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2 Einleitung 

 

2.1 Entzündung 

 

Eine Entzündungsreaktion beschreibt einen Abwehrmechanismus des Immunsystems und 

dient primär dem Schutz des Organismus vor gesundheitsschädigenden Faktoren. Die Art 

des entzündungsauslösenden Reizes bestimmt dabei wesentlich den Ablauf der Immunreak-

tion. In diesem Zusammenhang existiert eine Vielzahl von möglichen ätiologischen Faktoren, 

wie physikalische und chemische Noxen (z.B. Verletzung, Fremdkörper, Wärme, Kälte, 

Toxine, Strahlung, Ischämie-Reperfusion), pathogene Mikroorganismen (z.B. Bakterien, 

Pilze, Viren, Parasiten), aber auch allergene (z.B. Pollen, Hausstaub) und körpereigene 

Antigene (z.B. Harnsäurekristalle, Gliadin) 1, 2, 3, 4. Das klinische Erscheinungsbild einer Ent-

zündungsreaktion ist geprägt durch die fünf Kardinalsymptome Rötung, Erwärmung, Schwel-

lung, Schmerz und Funktionseinschränkung. Daneben können Allgemeinsymptome wie 

Fieber und allgemeines Krankheitsgefühl auf ein Entzündungsgeschehen hinweisen. Neben 

der Art des entzündungsauslösenden Faktors unterscheidet man weiter zwischen lokalen 

und generalisierten sowie zwischen akuten und chronischen Entzündungsreaktionen. 

Wesentliches Charakteristikum einer jeglichen Art von Entzündung ist die Migration von 

Leukozyten aus den Gefäßen der Mikrovaskulatur hin zum Ort der Gewebeschädigung oder 

Infektion 1, 2, 3, 4.  
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2.2 Ischämie-Reperfusionsschaden 

 

2.2.1 Bedeutung des Ischämie-Reperfusionsschadens für die 

Pathogenese verschiedener Krankheitsbilder 

 

Der Ischämie-Reperfusionsschaden (IRS) bildet die pathophysiologische Grundlage einer 

Vielzahl von Krankheitsbildern. Die wohl wichtigsten Vertreter in dieser Hinsicht sind der 

Myokardinfarkt und der ischämische Schlaganfall 5, 6, 7, 8, die bereits seit geraumer Zeit zu 

den häufigsten Todesursachen sowohl in Deutschland 9, 10, 11, 12 als auch in Europa 13 und 

weltweit 14, 15, 16 zählen. Ein weiteres bedeutendes und gleichzeitig relativ häufiges Krank-

heitsbild im Zusammenhang mit dem IRS stellt das akute Nierenversagen dar 17, 18, 19, 5, das 

beispielsweise im Rahmen einer Sepsis oder nach akutem Niereninfarkt auftreten kann 17, 20, 

21, 22, 23, 24, 25. Auch viele chirurgische Eingriffe wie Herz-, Gefäß- und Bypassoperationen 

bergen das Risiko einer zeitweiligen Unterbrechung des Blutflusses 5, 6, 26, 27. Besonders aber 

im Bereich der Replantations- und Transplantationschirurgie sowie in der rekonstruktiven 

Chirurgie ist der IRS nicht selten ein unerwünschter, oft kaum vermeidbarer Nebeneffekt mit 

den gefürchteten Folgen des Organversagens, der Gewebeschädigung und Entzündungsin-

duktion 5, 7, 19, 6, 26, 28, 27, 29, 30, 31, 32. Neben den genannten relativ akuten Pathologien spielt der 

IRS eine wichtige Rolle in der Pathogenese diverser chronischer Krankheitsentitäten. Chro-

nische Wunden, wie beispielsweise das Dekubitalulkus, das neuropathische Ulkus des Dia-

betespatienten oder das Ulcus cruris bei chronisch-venöser Insuffizienz gehen des Öfteren 

einher mit wiederholten Abfolgen von Ischämie und Reperfusion. Im Rahmen dieser letztge-

nannten Erkrankungen trägt der IRS nicht nur zur initialen Wundentstehung bei, sondern 

behindert gleichzeitig den Heilungsprozess 33, 27, 34, 35. Darüber hinaus kommt dem IRS Be-

deutung im Krankheitsprozess der Sichelzellanämie, der Schlafapnoe, dem Kreislaufstill-

stand, dem hämorrhagischen Schock, der Sepsis, der Verbrennungskrankheit und des Multi-
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organversagens zu 5, 36, 27, 37, 38, 39, 40, 41. Hinsichtlich der hohen klinischen Relevanz, der häufig 

schwierigen Therapierbarkeit sowie der oftmals schlechten Prognose dieser Krankheitsbilder 

ist ein tiefgreifendes Verständnis der dem IRS zugrundeliegenden Mechanismen von essen-

tieller Bedeutung für die Entwicklung geeigneter Behandlungsstrategien. 

 

 

2.2.2 Pathophysiologie des IRS  

 

Die prolongierte Unterbrechung mit darauffolgender Wiederherstellung der Blutversorgung in 

einem Organ oder Gewebe bildet die Grundvoraussetzung für den IRS. Ischämie definiert 

sich als eine Minderdurchblutung von Gewebe durch mangelnde Zufuhr von arteriellem Blut 

42. Auf zellulärer Ebene äußert sie sich in einer Diskrepanz zwischen Sauerstoffangebot und 

Sauerstoffbedarf. Der Mangel an Sauerstoff führt konsekutiv zu einer Störung von sauer-

stoffabhängigen zellulären Vorgängen: Es kommt zum Abfall des ATP-Spiegels, zur Umstel-

lung auf anaerobe Energiegewinnung (Glykolyse) und dadurch bedingte Akkumulation von 

Laktat, NAD+ und Protonen. Die Konsequenz ist eine metabolische Azidose sowie die Ver-

änderung der intrazellulären Ionenzusammensetzung 26, 6, 27, 7. Durch Aktivierung von Ionen-

transportern (z.B. Na+/H+-Antiporter, Na+/Ca2+-Antiporter) auf der einen Seite und Ausfall von 

ATP-verbrauchenden Ionenpumpen (z.B. Na+/K+-ATPase) auf der anderen Seite kommt es 

zum Kaliumverlust sowie zur intrazellulären Akkumulation von Natrium- und Kalzium-Ionen 27, 

26, 6. Die Kalzium-Überladung beeinflusst wiederum eine Vielzahl von zellulären Vorgängen. 

Unter anderem kann sie durch Aktivierung von Enzymen wie Kinasen, Proteasen, Lipasen 

und Endonukleasen den Zelltod herbeiführen 26, 43, 6, 44.  

Die Reperfusion dient in erster Linie der Wiederherstellung der Durchblutung mit erneuter 

Bereitstellung von Sauerstoff; ihr rechtzeitiges Einsetzen ist somit unabdingbar für das Über-

leben des Gewebes. Paradoxerweise verschlimmert die Reperfusion zunächst jedoch den 
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Gewebeschaden 6, 26, 26. Dies geschieht beispielsweise durch Einschwemmung von in der 

Ischämiephase akkumulierten toxischen Metaboliten in das reperfundierte Gewebe 27, 7. Die 

Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (z.B. Hyperoxide, Peroxide wie Was-

serstoffperoxid (H2O2), Peroxynitrit), die mit Zellbestandteilen wie Membranlipiden, DNA und 

Proteinen reagieren können, führt darüber hinaus zu einer Funktionsbeeinträchtigung der 

Zelle bis hin zum Zelltod (sogenanntes Sauerstoff-Paradoxon) 26, 45, 7, 5, 17. Radikale Sauer-

stoffspezies wirken chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und begünstigen ferner die 

Rekrutierung von weißen Blutkörperchen indirekt, indem sie die verstärkte Expression von 

Adhäsionsmolekülen sowie die Bildung von proinflammatorischen Mediatoren induzieren 26, 

46, 6, 27. Da die Leukozyten in diesem Fall nicht der Bekämpfung von Mikroorganismen dienen, 

stellt der IRS eine Art der sterilen (aseptischen) Entzündung dar 26, 5. In Kombination mit 

einer Kalzium-Überladung der Zelle verursachen freie Sauerstoffspezies darüber hinaus 

Veränderungen in den Mitochondrien: Eine erhöhte Permeabilität der inneren Mitochondri-

enmembran durch Öffnung von sogenannten mitochondrial permeability transition pores 

(mPTP) führt zum Zusammenbruch des Membranpotentials und des Protonengradienten der 

Mitochondrien und beeinträchtigt damit die ATP-Synthese über die Phase der Ischämie 

hinaus 47, 27, 48, 5. Des Weiteren gelangen Cytochrom C und andere proapoptotische Moleküle 

aus den Mitochondrien in das Zytosol wodurch die Apoptose eingeleitet wird 47, 27, 49, 26, 5, 50. 

Das No-reflow-Phänomen bezeichnet in diesem Zusammenhang die Verlegung von kleinen 

Kapillaren und postkapillären Venolen mit Ausbildung von Thromben durch Ansammlung von 

Leukozyten (insbesondere neutrophile Granulozyten) und Thrombozyten in der Mikrovasku-

latur 51, 27, 26, 6, 46, 52. Die Schwellung der Endothelzellen im ischämischen Gewebe mit einher-

gehender Verringerung des Gefäßlumens trägt zusätzlich zu diesem Phänomen bei 26, 53, 6, 54, 

8. Darüber hinaus kommt es im Rahmen des Ischämie-Reperfusionsprozesses zur Einschal-

tung des Immunsystems mit Aktivierung von Makrophagen, Degranulation von Mastzellen 

sowie Ablagerung von IgM-Antikörpern mit konsekutiver Aktivierung des Komplementsys-

tems 55, 5, 56, 27, 26. Die vermehrte leukozytäre Produktion proinflammatorischer Zytokine und 
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die Freisetzung von Histamin verstärken die Entzündungsreaktion zusätzlich und führen zu 

erhöhter Kapillarpermeabilität mit Ausbildung eines interstitiellen Ödems 26, 27, 57, 29. Der Ge-

webeschaden bzw. Gewebeverlust bildet die gemeinsame Endstrecke dieser vielfältigen 

Reaktionen des Körpers als Antwort auf Ischämie-Reperfusion (I/R) 46, 28, 57, 17, 58, 6, 53, 5, 26, 27. 

Die Rekrutierung von Leukozyten in das geschädigte Gewebe besitzt dabei eine fundamen-

tale Bedeutung in der Pathogenese des IRS. Neutrophile Granulozyten gehören zu den 

ersten rekrutierten Immunzellen 57, 58, 18, 6, 27, 59. Durch Freisetzung von Zytokinen wie z.B. 

Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-12 (IL-12), Interferon-ɣ (IFN-ɣ), 

Tumornekrosefaktor (TNF), monocyte chemotactic protein-1 (CCL2, MCP-1), proteolytischen 

Enzymen wie z.B. Elastase und Kollagenase, reaktiven Sauerstoffradikalen und Lipidmedia-

toren wie z.B. Leukotrien B4 (LTB4) tragen sie zunächst zur Aggravation des Gewebescha-

dens bei 26, 57, 46, 58, 6, 53. Andere Immunzellen besitzen wiederum regeneratorische Funktio-

nen, indem sie durch Phagozytose apoptotische bzw. nekrotische Zellen und Zelltrümmer 

beseitigen sowie die Angiogenese und Resolution der Entzündung fördern 60, 18, 61. In dieser 

Hinsicht stellt die Modulation der Rekrutierung verschiedener Leukozytensubpopulationen 

einen möglichen Angriffspunkt dar, um den Gewebeschaden nach I/R so gering wie möglich 

zu halten 27. 
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Abb. 1: Bedeutende Ereignisse in der Pathophysiologie des IRS. Der Gewebeschaden bzw. Zelltod 

bildet die gemeinsame Endstrecke der Abwehrmechanismen des Körpers in Reaktion auf Ischämie 

und nachfolgende Reperfusion. Abkürzungen: ROS/RNS (reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies). 
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2.3 Überblick Immunsystem 

 

Das Immunsystem bildet die Gesamtheit aus mechanischen Barrieren des Körpers, lympha-

tischen Organen sowie zellulären und löslichen (sogenannten humoralen) Bestandteilen, 

deren gemeinsame Hauptaufgabe es ist, in den Körper eingedrungene Krankheitserreger, 

wie Bakterien, Viren, Pilze, Parasiten und Toxine, zu beseitigen 62. Darüber hinaus erfüllt das 

Immunsystem eine Reihe weiterer bedeutender Funktionen: Leukozyten, die Vertreter der 

zellulären Komponente des Immunsystems, sind neben der Neutralisierung von pathogenen 

Mikroorganismen in nahezu jede Art der Entzündung involviert und besitzen somit ebenfalls 

eine Schlüsselfunktion in der Genese des IRS 57, 58, 18, 6, 27, 59, 26, 46, 53, 17, 60. Bedeutung kommt 

dem Immunsystem darüber hinaus in der Beseitigung von mutierten Körperzellen zu, 

wodurch der Tumorentstehung vorgebeugt wird 62, 63, 64, 65, 66, 67, 4. Die Einteilung des Immun-

systems erfolgt nach der Spezifität und der Geschwindigkeit, mit der auf eingedrungene 

Mikroorganismen reagiert wird. In dieser Hinsicht unterscheidet man das angeborene bzw. 

unspezifische vom adaptiven bzw. spezifischen Immunsystem 62. 

 

 

2.3.1 Zellen des angeborenen Immunsystems 

 

Das angeborene (syn. unspezifische) Immunsystem dient der schnellstmöglichen und un-

spezifischen Beseitigung von pathogenen Mikroorganismen ohne dass ein immunologisches 

Gedächtnis ausgebildet wird. Neben physikalischen (z.B. Haut-Schleimhaut-Barriere, Flim-

merepithel der Atemwege) und humoralen Faktoren (z.B. Lysozym der Tränenflüssigkeit und 

des Speichels, Defensine, Komplementsystem, Zytokine, Akute-Phase-Proteine) wird das 

angeborene Immunsystem durch eine Reihe von Immunzellen repräsentiert. Dazu gehören 

die Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und Mastzellen, die sich aus einer gemeinsa-
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men myeloischen Vorläuferzelle im Knochenmark entwickeln sowie die natürlichen Killerzel-

len, die der lymphatischen Reihe entstammen 4, 62, 68. 

 

Die neutrophilen Granulozyten bilden zahlenmäßig die weitaus größte Gruppe der poly-

morphkernigen Leukozyten (PMNs), zu denen darüber hinaus die eosinophilen und basophi-

len Granulozyten gehören 4. Im menschlichen Blut repräsentieren sie mit 50 – 70 % zugleich 

den größten Anteil aller zirkulierenden Leukozyten 69. Sie gehören zu den ersten Immunzel-

len, die im Falle eines entzündlichen Geschehens in das Gewebe auswandern 70. Initiiert 

wird dieser Prozess unter anderem durch Signalmoleküle von Mikroorganismen sowie durch 

Chemokine und andere chemotaktische Moleküle, die von gewebsständigen Immunzellen 

produziert werden 4. Eine wesentliche Funktion der neutrophilen Granulozyten besteht in der 

Phagozytose von apoptotischen Zellfragmenten sowie von Krankheitserregern wie Bakterien 

und Pilzen 71, 4. Die auf diese Weise phagozytierten Pathogene werden anschließend intra-

zellulär abgetötet. Zu diesem Zweck produzieren die neutrophilen Granulozyten zum einen 

reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies (sogenannter oxidative burst) und zum anderen 

diverse bakterizide Proteine, die sie in ihren zytoplasmatischen Granula speichern und durch 

Fusion in das Phagosom entleeren 69, 4, 70. Zu diesen Proteinen gehören unter anderem die 

Myeloperoxidase, Elastase, Proteinase 3, Cathepsin G, Gelatinase, Lysozym, Lactoferrin 

und Defensine 4, 70, 72. Darüber hinaus können neutrophile Granulozyten chemotaktisch wir-

kende Moleküle, wie z.B. Interleukin-8 (CXCL8, IL-8), produzieren und somit die Entzün-

dungsreaktion verstärken 4, 73, 74. 

In der Pathogenese des IRS nehmen die neutrophilen Granulozyten einen besonderen 

Stellenwert ein 52, 26. Sie wandern zu einem frühen Zeitpunkt in der Reperfusionsphase in das 

ischämisch-geschädigte Gewebe aus und tragen wesentlich zum Entzündungsgeschehen 

bei 57, 58, 18, 6, 27, 59, 26, 46. Durch Sekretion von Zytokinen (z.B. IL-1/-6/-12, IFN-ɣ, TNF, CCL2), 

Myeloperoxidase, reaktiven Sauerstoffspezies, Proteasen (z.B. Elastase, Kollagenase) und 

Eikosanoide (z.B. LTB4) potenzieren sie zunächst den Gewebeschaden 26, 57. Des Weiteren 
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spielen neutrophile Granulozyten eine wesentliche Rolle in der Ausbildung des No-reflow-

Phänomens 52, 26. In der Literatur wird darauf aufmerksam gemacht, dass die Depletion von 

neutrophilen Granulozyten sowie die Verhinderung der Rekrutierung dieser Immunzellen 

durch Blockade oder Defizienz von Adhäsionsmolekülen (z.B. Mitglieder der Immunglobulin-

Superfamilie, Integrine) den durch I/R-bedingten Gewebeschaden verringern können 26, 75, 76, 

77, 52, 78, 79, 80, 32, 27, 58. 

 

Die Monozyten machen etwa 10 % der im Blut des Menschen zirkulierenden Leukozyten 

aus 4. Durch Phagozytose und Produktion von Entzündungsmediatoren tragen sie entschei-

dend zur Bekämpfung von pathogenen Mikroorganismen bei und bilden somit eine bedeu-

tende Säule im angeborenen Immunsystem 4, 72. Zu den Angriffszielen von Monozyten gehö-

ren Viren, Pilze, Protozoen und Bakterien, insbesondere auch intrazelluläre Erreger wie 

Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes und Mycobacterium tuberculosis 4, 72, 81, 82. 

Wie bei den neutrophilen Granulozyten, dient das Phagozytosepotential der Monozyten 

neben der Beseitigung von Mikroorganismen auch der Elimination apoptotischer Zellreste 72, 

4. Das Reservoir an freigesetzten Entzündungsmediatoren, Signalmolekülen und zyto-

toxischen Substanzen ist sehr umfangreich und umfasst unter anderem Zytokine wie TNF, 

Interleukine, Interferone, Chemokine wie CXCL8, CCL2, Lipidmediatoren, Wachstumshor-

mone, Gerinnungsfaktoren, Komplementfaktoren, Enzyme wie Proteasen, Lipasen sowie 

reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies 72, 4. Im Kontext einer Entzündungsreaktion unter-

liegen Monozyten – gleich wie neutrophile Granulozyten – einer gesteigerten Bildung im 

Knochenmark und wandern in zunehmendem Maß in das Gewebe aus 72, 83, 82. In Reaktion 

auf bestimmte Stimuli, z.B. Monozytenkolonien-stimulierender Faktor (M-CSF), differenzieren 

sie dort zu gewebespezifischen Makrophagen (z.B. Kupffer-Zellen der Leber, Alveolar-

makrophagen der Lunge, Mesangialmakrophagen der Niere) und bestimmten Subpopulatio-

nen von dendritischen Zellen (DCs) 84, 72, 85, 4, 86. Über die Fähigkeit zur Antigenpräsentation 

können DCs, Makrophagen und Monozyten T-Zellen aktivieren und bilden auf diese Weise 
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eine Brücke zum adaptiven Immunsystem 72, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 4. Monozyten spielen ferner eine 

wichtige Rolle in der Pathogenese diverser Krankheitsbilder wie der Atherosklerose oder der 

rheumatoiden Arthritis 4, 81. Nach der Expression verschiedener Oberflächenmoleküle (hu-

man: CD14, CD16; murin: Ly6C, CCR2, CX3CR1) werden Monozyten weiter untergliedert 18, 

84, 85, 81, 86, 93, 94, 95, 84, 96: Die inflammatorischen (syn. klassischen) Monozyten (iMOs; murin: 

Ly6Chigh CCR2+ CX3CR1low; human: CD14++ CD16−) wandern in entzündetes oder infiziertes 

Gewebe aus, besitzen proinflammatorische Eigenschaften sowie die Fähigkeit zur Phagozy-

tose 81, 84, 97, 60, 98, 99, 85, 82, 97, 60. Die nicht-klassischen Monozyten (ncMOs; murin: Ly6Clow 

CCR2− CX3CR1high; human: CD14+ CD16++) „patrouillieren“ kriechend entlang der Gefäß-

oberfläche in der Mikrozirkulation und können intaktes und – wenn auch weniger effizient – 

entzündetes Gewebe infiltrieren 100, 81, 84, 60. Diese Monozytensubpopulation nimmt durch ihre 

Fähigkeit zur schnellen Beseitigung von eingedrungenen Krankheitserregern gewisserma-

ßen eine Wächterfunktion ein 100. Ferner tragen diese Immunzellen vermutlich zur Resolution 

eines Entzündungsgeschehens bei 60, 81. Der Mensch besitzt darüber hinaus noch eine dritte 

Monozytensubpopulation, die sogenannten intermediären Monozyten (CD14++ CD16+). Funk-

tionell unterscheidet sich diese Art der Leukozyten von den nicht-klassischen Monozyten 

unter anderem dadurch, dass sie eine stärkere Phagozytoseaktivität besitzt und als Antwort 

auf bakterielle Lipopolysaccharide TNF und IL-1 produziert 81, 86.  

Die Bedeutung von Monozyten, Makrophagen und DCs für den IRS ist bisher nicht im Detail 

geklärt. Monozyten wandern nach I/R später in das Gewebe aus als neutrophile Granulozy-

ten 18, 60. Eine neuere Studie geht von einem Reservoir an Monozyten in der Milz aus, das 

nach I/R des Myokards mobilisiert wird und das betroffene Herzmuskelgewebe infiltriert. Dort 

unterstützen die Monozyten vermutlich die Wundheilung 5, 61. Untersuchungen von Prof. Dr. 

Nahrendorf und Mitarbeitern geben darüber hinaus Hinweise, dass es nach einem 

Myokardinfarkt zu einer zeitlich versetzten Auswanderung verschiedener Monozytensub-

populationen kommt, welche durch die sich verändernde Chemokinexpression des infarzier-

ten Myokards gesteuert wird 60, 101. Demzufolge kommt es in einer ersten Phase (innerhalb 
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drei Tage nach Myokardinfarkt) zu einer CCL2/CCR2-vermittelten Rekrutierung von in-

flammatorischen/klassischen Monozyten, welche durch phagozytotische, porteolytische und 

inflammatorische Aktivität der Beseitigung des Gewebeschadens (z.B. apoptotische Zellen) 

dienen 60, 101, 102, 81. In einer zweiten Phase (zwischen vier und sieben Tage nach Myokardin-

farkt) führt die veränderte Chemokinexpression zu einer CX3CL1/CX3CR1-vermittelten Aus-

wanderung von nicht-klassischen Monozyten, welche durch Unterstützung der Angiogenese 

(Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF)), Kollagendeposition und Akku-

mulation von Myofibroblasten die Bildung von Granulationsgewebe begünstigen und somit 

wesentlich zur Wundheilung und Geweberegeneration beitragen 60, 101.  

 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) dienen der Beseitigung von Tumorzellen und virusinfi-

zierten Körperzellen, welche durch verminderte Oberflächenexpression von major histocom-

patibility complex (MHC)-Molekülen der Klasse I der Erkennung durch zytotoxische 

T-Lymphozyten entgehen 4, 62. Auch NK-Zellen spielen vermutlich eine Rolle in der Pathoge-

nese des IRS 58, 103, 104.  

 

 

2.3.2 Adaptives Immunsystem 

 

Das adaptive, erworbene Immunsystem reagiert auf ein Entzündungsgeschehen bzw. eine 

Infektion mit einer gewissen Verzögerung von etwa 4 - 7 Tagen, ermöglicht jedoch eine 

spezifischere Erkennung von Krankheitserregern. Darüber hinaus ist das adaptive Immun-

system essentiell für die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses, sodass wieder-

holte Infektionen mit demselben Krankheitserreger dann unverzüglich bekämpft werden 

können. Zum adaptiven Immunsystem gehören die T- und B-Lymphozyten sowie die von 

Plasmazellen produzierten Immunglobuline bzw. Antikörper 105, 4, 1.  
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Die T-Lymphozyten entstehen aus lymphoiden Vorläuferzellen des Knochenmarks. Unreife 

T-Zellen wandern von dort in den Thymus aus, den Ort der Proliferation und Ausreifung 

dieser Immunzellen. Dort werden funktionslose sowie autoreaktive T-Zellen eliminiert. 

T-Lymphozyten erkennen mithilfe ihrer spezifischen T-Zell-Rezeptoren (TCR) körperfremde 

und abnormale Antigene, die auf MHC-Molekülen von antigenpräsentierenden Zellen (APCs) 

und Körperzellen präsentiert werden 4. Wie bei den Monozyten umfasst auch die Gruppe der 

T-Lymphozyten mehrere Subpopulationen, die sich hinsichtlich ihrer Funktion und den 

immunphänotypischen Oberflächenmerkmalen unterscheiden: Die zytotoxischen 

CD8+-T-Zellen erkennen Antigenfragmente, die über MHC-Klasse-I-Moleküle präsentiert 

werden. Auf diese Weise können infizierte sowie entartete Körperzellen eliminiert werden. 

