. Es wurden
sowohl die Vorgange in den postkapilldaren Venolen, als auch das interstitielle Gewebe
untersucht. Ein Hauptaugenmerk lag auch auf der Interaktion der myeloiden
Leukozyten untereinander sowie mit Thrombozyten, wofiir jeweils die verschiedenen
Zelltypen in unterschiedlichen Versuchsansdtzen depletiert wurden, um so einen
Effekt beim Fehlen dieser Zellen heraus zu arbeiten (V.4/V.5). AuBerdem wurde auch
das Zellverhalten mit drei verschiedenen Parametern (Geschwindigkeit, Beweglichkeit
und Zielgerichtetheit) untersucht, um beurteilen zu kdnnen, ob sich das

Bewegungsmuster im interstitiellen Gewebe abhangig von anderen Zelltypen andert.

1. Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten,

Monozyten und Thrombozyten bei der Laserverletzung

Zundchst wurde der Einfluss eines sterilen Stimulus auf die Zellrekrutierung von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und Thrombozyten untersucht.
Der Effekt der verschiedenen Mediatoren auf die myeloiden Zellen, die bei einem
Zelluntergang im Gewebe freigesetzt werden, wurden dabei ndher betrachtet. Aus
diesem Grund wurde eine Gruppe mit einer Verletzung mittels Laser gegen eine
Kontrollgruppe, die keinem Laserschaden erfahren hatte, untersucht. Hier wurde
untersucht, ob auch ohne Laserverletzung eine Rekrutierung von Zellen ins Gewebe
stattfinden wiirde. In Abbildung 23 ist dargestellt, wie die Gegebenheiten im zu
untersuchenden Gewebsausschnitt vorlagen. Vor der Verletzung waren noch keine

neutrophilen Granulozyten zu sehen, die erst nach Setzen des Laserschadens zeitnah
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durch diesen angelockt wurden. Zu einem spateren Zeitpunkt traten auch die

Monozyten aus dem Gefdl3system ins Gewebe Uber.

vor Verletzung

Abbildung 23: Darstellung der 2-Photonenmikroskopischen Analyse iiber den zu

untersuchenden Zeitraum

A) zeigt die Situation im Gewebe vor der Verletzung B) nach dem Setzen der Laserverletzung (Pfeil), die
durch die Autofluoreszenz in gelb sichtbar wird und Darstellung der GefdB3e (Pfeilspitze) C) ersten
neutrophilen Granulozyten werden rekrutiert (rot) D) zeigt den Gewebeausschnitt in der Haut Gber die
Zeit unter Einfluss der Verletzung. Darstellung des GefaBBes mit Q-dots 705 nm (weil3), neutrophile
Granulozyten markiert mit Lys6G-AK PE (rot) und Monozyten/ Makrophagen (griin) in einer CX3CR1-GFP
Maus dargestellt. Das Kollagen ist in blau abgebildet (SHG). MaB3stab: 100 pm.
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Abbildung 24: Zeitverlauf der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und
Monozyten

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit einer Verletzung abgebildet, dabei stellen die runden Symbole
(8) den Mittelwert (MW) der neutrophilen Granulozyten A) zu dem jeweiligen Zeitpunkten und dem
Standardfehler (SEM) dar und die rechteckigen Symbole (m) die MW der Monozyten B) mit dem jeweiligen
SEM zu dem definierten Zeitpunkten. In weil3 ist die jeweilige Kontrollgruppe gegeniibergestellt. Die grau
eingefarbte Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau =

Verletzungsgruppe; hellgrau= Kontrollgruppe). Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit *
markiert. Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x30 um. Die jeweilige Gruppengréfle betrdagt n= 4.

In der Abbildung 24 ist die Situation fir die neutrophilen Granulozyten und die
Monozyten Uber den analysierten Zeitraum aufgetragen. In der oberen Abbildung
wurde die Situation der neutrophilen Granulozyten pro Gesichtsfeld im Zeitverlauf vor
der Verletzung (Zeitpunkt 0), darauffolgend nach Setzen der Verletzung zu den
Zeitpunkten 30, 60, 180 und 240 Minuten aufgetragen. Dabei wurden zu den

einzelnen Zeitpunkten die Durchschnittswerte mit dem dazugehérigen Standardfehler
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angezeigt. Uber die Flichenberechnung konnte der Zuwachs {iber den Zeitraum
dargestellt werden. Dem gegentibergestellt ist die Kontrollgruppe, in der kein
Laserschaden vorhanden war. Deutlich kann man in dem Graphen erkennen, dass die
neutrophilen Granulozyten auf einen sterilen Stimulus mit einer schnellen, schon nach
wenigen Minuten beginnenden Rekrutierung reagieren. Die Zellzahlen zeigten schon
nach einer Stunde einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe, die bis zum
letzten ermittelten Zeitpunkt (240 Minuten) bestehen blieb. Durch die
Flachenberechnung (AUC) konnte auch ein Zuwachs ermittelt werden, der mit 527%
einen starken Anstieg gegenlber der Kontrolle verdeutlichte. Es konnte ein
signifikante Unterschied beider Gruppen (p= 0,019) berechnet werden. Um die
Signifikanz naher zu interpretieren, wurde die Effektstarke ermittelt, die mit einem
Wert von d= 2,61 einen starken Effekt unterstreicht (siehe Tabelle 18). So konnte eine
signifikante Reaktion der neutrophilen Granulozyten bei steriler Inflammation im

kutanen Gewebe festgestellt werden.

Tabelle 18: Zusammenfassung der statistische Werte der neutrophilen

Granulozyten Gesamtzellzahl/ Gesichtsfeld mit vs. ohne Entziindungsreiz

. Zellzahl tiber die Zeit/ Gesichtsfeld
neutrophile Granulozyten -
ohne Verletzung mit Verletzung
AUC 1414 +/- (265) 8858 +/-(2310)
p- Wert 0,019*
Effektgrofle 0,31
Zuwachsin % 527

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC: in Klammer die SEM- Werte

Bei den Monozyten zeichnete sich eine langsamere Reaktion auf den Entziindungsreiz
ab. Diese verzdgerte Reaktion auf einen Entziindungsreiz ist bereits bekannt*'*. Nach
einer Stunde konnte eine Plateauphase, die bis zum Zeitpunkt 120 Minuten eine
gleichbleibende Zellzahl erkennen lieB. Erst darauf folgend kam es zu einem Anstieg,
der zum Zeitpunkt 180 einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle hatte. Die erste
Welle war somit erreicht und es folgte ein Abfall an Zellen zum Zeitpunkt 240 Minuten,
der aber auch signifikant zur Kontrolle war. Es konnte ein starker Zuwachs an
Monozyten lber den analysierten Zeitraum von 362% ermittelt werden. Auch hier liel3
sich ein signifikanter Zellanstieg mit p= 0,035 im Vergleich zur Kontrollgruppe
verzeichnen. Die Effektstarke mit d= 1,7 lasst auf einen starken Effekt schlieBen (siehe

Tabelle 19).
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Tabelle 19: Zusammenfassung der statistische Werte der Monozyten

Gesamtzellzahl/ Gesichtsfeld mit vs. ohne Entziindungsreiz

Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld
Monozyten -
ohne Verletzung mit Verletzung
AUC 896 +/- (216) 4144 +/- (1555)
p- Wert 0,035*
Effektgroflle 1,69
Zuwachs in % 362

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC: in Klammer die SEM- Werte

Um die Verteilung der Zellen im Betrachtungsfeld zu quantifizieren, wurde die
Gesamtzellzahl pro Gesichtsfeld Gber die jeweilige Zeitspanne nochmals unterteilt in
Zellzahl im Gefall und Zellzahl im Gewebe. Zuerst wird hier die Situation fir die
neutrophilen Granulozyten beschreiben und darauffolgend die Lage fir die

Monozyten.

Im Gefal3 konnte eine erste Phase der Rekrutierung festgestellt werden, die bis zum
Zeitpunkt 180 Minuten andauerte und einen steilen Anstieg zum Zeitpunkt 240
Minuten erfuhr, zu diesem dann auch ein signifikanter Unterschied vorlag. Bei der
Vergleichsgruppe in hellgrau konnte ebenso eine leichte Zellanlockung im Gefal}
verzeichnet werden, die aber relativ konstant liber die Zeit verlief. Durch eine starke
Effektgrol3e kann der nicht mehr ganz signifikante Werte von p= 0.056 trotzdem als

Effekt interpretiert werden. Der Zuwachs liber die gesamte Zeitspanne betrug 241%.

Der Ubertritt der neutrophilen Granulozyten erfolgte sofort nach Setzen des Stimulus.
Es konnte ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe ohne Verletzung schon
nach einer halben Stunde gesehen werden, der bis zum Zeitpunkt 240 Minuten
anhielt. Nach einer ersten Phase bis zum Zeitpunkt 180 Minuten kam es zu einem
weiteren starken Anstieg, der bis zum Zeitpunkt 240 Minuten bestand. Bei der
Kontrollgruppe konnte nur vereinzelt zum Zeitpunkt 120/180 Minuten ein Ubertritt
von neutrophilen Granulozyten festgestellt werden. Da auch keine Verletzung
stattfand und somit keine DAMPs freigesetzt wurden, war dieses Zellverhalten auch zu
erwarten und ist auf die Prdparation sowie die mikroskopische Untersuchung
zuriickzufiihren. Es wurde ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe tber die
Zeit festgestellt (p= 0,029), der durch ein starkes Effektmall von d= 1,86 bekraftigt

wurde. Die Zuwachsrate Uber die Zeit betrug im Gewebe 4086%.
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Entsprechend war in den mikroskopischen Aufnahmen ein Bienenschwarm-dhnliches
Verhalten der neutrophilen Granulozyten nach Setzen des Stimulus im Video sichtbar

(siehe auch Abbildung 27).
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Abbildung 25: Zeitverlauf der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten im

GefdBsystem und im Gewebe

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit einer Verletzung abgebildet, dabei stellen die runden Symbole
(#) den Mittelwert (MW) der neutrophilen Granulozyten zu dem jeweiligen Zeitpunkt mit dem
dazugehorigen Standardfehler (SEM) dar. In weiB ist die jeweilige Kontrollgruppe gegeniibergestellt. Die
grau eingefarbte Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau =
Verletzungsgruppe; hellgrau= Isotyp-Kontrolle). In Abbildung A) ist die Situation im Gefa3 und bei B) im
Gewebe dargestellt. Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x
588 x30 um. Die jeweilige GruppengréBe betragt n=4
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Tabelle 20: Zusammenfassung der statistische Werte der neutrophilen
Granulozyten/ Gesichtsfeld im GefaB3 A) oder Gewebe B) mit vs. ohne

Entziindungsreiz

neutrophile neutrophile Granulozyten im Gefa3/ Gesichtsfeld
Granulozyten ohne Verletzung mit Verletzung
AUC 1309 +/- (228) 4463 +/- (1314)
p- Wert 0,056
Effektgrofle 1,93
Zuwachs in % 241
neutrophile neutrophile Granulozyten im Gewebe/ Gesichtsfeld
Granulozyten ohne Verletzung mit Verletzung
AUC 105 +/- (69) 4395 +/-(1884)
p- Wert 0,029*
EffektgrofRe 1,86
Zuwachs in % 4086

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert

Nun folgte auch die Analyse der Rekrutierung der Monozyten im Gefal3 als auch im
Gewebe. Im Gefdl lag die Rekrutierungsrate der Monozyten mit der Kontrollgruppe zu
Beginn der Aufzeichnung gleich auf. Ein signifikanter Unterschied der Zellzahlen trat
nach 180 Minuten ein, gefolgt von einem stetigen Anstieg, der noch bei Minute 240
anhielt. Es konnte ein signifikanter Wert von p= 0,035 ermittelt werden, der durch ein
starkes Effektmall von d= 2,22 belegt werden konnte. Der Anstieg der Zellen Uber die
Zeit betrug 135% gegeniiber der Kontrollgruppe. Der Anstieg zum Ende des
Analysezeitraums zeigt eine nicht nachlassende Rekrutierung der Monozyten an, die

zu dem letzten Zeitpunkt um 240 Minuten nicht mehr ins Gewebe Ubertreten.

Im Gewebe kam der Anstieg bei den Monozyten schon friher, als im Gefasystem
(siehe Abbildung 26B), da schon gewebsstandige Makrophagen vorlagen, die im
Gewebe aktiviert wurden und somit zum Anstieg beigetragen haben kdnnten. Hier
zeichnete sich auch ein zweiphasiger Anstieg ab. Bis zum Zeitpunkt 120 Minuten kann
eine erste Phase abgelesen werden, die ihren zweiten Gipfel bei 180 Minuten ausweist
und danach bei Zeitpunkt 240 Minuten am Absinken ist. Der Anstieg kann auch nicht
so massiv gesehen werden, wenn man die grof3e Streuung des Standardfehlers mit
einbezieht. Die letzten beiden Zeitpunkte zeigten einen signifikanten Unterschied zur
Kontrolle an (180 und 240 Minuten). Bei der Bestimmung der Signifikanz (iber den
gesamten Zeitraum konnte nur eine knappe Signifikanz von p= 0,057 ermittelt

werden, die durch die Streuung des Standardfehlers zu erkldren ist. Es konnte ein




V. Ergebnisse 70

starke EffektgréBe von d= 1,5 ermittelt werden und ein Zuwachs von 505% im Gewebe

festgestellt werden.
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Abbildung 26: Zeitverlauf der Rekrutierung von Monozyten im GefaBsystem und

Gewebe abhangig von der Laser-Verletzung

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit einer Verletzung abgebildet, dabei stellen die rechteckigen
Symbole (m) den Mittelwert (MW) der Monozyten dar zu dem jeweiligen Zeitpunkt mit dem
dazugehorigen Standardfehler (SEM). In weil ist die jeweilige Kontrollgruppe gegentibergestellt. Die grau
eingefarbte Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau =
Verletzungsgruppe; hellgrau= Kontrolle). In Abbildung A) ist die Situation im GefaR und bei B) im Gewebe
dargestellt. Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30
pm. Die jeweilige GruppengroBe betrdgt n=4
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Tabelle 21: Zusammenfassung der statistische Werte der Monozyten/

Gesichtsfeld im Gefa3 A) oder Gewebe B) mit vs. ohne Entziindungsreiz

Monozyten im GefaBl/ Gesichtsfeld
Monozyten -
ohne Verletzung mit Verletzung
AUC 345 +/-(109) 810 +/-(132)
p- Wert 0,035*
Effektgroflle 2,22
Zuwachs in % 135
Monozyten im Gewebe/ Gesichtsfeld
Monozyten -
ohne Verletzung mit Verletzung
AUC 551 +/-(184) 3334 +/-(1511)
p- Wert 0,057
Effektgroflle 1,49
Zuwachsin % 505

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC in Klammer die SEM- Werte

Es kann zusammenfassend in diesen Versuchen gezeigt werden, dass bei einem
Laserschaden, der einen sterilen Entziindungsreiz nachahmt, ein signifikanter Anstieg
der beiden myeloiden Zellpopulationen (neutrophile Granulozyten und Monozyten),
zu verzeichnen ist. Daraus kann man einen Effekt in vivo im Ohrmodell auf die hier
beschriebenen Zellen sehen und diesen weiter, besonders in Hinsicht auf den
extrazellularen Raum, untersuchen. Zudem weisen die Daten darauf hin, dass die
Rekrutierung von myeloiden Zellen nicht stetig verlauft, sondern in unterschiedlichen

zeitlichen Phasen.
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2, Interaktion von Thrombozyten mit myeloiden

Leukozyten

Dass Leukozyten nicht nur durch aktiviertes Endothel stimuliert werden koénnen,
sondern dies auch durch Interaktion untereinander sowie mit Thrombozyten initiiert
werden kann, ist in der Literatur schon beschrieben'”. Sie bilden dabei Leukozyten-

% und ein erst kirzlich veroffentlichte Publikation

Thrombozyten-Komplexe
suggeriert, dass neutrophile Granulozyten Komplexe mit Plattchen bilden mit denen
die GefaBwand nach weiteren aktivierten Plattchen abgetastet wird und dort die
neutrophilen Granulozyten vermehrt austreten'®. Daher wurde untersucht, ob
Thrombozyten bei steriler Inflammation ans Endothel adhdrieren und ob sie mit
myeloiden Leukozyten in Kontakt treten. In der Abbildung 27 st eine
Ubersichtsdarstellung abgebildet, mit dem Fokus auf Interaktionen zwischen den
beiden Zellpopulationen. Die neutrophilen Granulozyten sind in der hier verwendeten
Mauslinie im LysM-Lokus mit GFP gekoppelt (IV.1.2.2) und werden im 2-
Photonenmikrokop in griin dargestellt. Die Thrombozyten werden mittels Farbung in
weil} dargestellt (IV.4.4). Das Bild zeigt die beiden Zellpopulationen im Milieu einer
sterilen Entzindung mit einem Ausschwarmen der neutrophilen Granulozyten vom
Gefal3system ins Gewebe. Im GefalBsystem konnen aber immer wieder kurze
Interaktionen zwischen den beiden Zellpopulationen beobachtet werden, teilweise

bei transmigrierenden neutrophilen Granulozyten.

