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Zusammenfassung	

I	

Zusammenfassung	

Polymorphkernige	 neutrophile	 Granulozyten	 (PMN)	 spielen	 eine	 entscheidende	

Rolle	 bei	 der	 angeborenen	 Immunabwehr	 und	 bei	 Entzündungen.	 Im	 Zuge	 der	

akuten	Entzündungsreaktion	werden	sie	durch	gut	charakterisierte,	kaskadenartig	

geschaltete	 Prozesse	 aus	 dem	Blut	 zum	Ort	 der	 Entzündung	 rekrutiert.	 Für	 eine	

schnelle	und	effiziente	Rekrutierung	von	PMN	sind	Adhäsionsmoleküle	der	b2-In-

tegrin-Familie	von	außerordentlich	großer	Relevanz:	Sie	vermitteln	über	ihre	Inter-

aktion	mit	endothelialen	Liganden,	wie	ICAM1,	u.	a.	die	Prozesse	der	festen	Adhä-

sion	von	Granulozyten	am	Endothel,	Spreading	an	das	Endothels	und	intraluminale	

Migration	entlang	des	Endothels	zum	Ort	der	Extravasation.	Dabei	werden	Aktivität	

und	Bindungsstärke	von	b2-Integrinen	durch	extrazelluläre	Signale	von	Chemoki-

nen	 durch	 das	 sogenannte	 Inside-Out	 Signaling	moduliert.	 Gleichzeitig	 kommt	 es	

nach	der	Bindung	von	b2-Integrinen	an	einen	Liganden	zu	intrazellulären	Signalpro-

zessen,	dem	Outside-In	Signaling,	die	die	Bindung	von	b2-Integrinen	verstärken	und	

über	die	Reorganisation	des	Zytoskeletts	verschiedene	Funktionen	von	Granulozy-

ten	während	der	Rekrutierung	erlauben.	In	den	Prozess	des	b2-Integrin-vermittel-

ten	Outside-In	Signalings	ist	die	Tyrosinkinase	Syk	als	zentraler	Regulator	eines	Sig-

nalkomplexes	 entscheidend	 involviert.	 Ein	 nachgeschalteter	 Interaktionspartner	

von	Syk	ist	das	Aktin-bindende	Protein	mAbp1.	In	dieser	Arbeit	sollte	die	Rolle	von	

mAbp1	für	verschiedene	b2-Integrin-vermittelte	Funktionen	von	neutrophilen	Gra-

nulozyten	während	des	Rekrutierungsprozesses	untersucht	werden.		

Es	konnte	mittels	Intravitalmikroskopie	gezeigt	werden,	das	mAbp1	für	Adhäsion	

und	Spreading	von	Leukozyten	in	Venolen	des	entzündeten	Musculus	cremaster	(M.	

cremaster)	entscheidend	war.	Die	verringerte	Adhäsion	und	das	defekte	Spreading	

in	 Abwesenheit	 von	mAbp1	 führte	 zu	 einer	 dramatisch	 verringerten	Anzahl	 von	

Leukozyten	im	perivaskulärem	Gewebe.	Dies	deutet	daraufhin,	dass	mAbp1	für	die	

effiziente	Rekrutierung	von	Leukozyten	benötigt	wurde.	Die	gleichen	Prozesse	wa-

ren	jedoch	unter	statischen	 in	vitro	Bedingungen	auf	 immobilisierten	b2-Integrin-

Liganden	durch	das	Fehlen	von	mAbp1	nicht	beeinträchtigt.	Dies	konnte	auch	für	

die	chemotaktische	Migration	von	isolierten	Granulozyten	gezeigt	werden.	Die	Ana-

lyse	von	Adhäsion	und	Spreading	unter	Schubspannung	in	Mikroflusskammern	 in	
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vitro	bestätigte	aber	die	in	vivo	beobachteten	Defekte	in	Abwesenheit	von	mAbp1	

und	 zeigte	 zusätzlich,	 dass	 das	 Fehlen	 von	mAbp1	 in	 isolierten	 adhärenten	 Gra-

nulozyten	zu	einer	Verminderung	der	Resistenz	gegen	ansteigende	Schubspannun-

gen	führte.	Die	Untersuchung	der	Migration	von	murinen	Granulozyten	und	huma-

nen	Neutrophilen-ähnlichen	HL-60-Zellen	unter	Flussbedingungen	in	vitro	und	im	

Modell	des	entzündeten	M.	cremaster	in	vivo	ergab,	dass	in	Abwesenheit	von	mAbp1	

nicht	nur	die	Fähigkeit	zur	Migration	und	die	Migrationsgeschwindigkeit,	sondern	

auch	das	Migrationsverhalten	beeinträchtigt	war.	Das	Fehlen	von	mAbp1	hatte	zur	

Folge,	dass	Zellen	unter	Flussbedingungen	auf	dem	Endothel	bzw.	Substrat	nur	noch	

in	Richtung	des	Flusses	migrieren	konnten.	Im	Gegensatz	dazu	vermochten	Wild-

typzellen	gegen	und	rechtwinklig	zur	Richtung	des	Flusses	zu	migrieren,	was	als	

wichtige	Voraussetzung	zum	schnellen	Auffinden	von	Extravasationsstellen	in	den	

Endothelzellzwischenräumen	und	zur	effektiven	Extravasation	identifiziert	wurde.	

Somit	war	mAbp1	 anscheinend	nur	 für	b2-Integrin-vermittelte	 Funktionen	 unter	

Schubspannung	von	Bedeutung,	aber	für	die	entsprechende	Funktionen	unter	stati-

schen	 Bedingungen	 verzichtbar.	 Eine	 mögliche	 Erklärung	 für	 diese	 Diskrepanz	

konnte	die	Analyse	der	Bildung	von	b2-Integrin-Makroclustern	mit	hoher	Liganden-

affinität	geben.	Unter	Schubspannung	war	die	durch	Antikörperfärbung	ermittelte	

Anzahl	von	Integrinclustern	mit	hoher	Affinität	in	Neutrophilen-ähnlichen	HL-60-

Zellen	signifikant	reduziert,	wenn	mAbp1	mittels	RNAi-Technik	herunterreguliert	

wurde.	Für	Prozesse	wie	Adhäsion,	Spreading	und	Migration	unter	Flussbedingun-

gen,	ist	das	Ausbilden	von	Integrinclustern	und	die	hohe	Affinität	von	b2-Integrinen	

essenziell,	um	der	Schubspannung	standzuhalten.	Hierfür	müssen	die	Integrine	mit	

dem	Zytoskelett	verankert	werden.	Möglicherweise	könnte	mAbp1	bei	diesen	Pro-

zessen	beteiligt	sein,	indem	es	die	durch	seine	Aktin-bindende	Eigenschaften	die	b2-

Integrine	 funktionell	mit	 dem	Zytoskelett	 verbindet	 und	 somit	 für	 die	 Induktion	

und/oder	Stabilisierung	der	Konformation	mit	hoher	Affinität	sorgt.	Als	Schlussfol-

gerung	lässt	sich	festhalten,	dass	mAbp1	eine	fundamentale	Funktion	bei	der	Rek-

rutierung	von	Granulozyten	hat,	indem	es	die	Prozesse	der	Adhäsion,	des	Spreading	

und	der	Migration	über	die	Induktion	und/oder	Stabilisierung	der	hohen	Affinität	

von	b2-Integrinen	unter	 Schubspannung	 ermöglicht.	Hierbei	 könnte	 es	 ein	neues	

Adaptermolekül	sein,	dass	die	b2-Integrin-Funktion	mit	dem	Aktinzytoskelett	ver-

bindet.	
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Abkürzungsverzeichnis	
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GF	 Gesichtsfeld	
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1 Einleitung	

Polymorphkernigen	 neutrophilen	 Granulozyten	 (PMN)	 fällt	 bei	 der	 Entzündung	

eine	bedeutende	Rolle	zu:	Sie	sind	nicht	nur	die	ersten	Zellen,	die	aus	dem	Blut	re-

krutiert	werden,	sondern	sie	modulieren	auch	die	Immunantwort,	indem	sie	Anti-

gen-präsentierende	 Zellen	 der	 adaptiven	 Immunantwort	 rekrutieren,	 aktivieren	

und	 programmieren.	 Sie	 vermögen	 einerseits	Mikroorganismen	 und	 beschädigte	

körpereigene	Zellen	zu	eliminieren	und	helfen	andererseits,	den	Heilungsprozess	

des	Gewebes	in	Gang	zu	setzen	und	damit	die	Entzündungsreaktion	erfolgreich	zum	

Abschluss	zu	bringen	(Nathan	2006).	Durch	ihre	zentrale	Rolle	bei	der	Initiierung	

der	Entzündung	und	 ihrer	Fähigkeit	Mikroorganismen	zu	töten,	haben	sie	 jedoch	

unter	bestimmten	Umständen	auch	Anteil	an	überschießenden	Entzündungsreakti-

onen,	die	Verletzung	von	gesundem	Gewebe	zur	Folge	haben.	Diese	pathologischen	

Prozesse	sind	Teil	verschiedenster	Erkrankungen	wie	der	diabetischen	Retinopa-

thie,	des	akuten	Koronarsyndroms,	der	Glomerulonephritis	und	der	Arteriosklerose	

(Segel	et	al.	2011;	Silvestre-Roig	et	al.	2019).	Auf	der	anderen	Seite	führen	Funkti-

onsstörungen	von	PMN	zu	teils	schwerwiegenden	Beeinträchtigungen	der	angebo-

renen	Immunantwort,	die	oft	gekennzeichnet	sind	durch	wiederkehrende	und	an-

haltende	bakterielle	Infekte	und	Pilzerkrankungen	sowie	rezidivierende	Abszesse.	

Dies	wird	deutlich	bei	Leukozyten-Adhäsions-Defizienz-	(LAD-)	Syndromen,	bei	de-

nen	die	Rekrutierung	von	Leukozyten	entweder	durch	fehlende	Adhäsionsmoleküle	

(LAD	I	und	II)	oder	durch	Aktivierungsstörung	von	Adhäsionsmolekülen	(LAD	III)	

beeinträchtigt	 ist.	 LAD	 I	wird	durch	Mutationen	 in	Genen	verursacht,	 die	 für	die	

CD18-Kette	von	Adhäsionsmolekülen	der	b2-Integrinfamilie	kodieren,	LAD	II	durch	

fehlende	Glykosylierungen	der	Liganden	von	leukozytären	und	endothelialen	Adhä-

sionsmolekülen	der	Selektinfamilie.	Für	das	Krankheitsbild	von	LAD	III	sind	Defekte	

in	der	Signalübertragung,	die	 zu	Aktivierung	von	 Integrinen	der	Leukozyten	und	

Thrombozyten	 führen,	 verantwortlich	 (Anderson	&	 Springer	 1987;	 Etzioni	 et	 al.	