CD4+-T-Helferzellen hingegen erkennen an MHC-Klasse-II-Molekülen präsentierte Antigen-

fragmente auf der Oberfläche von antigenpräsentierenden Zellen wie Makrophagen, DCs 

und B-Zellen. Auch Sie dienen der spezifischen Erkennung und Beseitigung von Krankheits-

erregern 4. Ferner gibt es regulatorische T-Zellen, natürliche Killer-T-Zellen sowie 

γδ-T-Lymphozyten, deren genaue Funktion und Bedeutung bislang nur unzureichend ver-

standen ist 4, 106, 107, 108, 109.  

 

Die B-Lymphozyten sind Leukozyten, die ebenfalls der lymphatischen Zellreihe entstam-

men und im Knochenmark ausreifen. Anschließend zirkulieren sie, wie die T-Lymphozyten, 

zwischen Blut- und Lymphgefäßen sowie den lymphatischen Organen. Die spezifischen 

Rezeptoren der B-Zellen werden – im Gegensatz zu denen der T-Zellen – durch membran-

ständige Immunglobuline repräsentiert 4. Als antigenpräsentierende Zellen können sie Anti-

gene über membranständige MHC-II-Moleküle präsentieren. Durch Interaktion mit entspre-

chenden aktivierten T-Helferzellen proliferieren die B-Zellen und wandeln sich in Plasmazel-

len um, welche spezifische Antikörper gegen das Antigen produzieren und sezernieren. 

Demgegenüber entstehen aus einem Teil der aktivierten B-Lymphozyten sogenannte Ge-
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dächtniszellen. Sie gelten als die Träger der Immunität gegenüber einmal durchgemachten 

Krankheiten 4.  

Sowohl T- als auch B-Lymphozyten sind in die Pathogenese des IRS involviert. Ihr Stellen-

wert unterscheidet sich dabei je nach Subtyp dieser Immunzellen 5, 58, 26, 57, 110. Auch hier 

besteht noch reichlich Forschungsbedarf, um deren Bedeutung für den genannten Krank-

heitsprozess genauer aufzuschlüsseln. 

 

 

Abb. 2: Hämatopoetischer Stammbaum (nach 111). 
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2.4 Kaskade der Leukozytenrekrutierung 

 

Die Migration von Leukozyten aus dem Blutkreislauf in das Gewebe ist von grundlegender 

Bedeutung für eine intakte Immunantwort. Sie findet in postkapillären Venolen statt und kann 

in mehrere Schritte untergliedert werden, welche vorwiegend durch Interaktionen zwischen 

leukozytären und endothelialen Oberflächenmolekülen vermittelt werden. Nach dem initialen 

Kontakt mit den Endothelzellen rollen die Leukozyten an der luminalen Gefäßwand entlang. 

Dabei werden sie aktiviert, sie verlangsamen ihre Rollbewegung bis sie schließlich fest am 

Gefäßendothel adhärieren. Kriechend suchen sie nun die Gefäßwand nach günstigen Stellen 

für die Diapedese ab (sogenanntes crawling), wo sie schließlich transmigrieren 112, 113 (vgl. 

Abb. 3). Dieser kaskadenartig ablaufende Prozess kann zudem unterstützt werden durch 

Interaktionen der Leukozyten mit Thrombozyten und weiteren Immunzellen 114, 115, 116, 117. 

 

Abb. 3: Kaskade der Leukozytenrekrutierung mit Beteiligung bedeutender Oberflächenmoleküle auf 

Seite der Leukozyten (blau) und des Endothels postkapillärer Venolen (orange, violett) (modifiziert 

nach 112, ergänzt nach 113, 118, 4, 119, 120). 

 

Durch Zytokine und andere proinflammatorische Mediatoren, die am Ort der Schädigung 

oder Infektion durch gewebeständige Immunzellen wie Mastzellen und Makrophagen freige-

setzt werden, wird das Endothel der benachbarten Gefäße aktiviert 112. Es exprimiert darauf-

hin Adhäsionsmoleküle, die E- und P-Selektine (CD62E/P), sowie Chemokine auf ihrer Ober-
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fläche 112, 113. Der erste Kontakt zwischen Leukozyten und Endothelzellen wird über die Inter-

aktion von Selektinen mit ihren Liganden vermittelt 112, 121, 122. Durch wiederholtes Ablösen 

der Immunzellen vom Gefäßendothel und Bildung neuer Kontakte kommt es in der Folge zu 

einer Selektin-abhängigen Rollbewegung am Gefäßendothel entlang 112, 4. Die Interaktionen 

von P- und E-Selektin mit dem leukozytären Liganden P-selectin glycoprotein ligand-1 

(PSGL1, CD162) sowie die Aktivierung der Leukozyten durch endothelial präsentierte Che-

mokine induzieren eine Konformationsänderung der leukozytären Integrine 112. Auf diese 

Weise wird die Integrinaffinität zu den Liganden, den endothelial exprimierten Mitgliedern der 

Immunglobulin-Superfamilie, erhöht und somit die Interaktion zwischen den Leukozyten und 

den Endothelzellen stabilisiert. Die Rollbewegung wird zunehmend abgebremst bis die Leu-

kozyten fest am Gefäßendothel adhärieren 112, 113. Bedeutende Integrine in diesem Zusam-

menhang sind die ß2-Integrine lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1, 

αLß2-Integrin, CD11a/CD18) und macrophage-1 antigen (Mac-1, αMß2-Integrin, 

CD11b/CD18), die mit intercellular adhesion molecules (ICAMs) interagieren sowie das 

ß1-Integrin very late antigen-4 (VLA-4, α4ß1-Integrin, CD49d/CD29), das an vascular cell 

adhesion molecule-1 (VCAM-1, CD106) bindet 113, 123. Um geeignete Orte für die Transmigra-

tion aufzusuchen, verändern die Leukozyten ihre Gestalt von einer sphärischen hin zu einer 

abgeflachten Form (sogenanntes spreading) und bewegen sich kriechend entlang des 

Gefäßendothels fort (sogenanntes crawling) 124, 113. Dabei tasten die Immunzellen dieses 

mithilfe von Membranausläufern ab 113, 124, 125, 126. Während der Transmigration müssen die 

Leukozyten die drei Schichten der Gefäßwand, nämlich das Endothel, die Basalmembran 

und die Perizytenschicht, überwinden 112, 113. Die Durchdringung des Endothels kann dabei 

entweder über den häufiger benutzten parazellulären Weg oder, seltener, transzellulär ablau-

fen 113, 124, 127. Die parazelluläre Diapedese erfordert neben der Dissoziation von Endothel-

zellverbindungen – in erster Linie den homophilen vascular endothelial-cadherin (VE-

Cadherin)-Interaktionen – das Zusammenspiel verschiedener Mitglieder der Immunglobulin-

Superfamilie, wie beispielsweise platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1, 
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CD31), junctional adhesion molecules (JAMs), endothelial cell-selective adhesion molecule 

(ESAM), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1, CD54) und intercellular adhesion 

molecule-2 (ICAM-2, CD102) 112, 128, 129, 130, 113, 124, 131. Nach der Durchdringung der Endothel-

zellschicht schließt sich das sogenannte „abluminale crawling“ an, worunter die Migration der 

Leukozyten durch die Basalmembran und die Schicht aus Perizyten verstanden wird 132, 120. 

Haben die Leukozyten die Gefäßwand überwunden, wandern sie durch das Interstitium zum 

Ort der Entzündung, Gewebeschädigung oder Infektion. Konzentrationsgradienten aus 

Chemokinen und Lipidmediatoren dienen dabei als Wegweiser für die interstitielle Migration 

124.   



Einleitung 

 

31 

 

 

2.5 Vitronektin 

 

2.5.1 Allgemeines zu Vitronektin  

 

Vitronektin (VTN) wird in der Literatur häufig als multifunktionelles Glykoprotein beschrieben 

133, 134, 135, 136. In der Tat besitzt das Molekül eine ganze Reihe an Funktionen: Als Adhäsions-

molekül spielt es eine bedeutende Rolle für Zelladhäsions- und Migrationsprozesse und 

beteiligt sich in diesem Sinn auch an der Rekrutierung von Immunzellen 134, 137, 135. Durch 

Interaktion mit dem Komplementsystem greift VTN regulatorisch in Funktionen des angebo-

renen Immunsystems ein 138, 136. Darüber hinaus kann das Glykoprotein weitere 

(Enzym-)Kaskaden modulierend beeinflussen, wie das Gerinnungs- und das Fibrinolyse-

system 136, 135. Nicht zuletzt ist VTN in die Pathogenese vieler Krankheitsbilder involviert 135.  

 

 

2.5.1.1 Vorkommen, molekularer Aufbau und Struktur von VTN 

sowie Bindungsstellen  

 

Humanes glykosyliertes VTN besitzt eine molekulare Masse von 75 bis 78 kDa und besteht 

aus 459 Aminosäureresten 136, 135. Damit stimmt es weitgehend, jedoch nicht vollständig mit 

murinem VTN überein (80 % Homologie) 136. Die Leber stellt den Hauptsyntheseort von VTN 

dar 138, 136. Demzufolge befindet sich der Großteil des Glykoproteins im Blutplasma. Ein 

kleiner Teil (ca. 1 % des Gesamt-VTN) zirkuliert als Bestandteil der α-Granula in Thrombozy-

ten 139, 140, 141, 142, 135. Auch in der extrazellulären Matrix verschiedener Organe, insbesondere 

unter pathologischen Bedingungen, kommt VTN vor 136, 135. Während die VTN-Moleküle im 

Plasma vorwiegend (> 95 %) in monomerer Form als Einzel- oder Doppelkette vorliegen, 
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befindet sich in der extrazellulären Matrix sowie in Thrombozyten hauptsächlich hochmoleku-

lares VTN in Form von VTN-Multimeren 135. Seine vielfältigen Funktionen übt VTN über 

Interaktionen mit den Bindungspartnern aus, welche über verschiedene Strukturdomänen 

des Glykoproteins vermittelt werden (siehe auch Abb. 4). Diese Bindedomänen sind vorwie-

gend an den beiden Molekülenden, dem C- und N-Terminus von VTN, konzentriert 135.  

 

 

Abb. 4: Schematische Darstellung des VTN-Moleküls mit den verschiedenen Strukturdomänen und 

entsprechenden Interaktionspartnern; schwarzer Pfeil: Ort der endogenen Spaltung; P: (mögliche) 

Phosphorylierungsstellen. Abkürzungen: SMB (Somatomedin B-Domäne); RGD (Arginin-Glycin-Asparaginsäure)-

Domäne; PAI-1 (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1); uPAR (Urokinase-Rezeptor); HMWK (hochmolekulares Kininogen); TAT 

(Thrombin-Antithrombin-Komplex); GAG (Glykosaminoglykane); HSPG (Heparansulfat-Proteoglykane) (modifiziert nach 

135, 138). 

 

Die Somatomedin B (SMB)-Domäne am aminoterminalen Ende ist die primäre Andockstelle 

für den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) sowie den Urokinase-Rezeptor (uPAR) 136, 

143, 144, 145, 146, 147, 148. Über die sich anschließende Aminosäuresequenz Arginin-Glycin-

Asparaginsäure (Arg-Gly-Asp), die sogenannte RGD-Domäne, wird die Interaktion mit einer 

Reihe von Integrinen vermittelt 136. Die durch Sulfatierung und Phosphorylierung negativ 

geladene Strukturdomäne des Moleküls ist Teil der Bindestelle für hochmolekulares Kinino-

gen (HMWK) und Thrombin-Serpin-Komplexe 135, 136. Darüber hinaus befinden sich Andock-

stellen für Kollagene am N-Terminus 136. Der Großteil der VTN-Struktur (Aminosäurereste 

132 - 459) enthält analoge Sequenzen zum Glykoprotein Hämopexin 136. Am Carboxy-

Terminus befinden sich Andockstellen für Plasminogen, Heparin und Glykosaminoglykane 
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(GAG), Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) sowie die zweite Bindestelle für PAI-1 und 

Integrine 149, 150, 145, 135. Der Konformationszustand sowie der strukturelle Aufbau (z.B. Multi-

merisierung) von VTN beeinflussen die Interaktion mit den verschiedenen Bindungspartnern 

sowie konsekutiv die daraus resultierenden funktionellen Eigenschaften 135. Wie bereits 

erwähnt liegt VTN im Plasma überwiegend als Einzel- oder Doppelkette vor. Die Doppelkette 

entsteht durch endogene Spaltung eines VTN-Monomers und Verknüpfung der daraus ent-

standenen Proteinketten (65 kDa und 10 - 12 kDa) über eine Disulfidbrücke (Cys 274 – Cys 

453) 135, 136. Das native, sogenannte Plasma-VTN, besitzt eine geringere Interaktionsbereit-

schaft mit einigen Bindungspartnern und wird deshalb als eine Art Vorläufermolekül betrach-

tet 135. Das hochmolekulare VTN entsteht durch Konformationsänderung und damit einher-

gehender Multimerisierung der Moleküle und kommt dagegen hauptsächlich in Thrombozy-

ten sowie in der extrazellulären Matrix (EZM) vor 151, 140, 152, 139. Eine Konformationsände-

rung/Multimerisierung von VTN kann induziert werden durch Bindung einiger Liganden, wie 

PAI-1, Heparin oder des Thrombin-Antithrombin-Komplexes 153, 154, 155, sowie durch Kontakt 

mit Oberflächen, wie Fibrin und Strukturen der EZM, etwa im Rahmen diverser Arten von 

Gewebeschädigungen 135, 156, 157. Dieses VTN besitzt eine veränderte, denaturierte Konfor-

mation, in der vorher verborgene Epitope, wie beispielsweise die Heparin-Bindestelle, expo-

niert werden 135. Aus diesem Grund unterscheidet sich hochmolekulares VTN auch funktio-

nell vom Plasma-VTN. VTN-Multimere werden von einigen Interaktionspartnern, unter ande-

rem von PAI-1, uPAR, Integrinen, Kollagenen, Heparin und GAG, bevorzugt gebunden 136, 138, 

158, 159, 153, 135, 137, 160, 153, 142, 161, 162, 163, 164, 165. 
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2.5.1.2 Funktionelle Bedeutung von VTN durch Interaktion mit 

seinen Bindungspartnern  

 

Wie bereits erwähnt kann VTN eine Vielzahl an Funktionen ausüben. Durch Interaktion mit 

Integrinen auf der Oberfläche von Thrombozyten, Leukozyten, Endothelzellen aber auch 

Tumorzellen ist VTN an der Ausbildung von Zellkontakten sowie an Migrationsprozessen, 

unter anderem von Leukozyten, beteiligt 135, 136, 137, 166. In diesem Zusammenhang wurde eine 

Reihe von Integrinen als Bindungspartner von VTN beschrieben, zu denen die αvß3-, αvß5-, 

αvß6-, αvß8-, αIIbß3- (GPIIb/IIIa), αMß2- (Mac-1) und α8ß1-Integrine zählen 167, 168, 169, 170, 171, 172, 

173, 152, 135, 174, 137, 136, 138. Die Bindung des αvß3-Integrins, des sogenannten VTN-Rezeptors, 

kann neben der RGD-Domäne auch über die Heparin-bindende Domäne von VTN vermittelt 

werden 135, 175. Die Interaktion mit dem αMß2-Integrin (Mac-1), das vorwiegend auf neutrophi-

len Granulozyten exprimiert wird und an deren Adhäsion und Extravasation mitwirkt, ist 

unabhängig von der RGD-Sequenz 135, 137. Durch Interaktion mit weiteren Bindungspartnern 

kann VTN an mehreren Stellen modulierend in das fibrinolytische System eingreifen und 

gleichzeitig die nicht-fibrinolytischen Eigenschaften (z.B. perizelluläre Proteolyse, Zelladhä-

sion) derselben Faktoren beeinflussen. In diesem Zusammenhang sind die Interaktionen von 

VTN mit Plasminogen, PAI-1 und uPAR von Bedeutung 144, 135, 176, 177. In Verbindung mit 

uPAR ist VTN ebenfalls in Zellmigrations- und Signaltransduktionsprozesse involviert 178, 135. 

Bedeutung für die Zellmigration besitzt diese Interaktion vor allem durch die Fähigkeit zur 

Ausbildung zellulärer Kontakte, also der Adhäsion von Zellen an Oberflächen 135, 135, 178, 179. 

Andererseits führt die Bindung von (gelösten) VTN-Multimeren an endothelial präsentierten 

uPAR zur Aufnahme von VTN in die Zelle (Internalisierung) 135, 148. Im Gegensatz dazu wer-

den PAI-1 in Verbindung mit VTN meist antiadhäsive Eigenschaften zugeschrieben. Dies 

beruht darauf, dass der Inhibitor mit uPAR und Integrinen (durch die enge Nachbarschaft der 

Somatomedin B- zur RGD-Domäne) um die Bindestellen im VTN-Molekül konkurriert bzw. 

die anderen Liganden verdrängt 135, 180, 181. In diesem Sinn herrscht in der Literatur die weit-
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verbreitete Meinung, dass PAI-1 in Verbindung mit VTN die Ablösung von adhärenten Zellen 

vermittelt 147, 180, 181, 135. Zellmigrationsprozesse können demnach durch ein komplexes Zu-

sammenspiel von VTN mit uPAR (Zelladhäsion) sowie PAI-1 (Zellablösung) entstehen 147, 180, 

181, 135. Die aktive Form von PAI-1 ist darüber hinaus in der Lage, die Aktivität der beiden 

Plasminogen-Aktivatoren tissue-type plasminogen activator (tPA) und urokinase-type plas-

minogen activator (uPA) zu inhibieren. Eine der Hauptaufgaben von VTN besteht darin, die 

aktive Form von PAI-1 zu stabilisieren und somit seine äußerst kurze Halbwertszeit von nur 

wenigen Minuten zu verlängern. Auf diese Weise können PAI-1 und VTN eine überschie-

ßende Fibrinolyse verhindern bzw. den proteolytischen Abbau der extrazellulären Matrix 

steuern 136, 182, 183, 135. Die beschriebenen Mechanismen scheinen insbesondere für Wundhei-

lung und Geweberegeneration bedeutend zu sein 135, 181. Im Rahmen der primären (zellulä-

ren) Hämostase wird VTN aus den α-Granula der aktivierten Thrombozyten ausgeschüttet 

140, 135, 181. Diese VTN-Multimere (nicht jedoch VTN-Monomere aus dem Plasma) werden 

wiederum auf der Oberfläche der Thrombozyten gebunden und sind sowohl direkt - über 

Interaktion mit Fibrin und αIIbß3-Integrine auf Thrombozyten - als auch indirekt - über die 

Stabilisierung von PAI-1 - an der Bildung und Festigung von Blutgerinnseln beteiligt 135. 

Einfluss auf das Gerinnungssystem übt VTN weiterhin durch Interaktion mit Heparin und dem 

Thrombin-Antithrombin-Komplex aus 136, 135. Die Funktion von Heparin, nämlich die etwa 

1000-fache Wirkungsverstärkung der Antithrombin-vermittelten Hemmung von Gerinnungs-

faktoren, wird durch die Interaktion mit VTN aufgehoben 136, 135. Insgesamt besitzt hochmole-

kulares VTN somit prokoagulatorische Eigenschaften 135. In Verbindung mit anderen Mitglie-

dern der Serpine (z.B. PAI-2, PAI-4) und Wachstumsfaktoren (z.B. insulin-like growth 

factor-2 (IGF-2), transforming growth factor-ß1 (TGF-ß1)) greift VTN ebenfalls in Mechanis-

men der Wundheilung/Geweberegeneration ein und steuert in diesem Zusammenhang die 

Zellproliferation, Zelladhäsion und -migration 135. Darüber hinaus besitzt das Glykoprotein 

weitere Interaktionspartner, unter anderem Kollagene, Komplementfaktoren, hochmolekula-

res Kininogen, und zeigt somit eine breite Palette an zusätzlichen Funktionen 135. Als letztes 
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Beispiel soll die Anlagerung von VTN an den C5b-C7-Komplex des Komplementsystems 

genannt werden, wodurch die Lyse von Zielzellen des Membranangriffskomplexes verhindert 

werden kann 166, 138, 136. Neben der Unterstützung der Leukozytenrekrutierung greift VTN 

somit auch auf diese Weise in Funktionen des angeborenen Immunsystems ein.  

 

 

2.5.2 VTN im Kontext verschiedener Krankheitsbilder 

 

Im Plasma liegt VTN in einer Konzentration von 200 - 400 μg/ml vor und macht 0,2 - 0,5 % 

der gesamten Plasmaproteine aus 184, 185, 186, 187, 138. Die Leber stellt den Hauptsyntheseort 

von VTN dar. Bei Patienten mit schwerem Leberversagen wurden verminderte Plasma-

Spiegel beobachtet, wobei die Schwere der Erkrankung negativ mit dem VTN-Spiegel korre-

lierte 187, 188, 189. Erhöhte Plasma-Spiegel von VTN wurden hingegen bei Patienten nach 

orthopädischen Operationen und bei Nagetieren im Rahmen akuter systemischer Entzün-

dungsreaktionen festgestellt 190, 191, 138. Mithilfe von In-vivo-Experimenten in der Maus und 

Ratte konnte nach Induktion einer systemischen Entzündung (z.B. durch intraperitoneale 

Endotoxininjektion) eine Zunahme der VTN-mRNA-Konzentration in der Leber detektiert 

werden, nicht jedoch in anderen Geweben 191, 190. Diese Beobachtungen geben Hinweise 

darauf, dass die Synthese von VTN in der Leber ähnlich den Akute-Phase-Proteinen entzün-

dungsabhängig gesteigert wird 138, 191. Neben den genannten Lokalisationen (Plasma, 

Thrombozyten, EZM) kommt VTN in diversen Körperflüssigkeiten, wie in der Samenflüssig-

keit, im Urin, Fruchtwasser, Liquor, sowie in der bronchoalveolären Lavage (BAL) vor 185, 192, 

193, 194, 135, 195. Bei Patienten mit interstitiellen Lungenerkrankungen, wie z.B. Sarkoidose und 

Lungenfibrose, konnte eine fast 10-fach erhöhte VTN-Konzentration in der BAL detektiert 

werden 192, 193, 194.  
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Unter normalen Bedingungen liegt VTN in einigen Geweben des Menschen (z.B. EZM der 

Haut, Knochen, Retina, Gefäßwand) in geringer Konzentration vor 196, 197, 198, 138, 199, 135, 200. 

Unter pathologischen Zuständen kann die VTN-Konzentration im Gewebe jedoch deutlich 

ansteigen. Atherosklerotische Plaques, akuter Myokard- und Niereninfarkt stellen Beispiele 

für Lokalisationen bzw. Situationen vermehrter VTN-Ablagerungen dar 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 

195, 135. Häufig werden verstärkte VTN-Ablagerungen in fibrosierten, sklerosierten und nekroti-

schen Gewebeveränderungen nachgewiesen 138, 135, wie beispielsweise bei Erkrankungen 

der Leber und Gallenwege (chronische Virushepatitis, Leberzirrhose, fokale Leberzellnekro-

se, primär sklerosierende Cholangitis), bei degenerativen Erkrankungen der Haut, des 

zentralen Nervensystems (z.B. Alzheimer-Krankheit) und der Retina (z.B. altersbedingte 

Makuladegeneration) 208, 138, 209, 189, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 195, 135. Das Glykoprotein VTN kann 

dabei als eine Art Marker für Gewebeschädigung/-regeneration angesehen werden 135, 138. 

Die Bedeutung bzw. Funktion von VTN in der Pathogenese dieser Krankheitsbilder ist noch 

nicht im Detail aufgeschlüsselt, eine Einflussnahme auf die provisorische Wundheilung und 

Geweberegeneration wird jedoch angenommen 135. In diesem Sinn wäre es vorstellbar, dass 

VTN als Transportmittel für andere Moleküle fungiert, die für die Wundheilung benötigt wer-

den 138. Die Rekrutierung von PAI-1 in das geschädigte Gewebe könnte beispielsweise einer 

überschießenden Fibrinolyse entgegenwirken 138. Andererseits gehen langfristig erhöhte 

VTN-Konzentrationen jedoch mit chronischen Gewebeschädigungen und vermehrter Fibrose 

einher 217, 209. 

In Verbindung mit einigen Interaktionspartnern (z.B. uPAR, Integrine) scheint VTN ferner 

Bedeutung für die Progression und Metastasierung bösartiger Tumoren sowie deren Angio-

genese zu haben 135. Eine Reihe von Malignomen, darunter gynäkologische Tumoren wie 

Zervix- oder Ovarialkarzinom, besitzt darüber hinaus die Fähigkeit, VTN zu synthetisieren 135, 

138, 218, 219. Ein Zusammenhang zwischen VTN und der Malignität und Prognose dieser 

Tumorentitäten wird vermutet 138, 136. In Hinblick auf die genannten Krankheiten und Tumoren 
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könnten detailliertere Erkenntnisse über die Funktion und Regulation des Glykoproteins VTN 

der Entwicklung spezifischer Therapieansätze dienen. 