Abbildung 27: Ubersicht iiber Interaktionen von Thrombozyten und
neutrophilen Granulozyten bei steriler Entziindung
Die Thrombozyten wurden mit eFluor670 gefarbt und sind hier als weile Zellen dargestellt. Die griinen

Zellen sind neutrophile Granulozyten. Gefal3 ist in grau dargestellt. Pfeile deuten auf Interaktionen

zwischen neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten. Ma3stab= 50 um.
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Die transienten Kontakte der Thrombozyten mit den neutrophilen Granulozyten
waren nur von kurzer Dauer (<30 Sek.). Die zeitweisen Interaktionen fanden primar
lumenwarts statt (siehe Abbildung 28), welches auf eine Aktivierung schliellen Iasst.
Eine daraus resultierende Aggregatbildung konnte aber nicht beobachtet werden.

Vereinzelt zeigte sich, dass neutrophile Granulozyten nach einem temporaren Kontakt

aus dem Gefalsystem austraten.

Abbildung 28: Transiente Interaktionen der Thrombozyten mit neutrophilen
Granulozyten im vaskuldren GefaB3system

Die Thrombozyten wurden mit eFluor 670 gefarbt und sind hier als weille Zellen dargestellt. Die griinen
Zellen sind GFP- markierte neutrophile Granulozyten. Das Gefal3 ist mit Qtracker 705 in grau dargestellt.
Bei A) ist eine Interaktion zwischen einen Thrombozyt vor Kontakt mit einem neutrophilen Granulozyten

abgebildet, bei B) die Interaktion zwischen beiden Zellpopulationen und bei C) eine Aggregatbildung der

Thrombozyten nach der Interaktion (siehe jeweilige Pfeile) Ma3stab= 30 pm.

Die Thrombozyten traten nicht nur mit neutrophilen Granulozyten in Kontakt, sondern
es konnten auch Interaktionen der Plattchen mit transmigrierenden Monozyten
beobachtet werden. Auch im hier gezeigten Ohrmodell konnten transiente

Interaktionen der Thrombozyten mit intravaskuldaren Monozyten beobachtet werden.

Abbildung 29: Kontakt transmigrierender Monozyt mit Plattchen

Die Thrombozyten wurden mit eFluor670 gefarbt (weile Zellen). Die griinen Zellen sind
Monozyten/Makrophagen. Das Gefa3 wurde mit TRITC geférbt (rot). Im linken Bildrand ist der Rand der
Laserverletzung in griin dargestellt. Der Maf3stab betragt 30 um.
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Zusammenfassend kann hier in vivo mittels 2-Photonentechnik gezeigt werden, dass
transiente Interaktionen mit Thrombozyten sowohl zwischen den neutrophilen

Granulozyten als auch mit den Monozyten bei einer sterilen Inflammation stattfinden.

3. Interaktionen von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten/ Makrophagen im intravaskularen,

perivaskuldren und interstitiellen Raum

Durch die Méglichkeit sowohl der neutrophilen Granulozyten, als auch der Monozyten
das Gefal3 zu verlassen erschlielen sich auch noch weitere Beriihrungspunkte sowohl
im intravaskuldren als auch interstitiellen Raum. Diese Interaktionen zwischen den

beiden Zellpopulationen wurden in vivo weiter analysiert.
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Abbildung 30: Gegeniiberstellung Bereich vermehrter Zellaustritt vs. Ausschnitt
mit geringem Zellaustritt
Vergleich der Zellzahlen von neutrophilen Granulozyten und Monozyten, die in einem Ausschnitt (100 x

100 x 30 pm) austreten. Vergleich von Bereichen mit einem hohen Zellaustritt vs. geringen Zellaustritt.

Fensteranzahl n= 6. Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert.

In Gefall konnte beobachtet werden, dass die neutrophilen Granulozyten nach
Kontakt mit Monozyten und dann primar auch im Bereich von perivaskuldr gelegenen

Makrophagen austreten. Letzteres wurde schon im Hintergrund einer bakteriellen
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Entziindung gezeigt'*. Dieses Phanomen konnte auch bei einer sterilen Entziindung
beobachtet werden (siehe Abbildung 30). Hier wurde sichtbar, dass es Bereiche in der
GefaBstruktur gibt, in denen die Zellen bevorzugt in Kontakt mit anderen Zellen treten
(sowohl Monozyten als auch neutrophilen Granulozyten) und danach bevorzugt dort
ins Gewebe austreten. Es wurden auch signifikante Unterschiede festgestellt, sowohl
im Austritt bei den Monozyten wie auch bei den neutrophilen Granulozyten. In
Abbildung 31 ist auBerdem der Migrationsweg eines reprasentativen neutrophilen
Granulozyten dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass der neutrophile Granulozyt im

Moment der Interaktion mit einem perivaskularen Makrophagen langsamer wandert

als vor dem Kontakt.

Geschwindigkeit (um/min)

0 10 20 30 40 50 60 Zeit(min)

Abbildung 31: Migrationsweg eines neutrophilen Granulozyten, der in Kontakt
mit einem perivaskularen Makrophagen tritt

A) Perivaskuldrer Makrophage (oberer Pfeil; in griin, GFP), der mit dem neutrophilen Granulozyten
(mittlerer Pfeil; rot; Lys6G-AK PE markiert) in Kontakt tritt. Die Laserverletzung befindet sich im Bildrand
unten links in gelb/ grin (unterer Pfeil). Mastab = 30 um. B) Die zweite Abbildung stellt das
Geschwindigkeitsprofil des hier gezeigten neutrophilen Granulozyten dar. Die schwarzen Balken zeigen

die MW in dem gekennzeichneten Zeitfenster dar. Rot unterlegt ist der Kontaktbereich des neutrophilen

Granulozyten mit dem Makrophagen.

Bei der Videoanalyse konnten perivaskuldare Makrophagen ermittelt werden, die
Auslaufer ausbildeten und diese auch in Kontakt traten mit den neutrophilen

Granulozyten (siehe Abbildung 32).
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Abbildung 32: Auslauferbildung eines perivaskularer Makrophagen, der in
Kontakt mit einem neutrophilen Granulozyt tritt
Perivaskuldrer Makrophage (in griin; GFP), der Gber Ausldufer mit einem neutrophilen Granulozyten (rot;

Ly6G-Aantikorper PE markiert) in Kontakt (Pfeil) tritt. Die Laserverletzung befindet sich im Bildrand unten
links in gelb/ griin. MaB3stab = 30 um.

Zudem konnte noch eine weitere Beobachtung im interstitiellen Raum bezliglich der
Interaktion von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten gemacht werden. Ein
zuvor stationdrer Makrophage, der sich im Kontext einer sterilen Inflammation befand,
begannen sich nach Kontakt mit mehreren neutrophilen Granulozyten in Richtung der
Verletzung in Bewegung zu setzen (siche Fehler! Verweisquelle konnte nicht
gefunden werden.). Das Bewegungsprofil des Makrophagen ist als letzte Bild in
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. aufgezeichnet. Zu Beginn
konnte man noch eine relativ runde Zelle sehen, die anfanglich Ausldaufer ausbildet

und daraufhin beginnt sich in Pfeilrichtung zu bewegen.

Abbildung 33: intravaskulare Interaktionen zwischen neutrophilen Granulozyten

und Monozyten

Interaktionen (Pfeilspitzen im Gefall zwischen neutrophilen Granulozyten (rot; PE-markiert) und
Monozyten (griin, GFP). Die weil3e gestrichelte Linie markiert die GefaBstruktur an. Der auBerhalb des
GefdBes gelagerte Pfeil deutet auf einen perivaskularen Makrophagen hin. Das Sternchen zeigt den

GefédBaustritt eines neutrophilen Granulozyten an. Mal3stab= 30 um.
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Abbildung 34: Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen, der beginnt sich nach Kontakt zu bewegen

Bilderfolge eines Makrophagen (in griin), der nach Kontakt mit mehreren neutrophilen Granulozyten
anfangt sich zu bewegen. Die letzte Abbildung demonstriert das Bewegungsmuster des Makrophagen

Uber die Zeit. Der Pfeil demonstriert die Richtung in der sich der Makrophage fortbewegt. Maf3stab = 30

pm.

Zusammenfassend sind also sowohl intravaskular als auch im interstitiellen Gewebe
Interaktionen zwischen den neutrophilen Granulozyten und den Monozyten/
Makrophagen bei steriler Inflammation zu beobachten. Die funktionelle Bedeutung
dieser Interaktionen — auch mit Thrombozyten - ist jedoch unklar, und wird in den

folgenden Abschnitten im Detail untersucht.

Kontakte konnten sowohl im intravaskularen, perivaskuldren als auch im interstitiellen
Bereich zwischen den neutrophilen Granulozyten mit dem Monozyten dokumentiert
werden. Dabei gibt es Bereiche im GefdBsystem, indem ein Austritt an Zellen

bevorzugt ablauft.
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4, Abhangigkeit der Rekrutierung von myeloiden Zellen

von Thrombozyten

Da nur transiente Adhasionen von Thrombozyten an das Endothel sowie an myeloide
Leukozyten bei steriler Inflammation stattfanden, wurde untersucht, ob ein steriler
Stimulus mit seiner Freisetzung der verschiedenen DAMPs einen Effekt auf
Thrombozyten in vitro zeigt. Fiir den sterilen Entziindungsreiz diente das nekrotische
Zelllysat, welches aus humanen Fibroblasten hergestellt wurde. Das nekrotische
Zelllysat wurde durch zwei unterschiedliche Prozesse gewonnen: eine Kalte- bzw.
Hitzebehandlung. Zum einen wurde die Nekrose der Zellen durch eine
Kaltebehandlung herbeigefiihrt, wodurch alle Faktoren, einschliellich der
proteinogenen Substanzen erhalten bleiben und somit ihr Effekt auf Thrombozyten
untersucht werden konnte. In der zweiten Gruppe wurde die Nekrose bei den
humanen Fibroblasten mittels Hitze erzielt. Hier fehlen die Faktoren, die eine
Proteinstruktur als Grundgerlst enthalten, da sie denaturiert wurden. Mittels der
Aggregationsmethode nach Born (IV.7.1) konnte die Aktivierbarkeit und Funktion der
isolierten Plattchen untersucht werden. Dabei diente das nekrotische Zelllysat, das in
einer Verdiinnungsreihe angesetzt wurde, als jeweiliger Stimulus. In Abbildung 35A ist
der Effekt bei dem kaltebehandelten Zelllysat abgebildet. Der Puffer, in dem die
isolierten Plattchen gel6st sind, diente als Negativkontrolle in diesem Versuchsaufbau.
Als Positivkontrolle wurde Kollagen verwendet, bei dem ein Effekt etwa bei 750 AUC
zu erwarten war. Es konnte eine signifikante Aktivierung der Plattchen bei den
Verdiinnungsstufen 100%, 50% und 25% festgestellt werden. Die letzte
Verdiinnungsstufe hatte keinen signifikanten Effekt mehr auf die Aktivierung der
Thrombozyten. In der folgenden Aggregometrie (sieche Abbildung 35B) wurde das
durch Hitze gewonnene Zelllysat als Stimulus eingesetzt. Hier gab es nur noch fiir die
Verdiinnungsstufe von 50% einen signifikanten Effekt auf die Aktivierung der

Plattchen.
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Abbildung 35: Aggregometrie von Thrombozyten nach Stimulation mit
nekrotischem Zelllysat

Negativkontrolle ist in beiden Ansdtzen Puffer ohne Plattchen; die Positivkontrolle jeweils Kollagen. A)
Zeigt die Effekte mit nekrotischen Zelllysat in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen, welches durch Kalte
gewonnen wurde. B) Zeigt die Effekte mit nekrotischem Zelllysat in unterschiedlichen
Verdiinnungsstufen, welches durch Hitze gewonnen wurde. Signifikanzen nach Bonferroni- Holm

Adjustierung liegen bei p-Werten von < 0,0125 vor und werden durch * tiber den Balken gekennzeichnet.

Der Fehlerbalken zeigt jeweils den SEM an.

Da eine Wirksamkeit in vitro auf die Plattchen mittels nekrotischen Zelllysats
festgestellt werden konnte, lag nun die Intention darin, die Resultate im in vivo Modell
naher zu untersuchen. Hierfir wurde das fiir sterile Entziindungsprozesse etablierte
Ohrmodell verwendet. Es wurden zwei Gruppen (jeweils n= 3) gebildet, bei der einen
Gruppe wurden die Plattchen mit Hilfe eines depletierenden Antikdrper aus dem

Organismus entfernt. Die Kontrollgruppe erhielt den Isotypantikérper. Damit konnte
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analysiert werden, welchen Effekt das Fehlen der Thrombozyten auf die Rekrutierung
der myeloiden Zellen hat. AuBerdem lag ein Untersuchungsschwerpunkt darin, ob ein
Fehlen der Plattchen Auswirkung auf das Zellverhalten der Immunzellen bei
Transmigration sowie im interstitiellen Gewebe hat. Flr die Beurteilung zog man die
verschiedenen Parameter Geschwindigkeit, displacement rate sowie meandering

index heran und stellte sie der Isotypkontrolle gegeniiber.
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Abbildung 36: Zellzahlen von neutrophilen Granulozyten und Monozyten bei

Thrombozyten-depletierten Tieren vs. Kontrolle

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit der Plattchen (plt) Depletion abgebildet, dabei stellen die
runden Symbole (o) den Mittelwert (MW) der neutrophilen Granulozyten A) zu dem jeweiligen
Zeitpunkten und dem Standardfehler (SEM) dar und die rechteckigen Symbole (m) die MW der Monozyten
B) mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten Zeitpunkten. In weif} ist die jeweilige Kontrollgruppe mit
dem Isotypantikorper gegeniibergestellt. Die grau eingefarbte Flache stellt die Area under the curve
(AUQ) dar, die jeweils berechnet wurde (grau = Plt- depletierte Gruppe; hellgrau= Kontrollgruppe).
Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30 um pm. Die
jeweilige Gruppengrofe betragt n= 3.
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Zuerst wurde die Zellrekrutierung herangezogen (siehe Abbildung 36A). Hier zeigte
sich, dass ein Fehlen der Pldttchen keinen groflen Effekt (d= 0,34) auf die
Zellrekrutierung der neutrophilen Granulozyten hat. Es konnte kein signifikanter Wert
ermittelt werden und die Zuwachsrate der Isotypengruppe lag gegenuber der
Depletiongruppe bei 12,7% (sieche Tabelle 22). Jedoch lief die Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten in der Phase zwischen 60 und 180 Minuten verzogert ab,
was auf eine spezifische Bedeutung von Thrombozyten in dieser Rekrutierungsphase

hinweist.

Tabelle 22: Statistische Werte der neutrophilen Granulozyten Zellzahl iiber die

Zeit bei der Depletion der Thrombozyten vs. Kontrolle

neutrophile Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld
Granulozyten PIt Depletion Plt Isotyp
AUC 13305 +/-(1771) 14990 +/- (4191)
p- Wert 0,730
Effektgrofle 0,37
Zuwachs in % 12,66

signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert

Auch die Anzahl der Monozyten in den beiden Versuchsgruppen, die Gber die Zeit
rekrutiert wurden, wurde ermittelt. Die Kontrollgruppe wies eine Zuwachsrate von
121% gegenuber der Depletionsgruppe auf. Dies bedeutete, dass tendenziell mehr
Monozyten kamen, es aber keinen signifikanten Unterschied (p= 0,103) gab. Auch hier
erwies sich der Effekt der Thrombozyten als phasenspezifisch, mit einem ausgepragten

Effekt im Zeitraum zwischen 180 und 240 Minuten nach Laser-Verletzung.