1992;	Kuijpers	et	al.	1997;	Etzioni	1999;	Alon	&	Etzioni	2003).	Die	Identifizierung	

der	zugrunde	liegenden	zellulären	und	molekularen	Mechanismen,	die	im	Zuge	ei-

ner	 Entzündungsreaktion	 eine	 Rekrutierung	 von	 Leukozyten	 und	 insbesondere	

PMN	 aus	 dem	 Blut	 über	 die	 Wechselwirkungen	 von	 Adhäsionsmolekülen	
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ermöglichen,	ist	von	großer	Bedeutung.	Durch	das	Verständnis	dieser	Prozesse	und	

pathologischer	Verläufe	der	angeborenen	Immunantwort	werden	Grundlagen	ge-

schaffen,	um	neue	Therapiemöglichkeiten	für	entzündliche	Erkrankungen	zu	entwi-

ckeln.	

	

1.1 Die	akute	Entzündungsreaktion	

Die	Entzündung	ist	eine	komplexe	Antwort	des	Organismus	auf	Infektionen	und	Ge-

websverletzung.	Sie	führt	üblicherweise	zur	Infektionsabwehr	und	durch	Reparatur	

und	dem	Wiederaufbau	des	Gewebes	mit	seinen	normalen	Funktionen	zur	Wieder-

herstellung	 der	 Homöostase.	 Die	 grundsätzlichen	 Auslöser	 einer	 akuten	 Entzün-

dungsreaktion	sind	Infektion	und	Gewebsverletzung	durch	biologische,	chemische	

und	physikalische	Noxen.	In	der	Regel	sind	anhaltende	simultane	Signale,	erzeugt	

durch	Infektion	und	Gewebsverletzung,	notwendig,	um	eine	akute	Entzündungsre-

aktion	zu	starten	und	aufrechtzuerhalten.	Bei	einer	Gewebsverletzung	im	ursprüng-

lichen	Sinn,	d.h.	nicht	durch	einen	aseptischen	Eingriff,	muss	der	Körper	eine	mit	

der	Verletzung	einhergehende	Infektion	verhindern,	bei	einer	Infektion	diese	besei-

tigen	 und	 eine	 mögliche	 resultierende	 Gewebsverletzung	 beheben	 (Medzhitov	

2008;	Nathan	2006;	Nathan	2002).	Signale,	die	eine	Schädigung	des	Gewebes	anzei-

gen,	entstehen	durch	defekte	Zellen,	deren	freigesetzte	intrazellulären	Bestandteile	

die	Produktion	von	proinflammatorischen	Mediatoren	bewirken.	Solche	intrazellu-

lären	 Stoffe	 sind	 z.B.	 ATP,	 Hitzeschockproteine,	 Kalzium-bindende	 Proteine	 der	

S100-Familie	 und	 der	 Transkriptionsfaktor	 High	 Mobility	 Group	 box	 1	 Protein	

(HMGB1)	(Medzhitov	2008;	Mariathasan	&	Monack	2007;	Chen	et	al.	1999;	Kol	et	al.	

2000;	Basu	et	al.	2000;	Asea	et	al.	2000;	Ryckman	et	al.	2003;	Andersson	et	al.	2000;	

Scaffidi	et	al.	2002).	Im	Falle	der	Kalzium-bindenden	Proteine	der	S100-Familie	und	

HMGB1	führt	dies	zur	Aktivierung	der	Entzündungsreaktion	durch	eine	direkte	Bin-

dung	der	Proteine	an	Rezeptoren	der	Toll-Familie	(Toll-like	Receptors,	TLRs)	auf	der	

Oberfläche	von	Effektorzellen	wie	Makrophagen	bzw.	über	eine	indirekte	Interak-

tion	 mit	 TLRs	 über	 den	 Rezeptor	 Receptor	 of	 Advanced	 Glycation	 End-Products	

(RAGE)	(Hofmann	et	al.	1999;	Park	et	al.	2004).	Bei	mikrobiellen	Infektionen	wird	

eine	 Entzündung	 durch	 Virulenzfaktoren	 und	 sogenannte	 Pathogen-associated	

Molecular	Patterns	(PAMPs)	induziert,	die	Strukturen	der	Mikroorganismen	selbst	
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oder	ihre	sekretierten	Produkte	darstellen.	Diese	werden	durch	verschiedene	lösli-

che	Rezeptoren	wie	Komplementfaktoren,	das	Mannose-bindende	Protein	und	Lip-

opolysaccharid-	 (LPS-)	 bindendes	 Protein,	 sowie	 Zelloberflächenrezeptoren	 wie	

TLRs	gebunden	(Janeway	&	Medzhitov	2002;	Nathan	2002;	Fraser	et	al.	1998).		

Die	ersten	Signale	einer	Infektion	oder	Gewebsschädigung	werden	von	gewebsstän-

digen	Makrophagen	 und	Mastzellen	 detektiert.	 Sie	 setzen	 nach	 Aktivierung	 ver-

schiedene	Entzündungsmediatoren	frei.	Dazu	gehören	vasoaktive	Stoffe	wie	Hista-

min,	Prostaglandine	und	Tryptasen,	die	zu	Vasodilatation	und	erhöhter	Vasoperme-

abilität	und	damit	zu	Erwärmung,	Rötung	und	Schwellung	des	betroffenen	Areals	

führen	(Benoist	&	Mathis	2002).	Außerdem	produzieren	sie	proinflammatorische	

Zytokine	wie	Tumornekrosefaktor	a	(TNFa),	Interleukin-(IL-)1	und	IL-6	und	Che-

mokine	und	setzen	proteolytische	Enzyme	wie	Elastase	und	Matrixmetalloproteina-

sen	 frei	 (Benoist	 &	 Mathis	 2002;	 Nathan	 2002;	 Nathan	 et	 al.	 1993).	 Das	 Gefä-

ßendothel	 wird	 aktiviert;	 die	 extrazelluläre	 Matrix	 und	 Basalmembran	 des	 En-

dothels	wird	modifiziert;	Leukozyten,	insbesondere	PMN	werden	aktiviert,	aus	dem	

Blut	rekrutiert	und	im	Gewebe	chemotaktisch	zum	Entzündungsort	geleitet.	Von	ak-

tivierten	Makrophagen	und	PMN	produzierte	Zytokine	und	TNFa	aktivieren	und	lo-

cken	weitere	PMN	an.	Des	Weiteren	 fördern	sezernierte	Zytokine	zusammen	mit	

Signalen	von	Mikroorganismen	bzw.	nekrotischen	Zellen	die	Aktivierung	und	Diffe-

renzierung	von	dendritischen	Zellen,	professionellen	Antigen-präsentierenden	Zel-

len	der	adaptiven	Immunantwort.	Daraufhin	können	T-	und	B-Zellen	der	adaptiven	

Immunantwort	aktiviert	werden.	(Medzhitov	2008;	Nathan	2006;	Nathan	2002).		

Aktivierte	Monozyten/Makrophagen	und	PMN	beseitigen	am	Ort	der	Entzündung	

Gewebstrümmer	und	Pathogene	durch	Phagozytose.	PMN	vermögen	die	aufgenom-

menen	 Mikroorganismen	 durch	 die	 Produktion	 von	 reaktiven	 Sauerstoffspezies	

(Reactive	Oxygen	 Species,	 ROS)	und	 antibakteriellen	Proteinen	 (z.B.	 Proteinase	3,	

Elastase,	 Cathepsine,	Defensine,	 Laktoferrin	und	Lysozyme)	 zu	 eliminieren.	Anti-

bakterielle	Proteine	können	aus	den	Granula	der	PMN	sowohl	in	die	Phagosomen	

als	auch	aus	der	Zelle	hinaus	ausgeschüttet	werden,	um	dort	extrazelluläre	Mikro-

organismen	abzutöten.	Dabei	kommt	es	auch	zur	Schädigung	des	körpereigenen	Ge-

webes	(Nathan	2006;	Weiss	1989;	Kolaczkowska	&	Kubes	2013;	Häger	et	al.	2010).	

Die	Einleitung	einer	Phase,	in	der	der	Körper	das	Gewebe	reparieren	kann	und	zur	
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normalen	Funktion	zurückfindet,	ist	nach	der	Beseitigung	der	Ursache	der	Entzün-

dung	ein	notwendiger	und	wichtiger	Schritt.	Auch	hier,	bei	der	Umstellung	von	pro-

inflammatorisch	 und	 nicht	 proliferativ	 zu	 antiinflammatorisch	 und	 proliferativ,	

spielen	PMN	und	Monozyten/Makrophagen	eine	wichtige	Rolle.	So	bewirkt	das	Pha-

gozytieren	von	Zelltrümmern	eine	 erhöhte	Produktion	von	Transforming	Growth	

Factor	b	(TGFb),	einem	Supressor	der	proinflammatorischen	Makrophagenfunktio-

nen	und	Initiator	von	Reparaturmechanismen	(Arnold	et	al.	2007;	Tsunawaki	et	al.	

1988).	Ebenfalls	wichtig	ist	Secretory	Leukocyte	Protease	Inhibitor	(SLPI),	welches	

spät	während	der	Entzündungsreaktion	von	Makrophagen,	PMN	und	Epithelzellen	

produziert	wird.	SLPI	suprimiert	die	Aktivierung	von	PMN	durch	TNFa,	deren	Pro-

duktion	von	ROS	und	inhibiert	die	von	PMN	freigesetzte	Elastase.	Letzteres	wiede-

rum	führt	zu	einer	höheren	Konzentration	an	ungespaltenem	Progranulin,	was	die	

Reparatur	von	Epithel	fördert	(Jin	et	al.	1997;	Zhu	et	al.	2002;	He	et	al.	2003).	Eine	

bedeutende	Rolle	beim	Rückgang	einer	Entzündungsreaktion	kommt	auch	verschie-

denen	Lipidmediatoren	zu	wie	Lipoxinen,	Protektinen	und	Resolvinen,	 indem	sie	

u.a.	die	Rekrutierung	von	PMN	hemmen	(Serhan	2007).	Eine	akute	Entzündungsre-

aktion	gilt	dann	als	erfolgreich,	wenn	die	Quelle	der	Störung	beseitigt,	das	System	

von	proinflammatorisch	 zurück	 auf	 antiinflammatorisch	 gesetzt	 und	die	Homöo-

stase	 und	 Funktion	 des	 Gewebes	 wieder	 aufgenommen	 wurde	 (Nathan	 &	 Ding	

2010).	

	

1.2 Die	Rekrutierung	neutrophiler	Granulozyten	im	Rahmen	der	
akuten	Entzündungsreaktion	

Das	 entzündete	 Gefäßendothel	 erlaubt	 durch	 die	 Induktion	 seines	 proadhäsiven	

Charakters	 eine	 selektive	 Rekrutierung	 von	 Leukozyten	 aus	 dem	Blut	 in	 das	 be-

troffene	Gewebe.	Die	Prozesse,	die	letztlich	zur	Auswanderung	der	Leukozyten	in	

das	Gewebe	führen,	folgen	einem	kaskadenartigen	Ablauf,	der	sich	im	Wesentlichen	

bei	allen	Leukozyten	ähnelt	(Abbildung	1).	Man	unterscheidet	dabei	zwischen	Se-

lektin-vermitteltem	Capturing	(auch	Tethering;	das	Einfangen)	und	anschließendem	

Rollen	der	 Leukozyten,	 einhergehend	mit	 Chemokin-induzierter	Aktivierung	und	

Integrin-vermitteltem	 Arrest	 (Adhäsion)	 der	 Leukozyten,	 gefolgt	 von	 Adhesion	
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Strengthening	(Stärkung	der	Adhäsion),	Intraluminal	Crawling	(Migration	im	Gefäß-

lumen)	und	Transmigration	(Ley	et	al.	2007;	Alon	&	Ley	2008).	