 

 

2.5.3 Der Stellenwert von VTN in der Pathogenese des IRS 

 

Die Rolle von VTN für die Pathogenese des IRS im Allgemeinen ist bisher nur unzureichend 

erforscht. Wie bereits im vorangehenden Kapitel erwähnt, können bei vaskulären Erkrankun-

gen, wie nach akutem Myokard- und Niereninfarkt, vermehrt VTN-Ablagerungen im entspre-

chenden Gewebe detektiert werden 204, 203, 135. Es wird vermutet, dass VTN dabei durch 

Rezeptor-vermittelte Transportmechanismen (z.B. Endo- und Transzytose) in das extravas-

kuläre Gewebe gelangt 135, 195. Des Weiteren konnten bei Patienten mit koronarer Herzer-

krankung (KHK) erhöhte Plasma-VTN-Spiegel festgestellt werden, wobei die Höhe der 

VTN-Konzentration mit der Schwere der Erkrankung korrelierte 220. In einer Studie zur 

prognostischen Relevanz des VTN-Spiegels nach stattgehabtem akuten Myokardinfarkt 

wurden im Serum von Patienten mit non-ST-elevation myocardial infarction (NSTEMI) 

sechs Stunden nach Beginn der Thoraxschmerzen ebenso deutlich erhöhte Durchschnitts-

werte von VTN im Vergleich zu einer Kontrollgruppe detektiert. Der durchschnittliche 

VTN-Wert bei Patienten mit ST-elevation myocardial infarction (STEMI) war dabei noch 

höher als in der NSTEMI-Gruppe 221. In derselben Studie konnten allein anhand der Höhe 

der VTN-Spiegel wiederholte kardiovaskuläre Ereignisse im Verlauf der ersten sechs Monate 

nach stattgehabtem Infarkt prognostiziert werden. Die VTN-Werte der NSTEMI-Gruppe 

korrelierten darüber hinaus mit dem Gensini-Score (Score zur Erfassung des Schweregrades 

der KHK) 221. In dieser Hinsicht könnte VTN in Zukunft möglicherweise als eine Art Progno-

sefaktor bei Patienten mit KHK und akutem Koronarsyndrom, wie Myokardinfarkt, herange-

zogen werden, wobei ein hoher VTN-Spiegel einen ungünstigen kardiovaskulären Verlauf 
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vermuten lässt 221, 222. In einer weiteren Studie wurde die Auswirkung der sogenannten 

ischämischen Konditionierung auf die Konzentration verschiedener Plasmaproteine unter-

sucht 223. Die ischämische Konditionierung bezeichnet die mehrmalige, einige Minuten an-

dauernde Unterbindung des Blutflusses (z.B. durch eine Blutdruckmanschette) mit anschlie-

ßender Reperfusion, wodurch das Ausmaß des IRS im Falle eines nachfolgenden tatsächli-

chen prolongierten Gefäßverschlusses (z.B. akuter Myokardinfarkt) durch Aktivierung kör-

pereigener Schutzmechanismen begrenzt werden kann 224. An einer Gruppe freiwilliger 

Personen wurde eine Abnahme der Serumspiegel von VTN und des Komplementproteins C3 

nach ischämischer Konditionierung des Oberarms beobachtet 223. In diesem Zusammenhang 

ist es denkbar, dass ein erniedrigter VTN-Wert wesentlich zum protektiven Effekt der ischä-

mischen Konditionierung beiträgt und auf diese Weise den nachfolgenden IRS begrenzt 223. 

Eine andere Studie, die das myokardiale Remodeling nach Herzinfarkt in VTN⁻/⁻-Mäusen 

sowie Wildtyp (WT)-Mäusen untersuchte, zeigte 28 Tage nach Induktion eines Myokardin-

farktes des Ramus interventricularis anterior (RIVA) positive Auswirkungen einer 

VTN-Defizienz hinsichtlich der sich anschließenden Wundheilung. Dies äußerte sich in ei-

nem verminderten kardialen Remodeling mit reduzierter Kollagen- bzw. Narbenbildung, einer 

verbesserten Geweberegeneration sowie einer verbesserten linksventrikulären Pumpfunktion 

in VTN-defizienten Mäusen 217. Die zugrundeliegenden Mechanismen der negativen 

kardiovaskulären Auswirkung erhöhter VTN-Spiegel bzw. der mögliche protektive Effekt 

erniedrigter VTN-Spiegel sind bislang nicht erforscht. Ebenfalls ist die Bedeutung von VTN 

für die Rekrutierung von Leukozyten im Kontext des IRS bislang unzureichend geklärt. In 

einer neueren Studie wurden erhöhte VTN-Konzentrationen im Gewebe mit einer verstärkten 

Chemotaxis und Akkumulation von neutrophilen Granulozyten in Verbindung gebracht 225. 

Eine andere Studie berichtet von einer im Vergleich zu VTN-defizienten Mäusen signifikant 

vermehrten Infiltration von Makrophagen in das ischämisch geschädigte Gewebe von 

WT-Tieren sieben Tage nach Ligation der Femoralarterie 133. Dieselbe Studie gibt konkrete 

Hinweise für eine durch VTN induzierte Steigerung der vaskulären Permeabilität unter 
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ischämischen Bedingungen. In vitro konnte der zugrundeliegende Mechanismus auf die 

durch Bindung von multimerem VTN an αvß3-Integrin vermittelte Internalisierung von en-

dothelialem VE-Cadherin zurückgeführt werden. Auf diese Weise werden interendotheliale 

Zellkontakte geöffnet und somit die Endothelschicht nicht nur für Plasma, sondern vermutlich 

auch für Immunzellen, durchlässiger gemacht 133. Diese Beobachtung scheint im Wider-

spruch zu einer anderen Studie zu stehen, die unter physiologischen Bedingungen eine 

Stabilisierung der endothelialen Barrierefunktion von Venolen durch Interaktion von VTN mit 

Integrinen nachwies 226. Ein möglicher Erklärungsansatz für die gegensätzlichen Beobach-

tungen könnte in der Berücksichtigung des Konformationszustandes bzw. der Multimerisie-

rung von VTN im Rahmen pathologischer Zustände, wie Gewebeschädigungen, liegen 133. In 

diesem Zusammenhang löste in den genannten In-vitro-Untersuchungen nur multimeres, 

nicht jedoch monomeres VTN eine Redistribution bzw. Internalisierung von VE-Cadherin aus 

133. Da es Hinweise gibt, dass die Ischämie selbst eine Multimerisierung von VTN in der 

betroffenen Muskulatur induziert, könnte damit die VTN-vermittelte Permeabilitätssteigerung 

nach Ischämie erklärt werden 133. Die vermehrte Expression von VTN im ischämischen Ge-

webe wird hingegen sowohl auf eine gesteigerte lokale Produktion als auch auf eine ver-

stärkte Extravasation von VTN zurückgeführt 133. Darüber hinaus wird ein Zusammenhang 

zwischen den VTN-Ablagerungen und der gesteigerten Angiogenese in Folge eines ischämi-

schen Schadens vermutet 133. Ein detaillierteres Verständnis der Bedeutung und Funktion 

von VTN in Bezug auf die genannten Punkte könnte entscheidend dazu beitragen, gezielte 

Therapieansätze zur Reduktion der Gewebeschädigung nach I/R zu entwickeln. Insbesonde-

re in Hinblick auf die Schlüsselfunktion der neutrophilen Granulozyten und Monozyten in der 

Genese des IRS wäre es nicht nur von wissenschaftlichem Interesse, sondern vor allem von 

klinischer Bedeutung, sich eine mögliche Einflussnahme von VTN auf die Leukozytenrekru-

tierung bei I/R therapeutisch zu Nutze machen zu können. Da die Fragestellung nach einer 

derartigen Einflussnahme in Studien bisher unzulänglich untersucht wurde, haben wir darauf 

basierend unsere Arbeitshypothese formuliert.  
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3 Zielsetzung 

 

Folgende Zielsetzung wurde für die vorliegende Dissertationsarbeit definiert:  

 

Untersuchung der Bedeutung des Glykoproteins Vitronektin für die Extravasation von 

neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen/klassischen Monozyten nach 

Ischämie-Reperfusion und Identifizierung der zugrundeliegenden Mechanismen  
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4 Material und Methoden 

 

4.1 Utensilien 

 

Versuchstiere: 

männliche WT-Mäuse der Linie C57BL/6N  Charles River, Sulzfeld, Deutschland 

männliche heterozygote (VTN+/-) und homozygote (VTN⁻/⁻)  The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA 
VTN-defiziente Mäuse 

 

Geräte: 

Operationsmikroskop (5- bis 42-fache Vergrößerung) Leitz, Wetzlar, Deutschland 

AxioTech-Vario 100 Mikroskop mit:    Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland 

- Colibri LED Lichtquelle     Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland 

- Filterblock 62HE, ausgestattet mit dichroitischen Filtern und  Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland     
Emissionsfiltern [TFT 495 + 610 (HE); TBP 527 + LP615 (HE)]   

- Wasserimmersionsobjektiv (20-fache Vergrößerung; 0,5 NA) Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland 

- AxioCam Hsm      Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland 

Zellzählgerät (Coulter® AC-T-Serie) Coulter Corporation, Miami, FL, USA 

Durchflusszytometer (Gallios)    Beckman Coulter Inc, Brea, CA, USA 

Wärmeschrank      WTC Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (Leica SP5) mit  Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Öl-Immersions-Linse (Leica; 63x; NA 1,4)  

    

Reagenzien und Lösungen: 

Isofluran       Forene®; Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland 

Ketamin       Ketavet; Pfizer, Berlin, Deutschland 

Xylazin        Rompun 2 %; Bayer, Leverkusen, Deutschland 
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Antikörper (AK): 

AK für durchflusszytometrische Analysen: 

 monoklonaler anti-CD45 APC-Cy7 AK  Klon 30-F7; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

 monoklonaler anti-CD11b FITC AK   Klon M1/70; eBioscience, San Diego, CA, USA 

 monoklonaler anti-Gr-1 PE AK   Klon RB6-5C8; eBioscience, San Diego, CA, USA 

 monoklonaler anti-CD115 APC AK   Klon AFS98; eBioscience, San Diego, CA, USA 

monoklonaler anti-F4/80 eFluor® 450 AK  Klon BM8; eBioscience, San Diego, CA, USA 

monoklonaler anti-CD11a PE-Cy7 AK  Klon M17/4; eBioscience, San Diego, CA, USA 

monoklonaler anti-CD49d FITC AK   Klon R1-2; eBioscience, San Diego, CA, USA 

monoklonaler anti-IgG Fc PE AK  Maus anti-Mensch; Klon JDC-10; SouthernBiotech, 
Birmingham, USA 

monoklonaler anti-Gr-1 Alexa Fluor® 700 AK Klon RB6-8C5; eBioscience, San Diego, CA, USA 

Fluoreszenzmarkierte AK zur Visualisierung der neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten in der 
Intravitalmikroskopie: 

monoklonaler anti-Ly6G PE AK Klon 1A8; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

monoklonaler anti-GPIbß DyLight 649 AK  Klon anti-GPIbbeta derivative; Emfret Analytics 
GmbH & Co. KG, Eibelstadt, Deutschland 

AK zur Immunfärbung:  

Primäre AK: 

anti-Vitronektin AK Kaninchen anti-Maus; Klon EP873Y (ab45139); 
Abcam®, Cambridge, MA, USA oder: 

 Ratte anti-Maus; Klon 347317; R&D Systems, 
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

anti-PAI-1 AK Kaninchen anti-Maus; PAI-1 (H-135): sc-8979;  
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA 

anti-PECAM-1/CD31 Alexa Fluor® 647 AK Ratte anti-Maus; Klon 390; Invitrogen, Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA 

anti-Ly6G Alexa Fluor® 647 AK Ratte anti-Maus; Klon RB6-8C5; Invitrogen, 
Molecular Probes, Eugene, OR, USA 

Sekundäre AK: 

anti-IgG Alexa Fluor® 488 AK Ziege anti-Ratte; Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific, Rockford, IL, USA 

anti-IgG Alexa Fluor® 555 AK Esel anti-Kaninchen; Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific, Rockford, IL, USA  
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anti-IgG Alexa Fluor® 633 AK Ziege anti-Kaninchen; Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific, Rockford, IL, USA 

Neutral-gepufferte Formaldehydlösung 4 %    Microcos GmbH, Garching, Deutschland 

Triton X-100       Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Ziegenserum       Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

PermaFluor      Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA 

Rekombinantes murines CCL2    R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

Rekombinantes murines CXCL1    R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

Vitronektin Natural Mouse Vitronectin protein (ab92727); 
Abcam®, Cambridge, MA, USA 

RAP Human RAP Low Endotoxin; Loxo GmbH, 
Dossenheim, Deutschland 

PAI-1 Mouse PAI-1 (wild type active form); Loxo GmbH, 
Dossenheim, Deutschland 

uPA Active mouse urokinase, HMW; Molecular 
Innovations, Novi, MI, USA  

ICAM-1       R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

VCAM-1       R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland  

MAP-Kinase-Inhibitoren: 

SP600125 (JNK-Inhibitor)    Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

SB203580 (p38-Inhibitor)    Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

FR180204 (ERK1/2-Inhibitor)    Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO)     Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

FITC-Dextran (150 kDa)     Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Heparin  Heparin-Natrium-25000-ratiopharm; Ratiopharm, 
Ulm, Deutschland   

BD FACS Lysing Solution     BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA 

Hank‘s balanced salt solution (HBSS)   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat)   Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Apotheke Klinikum der Universität München, 
München, Deutschland 

Kochsalzlösung (NaCl)     Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland 
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Albumin       Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Alkoholisches Schnell-Desinfektionsmittel (Bacillol®)  BODE Chemie, Hamburg, Deutschland 

 

Materialien: 

Kanüle 30 G      Sterican; B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Kanüle 20 G BD Microlance 3; Becton Dickinson, Franklin 
Lakes, NJ, USA 

5 ml Spritzen      BD Discardit™ II, Heidelberg, Deutschland 

1 ml Spritzen      B.Braun Injekt®-F, Hessen, Deutschland 

Falcon-Tube  BD Falcon Tube; BD Biosciences, Franklin Lakes, 
NJ, USA 

Polypropylenkatheter (ø 0,28 mm)    Portex, Lythe, Großbritannien 

Gefäßklemme       Martin, Tuttlingen, Deutschland 

Fluoreszierende Mikrosphären (Ø 0,96 µm)   Molecular Probes, Leiden, Niederlande 

Deckplättchen (18 mm x 18 mm) Menzel-Gläser; Thermo Fisher Scientific, 
Braunschweig, Deutschland 

Objektträger SuperFrost® Plus; Menzel Gläser; Thermo Fisher 
Scientific, Braunschweig, Deutschland 

 

Software:  

AxioVision 4.6      Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland 

ImageJ        National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA 

MS Excel 2010      Microsoft, Washington, D.C., USA 

SigmaPlot 12.0      Systat Software Inc, San Jose, CA, USA 

FlowJow V10      Data Analysis Software, Ashland, OR, USA 
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4.2 Vorbemerkung 

 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden im Zeitraum von 2013 bis 2015 mit 

Genehmigung der Regierung von Oberbayern (AZ 55.2-1-54-2531.84/09 und 55.2-1-54-

2532-115-12) im Walter-Brendel-Zentrum für Experimentelle Medizin der LMU München 

durchgeführt.  

 

 

4.3 Versuchstiere 

 

Zur Durchführung der folgenden Versuche wurden Mäuse verschiedener Zuchtlinien ver-

wendet: Männliche WT-Mäuse der Linie C57BL/6N (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) 

dienten als Versuchstiere für die Analyse der Expression von VTN auf den Endothelzellen 

von postkapillären Venolen sowie der Expression von VTN und PAI-1 auf neutrophilen Gra-

nulozyten. Dieselben Tiere wurden verwendet um das Bindungspotential von leukozytären 

ß2-Integrinen zu ihrem Liganden ICAM-1 unter dem Einfluss verschiedener Moleküle (VTN, 

PAI-1, uPA, VTN + PAI-1, VTN + uPA, receptor- bzw. LRP1-associated protein (RAP, 

LRPAP1), mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)-Inhibitoren) zu untersuchen.  

Zur Untersuchung der Bedeutung von VTN für die Leukozytenrekrutierung im Peritonitismo-

dell wurden männliche WT C57BL/6N-Mäuse sowie männliche heterozygote (VTN+/-) und 

homozygote (VTN⁻/⁻) VTN-defiziente Mäuse (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, 

USA) verwendet. Die Rolle von VTN für die einzelnen Schritte der Leukozytenextravasation 

nach I/R sowie für die Interaktion zwischen adhärenten neutrophilen Granulozyten und 

Thrombozyten nach I/R wurde anhand von männlichen WT C57BL/6N-Mäusen sowie männ-

lichen VTN⁻/⁻-Mäusen analysiert.  
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Die Bedeutung von CCL2 und MAP-Kinasen für die Rekrutierung von Leukozyten myeloiden 

Ursprungs wurde im Peritonitismodell von WT C57BL/6N-Mäusen untersucht. Ebenso dien-

ten diese Tiere der Untersuchung des Einflusses von CCL2 auf die Bindungsaffinität von 

leukozytären Integrinen zu ihren Liganden ICAM-1 und VCAM-1.  

Bei Versuchsdurchführung waren die Tiere acht bis zwölf Wochen alt und 20 bis 30 g 

schwer. Die Versuchstiere wurden in der Tierhaltung des Walter-Brendel-Zentrums für Expe-

rimentelle Medizin der LMU München in Makrolon-Käfigen zu je drei Tieren gehalten. Neben 

der Berücksichtigung des Tag-Nacht-Rhythmus wurde den Tieren der freie Zugang zu Was-

ser und Standardfutter (ssniff Spezialdiäten, Soest, Deutschland) ermöglicht. Ferner wurde 

versucht, Stressfaktoren möglichst zu vermeiden.  

 

 

4.4 Narkose 

 

Im Vorfeld jeglicher Versuchsdurchführungen wurden die Tiere narkotisiert. Zu Beginn wurde 

eine Kurznarkose mittels eines Gasgemisches aus Distickstoffmonoxid / Lachgas (N2O) und 

Isofluran (5,0 Vol.-%; Forene®, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) bei einer inspirato-

rischen Sauerstofffraktion von 0,35 eingeleitet. Im Anschluss daran wurde die Narkose durch 

intraperitoneale (i.p.) Injektion einer Mischung aus Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht (KG); 

Ketavet, Pfizer, Berlin, Deutschland), Xylazin (10 mg/kg KG; Rompun 2 %, Bayer, Lever-

kusen, Deutschland) und Kochsalzlösung im Verhältnis von 2,5 : 0,5 : 7 aufrechterhalten und 

diese Mischung während der Versuchsdurchführung bei Bedarf wiederholt injiziert. Wärme-

platten und Wärmestrahler dienten der Konstanthaltung der Körpertemperatur des Tieres 

über die Versuchsdauer. 

Für die Experimente im Peritonitismodell wurde allein die Inhalationsnarkose mittels N2O und 

Isofluran (siehe oben) in Form einer Kurznarkose angewandt.  
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4.5 In-vivo-Experimente 

 

4.5.1 Peritonitismodell 

 

4.5.1.1 Versuchsdurchführung 

 

Der Einfluss von VTN auf die Extravasation von unterschiedlichen Leukozytensubpopulatio-

nen wurde im Peritonitis-Modell untersucht (vgl. Abb. 5). Die Versuche wurden in WT-Tieren 

sowie in heterozygoten und homozygoten VTN-defizienten Mäusen durchgeführt. Dabei 

wurden die Chemokine growth related oncogene-α (CXCL1, GROα) oder CCL2 als 

inflammatorischer Stimulus bzw. phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) i.p. appliziert (vgl. 

Kapitel 4.5.1.3).  

 

 

Abb. 5: Versuchsprotokoll zur Untersuchung des Einflusses von VTN auf die Rekrutierung unter-

schiedlicher Leukozytensubpopulationen im Peritonitismodell. 

 

 

Das Peritonitismodell wurde ebenso zur Untersuchung des Einflusses von mitogenaktivierten 

Proteinkinasen (MAP-Kinasen) auf die CCL2-vermittelte Rekrutierung von Leukozyten 

myeloiden Ursprungs verwendet (vgl. Abb. 6). Dabei wurden die MAP-Kinasen p38, c-Jun 

N-terminale Kinase (JNK) und extracellular-signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2) durch 

intravenöse (i.v.) Applikation der entsprechenden MAP-Kinase-Inhibitoren (SB203580, 

CXCL1 bzw. 

CCL2 i.p.  

3 h ca. 1 h 

Peritoneallavage 
durchflusszytometrische 

Probenanalyse 

Vorbereitung der 

Proben, 
Bestimmung der 

Leukozytenzahl 
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SP600125 bzw. FR180204) blockiert bzw. nur das Vehikel in Form eines Gemisches aus 

Dimethylsulfoxid (DMSO) und Natriumchlorid (NaCl) i.v. injiziert (vgl. Kapitel 4.5.1.2). 

10 Minuten später wurde das Chemokin CCL2 als inflammatorischer Stimulus bzw. NaCl + 

0,001 % Albumin i.p. appliziert (vgl. Kapitel 4.5.1.3).  

 

Abb. 6: Versuchsprotokoll zur Untersuchung des Einflusses von MAP-Kinasen auf die Rekrutierung 

der Leukozytensubpopulationen im Peritonitismodell. 

 

 

In der Zeit zwischen Applikation des inflammatorischen Stimulus und Durchführung der 

Peritoneallavage wurden die Versuchstiere jeweils in Einzelkäfigen gehalten und hatten 

freien Zugang zu Wasser und Standardfutter (ssniff Spezialdiäten).  

Nach drei bzw. sechs Stunden Stimulationszeit wurde das Versuchstier nach Einleitung einer 

Kurznarkose (vgl. Kapitel 4.4) durch Genickbruch getötet, auf einer Plattform fixiert und 

desinfiziert. Zur Durchführung der Peritoneallavage wurden zunächst 10 ml eiskaltes PBS 

mittels einer dünnen Kanüle (30 G; 100 Sterican; B. Braun, Melsungen, Deutschland) in die 

Peritonealhöhle injiziert. Die injizierte Flüssigkeit wurde samt den Leukozyten, die in die 

Peritonealhöhle eingewandert waren, durch eine Butterfly-Kanüle in ein Falcon-Tube (15 ml; 

BD Falcon Tube; BD Biosciences) geleitet. Sodann wurde 5 ml eiskaltes PBS in die Peri-

tonealhöhle nachgespült und erneut abgelassen. Anschließend wurde die aufgefangene 

Flüssigkeit (15 ml) bei 25 °C für 5 Minuten zentrifugiert, der Überstand entfernt und der 

Rückstand mit den Leukozyten auf 500 μl mit PBS aufgefüllt. Durch Bestimmung der Leuko-

zytenzahl in 50 μl dieser Suspension konnte auf die Gesamtzahl sowie die Konzentration der 

Leukozyten in der Peritoneallavage zurückgerechnet werden (vgl. Kapitel 4.6.1). In weiteren 

MAPK-Inh. i.v.  

6 h ca. 1 h 

Peritoneallavage 
durchflusszytometrische 

Probenanalyse 

Vorbereitung 

der Proben, 
Bestimmung der 

Leukozytenzahl CCL2 i.p.  

10 min 
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100 μl der Zellsuspension wurden die Leukozytensubpopulationen mittels Durchflusszyto-

metrie (vgl. Kapitel 4.6.2.1) differenziert. 

 

 

4.5.1.2 Intravenöse Applikation von Reagenzien 

 

Zur Blockade der MAP-Kinasen p38, JNK und ERK1/2 wurden die entsprechenden 

MAP-Kinase-Inhibitoren, SB203580 (0,1 mg gelöst in 50 μl DMSO und 150 μl NaCl), 

SP600125 (0,5 mg gelöst in 50 μl DMSO und 150 μl NaCl), FR180204 (0,5 mg gelöst in 

50 μl DMSO und 150 μl NaCl), i.v. in eine Schwanzvene injiziert. Hierfür wurde eine Kurznar-

kose wie in Kapitel 4.4 beschrieben durchgeführt. Nach Fixierung des Versuchstieres auf 

einer beheizbaren Metallplatte wurde der Schwanz desinfiziert. Mittels einer 30 G-Nadel 

(Sterican; B. Braun, Melsungen, Deutschland) und eines Polypropylenkatheters (Innen-

durchmesser 0,28 mm; Portex, Lythe, Großbritannien) wurde eine Schwanzvene punktiert, 

die MAP-Kinase-Inhibitoren bzw. nur das Vehikel in Form eines Gemisches aus 50 μl DMSO 

+ 150 μl NaCl darüber injiziert und anschließend der Katheter wieder entfernt.  

 

 

4.5.1.3 Induktion einer Peritonitis durch intraperitoneale Injektion 

von Chemokinen 

 

Eine Peritonitis wurde durch i.p.-Applikation der Chemokine CCL2 (0,45 μg gelöst in 600 μl 

PBS) oder CXCL1 (0,45 μg gelöst in 600 μl PBS) als inflammatorischer Stimulus induziert. 

Vor Induktion einer Peritonitis wurde eine Kurznarkose nach Kapitel 4.4 eingeleitet und das 

Tier anschließend auf einer beheizbaren Metallplatte fixiert. Zur Injektion wurde eine dünne 
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Kanüle (30 G; B. Braun) verwendet. Bis zur Durchführung der Peritoneallavage verweilten 

die Tiere in Einzelkäfigen mit freiem Zugang zu Wasser und Standardfutter. 