Tabelle 23: Statistische Werte der Monozyten iiber die Zeit bei der Depletion der

Thrombozyten vs. Kontrolle

Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld
Monozyten -
Plt Depletion Plt Isotyp
AUC 1620 +/- (169,71) 3575 +/-(1301,60)
p- Wert 0,103
Effektgrofle 2,11
Zuwachsin % 120,68

signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert
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Nicht nur die Zellzahl wurde untersucht, sondern auch das Migrationsverhalten der
Zellen, die sich im interstitielen Raum bewegten. So wurden die jeweiligen
Migrationswege der einzelnen Zellen anhand von drei Parametern beurteilt. Zuerst
wurde die Geschwindigkeit ermittelt, wie schnell sich die Zellen bewegen. Der nachste
Parameter war die displacement rate, die eine Aussage Ulber die Geschwindigkeit im
Geweberaum macht, bezogen auf eine ideale direkte Strecke zur Verletzung. Zuletzt
wurde noch ein Index (meandering index) herangezogen, der eine Aussage Uber die
Effektivitat und Gerichtetheit der Migration macht. Dabei steht 1 fiir eine zielgerichtete

Bewegung und O fiir eine Zelle, die sich im Kreis bewegt.
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Abbildung 37: Interstitielles Migrationsverhalten von neutrophilen Granulozyten

in der Abwesenheit von Thrombozyten

Die einzelnen Tracks werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen, der Plattchen-
depletierten Gruppe vs. Kontrolle. Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit (A), displacement
rate (B) und meandering Index (C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Gruppengrof3e jeweils

n=3.
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Bei den neutrophilen Granulozyten konnte festgestellt werden, dass diese bei
fehlenden Thrombozyten signifikant langsamer im interstitiellen Gewebe wandern
(p=0,001). Dies spiegelte sich auch in der Beweglichkeit wieder (p=0,007). Es hatte
aber keinen Effekt auf die Zielgerichtetheit der Zellen bei der Wanderung auf die

Verletzung zu.
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Abbildung 38: Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozyten in
Abhéngigkeit zum Abstand vom Nekrosefokus bei der Depletion von

Thrombozyten

Einzelnen Tracks werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen, der
plattchendepletierten Gruppe vs. der Kontrolle. Die Tracks wurden in einen Gradienten < oder > 100 um
um die Verletzung entfernt unterteilt, mit der Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A),
displacement rate B) und meandering Index (C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert.

Gruppengrélle betragt n=3.
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Bei der Migration von Zellen im Gewebe werden unterschiedliche Faktoren im
Voranschreiten der Zellen im extrazelluldaren Raum angenommen. Deshalb wurden die
Zellen nochmals unterteilt, abhdngig vom Abstand zur Verletzung zu Beginn der
Aufzeichnung des Migrationspfades. Damit sollten Einflussgrof3en, die direkt um die
Nekrosezone sezerniert werden, gegeniibergestellt werden zu Faktoren, die in der
Peripherie der Verletzung eine Rolle spielen. Daraus erfolgte eine Unterteilung in zwei
Zonen mit einem Abstand von mehr oder weniger als 100um von der Nekrosezone
(siehe Abbildung 38). Direkt um die Nekrosezone konnte kein signifikanter
Unterschied im Migrationsverhalten der einzelnen Zellen verzeichnet werden, so dass
man annehmen kann, dass das Fehlen der Plattchen keinen gro3en Einfluss mehr auf
ihr Bewegungsmuster in der Nahe der Verletzung hat. Im Umkreis von mehr als 100
pum zeigte sich jedoch, dass sich die neutrophilen Granulozyten in Abwesenheit von
Thrombozyten signifikant (p=0,004) langsamer zur Kontrollgruppe im Gewebe
fortbewegten. Auch in ihrer Beweglichkeit (p=0,013) war ein signifikanter Unterschied
zur Kontrolle sichtbar. Auf die Zielgerichtetheit hatte das Fehlen in beiden Zonen

(<100 und >100 um) keinen Einfluss.
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Abbildung 39: Verhalten der Monozyten bei der Thrombozyten-Depletion
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Die einzelnen Tracks werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen, der Plattchen-

depletierten Gruppe vs. Kontrolle. Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A), displacement

rate B) und meandering Index C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Gruppengrof3e jeweils

n=3.

Als weitere Zellpopulation wurden auch die Monozyten naher betrachtet. Das Fehlen

der Thrombozyten hatte hier aber keinen signifikanten Effekt auf die Geschwindigkeit
und Beweglichkeit der einzelnen Zellen im Gewebe, nur in der Anzahl der
Zellpopulation konnte eine verringerte Rekrutierung verzeichnet werden. Bei der

Zielgerichtetheit konnte man eine Tendenz sehen, dass die Zellen nicht mehr ganz

gerichtet in ihrer Fortbewegung waren im Vergleich zur Kontrollgruppe, die noch

Thrombozyten im Organismus enthielten.
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Abbildung 40: Verhalten der Monozyten bei Thrombozyten depletierten Tieren
mit einem Gradienten

Die einzelnen Tracks werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen; der
Plattchendepletierten Gruppe vs. der Kontrolle. Die Tracks wurden in einen Gradienten < oder > 100 um
um die Verletzung entfernt unterteilt, mit der Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A),

displacement rate B) und meandering index C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert.

Gruppengrélle betragt n= 3.

Auch  hier wurde wieder das interstitielle  Migrationsverhalten der
Monozyten/Makrophagen in Abhdngigkeit vom Abstand zur Laser-Verletzung
untersucht, wie bei den neutrophilen Granulozyten. Es konnten jedoch keine
relevanten Veranderungen im Bewegungsmuster und der Zielgerichtetheit festgestellt
werden. Ein signifikanter Effekt war nur bei der Beweglichkeit in der Ndhe der

Nekrosezone zu verzeichnen. Da in dieser Zone aber nur wenige Zellen zum Verfolgen
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vorhanden waren, ist die Signifikanz (p= 0,029) nur bedingt aussagekraftig.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein Fehlen der Thrombozyten primar
einen Effekt auf die neutrophilen Granulozyten in der dufleren Zone hat. Diese
Zellpopulation ist in ihrem Vorankommen verlangsamt und zeigt eine reduzierte

Beweglichkeit.

5. Abhangigkeit der Monozytenrekrutierung von

neutrophilen Granulozyten

Nachdem verdeutlicht wurde, dass ein Fehlen der Plattchen einen Effekt auf das
Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozyten zeigte, wurden nun auch diese
mit Hilfe eines depletierenden Antikérpers aus dem Organismus entfernt (siehe
IV.4.2.1). So sollte die Auswirkung der Abwesenheit der neutrophilen Granulozyten auf

die Zellrekrutierung bei steriler Inflammation analysiert werden.
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Abbildung 41: Monozytenrekrutierung liber die Zeit bei neutrophilen

Granulozyten depletierten Tieren

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit der neutrophilen Granulozyten-Depletion abgebildet, dabei
stellen die rechteckigen Symbole (m) die MW der Monozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten
Zeitpunkten dar. In weil} ist die jeweilige Kontrollgruppe mit dem Isotypantikdrper gegeniibergestellt. Die
grau eingefarbte Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar (grau = neutrophile Granulozyten-
depletierte Gruppe; hellgrau= Kontrollgruppe). Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30 um. Die
jeweilige Gruppengrofe betragt n=4.
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Zuerst wurde auch hier die Zellzahl pro Gesichtsfeld (588 x 588 x 30 um) und Zeitpunkt
ermittelt und Uber den gesamten Zeitverlauf von 240 Minuten erfasst. Es konnte zu
Beginn keine Unterscheidung in der Rekrutierung der Monozyten/Makrophagen
festgestellt werden. Erst nach 3 Stunden kamen in der Kontrollgruppe tendenziell
mehr Monozyten als in der Depletionsgruppe. So kann ein Effekt der neutrophilen
Granulozyten in der spaten Phase gesehen und angenommen werden, dass sie eine
Vermittlerfunktion in der Rekrutierung der Monozyten einnehmen. Statistisch konnte
kein signifikanter Unterschied (p= 0,41) zur Kontrollgruppe festgestellt werden und die
Effektgrof3e von 0,73 spricht auch nur fiir einen mittelstarken Effekt. Der Zuwachs an
Zellen, die in der Kontrollgruppe mehr mobilisiert wurden, lag bei 67,2% (siehe Tabelle

24).

Tabelle 24: Statistische Werte der Monozytengesamtzahl iiber die Zeit bei

Depletion der neutrophilen Granulozyten

Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld
Monozyten neutrophile Grfanulozyten Isotyp
Depletion
AUC 2388,75 +/- (962) 3993,75 +/- (1527)
p- Wert 0,41
Effektgrofle 0,73
Zuwachsin % 67,19

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC in Klammer die SEM- Werte

Nach der Gesamtzellzahl wurde die Zellen nochmals unterteilt, abhdangig vom
Kompartiment in dem sie sich befanden: im Gefdl3 oder Gewebe. Hier sollte nun auch
differenziert werden, ob bei intravaskuldren oder interstitiellen Rekrutierungsmustern
der Monozyten/Makrophagen ein Unterschied festzustellen ist. In Abbildung 42A)
wurden zuerst das Gefal3system in seiner Anzahl an rekrutierten Zellen Gber den
gesamten Zeitraum betrachtet. In den ersten 30 Minuten konnte kein Unterschied
festgestellt werden. Danach kam es zu einem Auseinanderdividieren der beiden
Gruppen (Depletions- vs. Kontrollgruppe). Die Depletionsgruppe zeigte eine hohere
Monozytenrekrutierung, die bis zum Zeitpunkt 180 Minuten ihren Hohepunkt
erreichte. Darauf folgend kam es zum Absinken der Zellzahlen im Gefal3. Bei der
Kontrollgruppe konnte (iber die Zeit ein kontinuierlicher Anstieg beobachtet werden,
der nach 180 Minuten dann Uber der Depletionsgruppe lag. Es lag jedoch kein
signifikanter Unterschied (p= 0,7) vor und das Effektmaf war mit d= 0,32 gering (siehe
Tabelle 24).
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Abbildung 42: Monozytenrekrutierung im Gefa3 und im Gewebe iiber die Zeit
bei Depletion neutrophiler Granulozyten

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit der neutrophilen Granulozyten Depletion abgebildet, dabei
stellen die rechteckigen Symbole (m) die MW der Monozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten
Zeitpunkten dar. In weil ist die jeweilige Kontrollgruppe mit dem Isotypantikorper gegeniibergestellt.
Abbildung A) zeigt die Situation im Gefal3 und B) im interstitiellen Gewebe. Die grau eingefarbte Flache
stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau = neutrophile Granulozyten-

depletierte Gruppe; hellgrau= Kontrollgruppe). Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30 um. Die
jeweilige GruppengroBe betragt n=4.

Im Gewebe (sieche Abbildung 42B) war in den ersten 30 Minuten auch kein Effekt
zwischen beiden Gruppen feststellbar. Bei der Depletionsgruppe kam es nur zu einem
geringen Ubertreten der Zellen ins Gewebe. Die intravaskuldre Rekrutierung war nicht
beeintrachtigt. Bei der Kontrollgruppe konnte ein zweiphasiger Anstieg an Monozyten
ins Gewebe verzeichnet werden. Im Vergleich der beiden Gruppe war der Unterschied

nicht signifikant (p= 0,2), aber mit einer Effektstarke von d= 0,97 kann von einer



V. Ergebnisse 90

Auswirkung gesprochen werden. Es konnte auch ein Zuwachs an Zellen im Vergleich
zur Depletionsgruppe von 136% berechnet werden (siehe Tabelle 25). Der erste
Anstieg war bis zum Zeitpunkt von 120 Minuten festzustellen, dann nochmals mit
einem Anstieg bis zum Zeitpunkt 180 Minuten. Daraufhin folgte ein Abfallen der
Zellen im Gewebe bis zum Zeitpunkt 240 Minuten. Dass es zu keinem Ansteigen der
Monozyten im Gewebe in der Depletionsgruppe kam, konnte durch ein Fehlen der
neutrophilen Granulozyten erklart werden, die einen Aktivierungsfaktor fir die
Monozyten bereitstellen, welcher die Monozyten bei der Transmigration aus dem
Gefal3system unterstiitzt. Diese These wiirde sich mit dem Graphen (Abbildung 42A)
im Gefal der Depletionsgruppe decken, da durchschnittlich mehr Zellen im Gefal3 sind

als bei der Kontrollgruppe.

Tabelle 25: Statistische Werte der Monozytenzahl im GefdBsystem und Gewebe

iiber die Zeit bei der Depletion der neutrophilen Granulozyten

Monozyten im Gefa3/ Gesichtsfeld

Monozyten neutrophile Granulozyten Isotyp
Depletion
AUC 1046,25 +/- (584) 810 +/-(132)
p- Wert 0,707
Effektgrofe 0,32
Zuwachs in % 29,17

Monozyten im Gewebe/ Gesichtsfeld

Monozyten neutrophile Granulozyten
. Isotyp
Depletion
AUC 1410 +/- (560) 3326,255 +/-(1515)
p- Wert 0,28
Effektgrofe 0,97
Zuwachs in % 135,9

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC in Klammer die SEM- Werte
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Abbildung 43: Interstitielles Migrationsverhalten von Monozyten bei Depletion
neutrophiler Granulozyten

Die einzelnen Tracks der Monozyten werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen, der
neutrophilen Granulozyten depletierten Gruppe vs. Kontrolle. Unterscheidung in die 3 Parameter

Geschwindigkeit A), Displacement rate B) und Meandering Index C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit

* markiert. GruppengroBe jeweils n= 4.

Im Folgenden wurde analysiert, ob das Fehlen der neutrophilen Granulozyten eine
Auswirkung in der Migration der Monozyten im interstitiellen Gewebe hat. Dies wurde
anhand der Parameter Geschwindigkeit, Beweglichkeit und Zielgerichtetheit der
einzelnen Migrationswege der Monozyten untersucht (Abbildung 43). Dabei zeigte
sich weder ein signifikanter Unterschied in der Geschwindigkeit (p=0,199) noch in der
Displacement rate (p= 0,948) der Monozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe, die
noch die neutrophilen Granulozyten im Organismus besitzen. Das Fehlen dieser
Zellpopulation hatte aber einen Einfluss auf die Gerichtetheit der Monozyten in ihrer

Wanderung zum sterilen Stimulus hin, welche in Abwesenheit der neutrophilen
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Granulozyten erhoht war (Abbildung 43). So kann angenommen werden, dass die
neutrophilen Granulozyten die Monozyten in ihrer Wanderung auf den sterilen
Stimulus ablenken, da sie freigesetzte Mediatoren einen chemotaktischen Reiz fiir die

Monozyten darstellen.
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Abbildung 44: Interstitielles Migrationsverhalten von Monozyten bei Depletion
neutrophiler Granulozyten in Abhangigkeit von der Entfernung zur Laser-
Verletzung

Die einzelnen Tracks werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen, die neutrophilen
Granulozyten-depletierte Gruppe vs. Isotyp. Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A),

displacement rate B) und meandering index C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert.

GruppengréBe jeweils n= 4.
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Weiterhin wurde differenziert, ob das Fehlen der neutrophilen Granulozyten einen
Einfluss auf die interstitielle Migration der Monozyten in Abhdngigkeit von der
Entfernung zur Laser-Verletzung hat. Die erste Zone befand sich direkt um die
Laserverletzung in einem Abstand von <100um. Hier zeigte sich, dass die Monozyten
in Abwesenheit von neutrophilen Granulozyten signifikant langsamer im Bereich
direkt um die Verletzung wandern (p=0,016) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auf die
Beweglichkeit und Zielgerichtetheit der Monozyten hatte der Verlust der neutrophilen

Granulozyten in der Nahe der Nekroszone keinen Einfluss.