P-	und	E-Selektin	werden	vom	entzündeten	Endothel	auf	dessen	luminaler	Oberflä-

che	exprimiert.	Zusammen	mit	L-Selektin,	welches	von	fast	allen	Leukozyten	expri-

miert	wird,	vermitteln	sie	das	anfängliche	Capturing	und	Rollen	von	PMN	über	die	

Bindung	an	glykosylierte	Liganden,	vor	allem	an	P-Selectin	Glycoprotein	Ligand	1	

(PSGL1).	Dadurch	kommt	es	zu	einer	Leukozyten-Endothel-	(über	P-	und	E-Selek-

tin)	 oder	 einer	 Leukozyten-Leukozyten-Interaktion	 (über	 L-Selektin)	 (Ley	 et	 al.	

2007;	Alon	&	Ley	2008;	Kolaczkowska	&	Kubes	2013).	Bindungen	über	Selektine	

sind	durch	schnelles	Entstehen	und	Auflösen	gekennzeichnet,	was	ein	Rollen	auf	

dem	Endothel	bei	einer	Schubspannung	von	1	–	10	dyne/cm2	im	Gefäß	erst	ermög-

licht.	Die	Schubspannung	durch	den	Blutfluss	bewirkt	zudem	Konformationsände-

rungen	der	an	Liganden	gebundenen	Selektine.	Dies	führt	durch	eine	erhöhte	Affi-

nität	der	Selektine	zu	einer	Verstärkung	der	Bindung.	Diese	Eigenschaft	von	Selek-

tinen	unter	Schubspannung	wird	als	Catch	Bond	bezeichnet	(Ley	et	al.	2007;	Alon	&	

Ley	2008).	Infolge	der	Bindung	von	PSGL1	durch	Selektine	kommt	es	in	den	PMN	

zur	Aktivierung	von	Signalprozessen,	u.	a.	über	die	Kinasen	Spleen	Tyrosine	Kinase	

(Syk)	und	p38	Mitogen-activated	Protein	Kinase	(p38	MAPK).	So	bewirkt	die	Inter-

aktion	von	E-Selektin	mit	PSGL1	über	den	Syk-Signalweg	eine	partielle	Aktivierung	

des	b2-Integrins	Lymphocyte	Function-associated	Antigen	1	(LFA1).	Dieser	Prozess	

der	Aktivierung	von	Integrinen	durch	intrazelluläre	Signalprozesse	infolge	extrazel-

lulärer	Stimuli	wird	Inside-Out	Signaling	genannt.	Die	damit	einhergehende	Konfor-

mationsänderung	 des	 Integrins	 von	 niedriger	 zu	 intermediärer	 Affinität	 erlaubt	

eine	transiente	Bindung	von	LFA1	an	seinen	endothelialen	Liganden	 Intercellular	

Adhesion	Molecule	1	 (ICAM1)	und	unterstützt	damit	das	Herabsetzen	der	Rollge-

schwindigkeit	der	PMN	von	40	µm	pro	Sekunde	bei	P-Selektin-vermitteltem	Rollen	

auf	unter	5	µm	pro	Sekunde.	Dieses	langsame	Rollen	ist	ein	wichtiger	Schritt	hin	zur	

vollen	Aktivierung	und	festen	Adhäsion	der	PMN	und	wird	neben	dem	beschriebe-

nen	b2-Integrin-abhängigen	Prozess	auch	durch	E-Selektin	mit	Rollgeschwindigkei-

ten	von	3	–	7	µm	pro	Sekunde	vermittelt	(Ley	et	al.	2007;	Alon	&	Ley	2008;	Zarbock	

&	Ley	2008;	Zarbock	&	Ley	2011).	
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Das	Rollen	ermöglicht	über	den	Kontakt	mit	dem	Endothel	die	Aktivierung	der	PMN	

durch	Chemokine	und	chemotaktisch	wirksame	Lipide,	die	vom	entzündeten	En-

dothel	auf	dessen	Oberfläche	präsentiert	werden.	G-Protein-	(Guanintriphosphat-

bindende	 Proteine)	 gekoppelte	 Rezeptoren	 (G-protein-coupled	 receptors,	 GPCRs)	

leiten	die	Signale	der	Chemokine	in	die	Zelle.	Zu	den	G-Protein-gekoppelten	Rezep-

toren	auf	PMN	gehören	neben	den	Chemokinrezeptoren	Formylpeptidrezeptoren,	

die	bakterielle	Produkte	und	mitochondrielle	Produkte	bei	Gewebsverletzungen	er-

kennen	und	Rezeptoren	für	Chemoattraktoren	wie	Leukotrien	B4,	Plättchen-aktivie-

render	Faktor	und	der	Komplementfaktor	C5a	(Futosi	et	al.	2013).	Die	Ligandenbin-

dung	an	die	Rezeptoren	bewirkt	die	Dissoziation	und	damit	Aktivierung	des	G-Pro-

teinkomplexes	in	Ga	und	Gbg	(Zarbock	&	Ley	2008;	Bokoch	1995).	Die	aktivierte	Un-

tereinheit	des	G-Proteins	Gbg	wiederum	induziert	die	Signalweiterleitung	über	ver-

schiedener	Signalwege,	darunter	über	Phospholipasen	C	(PLC)	b2	und	b3	und	Phos-

phatidylinositol-3-Kinase	 (PI3K).	 Die	 PLC-Isoformen	 b2	 und	 b3	 hydrolysieren	

	
Abbildung	1 Die	Rekrutierungskaskade	

Schematische	Darstellung	der	Rekrutierungskaskade	von	PMN	(grün)	aus	dem	Lumen	des	Blutge-
fäßes	in	das	Gewebe.	Die	Abfolge	von	links	nach	rechts	entspricht	dem	zeitlichen	Verlauf:	begin-
nend	mit	Capturing	(Einfangen)	und	Rollen,	gefolgt	von	Arrest	(Adhäsion),	Adhesion	Strengthen-
ing/Spreading	(Verstärkung	der	Adhäsion	mit	Abflachung	der	PMN),	Intraluminal	Crawling	(Mig-
ration	im	Gefäßlumen)	und	schließlich	der	Transmigration	der	PMN.	Im	Gewebe	kommt	es	zur	
chemotaktisch	gesteuerten	Migration	der	PMN	zum	Ort	der	Läsion	(Interstitielle	Migration).	Dort	
erfüllen	sie	ihre	Funktion	als	wichtige	Effektorzellen	der	Entzündungsreaktion	u.	a.	durch	Besei-
tigung	bakterieller	Infektionen.	b2-Integrin-abhängige	Prozesse	(langsames	Rollen,	Adhäsion,	In-
traluminal	 Crawling,	 Komplement-vermittelte	 Phagozytose)	 sind	 durch	 eine	Klammer	 gekenn-
zeichnet.	Die	Rolle	von	b2-Integrinen	während	der	Interstitiellen	Migration	ist	noch	nicht	geklärt.	
Sie	scheinen	aber	nicht	zwingend	notwendig	für	diesen	Prozess	zu	sein	(gestrichelte	Klammer),	
verändert	nach	Schymeinsky	et	al.	2011.	
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Phosphatidylinositol-(4,5)bisphosphat	(PIP2).	Dabei	kommt	es	zur	Bildung	von	Ino-

sitoltriphosphat	(IP3),	welches	Ca2+	aus	intrazellulären	Speichern	freisetzt	und	Di-

acylglycerin	(DAG),	welches	die	Proteinkinase	C	(PKC)	aktiviert.	Ca2+	und	aktivierte	

PKC-Isoformen	induzieren	in	PMN	zytotoxische	Funktionen	wie	die	Produktion	von	

ROS	(Futosi	et	al.	2013;	Li	et	al.	2000;	Mayer	et	al.	1996).	Der	zweite	vorherrschende	

parallele	Signalübertragungsweg	über	GPCRs	führt	zur	Aktivierung	der	PI3Kg.	Diese	

katalysiert	die	Phosphorylierung	von	Phosphatidylinositol-(3,4)bisphosphat	(PIP2)	

zu	Phosphatidylinositol-(3,4,5)triphosphat	(PIP3).	Die	Produktion	von	PIP3	führt	u.	

a.	zur	Aktivierung	der	Proteinkinase	B	/	Akt.	Dieser	Signalweg	über	PI3Kg	ist	wichtig	

für	die	Chemotaxis	von	PMN	und	die	Produktion	von	ROS	(Futosi	et	al.	2013;	Li	et	

al.	2000;	Hirsch	et	al.	2000;	Hannigan	et	al.	2002).		

Für	den	Übergang	vom	Rollen	zum	sogenannten	Arrest,	der	initialen	Adhäsion,	von	

PMN	ist	eine	Aktivierung	der	b2-Integrine	vonnöten.	Diese	wird	ebenfalls	von	En-

dothel	präsentierten	Chemokinen	über	GPCRs	der	PMN	induziert.	Chemokine,	die	

zu	einer	schnellen	Integrinaktivierung	führen,	nennt	man	auch	Arrest-Chemokine,	

z.B.	IL-8	(CXCL8)	und	RANTES	(CCL5)	(Ley	2003;	Rot	&	Andrian	2004)	–	der	Prozess	

der	 Integrinaktivierung	ausgelöst	durch	Chemokine	wird	 als	 Inside-Out	 Signaling	

bezeichnet.	 Die	 am	 besten	 untersuchten	 Signalprozesse	 des	 Inside-Out	 Signaling	

werden	durch	die	kleinen	GTPasen	Ras-related	Protein	1	(Rap1),	Ras-homologue	A	

(RhoA)	und	Rac1	reguliert.	Auch	hier	ist	der	Signalweg	über	PLCb	maßgeblich	in-

volviert.	Freigesetztes	intrazelluläres	Ca2+	und	gebildetes	DAG	aktivieren	über	GTP-

Austauschfaktoren	 (GEF,	Guanine	Nucleotide	 Exchange	 Factor)	 die	 kleine	GTPase	

Rap1A.	Rap1A	hat	verschiedenste	Effektoren	deren	Signale	zu	Integrinaktivierung	

und	Adhäsion	fördernden	Prozessen	führen	(Kinashi	&	Katagiri	2004;	Duchniewicz	

et	al.	2006;	Montresor	et	al.	2012).	Die	GTPasen	RhoA	und	Rac1,	welche	an	der	Affi-

nitätsregulierung	 von	 LFA1	 beteiligt	 sind,	 werden	 durch	 die	 GTP-

Austauschfaktoren	Dock2	und	Vav1	aktiviert	(Laudanna	et	al.	1996;	Giagulli	et	al.	