 

 

4.5.1.4 Versuchsgruppen 

 

Zur Untersuchung des Einflusses von VTN auf die Leukozytenrekrutierung im Peritonitismo-

dell wurden die Versuchstiere gemäß Zufallsprinzip verschiedenen Gruppen zugeteilt: Es 

wurden zwei Versuchsreihen gestartet, um die Leukozytenextravasation sowohl unter 

CXCL1-Stimulation als auch unter CCL2-Stimulation zu untersuchen. Dabei erhielten jeweils 

WT-Tiere sowie heterozygote und homozygote VTN-defiziente Mäuse eine i.p.-Applikation 

eines Stimulus (murines rekombinantes CCL2 oder CXCL1) oder eines Kontrollagens (PBS, 

unstimuliert) (jeweils n=4).  

 

Zur Untersuchung des Einflusses von MAP-Kinasen auf die CCL2-vermittelte Rekrutierung 

von unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen wurden die Tiere ebenfalls gemäß Zu-

fallsprinzip verschiedenen Gruppen zugeteilt: WT-Tiere erhielten eine i.v.-Injektion einer der 

MAP-Kinase-Inhibitoren (p38-, JNK-, ERK1/2-Inhibitor) oder des Vehikels (DMSO + NaCl) 

und zusätzlich eine i.p.-Stimulation mit dem murinen rekombinanten Chemokin CCL2. In 

einer Kontrollgruppe wurde WT-Tieren ein Gemisch aus NaCl + 0,001 % Albumin i.p. verab-

reicht (jeweils n=5 - 6).  
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4.5.2 Kremastermodell 

 

4.5.2.1 Präparation des Kremastermuskels und Katheterisierung der 

Femoralarterie 

 

Die Bedeutung von VTN für Interaktionen zwischen Endothelzellen, neutrophilen Granulozy-

ten und Thrombozyten nach I/R wurde im Kremastermuskel von WT-Tieren und 

VTN⁻/⁻-Mäusen untersucht. Nach Einleitung der Narkose (vgl. Kapitel 4.4) wurde das Ver-

suchstier auf einer beheizbaren Metallplatte fixiert.  

Zunächst wurde die Femoralarterie kanüliert. Hierzu wurde die Haut über der linken Leisten-

region des Versuchstiers inzidiert und das darunterliegende Gewebe samt der Gefäß-

Nerven-Scheide des linken Beines freigelegt. Nach Präparation der Femoralarterie wurde 

diese mithilfe einer dünnen Kanüle (30 G; 100 Sterican; B. Braun, Melsungen, Deutschland) 

punktiert und ein Polypropylenkatheter (Innendurchmesser 0,28 mm, Portex, Lythe, Großbri-

tannien) retrograd in die Arterie vorgeschoben. Mithilfe von Ligaturen wurde ein Verrutschen 

des Katheters verhindert und die darüberliegende Haut wieder vernäht.  

Im Anschluss daran wurde mit der chirurgischen Präparation des Kremastermuskels begon-

nen. Diese wurde unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops (Leitz, Wetzlar, Deutsch-

land; 5- bis 42-fache Vergrößerung) nach der Methode der Erstbeschreibung von Baez 227 

mit geringeren Modifikationen durchgeführt. Dazu wurde die Haut über dem Hoden ventral 

inzidiert und der rechte Kremastermuskel durch Entfernung des umgebenden Bindegewebes 

freigelegt. Bevor der Kremastermuskel längs ventral eröffnet wurde, wurden die Gefäße an 

der Einschnittstelle mittels einer bipolaren Pinzette elektrokoaguliert um stärkere Blutungen 

zu verhindern. Der Kremastermuskel wurde auf einem kleinen Podest über eine spezialange-

fertigte Bühne aufgespannt. Während der beschriebenen chirurgischen Präparation sowie 



Material und Methoden 

 

54 

 

 

während des gesamten Versuchsablaufs wurde der Kremastermuskel mit körpertemperierter 

gepufferter physiologischer Kochsalzlösung superfundiert.  

 

 

4.5.2.2 Intraarterielle Applikation von monoklonalen Antikörpern 

und anderen Reagenzien 

 

Über intraarterielle (i.a.) Injektion von fluoreszierenden monoklonalen Antikörpern via zuvor 

gelegtem Femoraliskatheter (vgl. Kapitel 4.5.2.1) konnten verschiedene Blutzellen wie 

Thrombozyten (anti-GPIbß Antikörper; 5 μl) und neutrophile Granulozyten (anti-Ly6G Anti-

körper; 5 μl) visualisiert werden. Die i.a.-Injektion von Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-

markiertem Dextran (150 kDa) erlaubte die Sichtbarmachung des Blutgefäßes. Durch Injekti-

on von Mikropartikeln (Ø 0,96 µm; Molecular Probes, Leiden, Niederlande) konnte die Blut-

fließgeschwindigkeit in den untersuchten Gefäßsegmenten ermittelt werden.  

 

 

4.5.2.3 Reversible, globale Ischämie und Reperfusion des 

Kremastermuskels 

 

Eine reversible, globale Ischämie des rechten Kremastermuskels wurde durch Abklemmen 

aller zu- und abführenden Gefäße an der Basis des Muskels mittels einer Gefäßklemme 

(Martin, Tuttlingen, Deutschland) ausgelöst. Intravitalmikroskopisch konnte das Sistieren des 

Blutflusses überprüft werden. Nach einer Ischämiezeit von 30 Minuten wurde die Gefäß-

klemme wieder entfernt und somit der Kremastermuskel reperfundiert. Nach einer Reperfu-

sionszeit von 120 Minuten wurden die intravitalmikroskopischen Aufnahmen zur Untersu-

chung der einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung durchgeführt (vgl. Kapitel 4.5.2.5).  
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4.5.2.4 Blutentnahme über die Vena cava inferior 

 

Eine Blutentnahme über die Vena cava inferior (V. cava inf.) wurde nach Abschluss der 

intravitalmikroskopischen Aufnahmen zur Durchführung verschiedener Messungen wie die 

Bestimmung der systemischen Leukozytenzahl (vgl. Kapitel 4.6.1) und anderer Blutzellpara-

meter angewandt. Ebenso zur Gewinnung von Blut für In-vitro-Versuche, wie der 

Expressionsanalyse von leukozytären Integrinen (vgl. Kapitel 4.6.2.2) und den Binding-

Assays (vgl. Kapitel 4.6.2.3), diente die V. cava inf. als gut zugänglicher Punktionsort. Zur 

Durchführung der Blutentnahme wurde das Tier in tiefe Narkose versetzt (vgl. Kapitel 4.4). 

Daraufhin wurde die Bauchhöhle unter Verwendung eines Operationsmikroskops (Leitz) 

eröffnet. Nach Freipräparation der V. cava inf. wurde diese mithilfe einer mit Heparin (10 µl; 

Heparin-Natrium-25000-ratiopharm; Ratiopharm, Ulm, Deutschland) befüllten Spritze und 

einer Kanüle (20 G; BD Microlance 3; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) punktiert.  

 

 

4.5.2.5 Intravitalmikroskopie 

 

Mithilfe der Intravitalmikroskopie (IVM) konnten die einzelnen Schritte der Leukozytenrekru-

tierung visualisiert werden. Unter Verwendung eines fluoreszenzmarkierten, gegen Ly6G 

gerichteten, monoklonalen Antikörpers wurden neutrophile Granulozyten markiert (vgl. Kapi-

tel 4.5.2.2). Die Kombination von Transilluminations- und Fluoreszenz-Intravitalmikroskopie 

machte es möglich, neben den Gefäßen auch verschiedene Leukozytensubpopulationen 

voneinander zu unterscheiden.  

In weiteren Versuchen wurde durch zusätzlichen Einsatz eines fluoreszenzmarkierten, gegen 

GPIbß gerichteten, monoklonalen Antikörpers neben den neutrophilen Granulozyten auch 

die Thrombozyten sichtbar gemacht (vgl. Kapitel 4.5.2.2). Auf diese Weise konnte der Ein-
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fluss von VTN auf Interaktionen zwischen Endothelzellen, neutrophilen Granulozyten und 

Thrombozyten nach I/R analysiert werden. Zur Darstellung der Blutgefäße in der Fluores-

zenzmikroskopie wurde der Gefäßmarker FITC-Dextran i.a. appliziert (vgl. Kapitel 4.5.2.2). 

Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden mithilfe eines AxioTech-Vario 100 

Mikroskops (Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Neben der 

reflected light oblique transillumination (RLOT)-Mikroskopie 228 ist die Fluoreszenz-

Epiilluminationsmikroskopie mithilfe einer Colibri LED Lichtquelle (Zeiss MicroImaging 

GmbH) möglich. Das Licht wurde über den Filterblock 62HE (Zeiss MicroImaging GmbH) mit 

dichroitischen- und Emissionsfiltern [TFT 495 + 610 (HE); TBP 527 + LP615 (HE)] auf den 

Kremastermuskel gelenkt. Für die intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurde ein Wasse-

rimmersionsobjektiv mit 20-facher Vergrößerung (0,5 NA; Zeiss MicroImaging GmbH) ver-

wendet. Die Vorgänge im mikrovaskulären Stromgebiet konnten mit der digitalen Kamera 

AxioCam Hsm (Zeiss MicroImaging GmbH) als Videoclip aufgenommen werden und mit der 

Software Axio Vision 4.6 (Zeiss MicroImaging GmbH) auf dem Monitor dargestellt und bear-

beitet werden.  

 

 

4.5.2.6 Leukozytenkinetik und mikrohämodynamische Parameter 

 

Zur Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen (vgl. Kapitel 4.5.2.5) wurde die 

Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD) benutzt.  

Als wichtige Parameter der Leukozytenrekrutierung wurden die Anzahl der rollenden Leuko-

zyten, die Rollgeschwindigkeit, die Anzahl der kurz sowie der fest adhärenten Leukozyten, 

die Adhärenzzeit und die Anzahl der transmigrierten Leukozyten nach I/R (vgl. Kapitel 

4.5.2.3) in den verschiedenen Versuchsgruppen (vgl. Kapitel 4.5.2.8) analysiert. Die genann-

ten Parameter wurden im Kremastermuskel in unverzweigten, longitudinal ausgerichteten, 
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etwa 25 µm durchmessenden postkapillären Venolen von 100 µm Länge bestimmt. Rollende 

Leukozyten kennzeichneten sich dadurch, dass sie sich aufgrund von Endothelzellkontakten 

langsamer bewegten als der Blutfluss. Die rollenden Leukozyten wurden über ein Zeitinter-

vall von 30 Sekunden ausgezählt. Als adhärent wurden Leukozyten definiert, die am 

Gefäßendothel hafteten und sich nicht mehr als um den eigenen Durchmesser bewegten. 

Die Adhärenz der Leukozyten wurde je nach Dauer als kurze oder feste Adhärenz bezeich-

net: Kurz adhärente Leukozyten wurden als jene Leukozyten definiert, die kürzer als 30 

Sekunden am Endothel hafteten und fest adhärente Leukozyten als jene mit einer Adhärenz-

zeit von über 30 Sekunden. Ebenso wurde die Adhärenzzeit der einzelnen Leukozyten quan-

tifiziert. Zur Untersuchung der Transmigration wurden zu beiden Seiten eines Gefäßes die 

ausgewanderten Leukozyten in einer Fläche von jeweils 100 µm Länge und 75 µm Breite 

ausgezählt. Alle Parameter wurden in 3 postkapillären Venolen pro Versuchstier ausgewer-

tet. Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte bestimmt.  

Der Anteil der rekrutierten neutrophilen Granulozyten an der Gesamtzahl rekrutierter Leuko-

zyten konnte durch die zuvor durchgeführte i.a.-Injektion von fluoreszierenden monoklonalen 

anti-Ly6G Antikörpern (vgl. Kapitel 4.5.2.2) ermittelt werden.  

Zur Ermittlung der zentralen Blutfießgeschwindigkeit wurden grün fluoreszierende 

Mikrosphären (Ø 0,96 µm; Molecular Probes, Leiden, Niederlande) i.a. injiziert. Durch Kennt-

nis der zurückgelegten Strecke der Mikrosphären in zwei aufeinander folgenden Bildern und 

dem Zeitintervall zwischen diesen Bildern konnte die Blutfließgeschwindigkeit ermittelt wer-

den. Pro Gefäß wurde ein Mittelwert aus drei Messungen berechnet.  

Ferner wurde die Wandscherrate aus den ermittelten Gefäßdurchmessern und der zentralen 

Blutfließgeschwindigkeit berechnet. Dabei wurde eine parabolische Flussgeschwindigkeits-

kurve über den Gefäßquerschnitt angenommen. 
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4.5.2.7 Thrombozytenadhärenz sowie Interaktion/Kolokalisation 

adhärenter neutrophiler Granulozyten mit adhärenten 

Thrombozyten 

 

Zur Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen (vgl. Kapitel 4.5.2.5) wurde die 

Software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) benutzt.  

Als Parameter wurden die Anzahl der fest adhärenten neutrophilen Granulozyten sowie die 

Anzahl der fest adhärenten Thrombozyten bestimmt. Darüber hinaus wurde die Kolokalisa-

tion dieser Blutzellen analysiert. Die genannten Parameter wurden im Kremastermuskel in 

unverzweigten, longitudinal ausgerichteten, etwa 25 µm durchmessenden postkapillären 

Venolen von 100 µm Länge bestimmt. Neutrophile Granulozyten und Thrombozyten wurden 

im Vorfeld durch entsprechende fluoreszierende Antikörper visualisiert (vgl. Kapitel 4.5.2.2). 

Fest adhärente Leukozyten wurden wie in Kapitel 4.5.2.6 beschrieben definiert. Entspre-

chend wurden Thrombozyten, die länger als 30 Sekunden fest an der Gefäßwand hafteten, 

als fest adhärente Thrombozyten charakterisiert. Das Interaktionsverhalten zwischen den 

genannten Blutzellen wurde untersucht, indem der Anteil von adhärenten neutrophilen Gra-

nulozyten ermittelt wurde, der mit adhärenten Thrombozyten am Gefäßendothel kolokalisier-

te. Die beschriebenen Größen wurden in drei postkapillären Venolen pro Versuchstier aus-

gewertet. Daraus wurden die jeweiligen Mittelwerte gebildet.  

 

 

4.5.2.8 Versuchsgruppen 

 

Zur Untersuchung der Bedeutung von VTN für die einzelnen Schritte der Leukozyten-

rekrutierung nach I/R wurden die einzelnen Parameter (vgl. Kapitel 4.5.2.6) in einer Gruppe 

von WT-Tieren und einer Gruppe von VTN⁻/⁻-Mäusen bestimmt (jeweils n=4 mit Bestimmung 

der Parameter in drei postkapillären Venolen pro Versuchstier).  
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Ebenso wurden zur Untersuchung der Bedeutung von VTN für die feste Adhärenz von 

Thrombozyten sowie für die Interaktion/Kolokalisation zwischen neutrophilen Granulozyten 

und Thrombozyten nach I/R die Parameter (vgl. Kapitel 4.5.2.7) in einer Gruppe von 

WT-Tieren und einer Gruppe von VTN⁻/⁻-Mäusen bestimmt (jeweils n=4 mit Bestimmung der 

Parameter in drei postkapillären Venolen pro Versuchstier). 

 

 

4.5.2.9 Versuchsablauf 

 

Zur Untersuchung der Bedeutung von VTN für das Rollen, die Adhärenz sowie die Transmi-

gration von rekrutierten Leukozyten myeloiden Ursprungs nach I/R des Kremastermuskels 

diente folgender Versuchsablauf (vgl. Abb. 7): Nach Kremasterpräparation des narkotisier-

ten Versuchstiers (vgl. Kapitel 4.4 und 4.5.2.1) wurde zur Unterscheidung der verschiedenen 

Leukozytensubpopulationen bzw. zur Visualisierung von neutrophilen Granulozyten ein 

fluoreszenzmarkierter, gegen Ly6G gerichteter, monoklonaler Antikörper i.a. appliziert (vgl. 

Kapitel 4.5.2.2). Der aufgespannte Kremastermuskel wurde mithilfe einer Gefäßklemme 

abgeklemmt und somit eine globale Ischämie des Muskels induziert. Nach einer Ischä-

miedauer von 30 Minuten wurde die Gefäßklemme wieder entfernt und die Reperfusion des 

Kremastermuskels eingeleitet (vgl. Kapitel 4.5.2.3). Nach Ablauf der 120-minütigen Reperfu-

sionszeit wurden die Effekte von I/R auf die einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung 

(vgl. Kapitel 4.5.2.6) in WT-Tieren und homozygoten VTN-defizienten Mäusen (vgl. Kapitel 

4.5.2.8) intravitalmikroskopisch untersucht (vgl. Kapitel 4.5.2.5). Dabei wurden die einzelnen 

Parameter (vgl. Kapitel 4.5.2.6) in drei postkapillären Venolen pro Versuchstier analysiert. 

Die zentrale Blutfließgeschwindigkeit wurde mithilfe von grün fluoreszierenden Mikrosphären 

berechnet (vgl. Kapitel 4.5.2.6). Am Ende der Versuchsdurchführung erfolgten das Entbluten 

des Versuchstieres über die untere Hohlvene (vgl. Kapitel 4.5.2.4) und der Genickbruch. Die 

systemische Leukozytenzahl wurde im Vollblut bestimmt (vgl. Kapitel 4.6.1).  
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Abb. 7: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der Bedeutung von VTN für die einzelnen Schritte der 

Leukozytenrekrutierung nach I/R. 

 

 

Der Versuchsablauf zur Untersuchung der Bedeutung von VTN für die Thrombozytenadhä-

renz sowie für die Interaktion und Kolokalisation von adhärenten neutrophilen Granulozyten 

und Thrombozyten im Ischämie-Reperfusionsmodell (vgl. Abb. 8) entspricht weitgehend 

dem zur Untersuchung der einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung wie oben be-

schrieben. Neben dem gegen Ly6G gerichteten Antikörper zur Visualisierung der neutrophi-

len Granulozyten wurden die Thrombozyten mithilfe des fluoreszenzmarkierten, gegen 

GPIbß gerichteten, monoklonalen Antikörpers sichtbar gemacht. Auf diese Weise konnte die 

feste Adhärenz von Thrombozyten sowie die Interaktion von adhärenten neutrophilen Gra-

nulozyten mit adhärenten Thrombozyten analysiert werden (vgl. Kapitel 4.5.2.5 und 4.5.2.7).  

 

 

Abb. 8: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der Bedeutung von VTN für die feste Adhärenz von 

Thrombozyten sowie für die Interaktion/Kolokalisation von adhärenten neutrophilen Granulozyten mit 

adhärenten Thrombozyten nach I/R. 
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4.6 Ex-vivo-Experimente 

 

4.6.1 Bestimmung der Leukozytenzahl 

 

Mithilfe eines Zellzählgerätes (Coulter® AC-T-Serie; Coulter Corporation) konnte im Peri-

tonitismodell die Gesamtzahl an Leukozyten in der Peritoneallavage sowie im Kremastermo-

dell die systemische Leukozytenzahl aus dem Vollblut der V. cava bestimmt werden. Die 

Leukozytenzahl wurde jeweils in der Einheit [n x 103 pro µl] angegeben.  

 

 

4.6.2 Durchflusszytometrie 

 

4.6.2.1 Analyse der Peritoneallavage mittels Durchflusszytometrie 

 

Zur Untersuchung der Rekrutierung einzelner Leukozytensubpopulationen im Peritonitismo-

dell (vgl. Kapitel 4.5.1.1) wurde die Durchflusszytometrie angewandt. Hiermit konnten die aus 

der Peritonealhöhle der Versuchstiere gespülten Leukozytenpopulationen differenziert wer-

den. 100 μl der auf 500 μl mit PBS aufgefüllten Zellsuspension (vgl. Kapitel 4.5.1.1) wurden 

mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern bei 4 °C für 30 Minuten inkubiert. Folgende fluores-

zenzmarkierte Antikörper wurden hierfür verwendet: monoklonaler anti-CD45 APC-Cy7 

Antikörper (Klon 30-F7; BD Biosciences), monoklonaler anti-F4/80 eFluor® 450 Antikörper 

(Klon BM8; eBioscience, San Diego, CA, USA), monoklonaler anti-CD11b FITC Antikörper 

(Klon M1/70; eBioscience, San Diego, CA, USA), monoklonaler anti-CD115 APC Antikörper 

(Klon AFS98; eBioscience), monoklonaler anti-Gr-1 PE Antikörper (Klon RB6-5C8; 
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eBioscience). Mithilfe eines Lyse-Puffers (1:10; 2 ml; 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT); 

BD FACS Lysing Solution; BD Biosciences) wurden die Erythrozyten entfernt. Durch zwei-

maliges Waschen mit PBS und erneuter Zugabe von 250 μl PBS wurden die Proben für die 

durchflusszytometrische Analyse vorbereitet.  

Die Analyse am Durchflusszytometer (Gallios; Beckman Coulter Inc, Brea, CA, USA) erfolgte 

folgendermaßen: Über den Panleukozytenmarker CD45 wurden vorerst die Leukozyten 

identifiziert. In einem weiteren Schritt konnten mithilfe des anti-F4/80 Antikörpers die Makro-

phagen (F4/80++) von der weiteren Analyse ausgeschlossen werden. Anhand der Expression 

von CD11b konnten die Leukozyten myeloiden Ursprungs aus dem verbleibenden Zellpool 

erfasst werden. Die Leukozyten myeloiden Ursprungs (CD45+ CD11b+ Zellen) wurden weiter 

untergliedert in neutrophile Granulozyten (hohe Expression von Gr-1 und niedrige 

Expression von CD115), inflammatorische/klassische Monozyten (hohe Expression von Gr-1 

und CD115) sowie nicht-klassische Monozyten (niedrige Expression von Gr-1 und hohe 

Expression von CD115).  

 

 

4.6.2.2 Analyse der Integrinexpression mittels Durchflusszytometrie 

 

Die Analyse der Integrinexpression erfolgte jeweils in heparinisiertem Vollblut von WT-Tieren 

(vgl. Kapitel 4.5.2.4).  

1. Zur Analyse des Einflusses von VTN, PAI-1, uPA, VTN-PAI-1-Komplex oder 

VTN-uPA-Komplex auf die Expression der ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 auf der 

Oberfläche von neutrophilen Granulozyten diente folgender Versuchsansatz: Jeweils 

100 μl des Blutes wurden mit VTN (100 ng), PAI-1 (100 ng), uPA (100 ng), VTN 

(100 ng) + PAI-1 (100 ng), VTN (100 ng) + uPA (100 ng) oder PBS versetzt. Nach ei-

ner Stimulationszeit von 30 Minuten bei 37 °C wurden zur Quantifizierung der 
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Expression von ß2-Integrinen folgende primäre monoklonale Antikörper den Proben 

hinzugefügt: anti-CD11a PE-Cy7 Antikörper (Klon M17/4; eBioscience) und 

anti-CD11b FITC Antikörper (Klon M1/70; eBioscience). Das weitere Vorgehen ist un-

ter Punkt 4 beschrieben. 

2. Ebenso wurde die durch den VTN-PAI-1-Komplex induzierte Expression von 

ß2-Integrinen nach Inkubation mit RAP oder jeweils einem der MAP-Kinase-

Inhibitoren untersucht. Hierfür diente ein ähnlicher Versuchsansatz wie in Punkt 1: 

Jeweils 100 μl des Blutes wurden mit VTN (100 ng) + PAI-1 (100 ng) sowie entweder 

RAP (100 μM), SP600125 (JNK-Inhibitor; 5 μM), SB203580 (p38-Inhibitor; 25 μM), 

FR180204 (ERK1/2-Inhibitor; 15 μM) oder dem Vehikel (PBS) versetzt. Nach einer 

Stimulationszeit von 30 Minuten bei 37 °C wurden zur Quantifizierung der Expression 

von ß2-Integrinen folgende primäre monoklonale Antikörper den Proben hinzugefügt: 

anti-CD11a PE-Cy7 Antikörper (Klon M17/4; eBioscience) und anti-CD11b FITC Anti-

körper (Klon M1/70; eBioscience). Das weitere Vorgehen ist unter Punkt 4 beschrie-

ben. 

3. Zur Untersuchung des Einflusses des Chemokins CCL2 auf die Expression von 

ß2-Integrinen und des ß1-Integrins VLA-4 auf der Oberfläche von neutrophilen Gra-

nulozyten bzw. inflammatorischen/klassischen oder nicht-klassischen Monozyten 

diente folgender Versuchsansatz: Jeweils 100 μl des Blutes wurden mit CCL2 (100 

ng/ml), Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; 50 ng/ml; Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA) oder PBS versetzt. Nach einer Stimulationszeit von 30 Minuten bei 37 °C 

wurden zur Quantifizierung der Expression von ß1- und ß2-Integrinen folgende pri-

märe monoklonale Antikörper den Proben hinzugefügt: anti-CD11a PE-Cy7 Antikör-

per (Klon M17/4; eBioscience) und anti-CD11b FITC Antikörper (Klon M1/70; 

eBioscience), oder anti-CD49d FITC Antikörper (Klon R1-2; eBioscience). Das weite-

re Vorgehen ist unter Punkt 4 beschrieben. 
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4. Zusätzlich zu den unter Punkt 1, 2 und 3 genannten Antikörpern wurden die Proben 

zur Differenzierung der myeloiden Leukozytenpopulationen jeweils mit folgenden pri-

mären monoklonalen Antikörpern versetzt und für weitere 30 Minuten auf Eis inku-

biert: anti-CD45 APC-Cy7 Antikörper (Klon 30-F7; BD Biosciences), anti-Gr-1 PE An-

tikörper (Klon RB6-5C8; eBioscience), anti-F4/80 eFluor® 450 Antikörper (Klon BM8; 

eBioscience) und anti-CD115 APC Antikörper (Klon AFS98; eBioscience). Als nächs-

tes wurden die Erythrozyten durch Zugabe eines Lyse-Puffers (1:10; 2 ml; 10 Minuten 

bei RT; BD FACS Lysing Solution; BD Biosciences) lysiert und durch mehrmaliges 

Waschen mit PBS entfernt. Mithilfe des Durchflusszytometers (Gallios; Beckman 

Coulter Inc.) wurde die Fluoreszenzintensität der einzelnen Integrine auf den 

„gefärbten“ Leukozyten analysiert. Dabei wurden etwa 20.000 Ereignisse je Probe 

gemessen. Die Werte für die Fluoreszenzintensitäten der mit Isotyp-Antikörpern ge-

färbten Proben wurden von allen Messergebnissen abgezogen. 