Es wurde noch der Bereich von >100um definiert, in welchem untersucht wurde, ob
das Fehlen der neutrophilen Granulozyten in Kombination mit den hier chemotaktisch
wirkenden Signalstoffen einen Einfluss auf die Monozyten hatte. Zusatzlich erfolgte
eine Analyse auf deren Geschwindigkeit, Beweglichkeit und Zielgerichtetheit im
Wandern durch das Interstitium. Hier konnte festgestellt werden, dass ein Fehlen der
neutrophilen Granulozyten einen Effekt auf die Geschwindigkeit und Zielgerichtetheit
der Monozyten hatte. So wandern die Monozyten schneller durch das Gewebe und
zeigen eine zielgerichtetere Vorgehensweise im Gewebe, als unter dem Einfluss der

neutrophiler Granulozyten.

Zusammenfassend kann hier gezeigt werden, dass ein Fehlen der neutrophilen
Granulozyten sich hauptsichlich im Ubertritt der Monozyten aus dem GefaB3 ins
Gewebe bemerkbar machte. Zudem spielten in der spaten Phase die neutrophilen
Granulozyten eine Rolle bei der Rekrutierung der Monozyten. Hier zeigte sich zum
spateren Zeitpunkt eine Vermittlerfunktion der neutrophilen Granulozyten fir die
Rekrutierung der Monozyten. AuBBerdem war eine schnellere und zielgerichtetere
Fortbewegung der Monozyten im Gewebe ohne die neutrophilen Granulozyten
feststellbar, jedoch in unmittelbarer Umgebung zur Nekrose eine langsamere

Migration.



V. Ergebnisse 94

6. Bedeutung von Fraktalkin fiir die Monozyten- und

neutrophilen Granulozytenrekrutierung

Nachdem gezeigt werden konnte, das neutrophile Granulozyten an der Rekrutierung
von Monozyten bei steriler Entzindung von Bedeutung sind, wurde nun der Effekt des
Chemokins Fraktalkin untersucht, welches eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der
Zellmigration bei Monozyten spielt. Fraktalkin wurden nicht nur auf dem aktivierten
Endothel nachgewiesen, sondern konnten bspw. auch auf den Fibroblasten nach einer
bakteriellen Infektion nachgewiesen werden®®?', Hier sollte der Einfluss von CX3CL1
auf die Migration nicht nur im GefaBkompartiment untersucht werden, sondern auch
welchen Einfluss das Fehlen des Rezeptors auf die Migration durch das Gewebe hat. So
wurden transgene Mause verwendet, die durch einen knock-in in homozygoter Form
(kiki) keinen Fraktalkinrezeptor mehr vorliegen hatten (siehe 1V.1.2.3). Sie wurden der
heterozygoten  Mauspopulation  (kiwt) gegeniibergestellt und in ihrer

Zellrekrutierungsrate Uber die Zeit im Bewegungsmuster untersucht.

Zuerst wurde mit Hilfe des Whole Mount Stainings (siehe IV.5) nach einem Stimulus
mittels Laserverletzung das Chemokin Fraktalkin mittels Whole Mount Staining gefarbt
und visuell durch die 2-Photonentechnik dargestellt (siehe Abbildung 45). In der
Abbildung wird sichtbar, dass der Ligand vorwiegend um das Gefal3 lokalisiert ist und
sich teilweise auch im Gewebe um die Fibroblasten gelagert ist, da diese als eine
mogliche Quelle von Frakalkine im interstitiellen Gewebe der Haut beschrieben

wurden?%,

CD31 + CX3CL1

Abbildung 45: Perivaskuladre Lokalisation von CX3CL1

In A) ist die Doppelfarbung dargestellt mit Gefa3 und CX3CL1 B) GefaBe werden mit CD31 angefarbt und
stellen sich griin dar. C) Das Fraktalkin (CX3CL1) wurde mittels Alexa Fluor 594 in rot markiert. Ma3stab=

50 um. Reprasentativ fiir n=3 Experimente.
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An Fibroblasten sollten nun in vitro naher untersucht werden, wie sie auf einen sterilen
Entziindungsreiz  hinsichtlich  der  Ausbildung von  Chemokinen  und
Adhésionsmolekiile reagieren. Hierflir wurde mit Hilfe der rtPCR und eines ELISAs die
Reaktion der Fibroblasten auf das nekrotische Zelllysat ndher untersucht. Hierfir
wurden die humanen Fibroblasten in Kultur durch zwei unterschiedliche
Inkubationstufen (6h und 24h) stimuliert und auf deren Antwort auf zellularer Ebene
analysiert. Die Expression der unterschiedlichen Chemokine MIF, CXCL1, CCL2 und
CX3CL1 auf den humanen Fibroblasten wurde mittels real- time PCR und den

entsprechenden Primern untersucht.

100 4

N 6h
N 24h

x-fache Anderung der Expression (log)

0,1

MIF CXCL CCL2 CX3CL1

Abbildung 46: Expression von verschiedenen Chemokinen auf humanen
Fibroblasten bei steriler Inflammation

Darstellung der x-fachen Anderung der Expression der Chemokine MIF, CXCL1, CCL2 und CX3CL1 nach
Stimulation mit nekrotischem Zelllysat (NZL) auf mRNA-Ebene. Der schwarze Balken zeigt die Stimulation
mit nekrotischem Zelllysat nach 6h und der graue Balken nach einer Inkubationszeit von 24h an. In beiden
Diagrammen werden die Anderungen im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe dargestellt. Mit

einem * gekennzeichnete Balken weisen eine signifikante Erhhung von (p<0,05) auf. Werte aus

mindestens n=3 Experimenten.

In Abbildung 46 wurden unterschiedliche Chemokine untersucht, die eine Rolle in der
inflammatorischen Reaktion spielen. So wird MIF, das primar auf Makrophagen aber
auch auf Endothelzellen exprimiert wird, eine chemotaktische Wirkung auf myeloide
Zellen und T- Zellen zugesprochen®”. AuBerdem bindet MIF an verschieden
Rezeptoren, die eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr spielen. Hier
zeigt sich jedoch ein signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrollgruppe erst

nach 24h.

Bei CXCL1, ein Chemokin, welches vor allem chemotaktisch auf die neutrophilen

Granulozyten wirkt, zeigte eine Hochregulation nach 6h die nach 24h in ihrer
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Expression aber absank. Ein @hnliches Bild zeichnete sich bei Fraktalkin ab, welches
auch zuerst nach 6h hochreguliert wird und nach 24h wieder in seiner Expression
gemindert ist, aber noch eine vermehrte Expression zeigt. Bei CCL2, das flir Monozyten
chemotaktisch wirkt, zeigt sich Uber beide Inkubationszeitraume signifikante
Expressionsanderung gegeniiber der Kontrolle, aber es konnte keine Hochregulation

des Chemokins bestimmt werden.

Da der Schwerpunkt auf der Untersuchung der Sekretion von Fraktalkin durch
Fibroblasten lag, welches als moglicher Wegweiser in der Migration myeloider Zellen
im Gewebe bei sterilen Entziindung dienten, wurde die Sekretion mit Hilfe eines
ELISAs quantifiziert und Uberprift. Hier zeigte sich das Fraktalkin erst zu einem

spateren Zeitpunkt eine signifikante Expression zeigte (siehe Abbildung 47).

p = 0.667
1,01
p=0.763
= 0,81 1
£
)
£ 0,61
g 04 1 [
m
>
) 0’2- -
0
6h 6h 24h 24h
unstimuliert unstimuliert

Abbildung 47: Fraktalkin im Uberstand stimulierter humaner Fibroblasten

Darstellung der quantitativen Werte durch die Stimulation der humanen Fibroblasten mit NZL fir jeweils
6h und 24h. Die Ergebnisse stammen aus dem Medienliberstanden stimulierter im Vergleich zu
unstimulierten Fibroblasten. Der Balken zeigt den Standardfehler an und die p- Werte sind Gber den
beiden zu vergleichenden Gruppen dargestellt. Die ermittelten Werte stammen aus mind. 3

Experimenten.

Es konnte beobachtet werden, dass sich nach 6h Stimulation noch keine signifikant
gesteigerte Menge an CX3CL1 gebildet hatte, wobei auch bei unstimulierten Zellen
eine konstitutive Expression zu finden ist. Bei der Inkubation von 24h zeigte sich, dass
tendenziell eine Zunahme der Bildung von Fraktalkin zu verzeichnen war. Mit diesen
Ergebnissen kann interpretiert werden, dass eine Stimulation durch DAMPs, die bei
steriler Entziindung freigesetzt werden, eine vermehrte Expression von Fraktalkin

induziert wird, was auch eine erhéhte Sekretion dieses Chemokins zur Folge hat.
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Abbildung 48: Rekrutierung myeloider Leukozyten in Abhdngigkeit von
Fraktalkin
Quantifizierung der Monozyten und neutrophilen Granulozyten im gesamten Beobachtungszeitraum, mit
der Unterteilung in die Versuchsgruppe mit (kiwt) und ohne (kiki) Fraktalkinrezeptor. Gesichtsfeld (588 x

588x 30 um). Mit * gekennzeichnete Balken weisen eine signifikante Erhohung auf (p < 0,05)
Gruppengréfe n=3.

Da die oben gezeigten Experimente nahelegen, dass Fraktalkin nicht nur intravaskular
auf Endothelzellen, sondern auch im interstitiellen Gewebe auf Fibroblasten

vorhanden ist, wurde die Bedeutung dieses Chemokins in vivo untersucht.

Bei der Bestimmung der gesamten Zellzahl pro Gesichtsfeld wurde ersichtlich, dass
insgesamt weniger Zellen, sowohl bei den Monozyten als auch bei den neutrophilen
Granulozyten Uber die Zeit in der Gruppe ohne Fraktalkinrezeptor (kiki) zu verzeichnen
sind. Es konnte eine signifikante hohere Anzahl an neutrophilen Granulozyten in der
CX3CR1kiwt Gruppe bestimmt werden, als in der Versuchsgruppe die keinen Rezeptor

mehr innehatte.

Um hier zwischen einer Beeintrachtigung der intravaskuldren oder interstitiellen
Akkumulation durch eine knockout von CX3CR1 zu unterscheiden, wurde in diesen
Bereichen die Anzahl der neutrophilen Granulozyten und Monozyten quantifiziert
(Abbildung 49). Im GefaBsystem konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Zellzahl der Monozyten sowie der neutrophilen Granulozyten zwischen den beiden
Gruppen ermittelt werden. Zudem zeigte sich im Gewebe kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Monozytenanzahl. Interessanterweise konnte hier aber
nachgewiesen werden, dass in Abwesenheit von CX3CR1 signifikant weniger
neutrophile Granulozyten in das interstitielle Gewebe rekrutiert werden, was darauf

hinwies, dass bei einem Fehlen des Fraktalkinrezeptors weniger neutrophile
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Granulozyten ins Gewebe (bertreten. Zusammenfassend weil3t dies darauf hin, dass
die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in enger Abhangigkeit von
Monozyten erfolgt. Die CX3CL1-CX3CR1 Achse ist primar fiir die Aktivierung von
Monozyten verantwortlich. Bleibt dies aus, ist allerdings weniger deren Rekrutierung,
als vielmehr jene der neutrophilen Granulozyten in das interstitielle Gewebe

vermindert.
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Abbildung 49: Differenzierung des Effekts von CX3CR1 auf die intravaskuldre
und interstitielle Rekrutierung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten
Auftragung der intravaskuldren sowie interstitiellen Monozyten und neutrophilen Granulozyten im
gesamten Beobachtungszeitraum, mit der Unterteilung in die Versuchsgruppe mit (kiwt) und ohne (kiki)

Fraktalkinrezeptor. Mit * gekennzeichnete Balken weisen eine signifikante Erhdhung auf (p < 0,05)

Gruppengréfle n=3.

Auch die Rekrutierung der myeloiden Leukozytenpopulationen abhangig von CX3CR1,
sollte noch in dem folgenden Graphen Uber die Zeit dargestellt werden. Zuerst wurde
erneut die Gesamtzellzahl an Monozyten (siehe Abbildung 50) und neutrophilen
Granulozyten (siehe Abbildung 51) {ber einen Zeitraum von drei Stunden

aufgetragen.
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Abbildung 50: Rekrutierung von Monozyten im Zeitverlauf abhangig von

CX3CR1

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit (kiwt) dem Fraktalkinrezeptor (CX3CR1) abgebildet, dabei stellen
die rechteckigen Symbole (m) die MW der Monozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten
Zeitpunkten dar. In weill ist Versuchsgruppe ohne (kiki) den CX3CR1 gegenibergestellt. Die grau
eingefarbte Flache stellt die Area under the curve (AUC) darstellen, die jeweils berechnet wurde (grau =
Fraktalkingruppe Gruppe; hellgrau= Gruppe ohne Rezeptor). Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30
pum. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) werden mit * gekennzeichnet. Die jeweilige Gruppengréfe

betragt n= 3.

So zeigt sich in der Abbildung 50, dass die Monozyten in der Versuchsgruppe mit dem
Fraktalkinrezeptor erst langsam ansteigen und zum Zeitpunkt 180 Minuten ihren
Hohepunkt der Zellzahl haben. In der Gruppe ohne CX3CR1- Rezeptor ist der Anstieg
der Monozyten zu Beginn starker und fallt nach 60 Minuten schon wieder ab. Es
konnte kein signifikanter Unterschied (p= 0,736) zwischen beiden Gruppen festgestellt
werden. Auch die Ermittlung der EffektgroBe zeigte nur einen geringe (d= 0,29)
Auspragung des Unterschieds. Der Zuwachs der Zellzahl in der Fraktalkingruppe lag
auch nur bei 14% mehr Zellen als in der Versuchsgruppe ohne den Rezeptor (siehe
Tabelle 26). Allerdings zeigt sich hier ein zeitabhdngiger Effekt von Fraktalkin, welches

erst fur die Rekrutierungsphase nach liber zwei Stunden von Bedeutung war.

Bei den neutrophilen Granulozyten zeigte sich, dass gleich zu Beginn die Gruppe mit
CX3CR1 (kiwt) mehr neutrophile Granulozyten Uber den analysierten Zeitraum
rekrutierten im Vergleich zur Gruppe ohne CX3CR1 (kiki). Es zeigte sich ein Zuwachs
von insgesamt 204% gegenliber der Gruppe ohne den Rezeptor. Bei den Zeitpunkten
60 und 180 Minuten konnte auch ein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen ermittelt werden. Die EffektgréBe d= 2,23 lie8 darauf schlie8en, dass CX3CR1
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einen starken Effekt auf die Rekrutierungsrate der neutrophilen Granulozyten hatte
(siehe Tabelle 26). Dieser Effekt scheint also weniger auf einzelne Rekrutierungsphasen

begrenzt zu sein und korreliert nicht direkt mit der Monozytenrekrutierung.
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Abbildung 51: Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten im Zeitverlauf

abhangig von CX3CR1

In schwarz sind die kiwt Versuchsgruppen abgebildet, dabei stellen die runden Symbole (e) die MW der
neutrophilen Granulozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten Zeitpunkten dar. In weif} ist die
kiki Versuchsgruppe gegentibergestellt. Die grau eingefarbte Fldche stellt die Area under the curve (AUC)
dar, die jeweils berechnet wurde (grau = Fraktalkingruppe Gruppe; hellgrau= Gruppe ohne Rezeptor). Ein
Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30 um. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) werden mit *

gekennzeichnet. Die jeweilige GruppengréBe betrdagt n= 3.

Um zu sehen in welchem Kompartiment sich die Zellen verteilen, wurde die
Gesamtzellzahl der Monozyten/Makrophagen sowie der neutrophilen Granulozyten im
Gefdl3 und im Gewebe gegenlbergestellt. Zuerst sollte die Verteilung der Monozyten
naher betrachtet werden. Im Gefal3 (sieche Abbildung 52A) konnte kein signifikanter
Unterschied (p= 0,627) in der Monozytenrekrutierung Uber den gesamten Zeitraum
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Das Effektmal} zeigt auch nur
einen mittleren Effekt (d= 0,43) zwischen beiden Gruppen an. Im Gewebe unterschied
sich das Bild nicht viel zu dem im Gefal3 (siehe Abbildung 52B). Auch hier kamen
vergleichsweise zuerst in der Gruppe ohne den Fraktalkinrezeptor mehr Monozyten,
die aber Uber den analysierten Zeitraum zum Ende hin wieder in ihrer Anzahl
vermindert waren. Zum Ende des Beobachtungszeitraumes zeigten immer die

Monozyten mit CX3CR1 einen spaten Anstieg, der bei 180 Minuten gipfelte. Mit einem
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Zuwachs von 7% und einer Effektstarke von 0,19 zeigte sich auch, dass sich die beiden
Gruppen nicht signifikant voneinander unterscheiden (siehe Tabelle 27). So ist daraus
abzuleiten, dass der Fraktalkinrezeptor erst zu einem spaten Zeitpunkt nach der

Laserverletzung einen Einfluss auf die Monozytenrekrutierung im Interstitium hat.