2004;	Montresor	et	al.	2012).	Bei	der	Integrinaktivierung	gehen	die	Integrine	von	

der	geschlossenen	Konformation	mit	geringer	Affinität	in	die	offene	Konformation	

mit	intermediärer	Affinität	und	letztlich	hoher	Affinität	über.	Zusätzlich	kommt	es	

zur	Bildung	von	Makroclustern	von	Integrinen	in	der	Zellmembran.	Diese	Mobilität	

der	Integrine	in	der	Membran	scheint	durch	Signale	von	Chemokinen	über	die	PI3K	

vermittelt	 zu	 werden	 (Constantin	 et	 al.	 2000).	 Die	 Konformations-	 und	
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Aviditätsänderungen	von	Integrinen	bewirkt	eine	feste	Bindung	der	b2-Integrine	an	

seine	 endothelialen	Liganden,	 v.	 a.	 ICAM1,	und	damit	 eine	Adhäsion	 (Arrest)	 des	

PMN	 an	 der	 Gefäßoberfläche	 (Ley	 et	 al.	 2007;	 Alon	&	 Ley	 2008;	 Zarbock	&	 Ley	

2008).	

Aktivierte	Integrine	können	nach	Bindung	an	ihre	Liganden	intrazelluläre	Signale	

erzeugen.	Diesen	Prozess	nennt	man	Outside-In	Signaling.	Bei	diesem	ist	in	PMN	die	

Tyrosinkinase	 Syk	maßgeblich	 beteiligt.	Durch	das	 Integrin-induzierte	Outside-In	

Signaling	 kommt	es	 auch	 zu	einer	Verstärkung	der	 Integrin-Liganden-Bindungen	

selbst.	Dies	hat	eine	feste	Adhäsion	(Adhesion	Strengthening)	der	PMN	zur	Folge	und	

verringert	damit	das	Ablösen	adhärenter	PMN	deutlich	(Ley	et	al.	2007).	Des	Wei-

teren	bewirkt	das	Outside-In	Signaling	durch	Aktivierung	verschiedener	Signalpro-

zesse	und	der	Induktion	der	Verknüpfung	des	Zytoskeletts	mit	der	extrazellulären	

Matrix	und	der	Neuordnung	des	Zytoskeletts	zelluläre	Funktionen,	wie	Stabilisie-

rung	 der	 festen	 Adhäsion,	 Formänderung	 beim	 Prozess	 des	 Spreadings	 (Abfla-

chung),	Migration	und	Initiation	der	Transmigration	der	PMN	(Ley	et	al.	2007;	Zar-

bock	&	Ley	2008).	Zwischen	der	festen	Adhäsion	der	PMN	im	Gefäßlumen	und	der	

Transmigration	in	das	Gewebe	findet	ein	weiterer	individueller	Schritt	der	Rekru-

tierung	statt:	die	Migration	von	PMN	im	Gefäßlumen	(Intraluminal	Crawling).	Dieser	

Schritt	dient	offenbar	dazu,	geeignete	Stellen	für	die	Auswanderung	im	Endothel,	

die	sogenannten	Extravasation	Sites,	zu	finden	und	erhöht	somit	die	Effizienz	der	

Auswanderung	von	PMN.	Anders	als	bei	Arrest	und	fester	Adhäsion	wird	das	Intralu-

minal	Crawling	 bei	 PMN	 nicht	 durch	 eine	 Interaktion	 des	 b2-Integrins	 LFA1	mit	

ICAM1,	 sondern	 durch	 die	 Interaktion	 des	 b2-Integrins	 Macrophage	 Antigen	 1	

(Mac1)	mit	ICAM1	vermittelt	(Schenkel	et	al.	2004;	Phillipson	et	al.	2006).	

Bei	der	Transmigration	müssen	PMN	drei	Barrieren	überwinden:	die	Endothelzel-

len,	die	Basalmembran	und	die	Perizyten.	Die	Transmigration	durch	die	Endothel-

zellschicht	erfolgt	überwiegend	parazellulär,	d.	h.	 zwischen	den	Endothelzellkon-

takten.	Nur	ca.	5	–	20%	(abhängig	vom	betrachteten	Gewebe	und	Modell)	der	Zellen	

transmigrieren	transzellulär,	wahrscheinlich	über	sogenannte	Vesiculo-vacuolar	Or-

ganelles	(VVOs),	eine	Ansammlung	von	Vesikeln	und	Vakuolen.	Ein	wichtiger	Schritt	

der	parazellulären	Transmigration	ist	das	Öffnen	der	Endothelzellkontakte,	die	u.	a.	

durch	 homophile	 Adhäsion	 von	 Vascular	 Endothelial	 Cadherin	 (VE-Cadherin)	
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zusammengehalten	werden.	Eine	Ligandenbindung	an	Adhäsionsmoleküle	 in	den	

Zellkontakten,	z.B.	an	ICAM1,	bewirkt	über	intrazelluläre	Signalprozesse	offensicht-

lich	eine	Lockerung	der	adhäsiven	VE-Cadherin-Kontakte.	An	der	Transmigration	

der	 PMN	 durch	 den	 Zellkontakt	 sind	 verschiedene	 Adhäsionsmoleküle	 beteiligt:	

ICAM1	und	ICAM2,	die	an	LFA1	auf	den	PMN	binden,	Platelet/Endothelial-Cell	Adhe-

sion	Molecule	1	(PECAM1)	und	CD99,	die	homophile	Kontakte	zu	den	PMN	bilden	

und	verschiedene	Junctional	Adhesion	Molecules	(JAMs),	welche	sowohl	bei	der	Bin-

dung	an	LFA1,	als	auch	bei	homophilen	Kontakten	beteiligt	sind.	Bei	der	transzellu-

lären	Migration	generieren	PMN	zunächst	Membranausstülpungen	in	die	Endothel-

zelle.	Die	Bindung	von	endothelialem	ICAM1	an	Liganden	bewirkt,	dass	ICAM1	von	

der	luminalen	Membran	zu	Caveolae	(Caveolin-reiche	Einbuchtungen	der	Plasma-

membran)	 und	 F-Aktin-	 (filamentöses	Aktin-)	 reichen	Regionen	 und	 zur	 basalen	

Membran	transportiert	wird.	Dadurch	kommt	es	zur	Bildung	von	Vesiculo-Vacuolar	

Organelles,	die	Kanäle	für	die	PMN	Transmigration	bilden.	Die	Transmigration	von	

PMN	durch	Basalmembran	und	Perizyten	geschieht	an	Stellen,	an	denen	die	Expres-

sion	an	Matrixproteinen	wie	Laminin-10	oder	Kollagen	IV	geringer	als	normal	ist.	

Diese	Regionen	von	geringerer	Proteindichte	fallen	auch	mit	Lücken	zwischen	den	

Perizyten	zusammen	und	sind	somit	Stellen	mit	geringst	möglichem	Widerstand	für	

die	Transmigration	von	PMN	(Ley	et	al.	2007;	Alcaide	et	al.	2009;	Nourshargh	et	al.	

2010).	

Die	auf	die	Transmigration	folgende	Migration	von	PMN	im	Gewebe,	die	interstiti-

elle	Migration,	spielt	sich	in	einer	dreidimensionalen	Umgebung	ab.	Im	Gegensatz	

zur	Migration	auf	einer	zweidimensionalen	Oberfläche,	wie	etwa	im	Blutgefäß,	ist	

der	permanente	Kontakt	zur	Fläche	und	die	Verbindung	von	Zytoskelett	und	extra-

zellulärer	Matrix	für	die	Migration	in	einer	dreidimensionalen	Umgebung	offenbar	

nicht	notwendig	(Malawista	&	de	Boisfleury	Chevance	1997;	Hawkins	et	al.	2009;	

Lämmermann	&	Sixt	2009).	Vielmehr	könnte	hier	die	Motilität	durch	Aktin-getrie-

bene	Deformationen	des	Zellkörpers	 in	der	dreidimensionalen	Struktur	erfolgen.	

Die	Interstitielle	Migration	ist	somit	auch	unabhängig	von	der	molekularen	Zusam-

mensetzung	der	extrazellulären	Matrix	(Lämmermann	et	al.	2008;	Lämmermann	&	

Sixt	2009;	Nourshargh	et	al.	2010).	Des	Weiteren	sind	Integrine	für	die	interstitielle	

Migration	nicht	zwingend	notwendig	(Friedl	et	al.	1998;	Lämmermann	et	al.	2008).	

Am	Ort	der	Entzündung	angelangt	werden	die	PMN	ihrer	Aufgabe	zur	Eliminierung	
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von	Bakterien	durch	Phagozytose	und	Freisetzung	von	bakteriziden	Stoffen	wie	ROS	

und	der	Bildung	von	Neutrophil	Extracellular	Traps	(NETs)	gerecht	(Zarbock	&	Ley	

2008;	Brinkmann	et	al.	2004).	

	

1.3 Integrine:	Adhäsionsmoleküle	mit	dualer	Funktion	

Integrine	sind	Adhäsionsmoleküle	mit	dualer	Funktion:	Sie	sind	maßgeblich	an	der	

Verankerung	 von	 Zellen	mit	 der	 extrazellulären	Matrix	 beteiligt	 und	modulieren	

durch	 Aktivierung	 von	 intrazellulären	 Signalprozessen	 die	 Funktion	 von	 Zellen	

(Outside-In	Signaling).	Ihre	eigene	Aktivität	wiederum	wird	durch	Signale	von	ande-

ren	Membranrezeptoren	wie	GPCRs	und	TNF-Rezeptoren	kontrolliert	 (Inside-Out	

Signaling)	(Evans	et	al.	2009;	Moser	et	al.	2009b).	Integrine	bilden	nicht-kovalent	

gebundene	 Heterodimere	 aus	 einer	a-	 und	 einer	 b-Untereinheit.	 In	 Säugetieren	

kommen	18	verschiedene	a-	und	8	verschiedene	b-Untereinheiten	vor,	die	sich	zu	

24	Integrinen	zusammensetzen.	Die	Untereinheiten	sind	Typ-I-Transmembrangly-

koproteine	 –	 sie	 durchspannen	 einmal	 die	 Zellmembran,	 wobei	 ihr	 N-Terminus	

extra-	und	ihr	C-Terminus	intrazellulär	liegt.	Die	Untereinheiten	der	Integrine	be-

sitzen	eine	große	extrazelluläre	Domäne	mit	ca.	800	Aminosäuren	(AS).	Ihre	Trans-

membrandomäne	(TM)	und	zytoplasmatische	Domäne	(ZD)	sind	relativ	kurz	mit	ca.	

20	AS	bei	der	TM,	bzw.	üblicherweise	unter	50	AS	bei	der	ZD	(Abbildung	2)	(Hynes	

2002;	Moser	et	al.	2009b).		

Die	extrazelluläre	Domäne	der	a-Untereinheit	von	ungefähr	der	Hälfte	der	Integrine	

von	Säugetieren,	darunter	auch	alle	b2-Integrine,	besitzt	eine	N-terminale	I-Domäne,	

die	bei	diesen	Integrinen	in	der	Regel	auch	die	Ligandenbindungsstelle	ist	(Lee	et	al.	