 

 

4.6.2.3 Binding-Assays 

 

Die Bindung von leukozytären Integrinen an ihre Liganden, den Mitgliedern der 

Immunglobulin-Superfamilie, wurde jeweils in heparinisiertem Vollblut von WT-Tieren unter-

sucht (vgl. Kapitel 4.5.2.4).  

1. Zur Analyse des Einflusses von VTN, PAI-1, uPA, VTN-PAI-1-Komplex oder 

VTN-uPA-Komplex auf die Affinität der neutrophilen ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 zu 

ihrem Liganden ICAM-1 diente folgender Versuchsansatz: Jeweils 50 μl Blut wurden 

mit 50 μl Hank‘s balanced salt solution (HBSS; 1 mM CaCl2 und MgCl2) versetzt und 

zusätzlich mit einer der folgenden Substanzen bei 37 °C für 30 Minuten inkubiert: 

VTN (100 ng), PAI-1 (100 ng), uPA (100 ng), VTN (100 ng) + PAI-1 (100 ng), VTN 
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(100 ng) + uPA (100 ng) oder PBS. Anschließend wurde durch Zugabe von ICAM-1 

(10 μg/ml) die affinitätsabhängige Bindung der Integrine an ihre Liganden induziert. 

Nach gleichzeitiger Zugabe des PE-markierten Antikörpers anti-IgG Fc (100 ng) wur-

den die Proben für weitere 5 Minuten bei 37 °C im Trockenschrank gelagert. Das wei-

tere Vorgehen ist unter Punkt 4 beschrieben. 

2. Die zugrundeliegenden Mechanismen der durch den VTN-PAI-1-Komplex induzierten 

Bindung von ICAM-1 durch neutrophile Granulozyten (vgl. Kapitel 5.1.5) wurden de-

taillierter aufgeschlüsselt. In diesem Zusammenhang wurde der Einfluss des low 

density lipoprotein (LDL) receptor-related protein-1 (LRP1) und der MAP-Kinasen 

p38, JNK und ERK1/2 auf die durch den VTN-PAI-1-Komplex induzierte Affinitäts-

steigerung von ß2-Integrinen auf neutrophilen Granulozyten untersucht. Neben dem 

VTN-PAI-1-Komplex (siehe Punkt 1) wurden die HBSS-verdünnten Blutproben zu-

sätzlich mit RAP (100 μM) oder mit einem der MAPK-Inhibitoren – SP600125 

(JNK-Inhibitor; 5 μM), SB203580 (p38-Inhibitor; 25 μM), FR180204 (ERK1/2-Inhibitor; 

15 μM) – versetzt. Nach Inkubation bei 37 °C für 30 Minuten wurde durch Zugabe von 

ICAM-1 (10 μg/ml) die affinitätsabhängige Bindung der Integrine an ihre Liganden in-

duziert. Nach gleichzeitiger Zugabe des PE-markierten Antikörpers anti-IgG Fc 

(100 ng) wurden die Proben für weitere 5 Minuten bei 37 °C im Trockenschrank gela-

gert. Das weitere Vorgehen ist unter Punkt 4 beschrieben. 

3. Zur Untersuchung des Einflusses des Chemokins CCL2 auf die Affinität von leuko-

zytären ß1-Integrinen zu ihren Liganden VCAM-1 sowie auf die Affinität der 

ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 zu ihrem Liganden ICAM-1 diente folgender Ver-

suchsansatz: Jeweils 50 μl Blut wurden mit 50 μl HBSS versetzt und zusätzlich mit 

einem der folgenden Stimuli bei 37 °C für 30 Minuten inkubiert: Rekombinantes muri-

nes CCL2 (100 ng/ml), PMA (50 ng/ml) oder PBS. Anschließend wurde durch Zugabe 

von ICAM-1 (10 μg/ml) bzw. VCAM-1 (10 μg/ml) die affinitätsabhängige Bindung der 
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Integrine an ihre Liganden induziert. Nach gleichzeitiger Zugabe des PE-markierten 

Antikörpers anti-IgG Fc (100 ng) wurden die Proben für weitere 5 Minuten bei 37 °C 

im Trockenschrank gelagert. Das weitere Vorgehen ist unter Punkt 4 beschrieben. 

4. Ein Waschvorgang mit PBS entfernte die nicht gebundenen anti-IgG Fc Antikörper in 

den in Punkt 1, 2 und 3 vorbereiteten Proben. Anschließend wurden sie zur Differen-

zierung der myeloiden Leukozytensubpopulationen mit folgenden primären monoklo-

nalen Antikörpern für 30 Minuten auf Eis inkubiert: anti-CD45 APC-Cy7 Antikörper 

(Klon 30-F7; BD Biosciences), anti-CD11b FITC Antikörper (Klon M1/70; 

eBioscience), anti-F4/80 eFluor® 450 Antikörper (Klon BM8; eBioscience), anti-Gr-1 

Alexa Fluor® 700 Antikörper (Klon RB6-8C5; eBioscience) und anti-CD115 APC An-

tikörper (Klon AFS98; eBioscience). Nach Lysierung der Erythrozyten und mehrmali-

gem Waschen mit PBS wurde die Affinität der Integrine zu Ihrem Liganden ICAM-1 

(bzw. VCAM-1) mithilfe des Durchflusszytometers (Gallios; Beckman Coulter Inc.) 

quantifiziert. Dabei wurden etwa 20.000 Ereignisse je Probe gemessen. Von den er-

mittelten Werten für die Fluoreszenzintensität der gebundenen PE-markierten Anti-

körper wurden diejenigen der mit Isotyp-Antikörpern gefärbten Proben abgezogen. 

Das Verhältnis der dadurch erzielten Werte zur Integrinexpression (vgl. Kapitel 

4.6.2.2) gab Rückschlüsse auf die durchschnittliche Affinität der ß2- bzw. ß1-Integrine 

zu ihren Liganden ICAM-1 bzw. VCAM-1. 

 

 

4.6.3 Konfokalmikroskopie  

 

Die Deposition von VTN auf den Endothelzellen postkapillärer Venolen des Kremastermus-

kels von WT-Tieren wurde im unstimulierten Zustand sowie nach I/R mithilfe der Konfokal-

mikroskopie untersucht. Um die Lokalisation der VTN-Expression in Relation zu den En-
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dothelzellverbindungen zu charakterisieren wurden Letztere durch immunhistochemische 

Färbungen des Adhäsionsmoleküls PECAM-1 visualisiert. Der Kremastermuskel wurde 

zunächst wie in Kapitel 4.5.2.1 beschrieben präpariert. Auf die Katheterisierung der Femo-

ralarterie wurde in diesem Fall verzichtet. Je nach Versuchsgruppe wurde der Kremaster-

muskel nach einer 30-minütigen Ischämiezeit und anschließenden 120-minütigen Reper-

fusionsphase bzw. nach einer entsprechenden Scheinoperation durch Elektrokauterisierung 

vom Versuchstier abgelöst (jeweils n=4). Anschließend wurde der isolierte Kremastermuskel 

für 10 Minuten bei Raumtemperatur in 4 % Paraformaldehyd fixiert. Die Applikation einer 

Lösung aus 10 % Ziegenserum (Sigma-Aldrich), 0,5 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich) und 

PBS für eine Stunde diente dem Blockieren unspezifischer Bindungen und der Permeabili-

sierung des Gewebes. Sodann wurde der Kremastermuskel für 12 Stunden bei 4 °C mit dem 

primären Antikörper gegen VTN (Kaninchen anti-Maus; Abcam®) und dem Alexa Fluor® 

647-konjugierten anti-PECAM-1/CD31 Antikörper (Ratte anti-Maus; Invitrogen, Molecular 

Probes) inkubiert. Im Anschluss wurde der sekundäre Alexa Fluor® 555-konjugierte anti-IgG 

Antikörper der Spezies Esel anti-Kaninchen (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) für 3 Stun-

den bei Raumtemperatur appliziert. Der gefärbte Kremastermuskel wurde auf einen mit 

PermaFluor betupften Objektträger übertragen. Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen 

von postkapillären Venolen erfolgten am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica SP5; 

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) mit einer Öl-Immersions-Linse (Leica; 63x; NA 

1,4). Mithilfe des Auswerteprogramms ImageJ wurde die Fluoreszenzintensität von VTN auf 

dem Endothel gemessen.  

 

In weiteren Versuchen wurde die Expression und Lokalisation von VTN und PAI-1 auf der 

Oberfläche von neutrophilen Granulozyten in den postkapillären Venolen des Kremaster-

muskels konfokalmikroskopisch untersucht. Der Versuchsablauf erfolgte entsprechend des 

oben beschriebenen Procederes, wobei sich die primären und sekundären Antikörper unter-

schieden: Der Kremastermuskel wurde mit dem primären Alexa Fluor® 647-konjugierten 
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anti-Ly6G Antikörper (Ratte anti-Maus; Invitrogen, Molecular Probes) zur Visualisierung der 

neutrophilen Granulozyten sowie mit den primären Antikörpern gegen VTN (Ratte anti-Maus; 

R&D Systems) und PAI-1 (Kaninchen anti-Maus; Santa Cruz Biotechnology) inkubiert. An-

schließend wurde das Gewebe nacheinander mit dem sekundären Alexa Fluor® 

488-konjugierten anti-IgG Antikörper der Spezies Ziege anti-Ratte und dem sekundären 

Alexa Fluor® 633-konjugierten anti-IgG Antikörper der Spezies Ziege anti-Kaninchen gegen-

gefärbt.  
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4.7 Statistik 

 

Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mithilfe der Software SigmaPlot 12.0 

(Systat Software Inc, San Jose, CA, USA). Statistisch signifikante Unterschiede wurden bei 2 

Versuchsgruppen im t-Test bzw. Rank-Sum-Test, bei mehr als 2 Versuchsgruppen im 

One Way-ANOVA-Test bzw. ANOVA-on-Ranks-Test gefolgt vom Dunnett-Test ermittelt. Als 

signifikant betrachtet wurden Unterschiede mit p < 0,05. Die Ergebnisse wurden als Mittel-

wert (MW) ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) bestimmt.  
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5 Ergebnisse 

 

5.1 Bedeutung von VTN für die Rekrutierung von 

Leukozyten myeloiden Ursprungs1 

 

5.1.1 Analyse der Deposition von VTN auf der Oberfläche von 

Endothelzellen der Mikrovaskulatur 

 

Zu Beginn unserer Versuchsreihen untersuchten wir den Einfluss von I/R auf die endotheliale 

Deposition von VTN in postkapillären Venolen, dem Ort der Leukozytenextravasation, im 

Kremastermuskel. Die VTN-Deposition wurde mithilfe der Konfokalmikroskopie sowohl quali-

tativ als auch quantitativ im unstimulierten Zustand sowie nach I/R analysiert (vgl. Abb. 9 A, 

B). Durch gleichzeitiges immunhistochemisches „Anfärben“ des endothelialen Adhäsionsmo-

leküls PECAM-1 konnte die Lokalisation von VTN in Relation zu den Endothelzellverbindun-

gen analysiert werden. Im unstimulierten Zustand war VTN nur in geringem Maße auf dem 

Endothel der Mikrogefäße des Kremastermuskels nachzuweisen. Nach I/R hingegen stieg 

das Fluoreszenzsignal für VTN deutlich an. Das Expressionsmuster veränderte sich hinge-

gen nicht: Sowohl im unstimulierten als auch im stimulierten Zustand (nach I/R) war die 

Deposition von VTN diffus auf dem Endothel verteilt und kolokalisierte nur wenig mit den 

Endothelzellverbindungen (vgl. Abb. 9 A).  

                                                           

 

1 Die Daten aus dem Kapitel 5.1 wurden in Versuchen von Frau Dr. rer. nat. Gabriele Zuchtriegel und mir erho-
ben. Daher möchte ich mich an dieser Stelle für ihre Unterstützung und die Bereitstellung von Daten herzlich 
bedanken. 
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Die signifikante Zunahme der endothelialen VTN-Deposition nach I/R konnte durch Bestim-

mung der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) anhand der konfokalmikroskopischen Auf-

nahmen verifiziert werden (vgl. Abb. 9 B). 

 

Abb. 9: Konfokalmikroskopische Darstellung der Deposition von VTN und Expression von PECAM-1 

in Mikrogefäßen des Kremastermuskels im unstimulierten Zustand sowie nach 30-minütiger Ischämie 

und anschließender 120-minütiger Reperfusion (A). Analyse der Fluoreszenzintensität von VTN in 

postkapillären Venolen des Kremastermuskels unstimuliert und nach I/R; MFI = Mittlere Fluores-

zenzintensität (B; MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; # p < 0,05 vs. unstimuliert) 

 

 

5.1.2 Einfluss von VTN auf die Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten im 

Peritonitismodell 

 

In einer nächsten Versuchsreihe untersuchten wir den Einfluss von VTN auf die Rekrutierung 

von Leukozyten myeloiden Ursprungs. Als geeignete Methode hierfür benutzten wir das 

Peritonitismodell. Drei Stunden nach Induktion einer Peritonitis mit den Chemokinen CCL2 

bzw. CXCL1 (vgl. Kapitel 4.5.1.3) wurde die Anzahl der in die Peritonealhöhle eingewander-

ten Leukozyten durchflusszytometrisch quantifiziert. Die Leukozyten myeloiden Ursprungs 

(CD45+ CD11b+) konnten anhand des unterschiedlichen Expressionsmusters von Oberflä-

chenmolekülen weiter untergliedert werden in neutrophile Granulozyten (Gr-1+ CD115⁻), 
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inflammatorische/klassische Monozyten (Gr-1+ CD115+) und nicht-klassische Monozyten 

(Gr-1⁻ CD115+) (vgl. Abb. 10).  

 

Abb. 10: Differenzierung der rekrutierten Leukozyten myeloiden Ursprungs – neutrophile Granulozy-

ten (N), inflammatorische/klassische (iMOs) und nicht-klassische Monozyten (ncMOs) – anhand des 

Expressionsmusters immunphänotypischer Oberflächenmarker mithilfe der Durchflusszytometrie. 

 

Durch Vergleich der Anzahl der rekrutierten Leukozyten in den verschiedenen Versuchs-

gruppen (WT, VTN+/⁻, VTN⁻/⁻) konnte der Einfluss von VTN auf die Extravasation der einzel-

nen Leukozytensubpopulationen ermittelt werden (vgl. Abb. 11). Im unstimulierten Zustand 

wanderten in allen Versuchsgruppen nur sehr wenige Immunzellen in die entzündete Peri-

tonealhöhle aus. Die Anzahl der nicht-klassischen Monozyten blieb auch nach Stimulation in 

allen Versuchsgruppen auf konstant niedrigem Niveau (Daten nicht gezeigt). Die Anzahl der 

neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen/klassischen Monozyten stieg in WT-Tieren 

nach Stimulation mit CXCL1 und CCL2 stark an. Während die Anzahl der inflammatori-
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schen/klassischen Monozyten in mit CXCL1 bzw. CCL2-stimulierten VTN-defizienten Mäu-

sen im Vergleich zu WT-Tieren gleichblieb, änderte sich die Anzahl der rekrutierten neutro-

philen Granulozyten deutlich. In den VTN-defizienten Mäusen waren signifikant weniger 

neutrophile Granulozyten in die entzündete Peritonealhöhle ausgewandert als in WT-Tieren. 

Dabei war der Effekt nach Stimulation mit CCL2 stärker ausgeprägt als nach Stimulation mit 

CXCL1. Die zwei Versuchsgruppen der VTN-defizienten Mäuse (VTN+/⁻, VTN⁻/⁻) unterschie-

den sich hinsichtlich der Anzahl der rekrutierten neutrophilen Granulozyten kaum voneinan-

der.  

 

 

Abb. 11: Quantitative Analyse der in die Peritonealhöhle eingewanderten neutrophilen Granulozyten 

(A+C) und inflammatorischen/klassischen Monozyten (B+D) nach Stimulation mit den Chemokinen 

CXCL1 (A+B) bzw. CCL2 (C+D) in WT-Tieren sowie heterozygoten (VTN+/⁻) und homozygoten 

(VTN⁻/⁻) VTN-defizienten Mäusen (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; # p < 0,05 vs. unstimuliert; 

* p < 0,05 vs. WT).  
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5.1.3 Bedeutung von VTN für die einzelnen Schritte der 

Leukozytenrekrutierung nach I/R des M. cremaster 

 

Nachdem sich im Peritonitismodell ein signifikanter Einfluss von VTN auf die Rekrutierung 

von neutrophilen Granulozyten gezeigt hatte, untersuchten wir im Anschluss daran den 

Stellenwert von VTN für die einzelnen Schritte des Rekrutierungsprozesses dieser Immun-

zellen nach I/R. Nach Induktion einer 30-minütigen Ischämie und einer nachfolgenden 

120-minütigen Reperfusionsphase (vgl. Kapitel 4.5.2.3) in WT- und VTN⁻/⁻-Mäusen wurden 

mittels IVM (vgl. Kapitel 4.5.2.5) die Interaktionen der Leukozyten mit Endothelzellen postka-

pillärer Venolen des Kremastermuskels beobachtet. Durch Visualisierung der neutrophilen 

Granulozyten mit fluoreszenzmarkierten, gegen Ly6G gerichteten, monoklonalen Antikörpern 

konnte der Anteil dieser rekrutierten Immunzellen an allen rekrutierten Leukozyten auf ca. 

95 % berechnet werden (Daten nicht gezeigt). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen im 

Peritonitismodell übte VTN somit maßgeblich Einfluss auf den Rekrutierungsprozess von 

neutrophilen Granulozyten aus. Der fehlende Einfluss von VTN auf die Rekrutierung von 

inflammatorischen/klassischen und nicht-klassischen Monozyten ist ebenfalls bereits im 

Peritonitismodell gezeigt worden (vgl. Kapitel 5.1.2).  

Die Parameter des leukozytären Rollens – die Anzahl der rollenden Leukozyten sowie die 

Rollgeschwindigkeit – nach I/R waren in VTN-defizienten Mäusen im Vergleich zu WT-Tieren 

nicht verändert (vgl. Abb. 12 A, B). Im Gegensatz dazu zeigten sich nach I/R signifikante 

Unterschiede in der Adhärenz von Leukozyten: Die Anzahl der fest adhärenten Zellen (> 30 

Sekunden) war in VTN-defizienten Tieren deutlich geringer (vgl. Abb. 12 D). Während die 

Leukozyten in WT-Tieren eine mittlere Adhärenzzeit von knapp 30 Sekunden aufwiesen, 

adhärierten die Leukozyten in VTN-defizienten Mäusen im Mittel nur etwa 10 Sekunden lang 

am Gefäßendothel (vgl. Abb. 12 E). In diesem Sinn war die Anzahl der Leukozyten, die nur 

kurz am Endothel adhärierten (< 30 Sekunden), in VTN-defizienten Mäusen signifikant höher 

als in WT-Tieren (vgl. Abb. 12 C). Bereits in der IVM war die gestörte Adhärenz von neutro-
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philen Granulozyten erkennbar: Die Unfähigkeit zur Ausbildung stabiler Kontakte mit dem 

Gefäßendothel zeigte sich in VTN-defizienten Tieren in einem „Rutschen“ dieser Immunzel-

len entlang des Gefäßendothels (vgl. Abb. 13). Ebenso unterschied sich der Parameter der 

Transmigration in den beiden Versuchsgruppen: In VTN-defizienten Mäusen waren nach I/R 

signifikant weniger Leukozyten in das Gewebe transmigriert (vgl. Abb. 12 F). 

 

 

 

Abb. 12: Analyse des Rollens (A), der Rollgeschwindigkeit (B), der kurzen (C) sowie der festen Adhä-

renz (D), der mittleren Adhärenzzeit (E) und der Transmigration (F) von Leukozyten myeloiden Ur-

sprungs (ca. 95 % neutrophile Granulozyten) in WT- sowie VTN-defizienten Tieren (MW ± SEM bei 

n=4 pro Gruppe; * p < 0,05 vs. WT). 
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Abb. 13: In-vivo-Mikroskopie-Aufnahmen im Zeitraffer mit Visualisierung des intravaskulären 

„Abrutschens“ eines neutrophilen Granulozyten in einer postkapillären Venole einer VTN-defizienten 

Maus (VTN⁻/⁻) (weißer Balken links unten: 10 μm; rot: PE-markierte Ly6G+ neutrophile Granulozyten; 

weiße Pfeile: Weg eines rollenden neutrophilen Granulozyten). 

 

 

5.1.4 Bedeutung von VTN für die feste Adhärenz von 

Thrombozyten sowie für die Interaktion/ 

Kolokalisation von adhärenten neutrophilen 

Granulozyten und Thrombozyten nach I/R 

 

Sodann wurde in einer nächsten Versuchsreihe untersucht, ob Thrombozyten einen Stellen-

wert in der VTN-vermittelten Extravasation von neutrophilen Granulozyten besitzen. Hierfür 

wurde in vivo der Einfluss von VTN auf die feste Adhärenz von Thrombozyten (vgl. Abb. 14 

A) sowie auf das Interaktionsverhalten von adhärenten neutrophilen Granulozyten und 

Thrombozyten (vgl. Abb. 14 B, C) nach I/R mithilfe der IVM analysiert. Mittels geeigneter 

fluoreszenzmarkierter Antikörper wurden die neutrophilen Granulozyten (Ly6G+) sowie die 

Thrombozyten (GPIbß+) visualisiert. Wie bereits in den vorangegangenen Versuchen gezeigt 

(vgl. Kapitel 5.1.3), war die Anzahl der fest adhärenten neutrophilen Granulozyten nach einer 

30-minütigen Ischämie und anschließenden 120-minütigen Reperfusionsphase in 

VTN-defizienten Mäusen signifikant geringer als in WT-Tieren (vgl. Abb. 12 D und Abb. 14 

A). Im Gegensatz dazu unterschied sich die Anzahl der fest adhärenten Thrombozyten in 

den beiden Versuchsgruppen nicht (vgl. Abb. 14 A). Ebenso war der Anteil an adhärenten 
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neutrophilen Granulozyten, der mit den Thrombozyten interagierte bzw. kolokalisierte, in 

VTN-defizienten Tieren nahezu unverändert (vgl. Abb. 14 B).  

 

 

Abb. 14: Analyse der festen Adhärenz (A) sowie der Kolokalisation (B) von neutrophilen Granulozyten 

(N) und Thrombozyten in WT-Tieren und VTN-defizienten Mäusen (VTN⁻/⁻) (jeweils MW ± SEM bei 

n=4 pro Gruppe; * p < 0,05 vs. WT). In-vivo-Mikroskopie-Aufnahmen nach I/R zur Analyse des Inter-

aktionsverhaltens zwischen fest adhärenten neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten am Gefäß-

endothel von postkapillären Venolen im Kremastermuskel einer WT-Maus (C; rot: PE-markierte Ly6G+ 

neutrophile Granulozyten; grün: DyLight 649-markierte GPIbß+ Thrombozyten; gelb und weiße Pfeil-

spitzen: Kolokalisation zwischen adhärenten neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten am Gefäß-

endothel; grau: mit FITC-Dextran visualisierte postkapilläre Venole im Kremastermuskel). 
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5.1.5 Bedeutung von VTN und Faktoren des fibrinolytischen 

Systems für die Konformation von ß2-Integrinen auf 

der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten  

 

In weiteren Experimenten wurde der zugrundeliegende Mechanismus, über den VTN die 

Adhärenz und nachfolgende Transmigration von neutrophilen Granulozyten beeinflusst, 

weiter aufgeschlüsselt. Hierzu wurde der Einfluss von VTN, PAI-1, uPA sowie des 

VTN-PAI-1-Komplexes und des VTN-uPA-Komplexes auf die Konformation von 

ß2-Integrinen auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten in vitro untersucht. Unter 

Verwendung eines Binding-Assays konnte die Affinität von ß2-Integrinen zu ihrem gemein-

samen Liganden ICAM-1 durchflusszytometrisch indirekt bestimmt und quantifiziert werden. 

VTN, PAI-1 und uPA sowie der Komplex aus VTN und uPA verursachten keine Veränderun-

gen der Integrinaffinität. Im Gegensatz dazu kam es unter Stimulation mit dem 

VTN-PAI-1-Komplex zu einer verstärkten Bindung von ICAM-1 auf der Oberfläche von 

neutrophilen Granulozyten (vgl. Abb. 15).  