Tabelle 26: Statistische Werte der Monozyten- und neutrophilen
Granulozytenzahl im Gefa3 und Gewebe iiber die Zeit bei der Untergliederung

ohne (kiki) oder mit Fraktalkinrezeptor (kiwt)

Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld

Monozyten ki Kt
AUC 1490 +/-(297) 1305 +/-(418)
p- Wert 0,736
Effektgrofe 0,29
Zuwachsin % 14,2
Korrelationskoeffizienten 0,786

Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld

neutrophile Granulozyten ki it
AUC 1810 +/- (154) 5505 +/-(2328)
p- Wert 0,05
Effektgrof3e 2,23
Zuwachs in % 204

Korrelationskoeffizienten 0,588
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Abbildung 52: Rekrutierung von Monozyten iiber die Zeit im Gefa oderim

Gewebe abhingig von CX3CR1

In schwarz sind die kiwt Versuchsgruppen abgebildet, dabei stellen die rechteckigen Symbole (m) die MW
der Monozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten Zeitpunkten dar. In weil ist die jeweilige
Kontrollgruppe ohne (kiki) den CX3CR1 gegeniibergestellt. A) zeigt die Situation im Gefal und B) im
interstitiellen Gewebe. Die grau eingefarbte Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils
berechnet wurde (grau= Fraktalkingruppe Gruppe; hellgrau= Gruppe ohne Rezeptor). Ein Gesichtsfeld
bestand aus 588 x 588 um. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) werden mit * gekennzeichnet. Die
jeweilige GruppengroBe betragt n= 3.
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Tabelle 27: Statistische Werte der Monozytenzahl im GefaB8 und Gewebe iiber die

Zeit bei der Untergliederung ohne (kiki) oder mit Fraktalkinrezeptor (kiwt)

Monozyten im Gefa3/ Gesichtsfeld
Monozyten — -
kiki kiwt
AUC 470 +/- (110) 395 +/- (91)
p- Wert 0,627
Effektgrofle 043
Zuwachs in % 19
Monozyten im Gewebe/ Gesichtsfeld
Monozyten — -
kiki kiwt
AUC 1020 +/- (234) 1095 +/- (309)
p- Wert 0,856
Effektgrofle 0,19
Zuwachsin % 74

Auch die Verteilung der neutrophilen Granulozyten im Gefa3 und Gewebe analysiert
(siehe Abbildung 53A und B). Im GefaBBsystem zeichnete sich auch hier kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen ab. Auch im Zuwachs der Zellen
Uber den gesamten Zeitraum konnte ein minimaler Anstieg von 5% ermittelt werden.
Im Gewebe war die Anzahl der neutrophilen Granulozyten bei der CX3CR1 kiwt
Versuchsgruppe im Vergleich zur CX3CR1 kiki Gruppe ohne den Rezeptor in ihrer zu
den Zeitpunkten 120 und 180 Minuten signifikant erhoht. Es zeigte sich ein
kontinuierlicher Anstieg der neutrophilen Granulozyten, der seinen hdchsten Anstieg
bei 180 Minuten zeigte. Es ist anzunehmen, dass die Anzahl der Zellen noch weiter
ansteigt. Der Zuwachs an neutrophilen Granulozyten im Vergleich zur Gruppe, die
keinen Rezeptor besitzt, betrug 410% (siehe Tabelle 28). In der Versuchsgruppe der
Tiere, die keinen Fraktalkinrezeptor hatten zeigte sich, dass kaum neutrophile

Granulozyten ins Gewebe Ubertreten.

Es kann die Hypothese aufgestellt werden, dass der CX3CR1 Rezeptor ein wichtiger
Bestandteil flir die neutrophilen Granulozyten ist, das Gefa8 zu verlassen, was vor
allem von Monozyten vermittelt wird, da diese im Gegensatz zu neutrophilen

Granulozyten CX3CR1 exprimieren.
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Abbildung 53: Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten im Zeitverlauf im

GefaB oder im interstitiellen Raum abhdngig von CX3CR1

In schwarz sind die Versuchsgruppen mit (kiki) ohne dem Fraktalkinrezeptor (CX3CR1) abgebildet, dabei
stellen die runden Symbole (o) die MW der neutrophilen Granulozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem
definierten Zeitpunkten dar. In wei3 ist die jeweilige Kontrollgruppe mit (kiwt) dem CX3CR1
gegenubergestellt, die mit derselben Einteilung MW und SEM je Zeitpunkt aufgetragen wurden. A) zeigt
die Situation im Gefal3 und B) interstitiellen Raum. Die grau eingefarbte Flache stellt die Area under the
curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau= Fraktalkingruppe Gruppe; hellgrau= Gruppe ohne
Rezeptor). Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30 um. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) werden

mit * gekennzeichnet. Die jeweilige Gruppengréfle betragt n= 3.
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Tabelle 28: Statistische Werte der neutrophilen Granulozytenanzahl im Gefa3
und Gewebe iiber die Zeit bei der Untergliederung ohne (kiki) oder mit

Fraktalkinrezeptor (kiwt)

neutrophile Granulozyten im Gefaf3/ Gesichtsfeld

neutrophile Granulozyten ik Kt
AUC 920 +/- (257) 970 +/-(172)
p- Wert 0,879
Effektgrofe 0,13
Zuwachs in % 54

neutrophile Granulozyten im Gewebe/ Gesichtsfeld

neutrophile Granulozyten ik Kt
AUC 890+/- (108) 4535 +/-(1310)
p- Wert 0,05
Effektgrof3e 2,26
Zuwachs in % 410

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC in Klammer die SEM- Werte

Die myeloiden Zellen sollten nicht nur auf ihre Zellanzahl tGber den zu analysierenden
Zeitraum untersucht werden, sondern es sollte auch das interstitielle
Bewegungsmuster der Zellen analysiert werden. Die Fragestellung war, ob ein
fehlender Fraktalkinrezeptor die Wanderung durch das Gewebe auf den Stimulus hin

beeinflusst.

Zuerst wurden die Monozyten in ihrem Migrationsverhalten auf die drei Parameter
Geschwindigkeit, Beweglichkeit und Zielgerichtetheit auf die Verletzung hinzu
untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Monozyten insgesamt signifikant
(p= 0,029) schneller durch das Gewebe wandern, wenn lhnen der Fraktalkinrezeptor
fehlt. In ihrer Beweglichkeit und Zielgerichtetheit hatte der Rezeptor keinen Effekt

mehr.
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Abbildung 54: Interstitielles Bewegungsmuster von Monozyten/Makrophagen in
Abhéangigkeit von CX3CR1 bei steriler Inflammation

Die einzelnen Tracks werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen. Gruppe ki/ki hat
keinen CX3CR1- Rezeptor; ki/wt hat den Fraktalkinrezeptor. Unterscheidung in die 3 Parameter

Geschwindigkeit A), Displacement rate B) und Meandering Index C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind in

Fett und mit * markiert. Gruppengréf3e jeweils n= 3.

Auch hier wurden zwei verschiedene Zonen gebildet, eine direkte um die Verletzung
gelegene Zone mit <100um und eine >100 pm entfernt von der Nekrosezone (siehe
Abbildung 55). Hier sollte untersucht werden in wie fern, der Effekt von Fraktalkin auf

die Monozyten/Makrophagen von der Entfernung zur Laserverletzung abhangig ist.

In der Geschwindigkeit konnte bei der Zone direkt um die Nekrose kein Unterschied
festgestellt werden. Genauso zeigten sich die Parameter Beweglichkeit und
Zielgerichtetheit, in denen sich die beiden Versuchsgruppen in ihrem

Bewegungsmuster nicht unterschieden. In den von dem Laserschaden weiter
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entfernten (>100um) Migrationswegen war zu beobachten, dass die Monozyten, die
ohne Fraktalkinrezeptor ausgestattet waren, tendenziell (p= 0,05) schneller in ihrem
Vorankommen im Gewebe sind (siehe Abbildung 55A). Es hatte aber keinen Einfluss
auf die Beweglichkeit der Monozyten und auch in ihrer Zielorientierung auf die
Verletzung hin zeigten sich keine Unterschiede zu den beiden Gruppen (siehe

Abbildung 55B und C)

Man kann hier beobachten, dass die Monozyten ohne Rezeptor schneller durch das
Gewebe wandern, als die Monozyten, die mit einem Fraktalkinrezeptor ausgestattet
waren und zwar vor allem in weiterer Entfernung von der Nekrosezone. Dies kénnte
darauf hindeuten, dass Fraktalkin die Monozyten/Makrophagen im Gewebe eher

davon abhalt zur Laserverletzung zu migrieren.
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Abbildung 55: Interstitielles Migrationsmuster von Monozyten/Makrophagen in
Abhédngigkeit vom Abstand zur Laser-Verletzung und der Unterscheidung in die

Parameter Geschwindigkeit, Beweglichkeit und Zielgerichtetheit.

Die einzelnen Tracks werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen. Gruppe kiki hat
keinen CX3CR1- Rezeptor; kiwt hat den Fraktalkinrezeptor. Die Tracks wurden in einen Gradienten < oder
> 100 pm um die Verletzung entfernt unterteilt, mit der Unterscheidung in die 3 Parameter
Geschwindigkeit A), displacement rate B) und meandering index C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind in

Fett und mit * markiert. Gruppengré3e betrdgt n=3.
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Abbildung 56: Interstitielles Bewegungsmuster der neutrophilen Granulozyten

in Abhangigkeit von CX3CR1 bei Laserverletzung

Einzelne Migrationspfade neutrophiler Granulozyten werden als Punkte dargestellt und gegeneinander
aufgetragen. Gruppe kiki hat keinen CX3CR1- Rezeptor; kiwt hat den Fraktalkinrezeptor. Unterscheidung

in die Parameter Geschwindigkeit A), displacement rate B) und meandering index (C). Signifikante Werte

(p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. Gruppengrof3e jeweils n= 3.

Nach der Analyse des Verhaltens der Monozyten sollten hier nun auch die
neutrophilen Granulozyten ndher in ihrem Bewegungsmuster durch das Gewebe auf
die Verletzung betrachtet werden. In dem ersten Graphen zeichnet sich aber ab, dass
ein Fehlen des CX3CR1-Rezeptors keinen Einfluss hat auf die neutrophilen
Granulozyten in ihrem Bestreben auf die Verletzung hin zu wandern. Alle drei
Parameter (Geschwindigkeit, Beweglichkeit und Zielgerichtetheit) hatten in beiden
Versuchsgruppen keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen (siehe Abbildung

56).
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Des Weiteren wurde auch hier untersucht, in wie fern der Fraktalkinrezeptor einen
Einfluss auf die Wanderung in den beiden Zonen < und >100 pm hat. Hierflir wurden
die einzelnen Migrationspfade der neutrophilen Granulozyten nochmals
gegeneinander aufgetragen, je nachdem wo sie sich bei ihrem Startpunkt befanden.
Hier waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen, aber tendenziell (p= 0,059)
zeigte sich, dass in dem Bereich direkt um die Nekrosezone, die neutrophilen
Granulozyten in Abwesenheit von CX3CR1 auf Monozyten/Makrophagen schneller
durchs Gewebe wanderten als die neutrophilen Granulozyten in der Versuchsgruppe
in dem der Rezeptor noch vorhanden war. In der entfernteren Zone (>100um) zeigten
sich keine Gegensatze und so wanderten die neutrophilen Granulozyten sowohl in der
CX3CR1- kiwt Versuchsgruppe als auch in der ohne CX3CR1 annahernd gleich durchs
Gewebe (siehe Abbildung 57).

Zusammenfassend zeigt sich hier also, dass Fraktalkin erst fiir die spate
Rekrutierungsphase der Monozyten von Bedeutung ist, jedoch einen signifikanten und
zeitunabhdngigen Einfluss auf die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten hat.
Dies deutet auf einen indirekten Effekt hin, da neutrophile Granulozyten keinen
Rezeptor fiir Frakalkin exprimieren, der Effekt also nur Uber die Aktivierung von
Monozyten vermittelt werden kann. Zum anderen weisen die Ergebnisse darauf hin,
dass Fraktalkin die Migration von Monozyten/Makrophagen im interstitiellen Gewebe
eher negativ beeinflusst in der Hinsicht, dass sie zurlickgehalten werden und

langsamer in ihrer Bewegung sind.
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Abbildung 57: Interstitielles Bewegungsmuster neutrophiler Granulozyten

abhdngig von CX3CR1 mit Differenzierung abhdngig von der Entfernung zur

Laserverletzung

Die einzelnen Migrationspfade neutrophiler Granulozyten- werden als Punkte dargestellt und

gegeneinander aufgetragen. Gruppe kiki hat keinen CX3CR1- Rezeptor; kiwt hat den Fraktalkinrezeptor.

Die Tracks wurden in einen Gradienten < oder > 100 um um die Verletzung entfernt unterteilt, mit der

Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A), displacement rate B) und meandering index C).

Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Gruppengrof3e betragt n= 3.
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7. Bedeutung von HMGB1 fiir die Rekrutierung von

Monozyten und neutrophilen Granulozyten

Die sterile Inflammation kann auch eine (berschieBende Entziindungsantwort
auslosen und so im Gewebe zerstorerische Tendenzen annehmen, die eingeddammt
werden sollten, um den Schaden so gering wie moglich zu halten. Ein Ansatz hier war
zu untersuchen wie die Substanz BoxA sich auf das Verhalten der myeloiden Zellen
auswirkt. BoxA ist eine Teilsequenz des HMGB1s und hat in seiner isolierten Form
einen antiinflammatorischen Effekt durch Inhibition von HMGB1%. Durch subcutane
Applikation von BoxA ins Gewebe sollte der Effekt auf das Zellverhalten der myeloiden

Zellen im Milieu einer sterilen Entziindung analysiert werden.

Zuerst sollen die Monozyten betrachtet werden. Hier zeigte sich, das BoxA eine
Wirkung auf die Monozyten zeigte. So kann in der Abbildung 58 gesehen werden, dass
insgesamt weniger Zellen Uber die Zeit rekrutiert werden. Es kam nur zu einem
leichten Ansteigen der Zellen nach 30 Minuten, der daraufhin aber stagnierte und tber
die gesamte Beobachtungszeit von 300 Minuten sich nicht mehr veranderte. Bei der
Konrollgruppe zeigt sich, dass die Monozyten relativ schnell zunehmen und einen
Zuwachs von 215% zeigen im Vergleich zur Inhibitionsgruppe. Es konnte nur eine p-
Wert von = 0,06 liber den gesamten Zeitraum festgestellt werde, der durch die starke
Streuung in der Kontrollgruppe zu erklaren ist (siehe Tabelle 29). Zum ende hin konnte
bei Zeitpunkt 240 Minuten ein signifikanter Wert festgestellt werden. Das Effektmal}
bestatigte aber auch den visuellen Eindruck der Abbildung 58 und spricht fiir einen

starken Effekt (d= 2,54).
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Abbildung 58: Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen in Abhdngigkeit von
HMGB1

In schwarz ist die Versuchsgruppe mit der BoxA Behandlung abgebildet, dabei stellen die rechteckigen
Symbole (m) die MW der Monozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten Zeitpunkten dar. In weil3
ist die jeweilige Kontrollgruppe mit der Behandlung mit PBS gegeniibergestellt. Die grau eingeférbte
Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau = BoxA Gruppe;
hellgrau= Kontrollgruppe). Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30 um. Die jeweilige Gruppengréfe
betragt n=3.