1995b).	An	diese	schließt	sich	eine	siebenfache	b-Propeller-Domäne	an,	die	bei	In-

tegrinen	 ohne	 I-Domäne	 den	 äußeren	 Kopf	 der	 a-Untereinheit	 formt	 (Springer	

1997;	Xiong	et	al.	2001;	Xiong	et	al.	2002).	C-Terminal	folgen	Thigh-	(Schenkel)	Do-

mäne,	Genu	(Gelenk)	und	zwei	Calf-	(Wade)	Domänen,	die	das	Bein	darstellen.	Die	

b-Untereinheit	beginnt	am	äußeren	Ende	mit	der	I-like-Domäne,	die	analog	zur	I-

Domäne	der	a-Untereinheit	ist.	Es	folgen:	die	Hybriddomäne,	eine	PSI-	(Plexin/Se-

maphorin/Integrin)	 Domäne,	 vier	 EGF-	 (epidermal	 growth	 factor)	 Domänen	 und	



Einleitung	

11	

eine	b-Tail-Domäne	(bTD)	(Abbildung	2	C)	(Xiong	et	al.	2001;	Xiong	et	al.	2002;	Be-

glova	et	al.	2002).	

	

	

Die	 äußere	 I-like-Domäne	 ist	 nicht	 der	 N-Terminus	 der	 Primärstruktur	 der	 Un-

tereinheit,	sondern	ist	in	eine	Schleife	der	Hybriddomäne	inseriert.	I-Domäne	und	

b-Propeller-Domäne	der	a-Untereinheit	und	I-like-Domäne	der	b-Untereinheit	for-

men	den	Ligandenbindungskopf	des	Integrins	(Xiong	et	al.	2001;	Xiong	et	al.	2002;	

Hynes	2002).	Die	I-Domäne	der	a-Untereinheit	enthält	eine	sogenannte	Metal	Ion-

dependent	Adhesion	Site	 (MIDAS),	 eine	Bindungsstelle	 für	divalente	Kationen,	die	

bewirkt,	dass	nur	im	Beisein	von	divalenten	Kationen	eine	Ligandenbindung	durch	

Integrine	erfolgen	kann	 (Lee	et	 al.	 1995a;	Qu	&	Leahy	1996;	Emsley	et	 al.	 2000;	

Hynes	2002).	

	
	
Abbildung	2 Aufbau	und	Konformationen	von	b2-Integrinen	

(A-C)	Schematische	Darstellung	der	Struktur	von	Integrinen	und	deren	drei	Konformationen,	aus	
denen	die	drei	unterschiedlichen	Affinitätszustände	resultieren.	Die	a-Untereinheit	besteht	aus	
folgenden	Domänen:	I-Domäne	(nur	bei	etwa	der	Hälfte	der	Integrine),	b-Propeller,	Thigh	(Schen-
kel),	Genu	(Gelenk),	Calf-	(Wade)	Domänen	1	und	2,	Transmembran-	(TM)	und	zytoplasmatische	
Domäne	 (ZD);	 die	 b-Untereinheit	 aus:	 I-like-Domäne,	 Hybriddomäne,	 PSI-	 (Plexin/Semapho-
rin/Integrin)	 Domäne,	 EGF-	 (epidermal	 growth	 factor)	 Domänen	 1	 –	 4,	 b-Tail-Domäne	 (bTD),	
ebenfalls	einer	TM	und	einer	ZD.	(A)	Gekrümmte	Konformation	mit	geringer	Ligandenaffinität.	In	
dieser	Konformation	befinden	sich	inaktive	Integrine.	(B)	Aktivierte	Integrine	kommen	in	der	ge-
streckten	Konformation	mit	intermediärer	Affinität	und	(C)	in	der	gestreckten	und	zusätzlich	ge-
öffneten	Konformation,	bei	der	es	zur	Separation	der	TM	und	ZD	kommt,	mit	hoher	Affinität	zu	
ihren	Liganden	vor.	Verändert	nach	Evans	et	al.	2009	und	Hogg	et	al.	2011.	
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Für	die	Funktionen	von	Zellen	ist	es	essenziell,	dass	der	Aktivierungsstatus	und	da-

mit	die	Affinität	von	Integrinen	reguliert	werden	kann.	Dies	wird	an	den	Beispielen	

des	aIIbb3-Integrins	auf	Plättchen	und	den	b2-Integrinen	auf	Leukozyten	deutlich.	

Beide	Integrine	befinden	sich	normalerweise	in	ihrem	inaktiven	Status.	Erst	wenn	

es	notwendig	wird,	dass	durch	Plättchenadhäsion	und	-aggregation	eine	Blutung	ge-

stillt	wird,	bzw.	dass	Leukozyten	in	das	Gewebe	rekrutiert	werden,	wird	die	akti-

vierte	Form	von	Integrinen	induziert	(Moser	et	al.	2009b).	In	ihrer	inaktiven	Form	

mit	geringer	Ligandenaffinität	 liegen	 Integrine	 in	der	gekrümmten	Konformation	

vor.	Dabei	ist	das	Integrin	an	der	Genu-Domäne	der	a-Untereinheit	zwischen	Thigh-	

und	Calf-1-Domäne	und	zwischen	den	EGF-Domänen	2	und	3	der	b-Untereinheit	um	

135°	geknickt	(Abbildung	2	A).	Aktivierte	Integrine	haben	eine	gestreckte	Konfor-

mation,	wobei	die	Konformation	mit	hoher	Affinität	im	Gegensatz	zur	intermediären	

Affinität	nur	durch	eine	Separation	der	Integrinbeine,	TM	und	ZD	von	a-	und	b-Un-

tereinheit	entsteht	(Abbildung	2	B	und	C)	(Hynes	2002;	Kim	et	al.	2003;	Moser	et	al.	

2009b).	 Die	 aktivierte	 Form	 von	 Integrinen	wird	 durch	 Inside-Out	 Signaling	 von	

Chemokin-	und	anderen	Membranrezeptoren	induziert.	Als	Effektoren	kommt	hier-

bei	den	Proteinfamilien	der	Taline	und	Kindline	eine	entscheidende	Rolle	zu:	sie	be-

wirken	die	Separation	der	ZD	der	Integrine,	die	für	die	hohe	Affinität	von	Integrinen	

essenziell	 ist	 (Kim	 et	 al.	 2003;	 Calderwood	 et	 al.	 1999;	 Calderwood	 et	 al.	 2002;	

Moser	et	al.	2009b).	Infolge	von	Inside-Out	Signaling	werden	Taline	durch	die	akti-

vierte	GTPase	Rap1	rekrutiert,	so	dass	sie	an	die	ZD	der	b-Untereinheit	binden	kön-

nen.	 Taline	 befinden	 sich	 in	 einem	 autoinhibierten	 Zustand	 und	 werden	 wahr-

scheinlich	durch	Bindung	des	Lipidmediators	Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat	

(PIP2)	aktiviert	(Martel	et	al.	2001;	Jaewon	Han	et	al.	2006).	Talin-1	wird	benötigt,	

um	die	gestreckte	Konformation	des	b2-Integrins	LFA1	zu	induzieren.	Dies	führt	zur	

intermediären	Affinität	des	Integrins	und	resultiert	in	Leukozytenrollen.	Kindlin-3	

bindet	ebenfalls	an	die	ZD	der	b-Untereinheit	von	LFA1.	Für	die	Induktion	der	hohen	

Affinität	von	LFA1	durch	Seperation	von	TM	und	ZD	von	a-	und	b-Untereinheit	,	die	

zum	Arrest	des	Leukozyten	führt,	sind	sowohl	Talin-1	als	auch	Kindlin-3	essenziell.	

(Ma	et	al.	2008;	Moser	et	al.	2009a;	Moser	et	al.	2009b;	Lefort	et	al.	2012;	Lefort	&	

Ley	2012).	Auf	der	anderen	Seite	ist	bekannt,	dass	auch	die	Bindung	von	Liganden	

(z.B.	die	Bindung	von	ICAM1	an	das	b2-Integrin	LFA1)	über	Outside-In	Signaling	die	

Konformation	 mit	 hoher	 Affinität	 stabilisieren	 kann.	 Die	 bidirektionalen	
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Signalprozesse	am	Integrin	–	Inside-Out	Signaling,	was	zur	Erhöhung	der	Integrinaf-

finität	führt	und	Outside-In	Signaling,	was	nach	Ligandenbindung	zur	Modulierung	

der	Zellfunktionen	und	Interaktion	mit	dem	Zytoskelett	führt	–	können	gleichzeitig	

stattfinden	und	stehen	in	einer	kooperativen	Wechselwirkung	zu	einander	(Hynes	

2002;	Evans	et	al.	2009).	Neueren	Untersuchungen	zufolge	existiert	eine	vierte	b2-

Integrin-Konformation.	Hierbei	liegt	das	Integrin	in	einer	abgeknickten	hochaffinen	

Konformation	vor	und	bindet	ICAM1	in	cis.	In	dieser	Konformation	wird	die	Adhä-

sion	in	vitro	und	in	vivo	gehemmt	(Fan	et	al.	2016;	Fan	et	al.	2019).	

Zur	Familie	der	b2-Integrine	gehören	vier	Integrine	bestehend	aus	jeweils	einer	von	

vier	a-Untereinheiten	(Cluster	of	Differentiation	(CD)	11a-d)	und	der	b2-Unterein-

heit	 (CD18):	 aLb2-Integrin	 (CD11a/CD18,	 LFA1),	 aMb2-Integrin	 (CD11b/CD18,	

Mac1,	 Komplementrezeptor	 3	 (CR3,	 Complement	 Receptor)),	 aXb2-Integrin	

(CD11c/CD18,	p150,95,	CR4)	und	aDb2-Integrin	(CD11d/CD18).	Diese	I-Domänen	

enthaltenden	Integrine	werden	nur	auf	Leukozyten	exprimiert	(Luo	et	al.	2007;	Tan	

2012).	Sie	haben	eine	grundlegende	Bedeutung	für	die	Funktion	des	Immunsystems.	

Dies	wird	anhand	des	LAD	I	–	Syndroms,	bei	dem	durch	Mutationen	keine	oder	nur	

dysfunktionale	b2-Integrine	exprimiert	werden,	deutlich.	Die	Patienten	leiden	an	le-

bensbedrohlichen,	 immer	wiederkehrenden	mikrobiellen	 Infektionen,	 verursacht	

durch	eine	gestörte	Adhäsion	und	Phagozytose	der	Leukozyten	(Anderson	&	Sprin-

ger	1987;	Hogg	&	Bates	2000).	