 

 

Abb. 15: Durchflusszytometrische Analyse des Einflusses von VTN und Faktoren des Fibrinolyse-

systems auf die Affinität von neutrophilen ß2-Integrinen zum Liganden ICAM-1 (MW ± SEM bei n=6 

pro Gruppe; # p < 0,05 vs. unstimuliert). 
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Anschließend wurde mithilfe weiterer Binding-Assays versucht, Moleküle zu identifizieren, 

die in den Mechanismus der VTN-PAI-1-Komplex-vermittelten Affinitätssteigerung von 

neutrophilen ß2-Integrinen zu ICAM-1 involviert sind. Als potentiell mitwirkende Moleküle 

zogen wir LRP1, ein Bindungspartner von PAI-1, sowie die MAP-Kinasen in Betracht. In 

diesem Zusammenhang untersuchten wir, inwieweit RAP, ein LRP1-Inhibitor, sowie die 

Inhibitoren der MAP-Kinasen p38 (SB203580), JNK (SP600125) und ERK1/2 (FR180204) in 

der Lage waren, VTN-PAI-1-Komplex-vermittelte Affinitätsveränderungen von ß2-Integrinen 

auf neutrophilen Granulozyten zu unterbinden. Unter dem Einfluss von RAP kam es nach 

Stimulation mit dem VTN-PAI-1 Komplex zu einer signifikant verringerten Bindung von 

ICAM-1 auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten. Des Weiteren zeigte sich nach 

Blockade der MAP-Kinase p38 ebenfalls keine Affinitätszunahme von neutrophilen 

ß2-Integrinen. Die Blockade der MAP-Kinasen JNK und ERK1/2 hatten keinen signifikanten 

Einfluss auf die VTN-PAI-1-Komplex-vermittelte Aktivierung der ß2-Integrine (vgl. Abb. 16 A, 

B). 

 

 

Abb. 16: Einfluss des RAP (A) und der MAP-Kinase-Inhibitoren SB203580 (p38-Inhibitor), SP600125 

(JNK-Inhibitor) und FR180204 (ERK1/2-Inhibitor) (B) auf die verstärkte Bindung von ICAM-1 via 

Affinitätssteigerung der neutrophilen ß2-Integrine durch den VTN-PAI-1-Komplex (jeweils MW ± SEM 

bei n=6 pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Vehikel). 
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5.1.6 Expressionsanalyse von VTN und PAI-1 bzw. deren 

Komplex auf der Oberfläche von neutrophilen 

Granulozyten 

 

Da sich in den vorherigen Versuchen gezeigt hatte, dass der Komplex aus VTN und PAI-1 

einen wesentlichen Einfluss auf die Affinität von ß2-Integrinen hat, charakterisierten wir als 

Nächstes die Lokalisation dieser beiden Moleküle auf der Oberfläche von adhärenten 

neutrophilen Granulozyten. Hierzu wurde die Expression von VTN und PAI-1 auf der Ober-

fläche der genannten Immunzellen in postkapillären Venolen des Kremastermuskels von 

WT-Tieren mithilfe der Konfokalmikroskopie visualisiert. Mittels immunhistochemischen 

Färbungen wurden VTN, PAI-1 und die neutrophilen Granulozyten (Ly6G+) markiert. VTN 

und PAI-1 befanden sich vorwiegend auf der dem Gefäßendothel zugewandten Oberfläche 

von neutrophilen Granulozyten. Im Sinne einer Komplexbildung zwischen VTN und PAI-1 

überlagerte sich deren Expression häufig (vgl. Abb. 17).  

 

 

Abb. 17: Konfokalmikroskopische Untersuchung der Expression von VTN und PAI-1 auf der Oberflä-

che von adhärenten neutrophilen Granulozyten im WT-Tier (dunkelblau: Ly6G+ neutrophile Gra-

nulozyten; grün: VTN; rot: PAI-1; lichtblau und weiße Pfeilspitze: Überlagerung bzw. Komplexbildung 

von VTN und PAI-1).  
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5.1.7 Systemische Leukozytenzahlen und 

mikrohämodynamische Parameter 

 

Die einzelnen Versuchsgruppen wurden hinsichtlich der systemischen Leukozytenzahlen 

und der mikrohämodynamischen Parameter – Gefäßinnendurchmesser, mittlere Blutfließge-

schwindigkeit, Scherrate – auf ihre Vergleichbarkeit untersucht. Dabei ergaben sich keine 

statistisch signifikanten Unterschiede in den genannten Parametern. 

 

 WT VTN⁻/⁻ 

Mittlere 

Fließgeschwindigkeit 

[mm/s] 

1,2 ± 0,0 1,1 ± 0,1 

Gefäßinnen-Ø 

[μm] 
25,5 ± 0,3 25,4 ± 0,7 

Scherrate 

[1/s] 
1411,4 ± 70,6 1725,7 ± 163,4 

Systemische 

Leukozytenzahl 

[*103/μl] 

3,7 ± 0,3 3,5 ± 1,5 

Tab 1: Systemische Leukozytenzahlen und mikrohämodynamische Parameter. 
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5.2 Bedeutung des Chemokins CCL2 für die Rekrutie-

rung von Leukozyten myeloiden Ursprungs  

 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Chemokins CCL2 auf die 

Rekrutierung von Leukozytenpopulationen myeloiden Ursprungs ermittelt und die Bedeutung 

dieses Chemokins für die Expression und Aktivität der leukozytären Integrine untersucht.  

 

 

5.2.1 Einfluss von CCL2 und MAP-Kinasen auf die 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und 

Monozyten im Peritonitismodell 

 

Im Peritonitismodell wurde zunächst der Einfluss des Chemokins CCL2 auf die Rekrutierung 

verschiedener Leukozytensubpopulationen untersucht. Nach Induktion einer Peritonitis durch 

eine sechsstündige intraperitoneale Stimulation mit CCL2 (vgl. Kapitel 4.5.1.3) kam es zu 

einem signifikanten Anstieg der in die Peritonealhöhle rekrutierten neutrophilen Granulozyten 

und inflammatorischen/klassischen Monozyten, während sich die Anzahl der 

nicht-klassischen Monozyten nur unwesentlich veränderte (vgl. Abb. 18 A, B, C). Durch 

vorherige i.v.-Injektion der MAP-Kinase-Inhibitoren SB203580 (p38-Inhibitor), SP600125 

(JNK-Inhibitor) oder FR180204 (ERK1/2-Inhibitor) wurde in weiteren Versuchsgruppen der 

Einfluss der genannten mitogenaktivierten Proteinkinasen auf die CCL2-vermittelte Rekrutie-

rung der Leukozyten analysiert. Die Blockade von ERK1/2 (FR180204) und p38 (SB203580) 

führte zu einer verminderten Extravasation von inflammatorischen/klassischen Monozyten 

und neutrophilen Granulozyten, wobei die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten im 

Falle der p38-Blockade deutlich, jedoch nicht signifikant verringert war. Die Blockade der 

MAP-Kinase JNK (SP600125) verhinderte die Migration von inflammatorischen/klassischen 
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Monozyten in die entzündete Peritonealhöhle, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Rekrutie-

rung von neutrophilen Granulozyten (vgl. Abb. 18 A, B). Die Migration von nicht-klassischen 

Monozyten war durch Blockade der MAP-Kinasen nicht verändert (vgl. Abb. 18 C).  

 

 

Abb. 18: Quantifizierung der in die Peritonealhöhle rekrutierten neutrophilen Granulozyten (A) sowie 

inflammatorischen/klassischen (B) und nicht-klassischen (C) Monozyten nach Stimulation mit CCL2 

sowie Blockade der MAP-Kinasen p38 (SB203580), JNK (SP600125) oder ERK1/2 (FR180204) (MW 

± SEM bei n=5 - 6 pro Gruppe; # p < 0,05 vs. unstimuliert; * p < 0,05 vs. Vehikel). 

 

 

5.2.2 Bedeutung von CCL2 für die Expression und Aktivität 

von ß1- und ß2-Integrinen auf der Oberfläche von 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten 

 

In einer nächsten Versuchsreihe wurde der Stellenwert des Chemokins CCL2 für die Ex-

pression und Aktivität der ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 sowie des ß1-Integrins VLA-4 auf 

der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten und Monozyten untersucht. Die Stimulation 

mit CCL2 veränderte das mithilfe der Durchflusszytometrie ermittelte Expressionsniveau aller 

genannten Integrine nicht. Die sich daran anschließende Untersuchung der Konformation der 

leukozytären Integrine wurde unter Verwendung eines Binding-Assays indirekt bestimmt, 

indem die Bindung von ICAM-1 und VCAM-1 durchflusszytometrisch quantifiziert und die 
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ermittelten Werte ins Verhältnis zur Integrinexpression gesetzt wurden. Durch Stimulation mit 

PMA als Positivkontrolle kam es zu einer verstärkten Bindung von ICAM-1 und VCAM-1 auf 

der Oberfläche von inflammatorischen/klassischen Monozyten. Ebenso führte die Stimulation 

mit CCL2 zur Aktivierung der ß1-Integrine auf den genannten Immunzellen, wohingegen die 

Affinität der ß2-Integrine zu ihrem Liganden ICAM-1 nicht verändert war (vgl. Abb. 19 A, B). 

Die Aktivität von ß1- und ß2-Integrinen auf der Oberfläche von nicht-klassischen Monozyten 

und neutrophilen Granulozyten veränderte sich durch Stimulation mit CCL2 nicht (Daten 

nicht gezeigt).  

 

 

Abb. 19: Durchflusszytometrie-Diagramme, die den Einfluss des Chemokins CCL2 auf die Bindung 

von monozytären Integrinen an deren Liganden VCAM-1 (A) und ICAM-1 (B) zeigen (MW ± SEM bei 

n=4 pro Gruppe; # p < 0,05 vs. unstimuliert).  
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6 Diskussion 

 

6.1 Steuerung der Leukozytenrekrutierung 

 

Die verstärkte Auswanderung von Leukozyten aus der Mikrovaskulatur in das Gewebe stellt 

ein wesentliches immunologisches Charakteristikum einer jeglichen Art von Entzündung dar. 

Nutzen kommt der Leukozytenextravasation dabei vor allem in der Bekämpfung eingedrun-

gener Mikroorganismen, der Phagozytose abgestorbener Zellen, der Wundheilung im Falle 

einer Verletzung oder der Geweberegeneration im Falle des IRS zu. Der beschriebene Vor-

gang kann sich jedoch auch nachteilig auf den Organismus auswirken: Dies ist beispielswei-

se bei überschießenden Entzündungsreaktionen der Fall, die für chronisch-entzündliche 

Erkrankungen prädisponieren oder bei Immunreaktionen gegen eigentlich harmlose Antigene 

und körpereigene Antigene, die mit allergischen Erkrankungen bzw. Autoimmunerkrankun-

gen einhergehen. Auch beim IRS trägt die Freisetzung von Proteasen und freien Sauerstoff-

radikalen durch neutrophile Granulozyten zunächst zu einer Verschlimmerung des bereits 

bestehenden ischämisch-bedingten Gewebeschadens bei 26, 57, 46, 58, 6, 53.  

Das angeborene Abwehrsystem wird zu Beginn einer akuten inflammatorischen Antwort 

aktiviert und ist in der Lage, binnen sehr kurzer Zeit auf Veränderungen des Körpers (z.B. 

eingedrungene Mikroorganismen) zu reagieren. Die neutrophilen Granulozyten gehören 

dabei zu den ersten Immunzellen, die an den Ort der Entzündung rekrutiert werden, gefolgt 

von den inflammatorischen/klassischen Monozyten, die etwas verzögert agieren 116. Die 

Auswanderung der Leukozyten folgt dabei einem kaskadenartig ablaufenden Rekrutierungs-

prozess. Die einzelnen Schritte dieses Prozesses (Einfangen der Leukozyten, Rollen, Adhä-

renz, intravaskuläres Kriechen, Transmigration) wurden in den vergangenen Jahrzehnten 

beschrieben und genauer charakterisiert. Die Migration der Leukozyten aus dem mikrovas-
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kulären Stromgebiet in das Gewebe wird dabei von einer Reihe an Faktoren und Molekülen 

reguliert, deren Zusammenspiel wesentlich für eine erfolgreiche Immunantwort ist. Bedeu-

tend sind in diesem Zusammenhang vor allem Zelladhäsionsmoleküle (vgl. Abb. 20), wie 

Selektine, Integrine, Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und Cadherine, sowie Zyto-

kine 229, 4, 113. Dass es im detaillierten Verständnis dieses komplexen Zusammenspiels, das 

zudem situations- und zelltypspezifisch ist, bis heute viele Lücken gibt, ist nicht verwunder-

lich. So sind zahlreiche molekulare Mechanismen im Rekrutierungsprozess verschiedener 

Leukozytensubpopulationen bei unterschiedlichsten Immunantworten (z.B. bakterielle oder 

virale Infektion, I/R) bisher unzureichend verstanden. Wissenslücken bestehen vor allem 

auch hinsichtlich intrazellulärer Signaltransduktionsprozesse, die durch Bindung von Adhä-

sions- oder Signalmolekülen an deren Rezeptoren ausgelöst werden und aufgrund ihrer 

Komplexität bisher nicht im Detail aufgeschlüsselt wurden 230, 119. 

 

 

Abb. 20: Schematische Darstellung des Aufbaus der Zelladhäsionsmoleküle Selektine, Integrine und 

Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie. Abkürzungen: CAM (cell adhesion molecule); EGF (epidermal growth 

factor)-ähnliche Domäne; CR (consensus repeat)-Domäne (nach 4) 
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6.1.1 Selektine  

 

Selektine vermitteln den ersten Kontakt zwischen den Leukoyzten und dem Gefäßendothel 

und sind wesentlich am leukozytären Rollen entlang der Gefäßwand beteiligt 121, 229. Anhand 

der N-terminalen lektinähnlichen Domäne (vgl. Abb. 20) werden drei Mitglieder der Selektin-

familie unterschieden: P-Selektin (CD62P), L-Selektin (CD62L) und E-Selektin (CD62E) 4. 

P-Selektin kommt in den Weibel-Palade-Körperchen der Endothelzellen sowie in den α-

Granula der Thrombozyten vor und wird bei Aktivierung dieser Zellen innerhalb von Sekun-

den bis Minuten an die Zelloberfläche transloziert 121. Dagegen wird E-Selektin von aktivier-

ten Endothelzellen neu synthetisiert und wird somit erst einige Stunden nach Stimulation auf 

der Zelloberfläche exprimiert 4. L-Selektin wird als einziges Selektin auf der Oberfläche zirku-

lierender Leukozyten exprimiert 4, 121.  

Die Funktionen dieser Glykoproteine werden durch Interaktionen mit Kohlenhydratketten von 

Muzin-ähnlichen Molekülen auf der Oberfläche von Leukozyten oder Endothelzellen vermit-

telt 72, 121. Beispiele für Interaktionspartner von Selektinen sind PSGL-1, CD44, ESL-1, CD34 

und GlyCAM-1 121, 4, 231. 

 

 

6.1.2 Integrine 

 

Integrine vermitteln Interaktionen zwischen Zellen untereinander sowie zwischen Zellen und 

der EZM 232. Im Rekrutierungsprozess der Leukozyten tragen sie wesentlich zur Stabilisie-

rung der leukozytären Kontakte mit Endothelzellen bei 72, 230. Integrine sind an beinahe jedem 

Schritt in der leukozytären Rekrutierungskaskade beteiligt, insbesondere am langsamen 

Rollen, der festen Adhärenz, dem intravaskulären Crawling sowie der Transmigration 230, 113. 

Strukturell gesehen sind Integrine Glykoproteine bestehend aus einer α- und einer ß-Kette, 
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die nicht-kovalent miteinander verbunden sind (vgl. Abb. 20) 233, 4. Durch Kombination ver-

schiedener α- und ß-Ketten werden im menschlichen System mindestens 24 Integrin-

Heterodimere gebildet 233, 234, 232. An der Extravasation von neutrophilen Granulozyten sind 

maßgeblich die ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 beteiligt, an der Migration der inflammatori-

schen/klassischen Monozyten zusätzlich das ß1-Integrin VLA-4 (vgl. Abb. 21) 230. Diese 

Integrine befinden sich auf der Oberfläche der entsprechenden Leukozytensubpupulationen 

und können nach Chemokin-vermittelter Aktivierung derselben mit endothelial exprimierten 

Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie interagieren 235, 236. Dabei binden die 

ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 hauptsächlich an ICAM-1 und ICAM-2, das ß1-Integrin VLA-4 

hingegen vorwiegend an VCAM-1 237, 230, 123, 112. Weitere Interaktionspartner der leukozytären 

Integrine sowie ihr Expressionsmuster auf den verschiedenen Leukozytensubpopulationen 

sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Abbildung 21 gibt eine grobe Übersicht über die an den 

einzelnen Schritten der Extravasation von neutrophilen Granulozyten und Monozyten betei-

ligten Integrine. 

 

 

Tab 2: Expression und Liganden der leukozytären Integrine LFA-1, Mac-1 und VLA-4; * vgl. 238 

 (modifiziert nach 123 und 72). 
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Abb. 21: Schematische Darstellung der beteiligten Integrine an den einzelnen Schritten des 

Rekrutierungsprozesses von neutrophilen Granulozyten und Monoyzten (modifiziert nach 230). 

 

In Gegenwart verschiedener Entzündungsmediatoren, z.B. bestimmter Zytokine, kann das 

Expressionsniveau von leukozytären Integrinen hochreguliert werden 239, 240, 241. Integrine 

sind jedoch – im Gegensatz zu Selektinen – nicht konstitutiv aktiv 4. Sie können in unter-

schiedlichen Konformations- bzw. Aktivitätszuständen vorliegen, welche die Affinität zu ihren 

Liganden bestimmen. In diesem Zusammenhang unterscheidet man primär eine „gebeugte“ 

Konformation von einer „gestreckten“ Form mit entweder intermediärer oder offener Konfor-

mation 119, 230. Integrine in „gebeugter“ Konformation befinden sich vorwiegend auf ruhenden, 

nicht-aktivierten Zellen und besitzen eine niedrige Affinität für Liganden 230. Die intermediäre 

Konformation kann durch Bindung von Selektinen (z.B. P- und E-Selektin) an deren Ligan-

den auf der Oberfläche von Leukoyzten (z.B. PSGL-1, CD44) induziert werden und ist vor-

wiegend für das langsame Rollen der Leukozyten bedeutend 242, 119, 243. Die Bindung von 

Chemokinen an die leukozytär exprimierten Chemokinrezeptoren kann neben der interme-

diären auch die offene Konformation von Integrinen induzieren. In dieser Konformation sind 

die Integrine in der Lage, mit hoher Affinität an ihre Liganden, den endothelial exprimierten 
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Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie, zu binden und spielen eine wichtige Rolle für 

die feste Adhärenz, das intraluminale Crawling sowie für die transendotheliale Migration der 

Leukozyten 230, 123, 244, 119, 245, 246, 247, 248, 249, 235. Die Selektin- bzw. Chemokin-vermittelte Kon-

formationsänderung der Integrine hin zu einer „gestreckten“ intermediären bzw. offenen 

Konformation wird durch das sogenannte „inside-out signaling“ hervorgerufen und kann sehr 

schnell erfolgen. An den verschiedenen Signaltransduktionsprozessen sind eine Reihe intra-

zellulärer Signalmoleküle (z.B. Tyrosinkinasen, GTPasen) beteiligt (vgl. Abb. 22), wobei die 

genauen Mechanismen für einige Integrine noch nicht vollständig aufgeschlüsselt sind 119, 235, 

234.  

 

Abb. 22: Aktivierung von LFA-1 durch „inside-out signaling“ in neutrophilen Granulozyten: Die Bin-

dung von E-/P-Selektin an den leukozytären Selektinliganden PSGL-1 führt über intrazelluläre Signal-

wege zur Konformationsänderung des ß2-Integrins LFA-1 hin zu einer intermediären, „extended“ 

Konformation. Die Bindung des endothelial präsentierten Chemokins CXCL1 an den Chemokinrezep-

tor CXCR2 auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten induziert die offene, hoch-affine Kon-

formation von LFA-1. Abkürzungen: Fgr (feline Gardner-Rasheed sarcoma kinase); FcRɣ (immunoglobulin gamma Fc 

receptor); DAP12 (DNAX activating protein of 12 kDa); Syk (spleen tyrosine kinase); ADAP (adhesion and degranulation 

promoting adaptor protein); SLP-76 (SH2 domain-containing leucocyte phosphoprotein of 76 kDa); Btk (Bruton tyrosine kinase); 

PI3K (phosphoinositide 3-kinase); PLC (phospholipase C); IP3 (inositol triphosphate); DAG (diacylglycerol); CalDAG-GEFI 

(calcium- and diacylglycerol-regulated guanine nucleotide exchange factor I) (modifiziert nach 119). 
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Im Gegensatz zum „inside-out signaling“ beschreibt das „outside-in signaling“ die durch 

Integrin-Liganden-Bindung ausgelösten intrazellulären Signaltransduktionsprozesse. 

Dadurch können diverse Zellfunktionen beeinflusst werden wie beispielsweise die Degranu-

lation von neutrophilen Granulozyten sowie deren Produktion von reaktiven Sauerstoffspe-

zies und die Differenzierung von Makrophagen 234. Die am „outside-in signaling“ beteiligten 

Signalmoleküle sind teils identisch mit denen des „inside-out signaling“, teils jedoch ver-

schieden, wobei auch hier die genauen Mechanismen noch nicht im Detail aufgeschlüsselt 

sind 234, 230. Studien der letzten Jahre geben konkrete Hinweise darauf, dass auch 

MAP-Kinasen in Signalwege des „inside-out“- und „outside-in signaling“ involviert sind und 

somit auch eine Rolle im Extravasationsprozess von Leukozyten spielen 250, 251, 252, 253.  

 

 

6.1.3 Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie 

 

Für die Extravasation von Leukozyten sind insbesondere die endothelial exprimierten Mit-

glieder der Immunglobulin-Superfamilie – ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, PECAM-1, JAM-A, 

JAM-B, JAM-C und ESAM – bedeutend 113, 112. Die Expression dieser Transmembranproteine 

auf der Oberfläche von Endothelzellen erfolgt entweder konstitutiv oder wird durch Entzün-

dungsmediatoren hochreguliert 4, 254. Während die ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1 vorwiegend 

mit ICAM-1 und ICAM-2 interagieren, bindet das ß1-Integrin VLA-4 hauptsächlich an 

VCAM-1 123, 230, 237, 112. 
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6.1.4 Chemokine und Chemokinrezeptoren 

 

Chemokine, sogenannte chemotaktische Zytokine, sind Signalmoleküle, die in erster Linie für 

zielgerichtete Migrationsbewegungen bedeutend sind. Sie werden nach ihrer cysteinhaltigen 

Aminosäuresequenz am Aminoterminus in vier Familien untergliedert: Bei den 

CC-Chemokinen liegen die ersten zwei Cysteine am N-Terminus direkt nebeneinander, 

wohingegen sie bei den CXC- bzw. CX3C-Chemokinen durch eine bzw. drei Aminosäuren 

voneinander getrennt sind. Die C-Chemokine sind im Gegensatz dazu mit nur einem konser-

vierten Cystein am N-Terminus ausgestattet, was die Ausbildung einer – anstelle von zwei 

oder drei – Disulfidbrücken zur Folge hat 255, 4, 256. Eine vereinfachte Darstellung der Struktur 

der verschiedenen Chemokinfamilien mit einer Auswahl an entsprechenden Vertretern zeigt 

Abbildung 23.  

 

 

Abb. 23: Schematische Darstellung des Aufbaus der vier Chemokinfamilien mit Beispielen an ent-

sprechenden Mitgliedern (modifiziert nach 257). 
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Chemokine sind mit 60 - 100 Aminosäuren und einer Molekülmasse von 8 - 14 kDa relativ 

kleine Proteine, die von verschiedenen Zellen – unter anderem von Leukozyten, Endothelzel-

len, Epithelzellen, Fibroblasten – sezerniert werden 255, 258, 259. Dabei liegen die Chemokine 

entweder frei (z.B. im Blut gelöst) oder über GAG an Gewebestrukturen (z.B. Endothel, 

Proteine der EZM) gebunden vor 260, 261, 262, 113. Chemokine können konstitutiv, sogenannte 

homöostatische Chemokine, und/oder als Reaktion auf inflammatorische Stimuli, wie Inter-

leukin-1 (IL-1), IFN-ɣ und TNF, von aktivierten Zellen synthetisiert werden 4, 263, 261. Letztere, 

die sogenannten inflammatorischen oder induzierbaren Chemokine, sind im Rahmen ent-

zündlicher Prozesse v.a. für die Rekrutierung von Leukozyten an den Ort der Gewebeschä-

digung oder Infektion bedeutend 4, 261. In diesem Zusammenhang vermitteln sie durch Inter-

aktion mit entsprechenden Chemokinrezeptoren und nachfolgender Aktivierung von Integri-

nen die feste Adhärenz der Immunzellen nachdem diese am Gefäßendothel entlanggerollt 

sind 113. Durch Aktivierung von Leukozyten vermögen Chemokine auch deren Abwehrfunkti-

on zu beeinflussen: CXCL8 beispielsweise kann die Degranulation von neutrophilen Gra-

nulozyten und CCL2 den oxidativen Burst von Monozyten auslösen 264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 

271. Verschiedene Chemokine können die Migration bestimmter Leukozytensubpopulationen 

mediieren. Während der Gruppe der CXC-Chemokine vor allem Bedeutung in der Rekrutie-

rung von neutrophilen Granulozyten zukommt, werden CC-Chemokine häufig als klassische 

Vermittler der Extravasation von Monozyten angesehen 272. Einige neuere Studien geben 

jedoch konkrete Hinweise darauf, dass unter In-vivo-Bedingungen manche CC-Chemokine 

neben Monozyten auch neutrophile Granulozyten mobilisieren und umgekehrt Vertreter der 

CXC-Chemokine auch die Adhärenz von Monozyten vermitteln können 273, 274, 275, 276, 277, 278, 

279. Eine strikte funktionelle Trennung dieser beiden Chemokinfamilien erscheint in dieser 

Hinsicht nicht gänzlich zutreffend. Tabelle 3 gibt eine Übersicht über die durch verschiedene 

Chemokinfamilien aktivierten bzw. rekrutierten Leukozytensubpopulationen. 
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Tab 3: Chemokinfamilien, zugehörige Rezeptoren und Zellaktivierungsmuster (modifiziert nach 263) 

(Anmerkung: nicht jeder Vertreter einer Chemokinfamilie aktiviert jede der aufgeführten Leukozyten-

subpopulation). 