Tabelle 29: Statistische Werte iiber die Zellzahl der Monozyten unter Einfluss von

BoxA

Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld
Monozyten
BoxA Isotyp
AUC 2388,75 +/- (962) 3993,75 +/- (1527)
p- Wert 0,064
Effektgroflle 2,54
Zuwachs in % 215,04

Auch in diesem Versuchsansatz wurde die Wirkung nochmals genauer untersucht, in
dem die beiden Kompartimente Gefadl3 und Gewebe getrennt voneinander analysiert
wurden. Im Gefal3 (siehe Abbildung 59A) war zu Beginn des Beobachtungszeitraums
kein Unterschied zur Kontrollgruppe zu sehen. Beide stiegen bis zum Zeitpunkt 30
Minuten an. Nach diesem Zeitpunkt kam es in der BoxA- Inhibitionsgruppe aber zum
Abfall der Zellzahl an rekrutierenden Monozyten im GefaR3. Es konnte keine Zunahme
bis zum Ende des Analysezeitraums verzeichnet werden. In der Kontrollgruppe konnte
ein zweiphasiger Anstieg beobachtet werden. Die erste Phase zeigte einen Anstieg bis
Zeitpunkt 60 Minuten. Darauf folgte nochmals eine Rekrutierungswelle mit einem

Anstieg der Monozyten mit einer Spitze nach drei bis vier Stunden, zu dem die
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Monozytenzahlen sich auch signifikant unterschieden. Danach kam es zu einem
Abfallen der Monozytenanzahl im Gefdl3. Insgesamt konnte ein starker Zuwachs
(1218%) im Vergleich zu Inhibitionsgruppe festgestellt werden. AuBerdem bestand
auch ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen (p= 0,02), der
durch eine starke EffektgroBe von d= 3,7 in seiner Auspragung bestdtigt wurde (siehe

Tabelle 30).
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Abbildung 59: Zellzahl an Monozyten, die unter Einfluss von BoxA im Gefa3 und

im Gewebe rekrutiert werden

In schwarz ist die Versuchsgruppe mit der BoxA Behandlung abgebildet, dabei stellen die rechteckigen
Symbole (m) die MW der Monozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten Zeitpunkten dar. In weif3
ist die jeweilige Kontrollgruppe mit der Behandlung mit PBS gegeniibergestellt. Die grau eingefarbte
Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau = BoxA Gruppe;
hellgrau= Kontrollgruppe). A) zeigt die Situation im Gefal§ und B) im interstitiellen Raum. Ein Gesichtsfeld

bestand aus 588 x 588 um. Die jeweilige Gruppengrofe betrdgt n= 3.
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Im Gewebe konnte in der Inhibitionsgruppe gesehen werden, dass BoxA auch eine
Wirkung auf die Zellansammlung im Gewebe hat. Hier konnte kaum ein Anstieg im
interstitiellen Raum verzeichnet werden. In der Kontrollgruppe lag der Zuwachs der
Zellen bei 167% in Bezug zur BoxA behandelter Gruppe. Der Unterschied war zwar
nicht signifikant (p= 0,08), aber durch Bestimmung der Effektstarke (d= 2,3) kann von
einer unterschiedlichen Auspragung in der Anzahl an Zellen im Gewebe ausgegangen

werden (Tabelle 30).

Tabelle 30: Statistische Werte der Monozytenzahl im GefdBsystem und Gewebe

uber die Zeit unter Einfluss von BoxA

Monozyten im GefaBl/ Gesichtsfeld
Monozyten
BoxA Isotyp
AUC 85 +/-(19) 1120 +/- (399)
p- Wert 0,021*
EffektgrofRe 3,66
Zuwachsin % 1217,6
Monozyten im Gewebe/ Gesichtsfeld
Monozyten
BoxA Isotyp
AUC 2390 +/- (26) 6420 +/- (2489)
p- Wert 0,084
Effektgrofle 2,29
Zuwachs in % 168,62

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC in Klammer die SEM- Werte

Nicht nur die Zellzahl sollte in den verschiedenen Kompartimenten erfasst werden,
sondern auch das Verhalten der Zellen in ihrem interstitiellen Bewegungsmuster auf
den Stimulus hin. Im Uberblick tiber die gesamten Migrationswege konnte festgestellt
werden, dass BoxA einen Einfluss auf die Monozyten/Makrophagen in Bezug auf die
Geschwindigkeit und Beweglichkeit der Zellen hat. Sie wanderten unter Einfluss des
Inhibitors BoxA anndahernd um die Halfte langsamer im Vergleich zur Kontrolle, die nur
mit PBS behandelt wurde. Es bestand in beiden Parametern (Geschwindigkeit und
Beweglichkeit) ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p <

0,001). Auf die Zielgerichtetheit hatte der Inhibitor keine Einfluss (p= 0,387).
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Abbildung 60: Effekte von BoxA auf die interstitielle Monozytenmigration

Die einzelnen Migrationspfade werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen; BoxA
behandelte Gruppe gegeniiber der Kontrolle. Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A),
displacement rate B) und meandering index C). Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit *

markiert. Gruppengrof3e jeweils n= 3.

Es wurde wieder Kompartimente gebildet, die sich auf den Abstand der Monozyten zu
dem sterilen Stimulus bezog. Hier wird ersichtlich, dass sich kein Unterschied in der
Auswirkung des Inhibitors BoxA bezogen auf die Distanz zur Verletzung zeigt. In
beiden Kompartimenten (< und > 100 um) sind die Monozyten in ihrer Bewegung und
Geschwindigkeit signifikant (p < 0,001) langsamer im Vergleich zur Kontrolle. Auch
hier zeigte sich kein Einfluss durch BoxA auf die Zielgerichtetheit der Monozyten zur

Verletzung hin.
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Damit konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, dass BoxA als Inhibitor einen
Effekt auf die Monozyten hat, die langsamer in ihrer Wanderung durchs Gewebe sind.
HMGB1 hat damit sowohl einen Einfluss auf die chemotaktische Wanderung (>100
pum) im entfernteren Kompartiment zur Laserverletzung, als auch in der direkten
Umgebung (< 100 pm) der Nekrosezone Die Monozyten zeigten aber keinen

Unterschied in ihrer Zielgerichtetheit auf die Verletzung hin.
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Abbildung 61: Effekt von BoxA auf die interstitielle Migration von

Monozyten/Makrophagen in Abhdngigkeit zum Abstand zur Laserverletzung

Die einzelnen Migrationspfade werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen; BoxA
behandelte Gruppe gegeniiber der Kontrolle. Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A),
displacement rateB) und meandering index C). und die Aufteilung der Verfolgungsstrecken in einen Zone

<100 und >100um. Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Gruppengrof3e jeweils n= 3.
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Nachdem sich ein ausgepragter Effekt von HMGB1 auf die Rekrutierung von
Monozyten/Makrophagen bei steriler Inflammation gezeigt hatte, sollte dies nun auch
bei neutrophilen Granulozyten untersucht werden. Hier zeigte sich, dass kein
signifikanter Unterschied in der Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten zu
verzeichnen war. Es kamen im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell weniger Zellen
(p= 0,292) als in der Kontrollgruppe, die nur einer Behandlung von subcutan
verabreichtem PBS ausgesetzt waren. Durch Bestimmung der EffektgroBe (d= 1,21)
kann aber von einem Unterschied zwischen den beiden Gruppen ausgegangen
werden. In der Kontrollgruppe kamen auch 44% mehr neutrophile Granulozyten als in
der Inhibitionsgruppe (siehe Tabelle 31). Es konnte auch im Graphen beobachtet
werden, dass die Zellen in beiden Gruppen erst spater eine Reaktion auf den sterilen
Stimulus zeigen. Ein Anstieg in beiden Gruppen fand erst nach 30 Minuten statt, was
bei den neutrophilen Granulozyten unter Einfluss eines Entziindungsreizes spat ist, da

diese sofort mit einer Rekrutierung reagieren (siehe V.1).
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Abbildung 62: Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten abhangig von

HMGB1

In schwarz ist die Versuchsgruppe mit der BoxA Behandlung abgebildet, dabei stellen die runden
Symbole (e)die MW der neutrophilen Granulozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten
Zeitpunkten dar. In weiB ist die jeweilige Kontrollgruppe mit der Behandlung mit PBS gegeniibergestellt.
Die grau eingeférbte Flache stellt die Area under the curve (AUC) dar, die jeweils berechnet wurde (grau =
BoxA Gruppe; hellgrau= Kontrollgruppe). Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x 30 um. Die jeweilige
Gruppengrélle betragt n=3.
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Tabelle 31: Statistische Werte der Zellzahl neutrophiler Granulozyten unter

Einfluss von BoxA

neutrophile Zellzahl Gber die Zeit/ Gesichtsfeld
Granulozyten BoxA Isotyp
AUC 7140 +/- (2426,29) 10305 +/- (962,34)
p- Wert 0,292
Effektgrofe 1,21
Zuwachs in % 44,33

Auch hier wurde nochmals genauer die Zellverteilung im Gefall oder Gewebe

aufgeschlisselt (Abbildung 63). Es zeigte sich sowohl im Gefal3 als auch im Gewebe

eine verzogerte Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten, die erst nach einer

halben Stunde begann. Im Gefal3 (siehe Abbildung 63A) konnte kein signifikanter

Unterschied (p= 0,678) zwischen den beiden Gruppen berechnet werden. Die

EffektgrolRe mit einem Wert von d= 0,45 bestarkte auch das visuelle Bild des Graphen,

der von einem geringen Effekt ausgeht. In der Kontrollgruppe war mit einem Zuwachs

von 17% mehr Zellen Gber die Zeit feststellbar und zusatzlich kein groBer Unterschied

zur Inhibitionsgruppe deutlich (siehe auch Tabelle 32).
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Abbildung 63: Zellzahl an neutrophilen Granulozyten im Gefa3 und im Gewebe

unter Einfluss von BoxA

In schwarz ist die Versuchsgruppe mit der BoxA Behandlung abgebildet, dabei stellen die runden
Symbole (e) die MW der Monozyten mit dem jeweiligen SEM zu dem definierten Zeitpunkten dar. In weif3
ist die jeweilige Kontrollgruppe mit der Behandlung mit PBS gegeniibergestellt, die mit derselben
Einteilung MW und SEM je Zeitpunkt aufgetragen wurde. Die grau eingefarbte Flache soll die Area under
the curve (AUC) darstellen, die jeweils berechnet wurde (grau = BoxA Gruppe; hellgrau= Kontrollgruppe).
A) zeigt die Situation im Gefd3 und B) interstitiellen Raum. Ein Gesichtsfeld bestand aus 588 x 588 x
30 um. Die jeweilige Gruppengréf3e betrdagt n= 3.

Auch im Gewebe war ein ahnliches Bild zu verzeichnen. Auch hier war der Beginn der
Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten erst nach 30 Minuten bemerkbar,
welches mit der spaten Rekrutierung im Gefall konform einhergeht. Im Gewebe ist
aber in der Kontrollgruppe eine vermehrte Rekrutierung ins Gewebe festzustellen, die

nicht signifikant ist (p= 0,205), aber in ihrem Effektmal8 mit d= 1,51 schon einen Effekt
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ermittelt. In der Kontrollgruppe wird auch ein Zuwachs von 68% mehr neutrophile

Granulozyten zur Kontrolle berechnet (siehe Tabelle 32).

Tabelle 32: Statistische Werte neutrophiler Granulozyten im Gefa3 und im

Gewebe unter Einfluss von BoxA

neutrophile Granulozyten im Gefaf8/ Gesichtsfeld

neutrophile Granulozyten BoxA Isotyp
AUC 1765 +/- (473) 2065 +/- (475)
p- Wert 0,678
EffektgroRe 0,45
Zuwachsin % 17

neutrophile Granulozyten im Gewebe/ Gesichtsfeld

neutrophile Granulozyten BoxA Isotyp
AUC 5085 +/-(2229) 8540 +/- (507)
p- Wert 0,205
Effektgrofe 1,51
Zuwachs in % 67,94

Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. AUC in Klammer die SEM- Werte

In der Rekrutierungsrate der neutrophilen Granulozyten zur Verletzung hin konnte
kein signifikanter Unterschied lber die Zeit festgestellt werden. Somit fiihrt BoxA
lediglich zu einer verzégerten Transmigration von neutrophilen Granulozyten in das
Gewebe, zeigt aber insgesamt keinen signifikanten Effekt auf die Akkumulation der

neutrophilen Granulozyten bei steriler Inflammation.

Ob eine Wirkung des Inhibitors BoxA auf das interstitielle Migrationsverhalten der
neutrophilen Granulozyten besteht, wurde im Folgenden untersucht. Es konnte aber
auch hier dargestellt werden, dass es zu keiner Auswirkung auf die neutrophilen
Granulozyten durch BoxA kommt. Alle drei Parameter zeigten fast identische Werte zur
Kontrollgruppe auf (siehe Abbildung 64). Um auch auszuschlie3en, dass BoxA nur
einen Kompartiment-spezifischen Effekt hatte, wurde zuletzt noch die neutrophilen
Granulozyten in Abhangigkeit zur Entfernung zur Nekrosezone aufgeteilt. Im Bereich
<100um direkt um die Verletzung konnte keine Anderung im Bewegungsmuster bei
den Zellen erkannt werden (siehe Abbildung 65). Auch direkt um die Nekrosezone
(>100um) zeigte sich kein Unterschied zur Kontrollgruppe in ihrem Migrationsmuster

durch den interstitiellen Raum.
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Abbildung 64: Effekt von BoxA auf die interstitielle Migration neutrophiler

Granulozyten

Die einzelnen Migrationspfade werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen; BoxA

behandelte Gruppe gegeniber der Kontrolle. Unterscheidung in die drei Parameter Geschwindigkeit A),

displacement rate B) und meandering index C). und die Aufteilung der Verfolgungsstrecken in einen Zone

<100 und >100um. Signifikante Werte (p< 0,05) sind in Fett und mit * markiert. Gruppengrofle jeweils n=

3.
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Abbildung 65: Effekt von BoxA auf das interstitielle Migrationsverhalten
neutrophiler Granulozyten in Abhangigkeit zum Abstand zur Laserverletzung.

Die einzelnen Migrationspfade werden als Punkte dargestellt und gegeneinander aufgetragen; BoxA
behandelte Gruppe gegeniiber der Kontrolle. Unterscheidung in die 3 Parameter Geschwindigkeit A),

displacement rate B) und meandering indexC). und die Aufteilung der Verfolgungsstrecken in einen Zone

<100 und >100um. Signifikante Werte (p< 0,05) sind mit * markiert. Gruppengrof3e jeweils n= 3.

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass der Inhibitor BoxA nur einen Effekt
auf die Monozyten zeigte. Diese sind in ihrer Geschwindigkeit und Beweglichkeit
reduziert. Aber auch in ihrer Zellanzahl, die Uber die Zeit angelockt werden, kommen
insgesamt weniger Monozyten als Reaktion auf den sterilen Reiz der Nekrose. Bei den

neutrophilen Granulozyten konnte keine Wirkung des BoxAs festgestellt werden.
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VI. DISKUSSION

1. Wahl der Mauslinie

Die Maus als Versuchstier wurde in dieser Arbeit gewahlt durch die Verfligbarkeit von
transgenen Linien, die Untersuchungen zu den jeweiligen Fragestellungen in vivo und
ex vivo ermdglichen. Aulerdem sind kurze Generationszeiten, die einfache Haltung
und die meist problemlose Aufzucht von Vorteil. Gerade fiir die 2-Photonentechnik
konnten transgene Mausstamme verwendet werden, deren myeloide Zellen mit dem
griin fluoreszierenden GFP gekoppelt sind. Somit konnte der Einsatz von Antikorper-
markierten Farbstoffen reduziert werden, bei denen teilweise noch nicht geklart ist,

inwiefern die Besetzung des Liganden einen Einfluss auf die Migration hat.