Das	aLb2-Integrin	LFA1	wird	auf	allen	Leukozyten	exprimiert	und	hat	sechs	identi-

fizierte	Liganden,	die	alle	zur	Immunglobulinsuperfamilie	gehören:	die	ICAMs	1	–	5	

und	JAM1	(Tan	2012).	Die	I-Domäne	der	LFA1	a-Kette	bindet	ICAMs	1	bis	3	mit	ab-

nehmender	Affinität	(ICAM1	>	ICAM2	>	ICAM3)	(Shimaoka	et	al.	2001).	Die	am	bes-

ten	 beschriebene	 Aufgabe	 übt	 LFA1	 bei	 der	 Extravasation	 von	 Leukozyten	 aus	

(siehe	auch	Abschnitt	1.2).	Die	Bindung	von	PSGL1	an	E-Selektin	während	des	Leu-

kozytenrollens	führt	zur	partiellen	Aktivierung	von	LFA1	über	einen	Syk-vermittel-

ten	Signalweg.	LFA1	bindet	mit	intermediärer	Affinität	an	ICAM1	und	trägt	mit	Hilfe	

dieser	Bindung	zum	langsamen	Rollen	der	Leukozyten	bei	(Zarbock	et	al.	2007;	Zar-

bock	&	Ley	2008).	Für	die	Leukozytenadhäsion	auf	dem	Endothel	ist	die	Bindung	

von	Chemokin-aktiviertem	LFA1	mit	hoher	Affinität	an	seine	ICAM-Liganden	essen-

ziell.	 Bei	 der	 transzellulären	 und	 parazellulären	 Transmigration	 von	 Leukozyten	
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durch	die	Endothelzellschicht	ist	LFA1	durch	Interaktionen	mit	endothelialem	ICAM	

und	JAM1	beteiligt	(Ley	et	al.	2007;	Nourshargh	et	al.	2010).	LFA1	ist	auch	entschei-

dend	in	Prozesse	der	adaptiven	Immunantwort	involviert.	Es	trägt	zur	Formung	der	

Immunologischen	 Synapse	 zwischen	 T-Zelle	 und	 Antigen-präsentierender	 Zelle	

(APC,	 Antigen	 Presenting	 Cell)	 bei.	 Dabei	 bindet	 aktiviertes	 LFA1	 der	 T-Zelle	 an	

ICAM1	auf	der	APC.	Durch	Outside-In	Signaling	über	LFA1	wird	die	Aktivierungs-

schwelle	der	naiven	T-Zelle	durch	die	APC	herabgesetzt.	 Somit	kontrolliert	LFA1	

den	Aktivierungsstatus	von	naiven	T-Zellen	(Grakoui	et	al.	1999;	Perez	et	al.	2003;	

Tan	2012).	Des	Weiteren	wird	LFA1	für	die	Bindung	von	zytotoxischen	T-Zellen	und	

Natürlichen	Killerzellen	(NK-Zellen)	an	ihre	Zielzellen	zum	Zwecke	der	Lyse	benö-

tigt	(Davignon	et	al.	1981;	Kohl	et	al.	1984;	Tan	2012).	

Das	aMb2-Integrin	Mac1	wurde	früh	als	Rezeptor	für	den	Komplementfaktor	iC3b	

beschrieben	 und	wird	 deshalb	 auch	 als	 Komplementrezeptor	 (CR)	 3	 bezeichnet.	

Mac1	 wird	 auf	 myeloischen	 Zellen	 (PMN	 und	 Monozyten	 /	 Makrophagen),	 NK-

Zellen	und	gd	T-Zellen	exprimiert.	Im	Unterschied	zu	LFA1	besitzen	die	zahlreichen	

Liganden	 von	 Mac1	 keine	 übereinstimmenden	 Bindungssequenzen.	 Neben	 dem	

Komplementfaktor	 iC3b	bindet	Mac1	u.	a.	 ICAM1,	Fibrinogen,	 JAM3,	RAGE,	Kolla-

gene,	Heparin	und	bakterielles	LPS	(Luo	et	al.	2007;	Tan	2012).	Insbesondere	auf	

Phagozyten	ist	Mac1	ein	Rezeptor	mit	essenzieller	Bedeutung	für	Phagozytose	und	

Produktion	von	ROS	(Coxon	et	al.	1996).	Mac1	ist	ebenfalls	bei	der	Rekrutierung	von	

Leukozyten	aus	dem	Blut	 involviert,	wobei	hier	LFA1	die	mit	Abstand	wichtigere	

Rolle	zufällt.	Einzig	beim	Schritt	des	Intraluminal	Crawling	von	PMN	scheint	LFA1	

verzichtbar,	da	dieser	durch	Bindung	von	Mac1	an	 ICAM1	vermittelt	wird	 (siehe	

auch	Abschnitt	1.2)	(Schenkel	et	al.	2004;	Phillipson	et	al.	2006).	Zusätzlich	zu	der	

dominierenden	LFA1–ICAM1-vermittelten	Adhäsion	auf	dem	Endothel	gibt	es	Hin-

weise	auf	eine	Mac1-	und	RAGE-vermittelte	Adhäsion	während	der	akuten	Entzün-

dungsreaktion,	die,	abhängig	vom	Auslöser	der	Entzündung,	auch	zur	vorherrschen-

den	 Form	 der	 Bindung	 bei	 der	 Adhäsion	werden	 kann	 (Frommhold	 et	 al.	 2010;	

Frommhold	et	al.	2011).	Outside-In	Signaling	über	Mac1	beeinflusst	das	Überleben	

von	PMN.	Hierbei	kann	es	jedoch	je	nach	Aktivierungsstatus	von	Mac1	und	der	Sti-

muli	zu	Apoptose-fördernden	oder	-verzögernden	Ereignissen	kommen	(Walzog	et	

al.	1997;	Watson	et	al.	1997;	Whitlock	et	al.	2000).	Mac1	ist	bei	der	Ausbildung	der	

immunologischen	 Toleranz	 involviert.	 So	 inhibiert	 aktiviertes	 Mac1	 auf	
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Dendritischen	 Zellen,	 die	 zu	 den	 APCs	 gehören,	 die	 Aktivierung	 von	 T-Zellen.	 In	

Makrophagen	schwächt	Mac1	die	TLR-induzierte	inflammatorische	Antwort	ab.	Au-

ßerdem	wurde	 gezeigt,	 dass	Mac1	 die	 Aktivierung	 von	NK-Zellen	 durch	 Poly	 I:C	

(synthetische	 doppelsträngige	 RNA)	 über	 den	 TLR3	 vermindert.	 Andererseits	

wurde	Mac1	 auch	mit	 der	 Entstehung	 von	Multipler	 Sklerose	 in	 Verbindung	 ge-

bracht.	Mac1	bindet	den	Hauptbestandteil	der	Myelinscheiden	der	Axone	der	Ner-

venzellen,	das	Myelin	Basic	Protein,	und	präsentiert	dieses	autoreaktiven	T-Zellen	

(Tan	2012).	

Das	aXb2-Integrin	kommt	auf	Monozyten,	Makrophagen,	Dendritischen	Zellen,	NK-

Zellen	und	einigen	Populationen	von	aktivierten	B-	und	T-Zellen,	nicht	jedoch	auf	

PMN	vor.	Seine	Expression	gilt	als	Marker	für	reife	Dendritische	Zellen.	Die	Liganden	

des	aXb2-Integrins	ähneln	denen	von	Mac1.	Es	bindet	iC3b	und	Fibrinogen.	Aufgrund	

seiner	Eigenschaft	iC3b	zu	binden	und	damit	die	Phagozytose	von	iC3b-opsonisier-

ten	Partikeln	zu	vermitteln,	wird	es	auch	als	CR4	bezeichnet.	Außerdem	ermöglicht	

es	die	Adhäsion	von	Monozyten	auf	Endothelzellen.	Wie	Mac1	könnte	das	aXb2-In-

tegrin	ebenfalls	zum	Entstehen	von	Multipler	Sklerose	beitragen	(Luo	et	al.	2007;	

Tan	2012).	

Das	aDb2-Integrin	wird	auf	Monozyten,	Makrophagen,	Eosinophilen	Granulozyten	

und	PMN	exprimiert.	Es	bindet	an	ICAM3	(nicht	ICAM1)	und	Vascular	Cell	Adhesion	

Molecule	 1	 (VCAM1).	 Die	 Interaktion	 von	 aDb2-Integrin	 und	 hochreguliertem	

VCAM1	auf	dem	entzündeten	Endothel	kann	vermutlich	die	Rekrutierung	von	Eo-

sinophilen	Granulozyten	aus	dem	Blut	vermitteln	(Luo	et	al.	2007;	Tan	2012).	

Die	vorherrschende	Integrine	auf	PMN	sind	LFA1	und	Mac1.	Das	nach	Ligandenbin-

dung	von	ihnen	ausgehende	Outside-In	Signaling	steuert	so	wichtige	Funktionen	wie	

die	feste	Adhäsion,	das	Spreading	und	die	Migration	bei	der	Rekrutierung	aus	dem	

Blut	sowie	die	Komplement-vermittelte	Phagozytose	von	Bakterien	und	die	ROS-

Produktion.	Bei	der	Weiterleitung	der	Signale	der	b2-Integrine	und	bei	der	Stabili-

sierung	eines	Signalkomplexes	kommt	der	Tyrosinkinase	Syk	eine	zentrale	und	tra-

gende	Rolle	zu	(Schymeinsky	et	al.	2007a).	
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1.4 Die	Tyrosinkinase	Syk	

Die	Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase	Syk	wird	in	Säugetieren	am	höchsten	in	hämato-

poetischen	Zellen	exprimiert.	Die	Expression	ist	jedoch	nicht	nur	auf	hämatopoeti-

sche	Zellen	beschränkt,	 sondert	konnte	auch	 in	anderen	Zellen	wie	Fibroblasten,	

Epithelzellen,	 Hepathozyten,	 neuronale	 Zellen	 und	 vaskuläre	 endotheliale	 Zellen	

nachgewiesen	werden	(Mócsai	et	al.	2010,	Yanagi	et	al.	2001).	Syk	hat	ein	Moleku-

largewicht	von	72	kDa	und	ist	bei	der	Maus	629	AS	und	beim	Menschen	635	AS	lang.	

Am	N-Terminus	besteht	Syk	aus	zwei	Src	Homology	2-	(SH2-)	Domänen,	die	dicht	

aufeinander	folgen	und	durch	die	Interdomäne	A	verbunden	werden.	An	die	zweite	

SH2-Domäne	schließt	sich	die	Interdomäne	B	an,	die	diese	SH2-Domäne	von	der	am	

C-Terminus	gelegenen	Tyrosinkinasedomäne	trennt	(Abbildung	3	A).	Vor	allem	in	

der	Interdomäne	B	und	der	Kinasendomäne	hat	Syk	eine	große	Anzahl	an	Tyrosin-

resten,	die	nach	der	Aktivierung	von	Syk	autophosphoryliert	werden	und	als	Bin-

dungsstellen	für	die	verschiedenen	nachgeschalteten	Proteine	und	damit	zur	Signal-

übertragung	dienen	(Furlong	et	al.	1997;	Schymeinsky	et	al.	2007a;	Mócsai	et	al.	

2010).	