 

Konstitutive bzw. homöostatische Chemokine besitzen unter anderem Bedeutung für das 

„Homing“ von Stammzellen (z.B. während der Embryogenese), für die Hämatopoese, die 

Auswanderung von Leukozyten aus dem Knochenmark und die Lymphozytenentwicklung im 

Thymus 263, 280, 258, 99. Darüber hinaus beteiligen sich Chemokine an Prozesse der Wundhei-

lung und Angiogenese 255, 281. Eine ungehemmte Expression von Chemokinen bzw. deren 

Rezeptoren wird in Zusammenhang mit einer Reihe von chronisch-entzündlichen Erkrankun-

gen und Malignomen beobachtet. So geht die Psoriasis mit einer erhöhten Expression des 

Chemokins liver activation regulated chemokine (CCL20, LARC) und chronisch entzündliche 

Darmerkrankungen (Colitis ulcerosa, Morbus Crohn) mit einer erhöhten Expression der 

Chemokine CCL2, CCL20, CXCL8 und regulated on activation normal T-cell expressed and 

secreted (CCL5, RANTES) einher 282, 283. Die erhöhte Expression des Chemokinrezeptors 
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CCR6 auf Tumorzellen des kolorektalen Karzinoms ist wiederum mit einem vermehrten 

Auftreten von Lebermetastasen assoziiert 284. Aber auch in die Pathogenese des IRS schei-

nen Chemokine sowie deren Rezeptoren involviert zu sein. In diesem Zusammenhang konn-

ten nach I/R der Niere erhöhte Expressionsprofile der Chemokine CCL2, CXCL1, growth 

related oncogene-ß (CXCL2, GROß) und thymus and activation regulated chemokine 

(CCL17, TARC) sowie der Chemokinrezeptoren CCR1 und CX3CR1 nachgewiesen werden 

285, 286. Insofern stellen Chemokine und deren Rezeptoren mögliche Angriffspunkte für neue 

Therapiekonzepte dar 255. Ihren Einfluss auf die Umgebung üben Chemokine vorwiegend 

über die Bindung an bestimmte Chemokinrezeptoren aus. Dabei bestehen innerhalb einer 

Chemokinfamilie und der entsprechenden Rezeptorgruppe (CCR, CXCR, CX3CR, XCR) 

häufig mehrere Interaktionsmöglichkeiten 4. Chemokinrezeptoren sind Mitglieder der 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und leiten nach Andocken eines passenden 

Chemokinliganden das Signal über heterotrimäre G-Proteine in das Zellinnere weiter. Die 

intrazelluläre Signalkaskade beinhaltet unter anderem die Freisetzung von Kalzium, Aktivie-

rung der Phospholipase C sowie GTPasen und MAP-Kinasen 255. Wie bereits erwähnt, sind – 

ebenso wie Chemokine – auch die Rezeptoren in die Pathogenese verschiedener Krank-

heitsbilder involviert. Besonderes Forschungsinteresse liegt gegenwärtig bei den Chemokin-

rezeptoren CCR5 und CXCR4, die als Korezeptoren für das Eindringen des humanen 

Immundefizienz-Virus (HIV) in die Wirtszelle fungieren 259, 4.  

Das Chemokin CCL2 ist ein Repräsentant der CC-Chemokin-Familie und ein potenter Sti-

mulus für die Rekrutierung von Leukozyten an den Ort der Entzündung. Als klassisches 

Signalmolekül für inflammatorische/klassische Monozyten ist CCL2 an deren Extravasation 

maßgeblich beteiligt 258. Darüber hinaus kann CCL2 aber auch natürliche Killerzellen, 

CD4-positive T-Gedächtniszellen sowie – gemäß einigen neueren Studien – auch neutrophi-

le Granulozyten rekrutieren 258, 274. Der Chemokinrezeptor CCR2 auf der Oberfläche dieser 

Leukozyten fungiert dabei als Interaktionspartner für endothelial gebundenes CCL2 287, 258, 288, 

289, 290. Eine Reihe von Zellen sind in der Lage CCL2 zu synthetisieren und zu sezernieren, 
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unter anderem Monozyten/Makrophagen und Endothelzellen 258, 291. Dabei erfolgt die Syn-

these entweder konstitutiv oder als Antwort auf eine Gewebeschädigung bzw. Infektion, 

getriggert durch Stimuli wie Zytokine, Wachstumsfaktoren oder oxidativer Stress 258. Auch 

CCL2 spielt eine Rolle in der Pathogenese einer Vielzahl von Krankheitsbildern, darunter 

vaskuläre (z.B. Atherosklerose, diabetische Retinopathie), entzündliche, autoimmune, aller-

gische und infektiöse Erkrankungen (z.B. rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose, allergi-

sches Asthma, Uveitis, HIV), sowie Tumorerkrankungen (z.B. Mamma- und Magenkarzinom) 

292, 293, 288, 294, 295, 258, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307. Aber auch in die Pathogenese des 

IRS ist CCL2 involviert: In der Niere konnte nach I/R eine verstärkte Expression von CCL2 

nachgewiesen werden, die mit einer gesteigerten Infiltration von Monozyten/Makrophagen in 

das postischämische Gewebe einherging 286, 285. CCL2-defiziente Mäuse zeigten in einer 

frühen Phase nach I/R der Niere einen ausgedehnteren Nierenschaden mit einem verstärk-

ten Ausmaß an tubulärer Apoptose sowie einer erhöhten Mortalitätsrate im Vergleich zu 

WT-Tieren. Demnach scheint das Chemokin CCL2 einen protektiven Effekt auf den durch I/R 

bedingten Nierenschaden auszuüben 308.  

 

 

6.1.5 Mitogenaktivierte Proteinkinasen 

 

Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) sind kleine intrazelluläre Proteinkinasen, 

die in eine Reihe von Signaltransduktionsmechanismen integriert sind. Drei unterschiedliche 

MAP-Kinase-Signalwege sind besonders gut dokumentiert, nämlich die p38-MAP-Kinase-

Kaskade, die JNK- sowie die ERK1/2-Kaskade. Die MAP-Kinasen stehen dabei am Ende 

einer Abfolge aus mindestens drei Kinasen, die nacheinander durch Phosphorylierung akti-

viert werden. Eine MAP-Kinase wird ihrerseits durch die MAP-Kinase-Kinase (MAP-2K) 

phosphoryliert, die wiederum von einer MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP-3K) aktiviert wurde 
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309, 310, 311, 312. Einen Überblick über die Hauptkomponenten der drei genannten MAP-Kinase-

Kaskaden gibt Abbildung 24. 

 

 

Abb. 24: MAP-Kinase-Signalwege (modifiziert nach 313) 

 

Die MAP-Kinase-Signalwege sind an der Regulation verschiedenster zellulärer Abläufe und 

Funktionen beteiligt, die teils relativ spezifisch für einen Signalweg sind, sich teils aber auch 

überlappen. In erster Linie spielen sie eine bedeutende Rolle für Zellwachstum, Zellprolifera-

tion und Zelldifferenzierung. Darüber hinaus sind sie in Prozesse der Embryogenese, des 

programmierten Zelltodes (Apoptose) sowie in Entzündungsvorgänge involviert 311, 310, 309, 312. 

Aktivierte MAP-Kinasen können durch Phosphorylierung von Serin- oder Threonin-Resten 

zelluläre Proteine, nachgeschaltete Kinasen und Transkriptionsfaktoren aktivieren. Ange-

schaltete Transkriptionsfaktoren können wiederum die Expression von Zielgenen im Zellkern 

initiieren 312, 310, 311, 313, 309. Die Aktivierung einer Kinase-Kaskade kann durch eine Reihe 

Antwort Wachstum 
Überleben 

Differenzierung 
Entwicklung 

Entzündung 
Apoptose 
Wachstum 

Differenzierung 

Wachstumsfaktoren 
Mitogene 

GPCR-Liganden 

Stress 
GPCR-Liganden 

Inflammatorische Zytokine 
Wachstumsfaktoren 



Diskussion 

 

100 

 

 

extrazellulärer Reize erfolgen, unter anderem durch Mitogene (z.B. platelet-derived growth 

factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), Insulin, Schilddrüsenhormone), proinflamma-

torische Zytokine (z.B. TNF, IL-1), bakterielle Endotoxine und oxidativen Stress 314, 315, 316, 317, 

318, 313, 311, 312, 319. Ein Beispiel für die Aktivierung der ERK1/2-Kaskade durch PDGF stellt 

Abbildung 25 dar. Auch im Rahmen entzündlicher Vorgänge kommt es zur Aktivierung von 

MAP-Kinasen 312, 319. In diesem Zusammenhang rücken sie zunehmend vor dem Hintergrund 

der Leukozytenaktivierung und -rekrutierung ins Rampenlicht.  

 

 

Abb. 25: Schematische Darstellung der ERK1/2-Kaskade: Die Bindung eines Wachstumsfaktors wie 

EGF oder PDGF an die entsprechende membranständige Rezeptortyrosinkinase einer Zelle führt zur 

Dimerisierung zweier Rezeptoruntereinheiten und Autophosphorylierung sowie zur Rekrutierung des 

Grb2/SOS (growth factor receptor-bound protein 2/son of sevenless)-Proteinkomplexes an den Re-

zeptor. SOS bindet an das menbrangebundene G-Protein Ras (rat sarcoma) und katalysiert den 

Übergang zu aktiviertem GTP-gebundenem Ras, welches wiederum die MAP-3K Raf-1 

(rat fibrosarcoma) aktiviert. Aktiviertes Raf-1 kann durch Phosphorylierung die MAP-2K MEK 

(MAPK/ERK kinase) aktivieren, die ihrerseits die MAP-Kinase ERK phosphoryliert/aktiviert. Durch 

Anschaltung von Transkriptionsfaktoren und zellulären Proteinen kann ERK die Genexpression und 

Proteinaktivität verändern (nach 319).  
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6.2 Bedeutung von VTN für die Rekrutierung von 

Leukozyten myeloiden Ursprungs nach I/R 

 

6.2.1 Wissenschaftliche Motivation 

 

Die hohe Relevanz des IRS als pathophysiologische Grundlage für sehr häufige Krankheits-

bilder mit hoher Letalität, wie Herzinfarkt und ischämischer Schlaganfall, spiegelt den hohen 

Stellenwert der medizinischen Forschung auf diesem Gebiet wider. Die Reperfusionsphase 

dient in erster Linie der Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung und ist somit unabding-

bar für das Überleben des ischämischen Organs/Gewebes. Demnach ist die frühzeitige 

Eröffnung okkludierter Gefäße das vorrangige Ziel in der Behandlung akuter Gefäßver-

schlüsse 320. Allerdings hat die Reperfusion auch nachteilige Effekte zur Folge. Die Akkumu-

lation von reaktiven Sauerstoffradikalen und die damit einhergehende Oxygenierung und 

Schädigung von Zellbestandteilen sowie die massive Ansammlung von neutrophilen Gra-

nulozyten schädigen das Gewebe über die Dauer der Ischämie hinaus. Dieser Umstand wirkt 

sich negativ auf die Restfunktion des Organs/Gewebes aus und verschlechtert den Langzeit-

verlauf der Erkrankung nach wie vor. Die Vermeidung bzw. Verringerung des IRS stellt somit 

eine große Herausforderung dar. Als möglicher Ansatzpunkt wird unter anderem die Inhibiti-

on der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten diskutiert, die das Gewebe durch Frei-

setzung von proinflammatorischen Zytokinen, Proteasen und reaktiven Sauerstoffradikalen 

angreifen 26, 57, 321, 322, 323. Auch VTN scheint an der Extravasation dieser Immunzellen beteiligt 

zu sein 137, 225. Neuere Studien lassen zudem vermuten, dass das Glykoprotein in die Patho-

genese des IRS involviert ist 133, 223, 217. Bereits länger ist bekannt, dass nach akutem Myo-

kard- und Niereninfarkt Ablagerungen von VTN im entsprechenden Gewebe detektiert wer-

den können 204, 203, 135. Unlängst wurde bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt darüber 

hinaus ein deutlich erhöhter Plasma-Spiegel von VTN in der akuten Phase der Erkrankung 
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festgestellt. Das Ausmaß des VTN-Anstiegs ließ gleichzeitig Rückschlüsse auf einen un-

günstigen kardiovaskulären Verlauf ziehen 221. Demnach könnte der Plasma-Spiegel von 

VTN in Zukunft möglicherweise als eine Art Prognosefaktor bei Patienten mit akutem Koro-

narsyndrom herangezogen werden 221, 222. Welche spezifischen Funktionen VTN im Patho-

mechanismus des IRS einnimmt, ist noch unklar. In diesem Zusammenhang ist insbesonde-

re weitgehend unbekannt, welche Rolle VTN für die Rekrutierung von Leukozyten nach I/R 

spielt. Diese bis dato unzureichend in Studien untersuchte Fragestellung war Anlass unserer 

Forschungsarbeiten. 

 

 

6.2.2 Endotheliale Deposition von VTN in der 

Mikrovaskulatur nach I/R 

 

Zu Beginn unserer Experimente untersuchten wir die Auswirkung von I/R auf die endotheliale 

Deposition von VTN in postkapillären Venolen des Kremastermuskels. Dabei konnten wir 

erstmals zeigen, dass das Ausmaß der VTN-Deposition auf dem Endothel der Mikrovaskula-

tur nach I/R signifikant ansteigt. In der Literatur werden mehrere Möglichkeiten genannt, wie 

VTN an Endothelzellen gebunden werden kann: Zum einen kann das Molekül an endothelial 

präsentierten uPAR binden 135, 148 sowie an GAG, beispielsweise Heparansulfat, welche als 

Bestandteile der Glykokalix auf der Oberfläche von Endothelzellen vorkommen 324, 325, 326, 327, 

328. Zum anderen wird VTN über Integrine – vorwiegend αvß3- und αvß5-Integrine – auf der 

Oberfläche von Endothelzellen gebunden 329, 330, 331, 332, 333. Mehrere Studien konnten eine 

Hochregulation des endothelialen αvß3-Integrins nach ischämischen Ereignissen des Gehirns 

und des Herzens belegen 334, 335, 336, 337, 338. Im Falle unserer Versuche könnte demnach das 

αvß3-Integrin als Hauptakteur für die endotheliale Bindung von VTN fungieren. Die Interaktion 

mit diesem Integrin, dem sogenannten VTN-Rezeptor, kann neben der RGD-Domäne auch 
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über die Heparin-bindende Domäne des VTN-Moleküls vermittelt werden 135, 175. Über den 

Konformationszustand bzw. die Multimerisierung des endothelial gebundenen Vitronektins 

gibt der konfokalmikroskopische Versuchsansatz in unseren Experimenten keinen Auf-

schluss. In der Literatur wird die Anheftung an das Endothel jedoch häufig nur für multimeres 

VTN beschrieben 324, 330, 135, 148. Da sowohl Integrine und der uPAR, als auch GAG zudem 

bevorzugt mit multimerem VTN interagieren 135, 159, 153, 161, 162, 163, 164, 165, 136, 138, wurde im Falle 

unserer Versuche vermutlich ebenfalls vornehmlich das funktionell aktivere hochmolekulare 

VTN visualisiert. Während unter normalen Bedingungen der Anteil an VTN-Multimeren im 

Plasma sehr gering ist, liegt der Großteil des Plasma-Vitronektins in seiner nativen monome-

ren Form vor, in der die Heparin-Bindestelle, über die auch GAG und das αvß3-Integrin ge-

bunden werden können, zunächst verborgen ist 135, 135, 175. Durch Konformationsänderung 

bzw. durch die damit häufig einhergehende Multimerisierung werden kryptogene Bindestel-

len exponiert und somit Interaktionen mit entsprechenden Bindungspartnern begünstigt 153, 

339, 135. Konformationsänderungen wiederum können induziert werden durch verschiedenste 

Stimuli wie Aktivierung des Gerinnungssystems, Anlagerung von VTN an Oberflächen und in 

vitro durch denaturierende Agenzien wie Harnstoff 339, 135, 156. In vivo findet die Multimerisie-

rung von VTN vor allem im Rahmen pathologischer Veränderungen und Gewebeschädigun-

gen statt 156, 157, 340, 133. Eine neuere Studie gibt konkrete Hinweise darauf, dass dies auch 

unter ischämischen Bedingungen der Fall ist 133. Demnach könnte in unseren Versuchen 

eine durch I/R-induzierte Multimerisierung die Anlagerung bzw. Bindung von VTN an das 

Endothel zusätzlich begünstigen. Des Weiteren können verschiedene Interaktionspartner die 

Multimerisierung/Konformationsänderung von VTN hervorrufen, wie beispielsweise hoch-

sulfatierte GAG, der Membranangriffskomplex des Komplementsystems (C5b-C7-Komplex), 

der Thrombin-Antithrombin-Komplex sowie die aktive Form von PAI-1 153, 155, 341, 339, 155, 153. 

Auch nach Dissoziation von PAI-1 bleiben die durch kovalente (Disulfidbrücken) und 

nicht-kovalente Bindungen stabilisierten VTN-Dimere und -Multimere erhalten 153. Da die 

Plasmakonzentration von PAI-1 (0,4 – 20 nM) um ein Vielfaches geringer ist als die von VTN 
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(2,5 – 5 μM) kann im Plasma vermutlich keine Multimerisierung durch PAI-1 hervorgerufen 

werden 153. Anders verhält es sich in den α-Granula der Thrombozyten, wo VTN bereits in 

seiner hochmolekularen Form mit Exposition konformationsspezifischer Epitope vorliegt 153. 

Hier scheint durch die vergleichbare Konzentration der zwei genannten Moleküle (26 nM 

VTN versus 12 nM PAI-1 /109 Thrombozyten) eine Multimerisierung von VTN durch PAI-1 

möglich 153, 342, 140. Bekanntermaßen kommt es auch in der Genese des IRS zu einer Akku-

mulation und Aktivierung von Thrombozyten 343, 344, 345, 346, 347. Demzufolge könnte die be-

schriebene I/R-induzierte Steigerung der VTN-Bindung an das „aktivierte“ Gefäßendothel 

des Kremastermuskels, beispielsweise über αvß3-Integrine, zusätzlich potenziert werden 

durch die lokal gesteigerte Entleerung der VTN-enthaltenden α-Granula der Thrombozyten. 

Ein weiterer Erklärungsansatz der verstärkten endothelialen VTN-Deposition nach I/R könnte 

darin begründet sein, dass – wie nach akutem Myokardinfarkt 221, 222 – der Plasma-Spiegel 

von VTN ansteigt und das Glykoprotein infolgedessen vermehrt an das Gefäßendothel ge-

bunden wird. Ein derartiger Anstieg des VTN-Plasmaspiegels – möglicherweise infolge einer 

durch I/R induzierten Akute-Phase-Reaktion mit gesteigerter VTN-Synthese in der Leber 135 

– erscheint in Hinblick auf die lokale I/R des Kremastermuskels jedoch weniger wahrschein-

lich. 

 

 

6.2.3 Einfluss von VTN auf die Rekrutierung von Leukozyten 

myeloiden Ursprungs 

 

In einem nächsten Schritt untersuchten wir den Stellenwert von VTN im Extravasationspro-

zess von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen/klassischen Monozyten. Anhand 

des Peritonitisassays konnten wir zeigen, dass VTN für die Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten an den Ort der Entzündung eine bedeutende Rolle spielt. Die Induktion einer 
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Peritonitis erfolgte mit Chemokinen, die typischerweise auch für die Pathogenese des IRS 

eine Rolle spielen 348, 285. Sowohl die CXCL1-induzierte Peritonitis, als potenter Stimulus für 

neutrophile Granulozyten 349, als auch die CCL2-induzierte Peritonitis, als klassischer Stimu-

lus für Monozyten 350, führte in VTN-defizienten Mäusen zu einer signifikant verminderten 

Extravasation von neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu WT-Tieren. Diese Versuchser-

gebnisse lassen in Übereinstimmung mit anderen Studien zunächst eine generelle Bedeu-

tung von VTN für die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten bei Entzündungsvorgän-

gen vermuten 137, 225. Bemerkenswert war darüber hinaus, dass die Anzahl der rekrutierten 

neutrophilen Granulozyten in der Gruppe der heterozygoten Knockout-Mäuse vergleichbar 

niedrig war wie in der Gruppe der homozygoten Knockout-Tiere. Eine ausreichend hohe 

VTN-Konzentration im Plasma scheint demnach eine wichtige Voraussetzung für die erfolg-

reiche Extravasation dieser Immunzellen zu sein. Ob VTN auch eine Rolle im Extravasati-

onsprozess von Monozyten spielt, ist bisher nicht in vivo untersucht worden. In-vitro-Studien 

gehen davon aus, dass Monozyten an VTN binden bzw. VTN-abhängig migrieren können 351, 

352, 159, 351, 353, 354, 355, 356, 147, 177. Unsere Untersuchungen im Peritonitismodell zeigen, dass VTN 

in vivo keinen Einfluss auf die Migration von inflammatorischen/klassischen Monozyten in die 

CCL2- bzw. CXCL1-stimulierte Peritonealhöhle hat. Ein Grund für die Abweichung unserer 

Ergebnisse von der Literatur könnte neben dem In-vivo-Versuchsansatz auch die Verwen-

dung anderer inflammatorischer Stimuli sein. 

In einer nächsten Versuchsreihe wurde in vivo die Bedeutung von VTN für die einzelnen 

Schritte des Extravasationsprozesses von neutrophilen Granulozyten nach I/R analysiert. 

Dabei konnten wir erstmals zeigen, dass VTN auch im speziellen Fall des Ischämie-

Reperfusionsprozesses für die Migration von neutrophilen Granulozyten in das betroffene 

Gewebe bedeutend ist. Diese Beobachtungen geben konkrete Hinweise darauf, dass das 

Glykoprotein auch für die Pathogenese des IRS einen relevanten Stellenwert besitzt. In der 

leukozytären Rekrutierungskaskade beeinflusst VTN im Besonderen die feste Adhärenz und 

nachfolgende Transmigration von neutrophilen Granulozyten. In diesem Zusammenhang 
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sind neutrophile Granulozyten in VTN-defizienten Mäusen kaum in der Lage, fest zu adhärie-

ren, sondern „rutschen“ vielmehr am Endothel entlang und driften nach einer durchschnittli-

chen Adhärenzzeit von nur etwa 10 Sekunden wieder von der Gefäßwand ab. Das der festen 

Adhärenz vorausgehende leukozytäre Rollen sowie die Rollgeschwindigkeit sind von VTN 

hingegen unabhängig. Wie bereits erwähnt, zeigen unsere Untersuchungen, dass VTN auch 

die der festen Adhärenz nachfolgende Transmigration von neutrophilen Granulozyten beein-

flusst. Die Rekrutierung von Leukozyten wird in der Literatur als ein kaskadenartig ablaufen-

der Prozess beschrieben, bei dem ein Schritt gewissermaßen die Voraussetzungen für den 

nächsten schafft 112, 113. In dieser Hinsicht ist die beobachtete Reduktion der Transmigrations-

rate in VTN-defizienten Mäusen vermutlich zumindest teilweise die Konsequenz aus der 

verringerten Anzahl an fest adhärenten neutrophilen Granulozyten. Allerdings ist es möglich, 

dass VTN darüber hinaus anderweitig in den Prozess der Transmigration von neutrophilen 

Granulozyten eingreift: Die parazelluläre Transmigration setzt die Dissoziation von Endothel-

zellverbindungen, in erster Linie von VE-Cadherin, voraus. Aus mehreren Studien ist be-

kannt, dass nach Unterbrechung der homophilen Interaktionen von VE-Cadherin durch ent-

sprechende Antikörper die Gefäßpermeabilität sowie die Extravasationsrate von Leukozyten 

zunimmt 133, 357, 358, 359. Eine neuere Studie zeigt, dass auch multimeres VTN in der Lage ist, 

über Internalisierung von VE-Cadherin, die vaskuläre Permeabilität nach Ischämie zu erhö-

hen 133. Dieser Umstand könnte die vermehrte Akkumulation von neutrophilen Granulozyten 

im extravaskulären ischämischen Gewebe mitbedingen 133. 