Die Fraktalkin- Maus wurde in zwei unterschiedlichen Genotypen verwendet. Zum
einen konnte das Verhalten der Monozyten bei der sterilen Entziindung analysiert
werden. Zum anderen hat aber auch der knock-in Auswirkung auf die CX3CR1-
Rezeptor- Ausstattung. Der Einfluss des Rezeptors konnte somit in der hier
vorliegenden Arbeit auch auf das Migrationsverhalten untersucht werden. Der grof3te
Anteil an grin fluoreszierenden Zellen sind in dieser Mauslinie die Monozyten, aber

auch einige wenige dendritische Zellen leuchten in grin'®,

Bei der Generierung der LysM- Maus konnte nachgewiesen werden, dass 98% der
neutrophilen Granulozyten in griin fluoreszieren und nur ein vernachlassigbarer
kleiner Teil von 2% der Monozyten zusatzlich auch in griin leuchtet.'®> Somit lie sich
auch das Verhalten der neutrophilen Granulozyten im zu untersuchenden
Kompartimenten studieren. Durch die Méglichkeit fluoreszierende Antikorper in einer
anderen Wellenlange zu verabreichen, erweitert sich das Spektrum an

Zellpopulationen, die gleichzeitig dargestellt werden kénnen.

2. Verwendung des Ohrmodels in der Zwei-

Photonentechnik

Zur Darstellung der sterilen Entziindung in vivo musste ein Modell gefunden werden,
dass die Visualisierung in einem Gewebe erméglicht, welches kompatibel fiir die 2-
Photonentechnik ist. Das bedeutete eine geringe Gewebedichte und eine Moglichkeit

zur Immobilisation, um stabile und Uber ldngere Zeitrdume andauernde Videos zu
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erstellen. Zur Auswahl stand das Cremastermodell dem Ohrmodell gegeniiber. Bei
ersterem prapariert man den Musculus cremaster frei, um in einer Einspannvorrichtung
den Muskel fiir das Mikroskop aufzuspannen. Dieser Eingriff stellt ein sehr invasives
Modell dar, da durch die Manipulation bei der Praparation Entziindungsreaktionen
leicht hervorgerufen werden kdnnen.?”® Auflerdem kdnnen im Cremastermodell nur
mannliche Tiere verwendet werden, so dass aus Tierschutzrelevanten Griinden auch
dem Ohrmodell der Vortritt gegeben werden sollte, da dort beide Geschlechter
verwendet werden kénnen und keine weiblichen Uberschusstiere anfallen. Da in der
vorliegenden Arbeit die sterile Entziindung untersucht werden sollte, fiel die Wahl auf
das Ohrmodell. Gerade durch ihre nicht invasive Praparation und den geringen
Durchmesser des Ohrgewebes, welches mit mdoglichst wenigen kleinen sterilen
Nadeln in die Vorrichtung eingespannt wird. So entsteht keine Entziindung durch die
Praparation. Der sterile Entziindungsreiz wurde dann mit Hilfe eines Lasers fokal
begrenzt gesetzt. So konnte mit Hilfe dieser Methode myeloide Zellen sowohl in der
intravaskuldren, als auch in der interstitielle Migration in vivo naher untersucht werden.
Es bestand ebenso die Moglichkeit, durch Verabreichen inflammatorischer Mediatoren
einen Entziindungsreiz zu setzen. Diese Methode war aber in ihrer Lokalisation nicht
so exakt wie bei einer kontrolliert gesetzten Laserverletzung, ebenso ware auch die

Untersuchung eines Gradienten nicht moéglich.

3. Wahl der humanen Fibroblasten fiir die in-vitro

Versuche

Der Einsatz der humanen Fibroblasten bei der in vitro Untersuchung wurde gewahlt,
um auch eine Aussage im humanen System treffen zu koénnen. Bei einer
Laserverletzung werden Fibroblasten geschadigt und gehen durch Nekrose zugrunde.
Dabei setzen sie Substanzen frei, die es zu untersuchen gilt. Aus diesem Grunde
wurden humanen Fibroblasten eingesetzt, um nekrotisches Zelllysat herzustellen.
AuBerdem war es moglich mit dem nekrotischen Zelllysat an humanen Plattchen zu
arbeiten. Die Isolierung von humanen Zellen gestaltet sich einfacher in der
Durchfiihrung und Gewinnung einer ausreichenden Anzahl an Zellen fir die
Durchfiihrung der Versuche. Bei der Isolierung von murinen Zellen liegt die
Schwierigkeit schon in der geringen Menge des Blutvolumens und der damit

einhergehenden Zellzahl. So ist die Verwendung humaner Zellen zu préaferieren.
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4, Diskussion der Ergebnisse

4.1, Das Zusammenspiel der neutrophilen Granulozyten, Monozyten/
Makrophagen und Thrombozyten bei der sterilen Inflammation

Bei der akuten Entziindungsreaktion ist eine Fiille an verschiedenen Zellen beteiligt,
die wahrend der Prozesse der Inflammation miteinander interagieren mussen. Bisher
wurden diese Mechanismen primdr im Gefdl3system akribisch untersucht”. Dabei
standen die Interaktionen der myeloiden Zellen mit dem Endothel im Fokus. Die
Rekrutierungsmechanismen nach Ubertritt der Zellen in den interstitiellen Raum sind
noch weitgehend unerforscht und waren der Schwerpunkt der hier vorliegenden
Arbeit. Es wurden verschiedene Beobachtungszonen eingeteilt und analysiert. So
wurde zum einen das Gefdl3system, eine Nekrose-ferne (<100um) und eine -nahe
(>100 um) Zone gebildet. Die beiden Zonen wurden untersucht, da McDonald et al***
zeigen konnte, dass neutrophile Granulozyten in Richtung des nekrotischen Stimulus
zwei unterschiedlichen Wegen folgen konnen. So wurde gezeigt, dass die
neutrophilen Granulozyten zuerst einem Chemokingradienten durch IL-8 folgen.
Umso ndher die Zellen zur Verletzung migrierten wurde dieser von endogenen
Signalstoffen (Danger- Signal- Gradient), die direkt aus der Gewebsverletzung
stammen (wie z.B. N- formyl Peptide) abgel6st'*. Dort lauft die Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten primar tGber FPR1 ab und nicht mehr iber CXCR2**, So
wird den neutrophilen Granulozyten die Fahigkeiten zugeschrieben, zum einen
zwischen verschiedenen Gradienten unterscheiden zu kénnen und zum anderen den
Weg zur Verletzung durch die Wahl des passenden Migrationsmodus im interstitiellen

Gewebe treffen zu kdnnen?%42%,

Im Gefdl3system zeigt sich, dass nach Setzen eines Entziindungsreizes vor allem die
neutrophilen Granulozyten die ersten Zellen sind, die schon nach wenigen Minuten
rekrutiert werden und die Monozyten erst in einer zweiten Welle angelockt und ins
Gewebe Ubertreten®®. Die eigenen Beobachtungen stimmen mit der Theorie von
Sohnlein und Lindbom™® Giberein, in dem in der ersten Phase einer Gewebsverletzung
die patrouillierenden Monozyten das Gefahrsignal registrieren und mit einer Cytokine-
und Chemokin-Ausschiittung reagieren und damit die neutrophilen Granulozyten
anlocken. Dies konnte in dem Beobachtungszeitraum durch einen stetigen Anstieg der
neutrophilen Granulozyten gesehen werden. Diese setzen beim Ubertreten ins
Gewebe ihre Granula frei, die weitere neutrophile Granulozyten anlocken, was zu
einem stetigen Anstieg an neutrophilen Granulozyten fiihrt. Auch die

inflammatorischen Monozyten werden durch die freigesetzten Granula rekrutiert, aber
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zeigen erst einem Anstieg nach mehreren Stunden.

Ebenso konnte im Gewebe zuerst der starke Anstieg an neutrophilen Granulozyten
beobachtet werden, dem eine zweite Rekrutierungswelle folgt. Dieses Phdanomen ist
von Weninger’® als drei-Phasen-Kaskade publiziert. Darin wird beschrieben, dass
teilweise die neutrophilen Granulozyten schon in nicht entziindlichen Gewebe
vorliegen und somit als erste Reaktionszellen (,first responder”) vorliegen’®. Dies
erklart den sofortigen Anstieg an Zellen nach der Verletzung, die in der ersten Phase
sofort zu der Verletzung migrieren (erste Wellen an Zellen). Die zweite Phase wird
durch die schon vorliegenden neutrophilen Granulozyten eingeleitet. Diese sehr

kurzlebigen Zellen®*

gehen zugrunde und setzen dabei ein Leukotrien (LTB4) frei, das
als parakrines Kommunikationssignal weitere neutrophile Granulozyten lber weite
Strecken zum Ort der Verletzung rekrutiert’®'*. Diese zweite Welle an neutrophilen
Granulozyten konnten auch in den eigenen Versuchsansatzen beobachtet werden.

Zudem konnte die Akkumulation der Monozyten im Gewebe charakterisiert werden

Hier zeigte sich, dass verschiedene Rekrutierungsmuster in den beiden

Kompartimenten Gefal3 und Gewebe zugrunde liegen.

4.1.1. Interaktionen zwischen Thrombozyten mit myeloiden Leukozyten

Wahrend den Analysen konnten intravaskuldre Interaktionen zwischen den
neutrophilen Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und den Thrombozyten in vivo
beobachtet werden. Plattchen bildeten dabei keine Aggregate in den Gefa3en aus,
aber es waren transiente Kontakte mit neutrophilen Granulozyten und Monozyten zu
sehen. Da Thrombozyten im GefdaBsystem zirkulieren sind ihre Interaktionen mit
Immunzellen bei einer Entzlindung auf dieses Kompartiment beschrankt. Es ist schon
eine Plattchen- Leukozyten- Komplexbildung in der Literatur beschrieben', die durch
einen Entziindungsreiz entsteht. Dabei wird im Milieu einer Entziindung durch
Cytokine das Endothel aktiviert, welches zu einer Plattchenaktivierung und der daraus
resultierenden P-Selektinfreisetzung tGber PSGL-1 zur Leukozytenrekrutierung fihrt. Es
wurde aktivierten Plattchen auch eine Serotonin- Freisetzung und der daraus

resultierenden Leukozyten Adhasion nachgewiesen®.

Auch bei dem in vitro Experimenten konnte hier gezeigt werden, dass Plattchen auf
DAMPs reagieren. In dem hier gewonnenen nekrotischen Zelllysat konnte schon

Mezayen et al nachweisen das HMGB1 in diesem vorhanden ist und eine signifikante
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proinflammatorische Cytokinausschiittung hervorruf?’. In dieser Veréffentlichung
konnte auch gezeigt werden, dass die Nekrose endogene Stoffe freisetzt, auf die das
Immunsystem mit einer Entziindungsantwort reagiert?”. So konnte in der
Aggregometrie gezeigt werden, dass durch HMGB1 eine Aktivierung der
Thrombozyten mdoglich war. Selbst nach Hitze-Inaktivierung der proteinogenen
Signale war noch eine Aktivierung der Plattchen maglich, so dass davon auszugehen

ist, dass in dem nekrotischen Zelllysat noch Signalmolekiile enthalten sind.

Da durch die Interaktionen und die in vitro Versuche den Plattchen eine Rolle im
Entziindungsgeschehen zu zuschreiben ist, wurden diese nun mittels eines
Antikorpers entfernt. Es sollte hier vor allem der Effekt auf die Zellzahlen Gber die Zeit
im Gefdll und im Gewebe untersucht werden, aber auch das Migrationsmuster der
Zellen im interstitiellen Raum betrachtet werden. Ein erst kirzlich veroffentlichtes
Paper von Sreeramkumar et al.'® postulierte, dass Plattchen mit neutrophilen
Granulozyten interagieren und das Gefal3system nach aktivierten Plattchen abtasten,
um dann dort vermehrt auszutreten. In unserer Betrachtung Uber den
Analysezeitraum von vier Stunden konnte im Gefal3 keine verdanderten Zellzahlen an
neutrophilen Granulozyten festgestellt werden. Im Gewebe zeigten die neutrophilen
Granulozyten in der Gruppe in der die Thrombozyten fehlten (Depletionsgruppe), eine
signifikante Reduzierung in ihrer Geschwindigkeit. Diese Beobachtung der
Geschwindigkeitsreduzierung machte die Gruppe um Sreeramkumar et al. auch im
GefalBsystem nach Depletion der Thrombozyten und konnte zusatzlich noch
demonstrieren, dass das Kriechen (crawling) der neutrophilen Granulozyten
vermindert war, welches ein Signal fiir die Aktivierung der Zelle darstellt. Die
Beweglichkeit der neutrophilen Granulozyten war in der Depletionsgruppe auch
signifikant vermindert. Um zu sehen in wie weit der Effekt der fehlenden
Thrombozyten sich auf die neutrophilen Granulozyten auswirkt wurden die
Migrationsstrecke nochmals unterteilt in welchem Kompartiment sie sich im Bereich
der Verletzung befanden. Dabei zeigte sich, dass die fehlenden Plattchen nur einen
Effekt direkt nach dem Ubertritt ins Gewebe haben und in der Zone direkt um die
Verletzung keine Unterschiede mehr festzustellen sind. Es kann festgestellt werden,
dass der Effekt nur nach dem Austreten der neutrophilen Granulozyten ins Gewebe
vorhanden ist. Es kann angenommen werden, dass dieser Effekt auf eine nicht
ausreichende Aktivierung zuriickgefiihrt werden kann. In dem weiterem Verlauf zeigt
sich, dass die neutrophilen Granulozyten Strukturen im Gewebe heranziehen, die

unabhangig von Plattchen sind.
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Die Auswirkungen des Fehlens der Thrombozyten auf die Monozyten konnte in einer
geringeren Zellzahl Giber den beobachteten Zeitrahmen festgestellt werden. Es kann
diskutiert werden, ob durch das Fehlen der Thrombozyten und der daraus
resultierenden nicht vorhandenen Aktivierung der Plattchen, weniger PAF freigesetzt
wird'?. Die Freisetzung von PAF resultiert in einer Abgabe des Chemokines CCL2
durch Leukozyten, welches wiederum zur Folge eine Monozytenrekrutierung hatte'?.
CCL2 wirkt als ein Signalstoff in der Anlockung der Monozyten®®, So kdnnten die

verminderte Monozytenrekrutierung erklart werden.

4.1.2. Interaktion von neutrophilen Granulozyten und Monozyten/
Makrophagen im intravaskuldren, perivaskuldren und interstitiellen
Raum

Auch hier zeigten sich Berlihrungspunkte zwischen den neutrophilen Granulozyten

mit den Monozyten im Gefdl3, ebenso wie im Gewebe mit perivaskuldren

Makrophagen.

Im GefaBRsystem konnte gezeigt werden, dass die myeloiden Leukozyten bevorzugte
Austrittstellen im Bereich der postkapillaren Venolen zeigen. Dieses Verhalten konnte
sowohl furr die neutrophilen Granulozyten als auch die Monozyten dargestellt werden.
Diese Beobachtung kann in Bezug gesetzt werden zu Immunofluoreszenz-
Untersuchungen, die Bereiche im GefdBsystem aufgezeigen, die eine diinnere
Basalmembran besitzen. Diese LER (low expression regions) sind vergesellschaftet mit
Perizyten, die bei der Bildung der Basalmembran beteiligt sind und auch durch ihre
Rezeptorenausstattung und Chemokinfreisetzung der Transmigration dieser Zellen
assistieren®®2'2, Deshalb konnen LERs auch als Pforte ,Gates” fiir transmigrierenden

myeloide Leukozyten gesehen werden.

Die meisten Monozyten kommen bei einem sterilen Entziindungsreiz aus dem Gefafl}
und treten als Makrophagen ins Gewebe Uber. In der Publikation von Abtin et al.
konnte gezeigt werden, dass perivaskulare Makrophagen, die um das Gefal3 gelagert
sind, fahig sind CXCL1, CXCL2, CCL2, CCL3 und CCL4 zu bilden'®. Somit entsteht ein
Chemogradienten im Gewebe, welcher durch diese Makrophagen aufrechterhalten
wird. Diese konnen durch ihre Rezeptorenausstattung und ihre Chemokinsekretion

140

dazu beitragen, dass die myeloiden Leukozyten durch das Gewebe geleiten werden'®.

Es gibt aber auch im Gewebe vorliegende Gewebsmakrophagen, die zu einem
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spateren Zeitpunkt bei der Inflammation lange dendritische Auslaufer ausbilden. Mit
diesen Auslaufern nehmen sie Kontakt mit im Interstitium migrierenden neutrophilen
Granulozyten auf. Die Interaktionen konnten durch eine Verlangsamung in der
Migrationsgeschwindigkeit festgehalten werden. Es kdnnte angenommen werden,
dass die perivaskuldaren Makrophagen dazu beitragen die neutrophilen Granulozyten
von dem Entziindungsherd fortzuleiten, um die Entzlindungsreaktion in Schach zu

halten und eine UberschieBende Inflammationsreaktion zu verhindern.