	

Abbildung	3 b2-Integrin-ver-
mittelte	Signalübertragung	über	
Syk	

(A)	 Schematische	 Darstellung	 der	
Domänenstruktur	von	Syk.	N-termi-
nal	besitzt	Syk	zwei	SH2-	(src	homo-
logy	 2)	 Domänen.	 Zwischen	 ihnen	
befindet	 sich	die	 Interdomäne	A.	 C-
terminal	 folgen	 Interdomäne	 B	 und	
die	 Tyrosinkinasedomäne	 (Kinase).	
(B)	 Schematische	 Darstellung	 der	
Signalübertragung	 über	 Syk.	 Nach	
Ligandenbindung	 an	 b2-Integrine	
werden	 ITAMs	 durch	 Src-Kinasen	
phosphoryliert.	 Syk	bindet	 über	 die	
SH2-Domänen	an	die	phosphorylier-
ten	 Tyrosine	 der	 ITAMs	 und	 wird	
ebenfalls	 durch	 Src-Kinasen	 phos-
phoryliert.	Aktiviertes	Syk	rekrutiert	
und	 aktiviert	 nachgeschaltete	 Part-
ner	(gekennzeichnet	durch	schwarze	
Pfeile).	 Die	 Signalübertragung	 hat	
vielfältige	Prozesse	zur	Folge,	die	die	
Aktinpolymerisation	 und	 damit	 Ad-
häsion,	 Migration	 und	 Phagozytose	
von	 PMN	 kontrollieren.	 (B)	
Verändert	 nach	 Schymeinsky	 et	 al.	
2007a.	
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In	PMN	ist	Syk	 in	verschiedene	zelluläre	Funktionen,	die	durch	Ligandenbindung	

durch	b2-Integrine	und	im	Falle	des	langsamen	Leukozytenrollens	durch	Bindung	

von	E-Selektin	an	PSGL1	vermittelt	werden,	involviert.	Bei	letzterem	kommt	es	nach	

Bindung	von	leukozytärem	PSGL1	an	endotheliales	E-Selektin	zu	einem	Inside-Out	

Signaling	über	die	Tyrosinkinase	Syk,	welches	zu	einer	partiellen	Aktivierung	von	

LFA1	führt.	LFA1	mit	intermediärer	Affinität	kann	nun	an	ICAM1	auf	dem	Endothel	

binden	 und	 so	 zur	 Verminderung	 der	 Rollgeschwindigkeit	 beitragen.	 Die	 Signal-

transduktion	von	Selektin-gebundenem	PSGL1	läuft	ganz	ähnlich	zur	Signaltrans-

duktion	von	b2-Integrinen,	welche	später	näher	diskutiert	wird,	ab:	Syk	wird	hierbei	

durch	ITAM	tragende	Adapter	aktiviert	(Zarbock	et	al.	2007;	Zarbock	&	Ley	2008;	

Futosi	et	al.	2013).	Auch	für	Adhäsion	und	Spreading,	welche	durch	b2-Integrine	ver-

mittelt	werden,	ist	Syk	von	fundamentaler	Bedeutung.	Syk-defiziente	murine	PMN	

zeigten	nach	Stimulierung	mit	TNFa	keine	nennenswerte	Adhäsion	und	darauf	fol-

gendes	Spreading	 (Mócsai	et	al.	2002).Dies	konnte	 in	vivo	 im	Entzündungsmodell	

des	M.	cremasters	bestätigt	werden.	Syk-defiziente	Leukozyten	waren	nicht	in	der	

Lage,	am	Trauma-	oder	fMLP-induzierten	entzündlichen	Endothel	fest	und	andau-

ernd	 zu	 adhärieren	 und	 Spreading	 herbeizuführen	 (Schymeinsky	 et	 al.	 2006;	

Frommhold	et	al.	2007).	Die	Freisetzung	von	ROS	und	die	Degranulierung	nach	Bin-

dung	von	b2-Integrinen	induziert	durch	TNFa,	fMLP,	LPS	oder	durch	das	Chemokin	

MIP2,	nicht	jedoch	die	adhäsionsunabhängige	Stimulation	von	ROS-Produktion	und	

Degranulierung	 durch	 den	 Phorbolester	 Phorbol-12-myristat-13-acetat	 (PMA),	

blieben	in	Syk-defizienten	PMN	aus	(Mócsai	et	al.	2002).	Syk	spielt	ebenfalls	eine	

essenzielle	Rolle	bei	der	Komplement-vermittelten	Phagozytose	von	iC3b-opsoni-

sierten	Zymosanpartikeln	und	E.	coli	über	Mac1	durch	Neutrophilen-ähnlich	diffe-

renzierte	HL-60-Zellen	 (dHL-60)	oder	 Syk-defiziente	PMN	 (Shi	 et	 al.	 2006;	 Schy-

meinsky	et	al.	2009).	Letztlich	 ist	auch	die	Migration	als	bedeutender	Schritt	der	

Rekrutierung	von	PMN	entscheidend	von	der	Funktion	von	Syk	abhängig.	dHL-60-

Zellen	mit	durch	RNA-Interferenztechnik	herunterreguliertem	Syk	und	Syk-defizi-

ente	murine	PMN	waren	zu	keiner	zweidimensionalen	chemotaktisch	gerichteten	

Migration	 in	der	Lage.	Die	Relevanz	 in	vivo	wurde	 im	Modell	des	entzündeten	M.	

cremasters,	 einem	 Wundheilungsmodell	 der	 Haut	 und	 der	 reversen	 passiven	
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Arthus-Reaktion	–	einem	Modell	 für	die	akute	Entzündungsantwort	–	gezeigt.	Bei	

allen	Modellen	war	in	Abwesenheit	von	Syk	die	Extravasation	von	PMN	bzw.	Infilt-

ration	des	Gewebes	durch	PMN	stark	beeinträchtigt,	was	eine	verlängerte	Wundhei-

lungszeit	bzw.	eine	schwer	verminderte	Ödembildung	und	Blutung	bei	der	Arthus-

Reaktion	zur	Folge	hatte	(Schymeinsky	et	al.	2006;	Schymeinsky	et	al.	2007b).	Diese	

umfangreichen	Untersuchungen	machen	deutlich,	dass	Syk	von	essenzieller	Bedeu-

tung	 für	das	Outside-In	Signaling	 ausgehend	von	b2-Integrinen	 ist	und	hierbei	als	

zentraler	Bestandteil	die	Weiterleitung	der	Signale	von	b2-Integrinen	in	die	Zelle	er-

möglicht.	

Syk	und	die	verwandte	Tyrosinkinase	ZAP70,	die	vor	allem	in	T-Zellen	und	Natürli-

chen	Killerzellen	exprimiert	wird,	sind	schon	lange	als	essenzielle	Akteure	bei	der	

Signaltransduktion	von	B-Zell-,	T-Zell-	und	Fc-Rezeptoren,	der	klassischen	Immun-

rezeptorsignalübertragung,	bekannt.	Alle	diese	Rezeptoren	sind	mit	Membranpro-

teinen	assoziiert,	die	intrazellulär	ein	Motiv	besitzen,	dass	sich	Immunoreceptor	Ty-

rosine-based	Activation	Motiv,	kurz	ITAM,	nennt.	Durch	die	Bindung	dieser	Rezepto-

ren	 an	Liganden	werden	die	 ITAM-Sequenzen	durch	Src-Kinasen	phosphoryliert,	

Syk	und	ZAP70	rekrutiert	und	aktiviert	(Mócsai	et	al.	2010).	Für	Syk	konnte	jedoch	

auch	gezeigt	werden,	dass	es	infolge	von	b2-Integrin-vermittelten	Signalprozessen	

aktiviert	wird	(Yan	et	al.	1997).	Obwohl	Integrine	nicht	wie	die	klassischen	Immun-

rezeptoren	mit	ITAM	tragenden	Membranproteinen	assoziiert	sind,	folgt	die	Akti-

vierung	von	Syk	durch	b2-Integrine	im	Wesentlichen	den	Prozessen	bei	der	klassi-

schen	 Immunrezeptorsignalübertragung.	 Dies	 geschieht	 durch	 die	 Phosphorylie-

rung	 von	 ITAM-Sequenzen	 in	 den	 Adapterproteinen	 DAP12	 und	 Fc-Rezeptor-g-

Kette	 (FcRg-Kette)	 durch	 Src-Kinasen.	 b2-Integrine	 sind	 nicht	 direkt	 mit	 diesen	

Adaptermolekülen	assoziiert	und	es	ist	noch	unklar,	wie	die	Funktionen	von	b2-In-

tegrinen	 und	 DAP12	 und	 FcRg-Kette	 verbunden	 sind.	 Syk	 kann	 über	 seine	 SH2-

Domänen	an	die	phosphorylierten	Tyrosine	der	ITAM-Sequenz	binden	und	wird	ini-

tial	durch	Src-Kinasen	phosphoryliert	(Abbildung	3	B)	(Mócsai	et	al.	2006;	Mócsai	

et	 al.	 2010).	Durch	die	Bindung	von	 Syk	über	beide	 SH2-Domänen	an	die	 ITAM-

Sequenz	wird	der	autoinhibierte	Zustand	von	Syk	aufgehoben	und	dessen	Kinase-

domäne	aktiviert.	Anhaltende	Aktivierung	von	Syk	 erfolgt	 vor	 allem	durch	Auto-

phosphorylierung	in	trans	(Mócsai	et	al.	2010).	Nach	Aktivierung	interagiert	Syk	mit	
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einer	 Reihe	 von	 Proteinen,	 die	 Signale	weiterleiten	 und	 umsetzen,	 darunter:	 die	

PLCg,	der	GEF	Vav,	das	Adapterprotein	SH2	Domain-containing	Leukocyte	Protein	76	

(SLP76),	die	E3-Ubiquitinligase	Casitas	B-Lineage	Lymphoma	(Cbl)	und	die	regula-

torische	Untereinheit	p85	der	PI3K	(Sada	et	al.	2001;	Berton	et	al.	2005;	Moon	et	al.	

2005;	Schymeinsky	et	al.	2006;	Schymeinsky	et	al.	2007a;	Schymeinsky	et	al.	2007b;	

Mócsai	et	al.	2010).	Die	E3-Ubiquitinligase	Cbl	ist	ein	Negativregulator	von	Syk	und	

führt	zur	Ubiquitinierung	und	Degradation	von	Syk	(Rao	et	al.	2002).	Die	anderen	

Moleküle	tragen	offenbar	zur	Bildung	eines	Signalkomplexes	bei,	indem	Signalpro-

teine	wie	PKC,	p38	MAPK	und	Ras	Homologue-	(Rho-)	Kinasen	involviert	sind,	der	

die	Produktion	von	ROS	induziert	und	über	die	Kontrolle	des	Aktinzytoskeletts	PMN	

Funktionen	wie	Adhäsion,	Migration	und	Phagozytose	ermöglicht	(Abbildung	3	B)	

(Schymeinsky	et	al.	2007a;	Mócsai	et	al.	2010).	Ein	weiterer	möglicher	Regulator	in	

diesem	Signalkomplex,	von	dem	gezeigt	werden	konnte,	dass	er	von	Src-	und	Syk-

Kinasen	phosphoryliert	wird,	ist	das	Adapterprotein	Mammalian	Actin-binding	Pro-

tein	1	(mAbp1,	HIP55,	SH3P7,	Drebrin-like	Protein)	(Lock	et	al.	1998;	Larbolette	et	

al.	1999;	Jin	Han	et	al.	2005).	