Um die zugrundeliegenden Mechanismen der VTN-vermittelten festen Adhärenz von neutro-

philen Granulozyten genauer aufzuschlüsseln, führten wir weitere Experimente durch. Zu-

nächst untersuchten wir den Einfluss des Glykoproteins auf die Kolokalisation von adhären-

ten neutrophilen Granulozyten mit Thrombozyten. Seit jüngerer Zeit ist bekannt, dass 

Immunzellen sowohl untereinander, als auch mit Thrombozyten interagieren können 345, 115, 

360, 116, 117. Thrombozyten können demnach aktiv am Extravasationsprozess von neutrophilen 

Granulozyten beitragen, indem sie deren Anheftung an das Endothel unterstützen und die 
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Aktivierung dieser Immunzellen begünstigen 114, 117, 361, 362. Außerdem sind Thrombozyten in 

die Pathogenese des IRS involviert 363, 361. Unsere Versuchsergebnisse zeigen jedoch, dass 

Thrombozyten keinen Einfluss auf die VTN-vermittelte feste Adhärenz von neutrophilen 

Granulozyten nach I/R haben. Darüber hinaus konnten wir belegen, dass die endotheliale 

Adhärenz von Thrombozyten unabhängig von VTN ist, obwohl VTN in deren α-Granula 

gespeichert wird und über αIIbß3-Integrine sowie in geringerem Maß vermutlich auch über 

αvß3-Integrine auf der Oberfläche der Blutplättchen gebunden werden kann 364, 135, 365, 366, 152, 

173.  

In weiteren Experimenten untersuchten wir den Einfluss von VTN und Faktoren des fibrinoly-

tischen Systems – uPA und PAI-1 – auf die Aktivität von ß2-Integrinen auf der Oberfläche 

von neutrophilen Granulozyten. Unter Verwendung eines Binding-Assays konnte die Affinität 

dieser Integrine zu ihrem endothelial exprimierten Liganden ICAM-1, einem Mitglied der 

Immunglobulin-Superfamilie, bestimmt und durchflusszytometrisch quantifiziert werden. 

Erstmals zeigen unsere Versuchsergebnisse anhand einer verstärkten Bindung von ICAM-1, 

dass der Komplex aus multimerem VTN und PAI-1 Affinitätsveränderungen von 

ß2-Integrinen hin zur intermediären und offenen hoch-affinen Konformation induzieren kann. 

Im Gegensatz dazu veränderten multimeres VTN und PAI-1 alleine sowie uPA und der 

uPA-VTN-Komplex die Affinität von ß2-Integrinen für ICAM-1 nicht. Derartige Eigenschaften 

der zuletzt genannten Faktoren bzw. Komplexe wurden auch in der Literatur bisher nicht 

beschrieben. Untersuchungen von Prof. Dr. Kanse und Mitarbeitern konnten allerdings eine 

direkte Interaktion des αMβ2-Integrins (Mac-1) mit VTN nachweisen, die für die Migration von 

neutrophilen Granulozyten vermutlich bedeutend ist 137. Diese Interaktion war abhängig vom 

Konformationszustand der beiden Bindungspartner: Einerseits war nur die multimere, nicht 

jedoch die monomere native Form von VTN in der Lage Mac-1 zu binden. Andererseits hing 

die Stärke der Bindung vom Konformationszustand des Integrins ab, wobei die offene, hoch-

affine Konformation eine stärkere Adhäsion an VTN ermöglichte 137. Interessanterweise war 

weder die RGD-Sequenz von VTN, als klassische Andockstelle für Integrine, noch die Soma-
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tomedin B (SMB)-Domäne in die Bindung von Mac-1 involviert. Daher beeinflusste die Bin-

dung von PAI-1 an die der RGD-Sequenz direkt anliegende SMB-Bindestelle von VTN auch 

nicht die Interaktion des Glykoproteins mit Mac-1 137. 

Da der Komplex aus VTN und PAI-1 einen starken Einfluss auf die Affinität von ß2-Integrinen 

auszuüben scheint, charakterisierten wir als Nächstes die Lokalisation dieser beiden Molekü-

le auf der Oberfläche von adhärenten neutrophilen Granulozyten in postkapillären Venolen 

des Kremastermuskels mithilfe der Konfokalmikroskopie. Es ist bekannt, dass VTN an der 

Oberfläche von neutrophilen Granulozyten gebunden werden kann 225, 137, 367. Dies wird über 

diverse Oberflächenmoleküle dieser Immunzellen vermittelt, zu denen die αvß3-, αMß2- 

(Mac-1) und αIIbß3- (GPIIb/IIIa) Integrine sowie der uPAR gehören 135, 137, 368, 369, 364, 370, 371, 372, 

373. Des Weiteren konnten wir in vorangegangenen Experimenten bereits eine nach I/R ver-

stärkte Deposition von VTN auf dem Gefäßendothel nachweisen. Unsere Aufnahmen von 

adhärenten neutrophilen Granulozyten zeigen, dass sich VTN vorwiegend an der Kontaktflä-

che zwischen dem Endothel und den Immunzellen befindet. Demzufolge könnte das detek-

tierte VTN sowohl endothelialen als auch neutrophilen Ursprungs sein. Die Immunfärbung 

von PAI-1 überlappte zum Großteil mit der von VTN sodass eine Komplexbildung zwischen 

den beiden Interaktionspartnern an der endothelialen Kontaktfläche von adhärenten neutro-

philen Granulozyten anzunehmen ist. PAI-1 stellt den primären physiologischen Inhibitor der 

beiden Plasminogenaktivatoren – uPA und tPA – dar und zirkuliert in geringer Konzentration 

im Blutplasma (5 - 20 ng/ml), wobei der Großteil davon an VTN gebunden vorliegt 182. PAI-1 

kann verschiedene Konformations- und Aktivitätszustände einnehmen. Bekannterweise kann 

die latente Form von PAI-1 durch Bindung an VTN in den aktiven Zustand überführt werden. 

Außerdem wird die aktive Form von PAI-1 durch Bindung an VTN stabilisiert, wodurch die 

äußerst kurze Halbwertszeit des Serin-Protease-Inhibitors verlängert wird 182. Eine derartige 

Stabilisierung der aktiven Form von PAI-1 durch VTN könnte auch in unseren Versuchen 

einen bedeutenden Stellenwert besitzen. Weitere relevante Bindungspartner von PAI-1 sind 

GAG, die der Anheftung an das Gewebe dienen, sowie low density lipoprotein receptor-
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related protein-1 (LRP1), einem Mitglied der LDL-Rezeptor-Superfamilie 181, 374, 180. LRP1 wird 

auf der Oberfläche einer Reihe von Zellen exprimiert, unter anderem auf Nervenzellen und 

Astrozyten im zentralen Nervensystem, glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen im 

Gastrointestinaltrakt, Monozyten/Makrophagen und – wie kürzlich gezeigt werden konnte – 

auch auf neutrophilen Granulozyten 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383. Bekannterweise kann 

PAI-1 in allen drei Konformationszuständen (latent, aktiv, inaktiv) an LRP1 binden 374, 384, 

darüber hinaus wird jedoch vermutet, dass die Bindung von PAI-1 an VTN die Interaktion mit 

LRP1 verhindert 385, 180, 181. Neben seiner Hauptaufgabe, der Endozytose von andockenden 

Liganden, ist LRP1 an Migrations- und Signaltransduktionsprozessen beteiligt 386, 387, 374. 

Immer mehr Studien belegen, dass dem Rezeptor auch im Rahmen der Extravasation von 

Leukozyten Bedeutung zukommt 388, 380. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass 

LRP1 mit ß2-Integrinen (LFA-1, Mac-1) auf der Oberfläche von Leukozyten interagieren und 

kolokalisieren kann 389, 388. Des Weiteren scheint LRP1 am Clustering – der Redistribution 

und lokalen Ansammlung – von ß2-Integrinen auf der Oberfläche von migrierenden und 

aktivierten Leukozyten beteiligt zu sein und somit Bedeutung für die endotheliale Adhärenz 

der Immunzellen zu haben. Eine verminderte Expression von intaktem LRP1 auf 

U937-Zellen (einer monozytären Zelllinie) ging in diesem Zusammenhang mit einer vermin-

derten Adhäsionsfähigkeit am Endothel einher 388. Eine weitere aktuelle Studie gibt darüber 

hinaus Hinweise, dass die durch das Zytokin Midkine bzw. neurite growth-promoting factor 2 

(NEGF2) induzierte hoch-affine Konformation von ß2-Integrinen auf neutrophilen Granulozy-

ten ebenfalls LRP1-abhängig ist 380. In weiteren Binding-Assays untersuchten wir daher die 

Bedeutung von LRP1 für die VTN-PAI-1-vermittelte Affinitätssteigerung von ß2-Integrinen auf 

der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten. Das receptor-associated protein (RAP), ein 

LRP-bindendes Protein, das die Interaktion desselben Rezeptors mit sämtlichen Liganden 

(darunter PAI-1) unterbindet 182, verhinderte die Zunahme der ß2-Integrinaffinität zum Ligan-

den ICAM-1 vollständig. An dieser Stelle ist zu erwähnen, dass RAP neben LRP1 auch 

andere Mitglieder der Familie der LDL-Rezeptoren hemmt, unter anderem LRP2, LRP5, 
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LRP6, den very low density lipoprotein receptor (VLDLR) und den Apolipoprotein 

E-Rezeptor-2 (ApoER2) 390. Eine Beteiligung dieser Moleküle am beschriebenen Mechanis-

mus kann somit nicht eindeutig ausgeschlossen werden. Unter den genannten Mitgliedern 

der LDL-Rezeptoren wird in der Literatur jedoch vorwiegend LRP1 als relevanter Interakti-

onspartner von PAI-1 beschrieben 391, 392, 180, 182, 181. Daher ist es wahrscheinlich, dass insbe-

sondere LRP1 wesentlich in den Mechanismus der VTN-PAI-1-vermittelten Konformations-

änderung von ß2-Integrinen auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten involviert ist.  

Um Moleküle zu identifizieren, die in den intrazellulären Signalweg der Aktivierung von 

ß2-Integrinen beteiligt sind, untersuchten wir die drei MAP-Kinase-Signalwege, die p38-, 

JNK- und ERK1/2-Kaskade. Dabei blockierte nur der p38-MAP-Kinase-Inhibitor, nicht jedoch 

der JNK- und der ERK1/2-Inhibitor, die durch den VTN-PAI-1-Komplex induzierte Aktivierung 

von neutrophilen ß2-Integrinen vollständig. Neben LRP1 scheint demnach auch die 

p38-mitogenaktivierte Proteinkinase für die VTN-PAI-1-induzierte Affinitätssteigerung von 

ß2-Integrinen auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten bedeutend zu sein.  

Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen, dass VTN maßgeblich an der Extra-

vasation von neutrophilen Granulozyten, nicht jedoch von Monozyten, beteiligt ist. Nach I/R 

vermittelt das Glykoprotein vorwiegend die Stabilisierung der Adhärenz am Gefäßendothel 

und möglicherweise auch die nachfolgende Transmigration dieser Immunzellen in das um-

liegende Gewebe. Die Aktivierung von leukozytären Integrinen während der Interaktion der 

Leukozyten mit dem Gefäßendothel spielt für eine erfolgreiche Migration der Immunzellen an 

den Ort der Entzündung eine wesentliche Rolle. In diesem Zusammenhang konnten wir 

zeigen, dass PAI-1 im Komplex mit VTN Konformationsänderungen von neutrophilen 

ß2-Integrinen hin zu erhöhter Affinität zum endothelialen Liganden ICAM-1 induzieren kann. 

Am letztgenannten Prozess ist ferner der Rezeptor LRP1 beteiligt, der das Signal in das 

Zellinnere weiterleitet. Der intrazelluläre Signalweg scheint die p38-mitogenaktivierte Pro-

teinkinase und vermutlich die entsprechende Signalkaskade zu beinhalten (vgl. Abb. 26). 
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Für die Adhärenz von Thrombozyten am Gefäßendothel sowie für Interaktionen der neutro-

philen Granulozyten mit den Blutplättchen bei I/R ist VTN hingegen nicht von Relevanz.  

 

  



Diskussion 

 

112 

 

 

6.3 Bedeutung des Chemokins CCL2 für die Rekrutie-

rung von Leukozyten myeloiden Ursprungs 

 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit untersuchten wir Mechanismen der 

CCL2-vermittelten Leukozytenrekrutierung. In diesem Zusammenhang lag unser Hauptau-

genmerk auf der Extravasation von neutrophilen Granulozyten, da aus der Literatur bis dato 

nicht genau hervorgeht, dass CC-Chemokine – sowie CCL2 im Speziellen – auch an der 

Extravasation der genannten Leukozytensubpopulation beteiligt sind 393, 394, 395, 396, 278, 274, 279, 

397. Unter Verwendung des Peritonitismodells konnten wir zeigen, dass das CC-Chemokin 

CCL2 die Extravasation sowohl von inflammatorischen/klassischen Monozyten, als auch von 

neutrophilen Granulozyten in die entzündete Peritonealhöhle stimulierte. Dies deckt sich mit 

Erkenntnissen aus der Literatur, wo CCL2 als klassischer Stimulus für inflammatori-

sche/klassische Monozyten charakterisiert wird und neuere Studien darüber hinaus Hinweise 

auf die CCL2-vermittelte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten geben 288, 274, 258. Die 

Rekrutierung von nicht-klassischen Monozyten war hingegen kaum verändert, was auf die 

fehlende bzw. äußerst schwache Expression des CCL2-Rezeptors CCR2 auf der Oberfläche 

dieser Immunzellen zurückzuführen ist 93, 94, 95, 84, 96, 81. Im Gegensatz zu inflammatori-

schen/klassischen Monozyten patrouillieren nicht-klassische Monozyten in der Mikrozirkula-

tion und nehmen auf diese Weise eine Wächterfunktion ein 100, 81. Inflammatori-

sche/klassische Monozyten und neutrophile Granulozyten hingegen sind auf ihrer Oberfläche 

mit dem Chemokinrezeptor CCR2 ausgestattet und können mit endothelial präsentiertem 

CCL2 interagieren 398, 84, 258. Unsere Versuchsergebnisse geben darüber hinaus Hinweise, 

dass die MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 in die CCL2-induzierte Rekrutierung von neutrophi-

len Granulozyten und inflammatorischen/klassischen Monozyten involviert sind, wobei die 

Extravasation von neutrophilen Granulozyten unter p38-Blockade deutlich, jedoch nicht 

signifikant vermindert war. Für die Rekrutierung von inflammatorischen/klassischen Monozy-

ten scheint darüber hinaus die JNK-Signalkaskade bedeutend zu sein. In diesem Zusam-
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menhang nehmen die MAP-Kinasen möglicherweise verschiedene, aber dennoch sich über-

lappende Aufgaben im Extravasationsmechanismus einzelner Leukozytensubpopulationen 

wahr. Die Brücke zwischen der Aktivierung von Chemokinrezeptoren, die der Gruppe der 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren angehören, und der Auslösung eines MAP-Kinase-

Signaltransduktionsweges wird vermutlich über die dem Rezeptor nachgeschaltete Aktivie-

rung von Tyrosinkinasen vermittelt 399, 400, 401, 402, 403.  

Unsere Daten hinsichtlich der Rekrutierung von inflammatorischen/klassischen Monozyten 

stehen in weitgehender Übereinstimmung mit der Literatur. In diesem Kontext wiesen auch 

andere Studien eine durch CCL2-Stimulation von Monozyten induzierte Aktivierung der drei 

MAP-Kinasen – p38, JNK und ERK1/2 – nach 399, 404, 405, 406, 406. Weitere Studien konnten 

zeigen, dass MAP-Kinasen ebenfalls für die Extravasation von neutrophilen Granulozyten 

bedeutend sind. Abhängig vom Stimulus führte die Rekrutierung dieser Leukozytensubpopu-

lation zur Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2, p38 oder beider dieser Signalwege 407, 408, 409, 

410, 411, 412, 413, 414, 85, 86. Beispielsweise bewirkte die durch N-Formyl-Methionyl-Leucyl-

Phenylalanin (fMLP) und plättchenaktivierender Faktor (PAF) induzierte Stimulation eine 

p38-abhängige Adhäsion und Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten, die nach Blocka-

de der genannten MAP-Kinase vermindert, jedoch nicht komplett blockiert war 410, 407. Dies 

deutet auf die Notwendigkeit eines weiteren p38-unabhängigen Signalweges hin. Ebenfalls 

konnte eine Aktivierung der ERK1/2-Signalkaskade durch Stimulation der neutrophilen Gra-

nulozyten mit fMLP detektiert werden, wohingegen das Potential von PAF zur Aktivierung 

dieser Signalkaskade umstritten ist 410, 407. Im Gegensatz zu den MAP-Kinasen p38 und 

ERK1/2 führte weder die Stimulation mit fMLP noch mit PAF zu einer Aktivierung der neutro-

philen MAP-Kinase JNK 410, 407, die auch in unseren Experimenten keinen Einfluss auf die 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in die CCL2-stimulierte Peritonealhöhle hatte. 

Die Partizipation dieser MAP-Kinase am Rekrutierungsprozess von neutrophilen Granulozy-

ten im Allgemeinen wird in der Literatur jedoch kontrovers diskutiert 415, 410, 411. Der spezifi-

sche Einfluss von MAP-Kinasen auf die CCL2-stimulierte Extravasation von neutrophilen 
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Granulozyten ist bisher nicht untersucht worden. Mithilfe unserer Versuche konnten wir erste 

Hinweise liefern, dass die MAP-Kinasen ERK1/2 und p38 auch in dieser Konstellation für die 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten bedeutend sind. Inwieweit die untersuchten 

MAP-Kinasen die einzelnen Schritte des Rekrutierungsprozesses von inflammatori-

schen/klassischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten beeinflussen, muss durch 

weitere Untersuchungen aufgeschlüsselt werden. 

In einer nächsten Versuchsreihe untersuchten wir die Bedeutung des Chemokins CCL2 für 

die Oberflächenexpression von ß1- und ß2-Integrinen sowie für deren Affinität zu den en-

dothelial exprimierten Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie ICAM-1, dem Liganden für 

die ß2-Integrine LFA-1 und Mac-1, und VCAM-1, dem Liganden für das ß1-Integrin VLA-4. 

Unsere Versuchsergebnisse zeigen, dass die Stimulation mit CCL2 das Expressionsniveau 

der ß1- und ß2-Integrine auf der Oberfläche von Leukozyten myeloiden Ursprungs nicht 

verändert. In Übereinstimmung mit Untersuchungen von Prof. Hidenori Arai und Mitarbeitern 

induzierte die CCL2-Stimulation jedoch Konformationsänderungen von monozytären 

ß1-Integrinen hin zu erhöhter Affinität zu ihren Liganden, während sich die Affinität von 

ß2-Integrinen nicht veränderte 406. Die geringe Oberflächenexpression von VLA-4 auf 

neutrophilen Granulozyten 230 erklärt vermutlich die fehlende Aktivierung von ß1-Integrinen 

auf dieser Leukozytenpopulation. Neutrophile Granulozyten verfügen nämlich vorwiegend 

über ß2-Integrine, welche auch auf inflammatorischen/klassischen Monozyten zusammen 

mit ß1-Integrinen zu finden sind 230. Es ist bekannt, dass die Interaktion von Integrinen in 

hoch-affiner Konformation mit Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie die Adhäsion von 

Leukozyten an die Gefäßwand vermittelt 112, 113, 230, 123, 119. Demzufolge deuten unsere Daten 

darauf hin, dass die Adhärenz von CCL2-stimulierten Monozyten durch VLA-4 und seinen 

endothelial präsentierten Liganden VCAM-1 induziert wird. 
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7 Zusammenfassung 

 

Die Migration von neutrophilen Granulozyten aus der Mikrovaskulatur in das Gewebe gilt als 

ein Schlüsselereignis in der Genese des Ischämie-Reperfusionsschadens (IRS). Aus diesem 

Grund wird die Extravasation der genannten Immunzellen als therapeutischer Angriffspunkt 

zur Verringerung des Gewebeschadens nach Ischämie-Reperfusion (I/R) diskutiert 26, 58, 53, 27. 

Studien der letzten Jahre geben außerdem Hinweise darauf, dass das Glykoprotein Vitro-

nektin (VTN) in die Pathogenese des IRS involviert ist 221, 217, 133. Über welche Mechanismen 

VTN Einfluss auf diesen Vorgang nimmt ist bislang nur unzureichend geklärt. Im ersten Teil 

der vorliegenden Arbeit sollte daher die Bedeutung von VTN für die Leukozytenrekrutierung 

nach I/R untersucht werden. Anhand konfokalmikroskopischer Aufnahmen konnten wir in 

einer ersten Versuchsreihe zeigen, dass die endotheliale Deposition von VTN nach I/R signi-

fikant ansteigt. Die Ergebnisse von Versuchen im Peritonitismodell und von intravitalmikro-

skopischen Untersuchungen belegen weiterhin, dass VTN bei I/R vorwiegend an der Rekru-

tierung von neutrophilen Granulozyten beteiligt ist, während die Extravasation von Monozy-

ten unabhängig von VTN ist. Im Speziellen vermittelt das Glykoprotein die Stabilisierung der 

Adhärenz von neutrophilen Granulozyten am Gefäßendothel sowie die nachfolgende Trans-

migration. In weiteren In-vitro-Untersuchungen konnten wir den zugrundeliegenden Mecha-

nismus dieser Befunde genauer charakterisieren: Im Komplex mit dem Plasminogen-

Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1), einem bedeutenden Interaktionspartner von VTN, induziert das 

Glykoprotein Konformationsänderungen von neutrophilen ß2-Integrinen hin zu erhöhter 

Affinität zum endothelial exprimierten Liganden ICAM-1. Dies beruht auf der durch den VTN-

PAI-1-Komplex vermittelten Rekrutierung des membranständigen low density lipoprotein 

receptor-related protein-1 (LRP1) sowie von p38-mitogenaktivierte Proteinkinase-abhängigen 

Signalwegen. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse könnte die Entwicklung VTN-inhibierender 
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Substanzen wesentlich dazu beitragen, die mit der Extravasation von neutrophilen Gra-

nulozyten assoziierte Gewebeschädigung nach I/R zu verringern. Klinisch äußerst relevante, 

mit I/R assoziierte Krankheitsbilder, wie Myokardinfarkt, ischämischer Schlaganfall, Sepsis 

und Organdysfunktion nach Transplantation, könnten auf diese Weise einer pharmakolo-

gisch optimierten Therapie zugänglich gemacht werden.  

 

 

Abb. 26: Möglicher Mechanismus der VTN-vermittelten Stabilisierung der endothelialen Adhärenz von 

neutrophilen Granulozyten via Konformationsänderung von ß2-Integrinen: Multimeres VTN kann über 

αvß3- und αvß5-Integrine, Glykosaminoglykane (GAG) oder den Urokinase-Rezeptor (uPAR) an das 

durch I/R „aktivierte“ Gefäßendothel binden. Das ß2-Integrin Mac-1 auf der Oberfläche von neutrophi-

len Granulozyten interagiert sowohl mit VTN als auch mit LRP1. An LRP1 wiederum dockt PAI-1 an, 

welcher durch vorherige Bindung an VTN in seiner aktiven Form stabilisiert wurde. Über LRP1 und 

p38-abhängige Signalwege vermittelt VTN zusammen mit PAI-1 die „Aktivierung“ des neutrophilen 

ß2-Integrins Mac-1. Die dadurch induzierte höher-affine Bindung von Mac-1 an VTN (1) und/oder 

endothelialem ICAM-1 (2) ermöglicht eine Stabilisierung der endothelialen Adhäsion von neutrophilen 

Granulozyten. 
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Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten Mechanismen der durch das Chemokin CCL2 

vermittelten Leukozytenrekrutierung genauer analysiert werden. In Übereinstimmung mit 

neueren Studien 278, 274, 397 konnten wir anhand von Versuchen im Peritonitismodell zeigen, 

dass das Chemokin CCL2 neben der Extravasation von inflammatorischen/klassischen 

Monozyten auch die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in vivo initiiert. Durch Iden-

tifizierung der dabei involvierten MAP-Kinase-Signalwege charakterisierten wir die zugrunde-

liegenden Mechanismen der CCL2-vermittelten Extravasation von Leukozytensubpopulatio-

nen myeloiden Ursprungs genauer. Unter Verwendung von Binding-Assays konnten wir 

darüber hinaus zeigen, dass die Stimulation mit dem Chemokin CCL2 Konformationsände-

rungen von ß1-Integrinen auf der Oberfläche von inflammatorischen/klassischen Monozyten 

hin zu erhöhter Affinität zu ihren Liganden induziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass CCL2 über die Affinitätssteigerung des monozytären ß1-Integrins VLA-4 die Bindung 

von inflammatorischen/klassischen Monozyten an endothelial exprimiertes VCAM-1 vermit-

telt und auf diese Weise die feste Adhärenz dieser Immunzellen am Gefäßendothel unter-

stützt. Ziel ist es, auf Basis dieser Befunde pharmakologisch in den Mechanismus der 

CCL2-vermittelten Leukozytenrekrutierung einzugreifen und auf diese Weise die mit dem 

genannten Chemokin assoziierten Erkrankungen wie Atherosklerose, diabetische Retinopa-

thie, rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose, Asthma bronchiale, Uveitis, HIV sowie diverse 

Neoplasien präventiv und therapeutisch zu beeinflussen.  
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