Zudem konnte im interstitiellen Raum gezeigt werden, dass es zu Interaktion zwischen
neutrophilen Granulozyten und Gewebsmakrophagen kommt, die nach mehreren
Kontakten mit neutrophilen Granulozyten beginnen sich in Richtung der Verletzung zu
bewegen. Dies deutet darauf hin, dass die vorerst immobilen Gewebsmakrophagen im
spateren Verlauf einer Entziindung aktiviert werden, um die Verletzung zu begrenzen

bzw. die Entziindung zu beenden und den Detritus abzurdumen.

Ein weiterer Aspekt war auch den Einfluss der neutrophilen Granulozyten auf das
Migrationsverhalten von Monozyten zu studieren. Es zeigte sich, dass ein Fehlen der
neutrophilen Granulozyten tendenziell zu einer geringeren Anzahl an Monozyten lber
den beobachteten Zeitraum fiihrt. Es konnte gesehen werden, dass die neutrophilen
Granulozyten besonders in der spateren Phase der Entziindung eine Rolle bei der
Rekrutierung der Monozyten spielen. Auch in der ndheren Aufschliisselung zeigte sich,
dass im Gefa etwas mehr Monozyten Uber die Zeit kommen, aber nicht ins Gewebe
Ubertreten. So kann behauptet werden, dass die neutrophilen Granulozyten einen
Einfluss auf den Ubertritt der Monozyten ins interstitielle Gewebe haben und primér in
der spaten Phase der Entziindung eine Rolle spielen. Eine Erklarung hierfiir kann die
fehlenden Cytokin- und Chemokinfreisetzung durch die neutrophilen Granulozyten
angenommen werden'®,

Im Bewegungsmuster der Monozyten zeigte sich im weiter entfernten Bereich um die
Nekrosezone, dass die Monozyten ohne die neutrophilen Granulozyten zielgerichteter
durch den interstitiellen Raum wandern. Auch in der Geschwindigkeit durch das
Gewebe zeigten sie eine signifikant schnellere Migration auf den sterilen Stimulus hin.
In der Zone direkt um die Verletzung beobachtete man eine Verlangsamung im
Vergleich zu der Gruppe in der die neutrophilen Granulozyten noch vorhanden waren.
Es kann postuliert werden, dass durch das Fehlen der neutrophilen Granulozyten die
Monozyten in ihrer Bewegung nicht mehr durch diese eingeschrankt sind und sie fiir

die Migration durch das Gewebe unabhangig sind.
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4.2, Beeinflussung der Rekrutierung von Monozyten und neutrophilen
Granulozyten durch Fraktalkin bei der sterilen Inflammation

Das Chemokin Fraktalkin stellt einen wichtigen Faktor in der Rekrutierung der

Monozyten, insbesondere fir die inflammatorischen Monozyten dar. Es kann die

Wirkung eines Adhdsionsmolekiils als auch eines chemoaktiven Signalstoffs im

Organismus einnehmen. Im Whole Mount Staining zeichnete sich eine gefdnahe

Anlagerung des CX3CL1 ab, welches sich vor allem um die postkapillaren Venolen und

die dort gelegenen Fibroblasten anreichert.

Die Rolle von mesenchymalen Zellen im Gewebe bei der Rekrutierung der
Immunzellen ist noch relativ unbekannt. In der Publikation von Stark et al'® konnte
demonstriert werden, dass dabei Perizyten eine Rolle spielen kénnen. Perizyten sind
direkt um das Gefal} gelagert und helfen durch ihre Rezeptorenausstattung und
Freisetzung von Chemokinen wie MIF myeloiden Leukozyten zielgerichteter auf einen
Entziindungsreiz zu wandern'®. In der hier vorliegenden Arbeit lag ein Schwerpunkt in
der Ausarbeitung weiterer mesenchymaler Zellen, die bei der Migration durch das
Gewebe eine Rolle spielen konnten. Hierfiir wurden Fibroblasten mit nekrotischen
Zelllysat stimuliert, um ihre Sekretion auf bestimmte Chemokine zu demonstrieren. Mit
dem nekrotische Zelllysat konnte in der Publikation von Mezayen et al. gezeigt
werden, dass darin eine Fille an verschiedenen Substanzen enthalten sind, die einen
Cytokin- und Chemokinausschiittung bei myeloiden Leukozyten auslésen®”. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass nicht nur Zellen des Immunsystems auf den
Stimulus des nekrotischen Zelllysats reagieren, sondern auch die Fibroblasten auf
einen sterilen Entziindungsstimulus reagieren kénnen. Dabei zeigte sich in der rtPCR,
dass Fraktalkin in seiner Expression hochreguliert wird und auch aktiv sezerniert wird,
welches anhand der ELISA Daten gezeigt werden konnte. Fiir die Rekrutierung der
Monozyten ist Fraktalkin erst in der spaten Phase der sterilen Inflammation von
Bedeutung. Dies kdnnte seine Bedeutung in chronischen Prozessen erkldaren. In
verschiedenen Studien zeigte sich bei chronischen Prozessen, wie bspw. bei der
Arteriosklerose eine erhohte Fraktalkinexpression?'®. Dort stellen die zirkulierenden

Monozyten, die spateren Schaumzellen in dem arteriosklerotischen Plaque dar®™.

Die Anzahl an neutrophilen Granulozyten unterschied sich signifikant im Gewebe
gegeniiber der Gruppe, die keinen Fraktalkinrezeptor mehr hatte. Dies weist darauf
hin, dass neutrophile Granulozyten von Monozyten ein Signal erhalten, welches die
Transmigration der neutrophilen Granulozyten in das Gewebe fordert. Kénnen die

Monozyten in Abwesenheit von CX3CR1 nicht aktiviert werden, bleibt auch das Signal
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an die neutrophilen Granulozyten aus, welche dann im Gefal3 akkumulieren, aber nicht
in das Gewebe (ibertreten. Da die neutrophilen Granulozyten keinen
Fraktalkinrezeptor besitzen, ist der Effekt auf diese Subpopulation also indirekt durch

Monozyten vermittelt.

Im Bewegungsmuster der einzelnen Zellen zeigte sich bei den Monozyten der Verlust
des Rezeptors durch eine schnellere Migration im Gewebe. Dieses Phanomen konnte
in der nekroseferneren Zone festgestellt werden. Die schnellere Geschwindigkeit der
Monozyten ohne CX3CR1 konnte erklart werden mit einer fehlenden Rezeptor-
Bindung im interstitiellen Raum an die dort vorhandenen Strukturen. Der Unterschied
bestand nur in der Geschwindigkeit, CX3CR1 hatte keinen Einfluss auf die
Zielgerichtetheit der Zellen im Gewebe. Zudem zeigte sich, dass der Fraktalkinrezeptor
auf das Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozyten im Gewebe keinen

Einfluss nahm.

4.3. Selektive Regulation der Monozytenakkumulation durch HMGB1 fiir
die Inmunzellrekrutierung bei der sterilen Entziindung

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist es, die molekularen Mechanismen hinter der sterilen
Entziindung zu verstehen, um pharmakologisch eingreifen zu konnen. Gerade
Damage-associated  molecular  patterns  (DAMPs)  triggern  die  sterile
Entziindungsantwort und kdnnen in einem exzessiven Ausmal zu Gewebsschaden bis
zum Tod fiihren?>, HMGB1 als Prototyp eines DAMPs steht dabei im Fokus der
aktuellen Forschung. Dass HMGB1 die sterile Entziindung verstarkt und auslost wurde
schon vielfach publiziert?'*?". In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich bei der
Anwendung des Inhibitors BoxA ein starker Effekt auf die Monozyten. So konnten
gesehen werden, dass schon eine geringe Anzahl an dieser Zellpopulation im Gefafl3
rekrutiert werden, die dann im Zuge dessen auch nicht ins Gewebe (ibertreten
konnten. Es zeigte sich ebenso, dass die Monozyten in ihrer Migration sowohl im
Milieu des Chemokingradienten, als auch im Bereich um die Nekrosezone in ihrer
Bewegung eingeschrankt waren. Hierflir kann vermutet werden, dass BoxA die
Wirkung von HMGB1 an seinen Rezeptoren (RAGE- oder TLR4-Rezeptor) unterbindet
und so einen antiinflammatorischen Effekt hat. Die neutrophilen Granulozyten zeigten
keinen Veranderungen in der Zellzahl und auch in lhrer Bewegung durch das

Interstitium. Hier kann angenommen werden, dass BoxA keinen Effekt zeigt bzw. die
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neutrophilen Granulozyten auf noch weitere Mediatoren im Milieu einer Entziindung
zurlickgreifen kdnnen. BoxA hat somit in diesem Modell der sterilen Inflammation
einen selektiven Effekt auf die Rekrutierung von Monozyten, wahrend neutrophile

Granulozyten nicht beeinflusst werden.
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Abbildung 66: Zusammenspiel der myeloiden Leukozyten in der Frithphase der

sterilen Inflammation

Freisetzung von DAMPs (HMGB1) nach Laserverletzung, welches eine Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten mittels Aktivierung der Thrombozyten zur Folge hat. Diese treten ins Gewebe {iber und
aktivieren zum einen gewebsstindige Makrophagen und bewirken auch eine Rekrutierung der
Monozyten. Die Ausschiittung von HMGB1 bewirkt eine Freisetzung von CX3CL1 durch dermale
Fibroblasten. Patrouillierende Monozyten werden durch die Freisetzung von HMGB1 ebenso zum

Ubertritt der Zellen ins Gewebe veranlasst.
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Abbildung 67: Zusammenspiel der myeloiden Leukozyten in der Spatphase der

sterilen Inflammation

Die aktivierten Thrombozyten vermitteln einen vermehrten Ubertritt an Monozyten ins Gewebe, die
durch einen Chemokingradienten an CX3CL1 im Bereich der Austrittstelle zurlickgehalten werden bevor
sie in Richtung Verletzung wandern. Gewebsmakrophagen bilden Auslaufer aus, die in Kontakt treten mit
neutrophilen Granulozyten und leiten sie von der Verletzung fort, um die Entziindung zu kontrollieren

und eine UberschieBende Entziindungsantwort zu vermeiden.
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5. Ausblick

Es konnten zahlreiche Interaktionen der myeloiden Leukozyten im intravaskuldren und
interstitiellen Raum in vivo gezeigt und auf zellularer Ebene charakterisiert werden. Die
molekulare Mechanismen hinter der Migration und der wechselseitigen Beeinflussung
von neutrophilen Granulozyten, Monozyten/Makrophagen im Gewebe sollte noch
weiter analysiert werde. Hierfiir sollten noch weitere in vitro Experimente durchgefiihrt
werden, um die Mediatoren zu untersuchen, die bei einer Nekrose von den
Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten und den Monozyten/ Makrophagen
ausgeschiittet werden. Interessant ware auch diese darauf zu untersuchen, wie sie
weiterer Zellen im Gewebe, wie z.B. die humanen Fibroblasten oder Perizyten dadurch
beeinflussen kénnen. Ein weiterer Aspekt lage in der Depletierung der Monozyten und
Makrophagen im Gewebe, um deren Einfluss im Entziindungsgeschehen besser zu

verstehen.
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VIl. ZUSAMMENFASSUNG

Interaktionen von Monozyten/ Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und

Thrombozyten bei steriler Inflammation im Gewebe

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Interaktionen von Thrombozyten und
myeloiden Zellen im intravaskuldren und interstitiellen Raum in vivo bei steriler
Inflammation untersucht. Diese Analysen fanden mittels intravitaler 2-Photonen
Mikroskopie im Mausmodell statt. Im Ohrmodell wurde mit Hilfe eines Lasers eine
Gewebsverletzung gesetzt, die eine sterile Entziindung erzeugt. In den postkapillaren
Venolen konnte gezeigt werden, dass durch den Laserstimulus eine Rekrutierung und
enge Interaktion zwischen Plattchen, neutrophilen  Granulozyten und
Monozyten/Makrophagen ausgelost wird. Innerhalb der postkapillaren Venolen
fordern kurzzeitige Kontakte zwischen Thrombozyten und myeloiden Leukozyten die
Transmigration und Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und der Monozyten.
Die beiden letzteren Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems beeinflussen
sich auch gegenseitig und treten an bestimmten Stellen bevorzugt ins Gewebe Uber.
Innerhalb des interstitiellen Gewebes konnten Bereiche definiert werden, in denen
unterschiedliche Leukozytenmigrationsmuster, abhangig von der Entfernung zur
Verletzung, stattfanden. Diese verschiedenen Bewegungsmuster zeigen sich auch auf
zelluldrer und molekularer Ebene. Die myeloiden Zellen wiesen in dem entfernteren
Bereich um die Verletzung eine zielgerichtetere Bewegung auf als in direkter
Umgebung zur Nekrose. Dort zeigte sich eine ungerichtete Migration auf die
Verletzung hin. Dies ist auch durch die Fraktalkin- Freisetzung der Fibroblasten
beeinflusst, die Monozyten im Bereich der postkapillaren Venolen zuriick halten.
AuBerdem zeigte sich ein Einfluss des Danger- associated molecular patterns HMGB1
auf die Monozyten/Makrophagen, welches direkt um die Nekrosezone freigesetzt wird.
Zudem setzen neutrophile Granulozyten Faktoren frei, die eine essentielle Rolle
spielen fiir die Migration der Monozyten/ Makrophagen. Gewebsmakrophagen treten
im interstitiellen Raum in Kontakt mit migrierenden neutrophilen Granulozyten und
schwachen deren Reaktion. Dabei kommt es jedoch zu einer Aktivierung des
Gewebsmakrophagen, die nach mehreren Kontakten mit neutrophilen Granulozyten
beginnen sich zu bewegen. In dieser Arbeit konnten mehrere Interaktionen zwischen
Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten und Monozyten/ Makrophagen wahrend
einer sterilen Entziindung entdeckt werden, die zu neuen Therapieansatzen fir

Krankheiten wie Trauma, Schlaganfall und Herzinfarkt fihren kénnten.
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VIlIl. SUMMARY

Tissue interactions between monocytes/ macrophages, neutrophils and

platelets in the background of sterile inflammation

This thesis investigated the mechanisms of platelet and myeloid leukocyte recruitment
during sterile inflammation in vivo. Using intravital 2-photon microscopy in a mouse
model of tissue injury we could show that there is a high degree of interdependence
regarding the recruitment of platelets, neutrophils, and monocytes/macrophages.
Within postcapillary venules, transient interactions between platelets and myeloid
leukocytes promote the transmigration and activation of neutrophils and monocytes.
These innate immune cells also interact and form sites for preferential transmigration
across the endothelial cell layer into the interstitial space. Within the tissue, we could
define areas of differential leukocyte migration depending on the distance from the
injury and define cellular and molecular mechanisms involved. Specifically, myeloid
leukocytes migrate more directed further away from the tissue injury and show a
random migration pattern in close proximity of the necrosis. This is influenced by
CX3CL1 released from perivascular fibroblasts, which retain monocytes around
postcapillary venules. In addition, the danger associated molecular pattern HMGB1
released from necrotic cells regulates monocyte/macrophage migration, while
neutrophil derived factors are essential mediators influencing
monocytes/macrophages close to the focus of sterile inflammation. Tissue resident
macrophages get into contact with neutrophils during interstitial migration and
dampen the neutrophil response, while getting activated by sequential contacts to
neutrophils and eventually starting to migrate. In summary, we could uncover a
complex interplay between platelets, neutrophils, and monocytes/macrophages
during sterile inflammation, which could lead to new therapeutic approaches for

diseases like trauma, stroke, or myocardial infarction.
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XIll. ANHANG

Im Rahmen des IRTG (Integrated Research Training Group) des SFB 914 , Trafficking of
Immune Cells in Inflammation, Development and Disease” wurden teilweise die Daten
als Posterprasentation ,Recruitment of monocytes to sterile inflammation-The role of
fractalkine-, im Wintersymposium des SFB 914 in Obergurgl vorgestellt. Zusatzlich
fand ein Vortrag ,Recruitement of neutrophils to sterile inflammation- The role of

HMGB1-"im Rahmen eines Retreats am Comer See (21- 24.10.2013) statt.
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