1.5 Das	Aktin-bindende	Protein	mAbp1	

Das	Mammalian	Actin-binding	Protein	1	(mAbp1)	ist	ein	55	kDa	großes	Adapterpro-

tein	mit	433	AS	und	wird	 in	Säugetieren	 in	vielen	Geweben	und	Zelllinien	expri-

miert.	Anhand	seiner	evolutionär	konservierten	Actin-depolymerizing	Factor	Homo-

logy-	(ADF-H-)	Domäne,	die	der	Bindung	an	Aktin	dient,	wird	mAbp1	zu	der	Gruppe	

der	ADF-H-Domänen	enthaltenden	Proteine	gezählt.	Diese	Gruppe	besteht	aus	drei	

verschiedenen	 Untergruppen:	 Der	 ADF/Cofilin-Familie	 mit	 Actin-depolymerizing	

Factor	(ADF)	und	Cofilin,	der	Familie	der	Twinfiline	und	der	Drebrin/Abp1-Familie,	

zu	der	mAbp1	gehört.	Cofilin	interagiert	über	die	ADF-H-Domäne	mit	globulärem	

(G-)	Aktin	und	F-Aktin	und	depolymerisiert	F-Aktin	vom	 (-)-Ende	des	Filaments.	

Twinfilin	fungiert	als	Negativregulator	der	Aktinpolymerisation,	indem	es	an	inak-

tives	Adenosindiphosphat-(ADP-)	gebundenes	G-Aktin	bindet	und	damit	den	Aus-

tausch	mit	ATP,	was	zu	aktiven	G-Aktin	führt,	verhindert	(Kessels	et	al.	2001;	Kes-

sels	et	al.	2000;	Paavilainen	et	al.	2004;	Schymeinsky	et	al.	2011).	An	die	am	N-Ter-

minus	gelegene	ADF-H-Domäne	von	mAbp1	schließt	sich	eine	helikale	Coiled-Coil-

Domäne	 an,	 die	 von	 mAbp1	 zusätzlich	 zur	 ADF-H-Domäne	 zur	 F-Aktin-Bindung	
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benötigt	wird.	Am	C-Terminus	befinden	sich	eine	Prolin-reiche	Domäne	und	eine	

SH3-Domäne,	 die	 beide	die	Bindung	 an	 Interaktionspartner	 ermöglichen	 (Larbo-

lette	et	al.	1999;	Kessels	et	al.	2000;	Kessels	et	al.	2001;	Schymeinsky	et	al.	2011).	

Das	Homolog	zu	mAbp1	in	Hefe	(Abp1p)	hat	mit	mAbp1	die	N-terminale	ADF-H-

Domäne	 und	 die	 C-terminalen	 Prolin-reiche	Domäne	 und	 SH3-Domänen	 gemein.	

Zusätzlich	 enthält	 Abp1p	 jedoch	 noch	 zwei	 sogenannte	 acidic	 (saure)	 Domänen	

(Abbildung	4).	Über	diese	Domänen	trägt	Abp1p	zur	Aktivierung	des	Actin-related	

Protein	(Arp)	2/3	Komplexes	bei,	der	die	Verzweigung	von	Aktinfilamenten	indu-

ziert,	einem	wichtigen	Schritt	bei	der	Aktinpolymerisation.	Durch	diese	Eigenschaft,	

Arp2/3	zu	aktivieren,	wird	Abp1p	als	Nucleation	Promoting	Factor	(NPF)	bezeichnet	

(Olazabal	&	Machesky	2001;	Goode	et	al.	2001;	Haynes	et	al.	2007).	mAbp1	hat	keine	

Funktion	als	NPF.	 In	neuronalen	Zellen	konnte	aber	gezeigt	werden,	dass	mAbp1	

mit	dem	neuronalen	Wiscott-Aldrich-Syndrom-Protein	(N-WASP)	interagiert.	Wis-

cott-Aldrich-Syndrom-Proteine	 (WASP)	 besitzen	 ähnliche	 Sequenzen	 wie	 Abp1p	

und	haben	auch	eine	Arp2/3-aktivierende	NPF-Funktion.	mAbp1	könnte	also	über	

die	Interaktion	mit	WASP/N-WASP	die	Dynamik	von	Aktin	regulieren	(Pinyol	et	al.	

2007).		

	

	

Über	die	Funktion	von	mAbp1	ist	noch	nicht	sehr	viel	bekannt.	mAbp1	und	Abp1p	

sind	in	Rezeptor-vermittelter	Endozytose	und	den	Vesikeltransfer	involviert	(Goode	

et	al.	2001;	Kessels	et	al.	2001).	Es	konnte	gezeigt	werden,	dass	mAbp1	mit	der	gro-

ßen	GTPase	Dynamin	 interagiert	 und	 für	 deren	Verbindung	mit	 dem	Zytoskelett	

	
	
Abbildung	4 Schematischer	Aufbau	von	mAbp1	

Schematische	Darstellung	der	Struktur	von	mAbp1	im	Vergleich	zum	Homolog	in	Hefe	Abp1p.	Am	
N-Terminus	befindet	 sich	die	ADF-H-Aktinbindungsdomäne,	 am	C-Terminus	eine	Prolin-reiche	
(P)	und	eine	SH3-Domäne.	Beide	dienen	der	Protein-Protein-Interaktion.	C-terminal	der	ADF-H-
Domäne	enthält	mAbp1	eine	helikale	Coil-Coiled-Domäne	(H),	die	zusätzlich	für	eine	effektive	Ak-
tinbindung	benötigt	wird.	Das	Hefe	Abp1p	besitzt	zwei	saure	(acidic)	Sequenzen	(A),	die	für	die	
Funktion	von	Abp1p	als	nucleation	promoting	factor	(NPF)	essenziell	sind.	Verändert	nach	Schy-
meinsky	et	al.	2011.	
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essenziell	ist.	Diese	Verbindung	war	Voraussetzung	für	eine	effiziente	Vesikelendo-

zytose	 (Kessels	et	al.	2001).	 In	Lymphozyten	 ist	mAbp1	essenziell	 für	die	Signal-

übertragung	von	T-Zell-	und	B-Zell-Rezeptoren,	bei	dieser	es	auch	durch	Syk-	und	

Src-Kinasen	 phosphoryliert	 wird	 (Larbolette	 et	 al.	 1999).	 In	 T-Zellen	 aktiviert	

mAbp1	die	c-Jun	N-terminal	kinase	 (JNK),	die	wiederum	die	Freisetzung	von	 IL-2	

durch	aktivierte	T-Zellen	reguliert.	mAbp1-defiziente	T-Zellen	haben	Defekte	in	der	

Zytokinproduktion,	Reifung	und	Proliferation	(Jin	Han	et	al.	2005).	In	B-Zellen	hat	

das	Fehlen	von	mAbp1	einen	negativen	Effekt	auf	Antigeninternalisierung,	–prozes-

sierung	und	–präsentation	(Onabajo	et	al.	2008).	mAbp1-defiziente	Mäuse	sind	le-

bens-	und	fortpflanzungsfähig.	Einige	der	homo-	und	heterozygoten	Mäuse	litten	an	

Splenomegalie,	Hypertrophy	und	 Insuffiziens	des	Herzens,	 Lungenödemen	und	–

emphysemen	(Jin	Han	et	al.	2005;	Connert	et	al.	2006).	Zusätzlich	war	die	Endozy-

tose	von	primären	neuronalen	Zellen	vermindert.	Dementsprechend	konnten	bei	

mAbp1-defizienten	Mäusen	Verhaltensstörungen	beobachtet	werden.	 (Connert	et	

al.	2006).	Aufgrund	seiner	Struktur,	die	eine	F-Aktin-bindende	ADF-H-Domäne	und	

eine	SH3-Domäne	mit	Adapterfunktion	bereithält,	scheint	mAbp1	ein	aussichtsrei-

cher	Kandidat	für	die	Verbindung	des	Aktinzytoskeletts	mit	einer	Vielzahl	anderer	

Proteine	zu	sein.	mAbp1	könnte	somit,	wie	bisherige	Studien	andeuten,	bei	einer	

großen	Bandbreite	von	zellulären	Funktionen	ein	wichtiges	Instrument	sein,	diese	

mit	dem	Zytoskelett	zu	verzahnen.	

	

1.6 Zielsetzung	der	Arbeit	

In	 früheren	Studien	der	Arbeitsgruppe	wurden	b2-Integrin-vermittelte	Signalpro-

zesse	in	PMN	untersucht.	Hierbei	konnte	die	zentrale	Rolle	von	Syk	für	die	Weiter-

leitung	der	Signale	von	aktivierten	b2-Integrinen	zu	Effektorproteinen	und	damit	für	

Aktivierung	und	Rekrutierung	von	PMN	gezeigt	werden	(siehe	Abbildung	3	B):	Die	

b2-Integrin-vermittelte	Aktivierung	von	Syk	war	Voraussetzung	für	Adhäsion,	Mig-

ration	und	Phagozytose	von	PMN	in	vitro	und	für	eine	effektive	Rekrutierung	von	

PMN	in	 in	vivo	(siehe	Abschnitt	1.4)	(Schymeinsky	et	al.	2005;	Schymeinsky	et	al.	

2006;	Schymeinsky	et	al.	2007b;	Frommhold	et	al.	2007;	Schymeinsky	et	al.	2009).	

Ein	Protein	dieses	von	Syk	regulierten	Signalkomplexes	ist	mAbp1	(Larbolette	et	al.	
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1999),	welches	zusätzlich	einen	potenzieller	Adapter	zum	Aktinzytoskelett	darstel-

len	könnte.		

Mit	Hilfe	weiterführender	Experimente	wurde	die	Rolle	von	mAbp1	während	der	

b2-Integrin-vermittelten	Phagozytose	von	Bakterien,	die	mit	dem	Komplementfak-

tor	iC3b	opsonisiert	waren,	untersucht.	In	Neutrophilen-ähnlich	differenzierten	HL-

60-Zellen	(dHL-60)	wurde	Enhanced	Green	Fluorescent	Protein-	(EGFP-,	Grün-fluo-

reszierendes	 Protein-)	 gekoppeltes	 mAbp1	 dynamisch	 am	 Ort	 der	 Partikelauf-

nahme	angereichert.	Hier	kolokalisierte	es	mit	der	Tyrosinkinase	Syk.	In	Abwesen-

heit	 von	 Syk	 oder	 im	 Falle	 der	 pharmakologischen	 Inhibierung	 von	 Syk	 durch	

Piceatannol	wurde	nicht	nur	die	Phagozytose	selbst,	sondern	ebenso	die	Rekrutie-

rung	von	mAbp1	zum	Ort	der	Partikelbindung	blockiert.	Dort	spielt	es,	kontrolliert	

durch	Syk,	eine	bedeutende	Rolle	bei	der	b2-Integrin-vermittelten	Phagozytose:	Die	

Herunterregulierung	von	mAbp1	mittels	RNA-Interferenztechnik	in	dHL-60-Zellen	

oder	das	Fehlen	von	mAbp1	in	murinen	PMN	reduzierte	die	Phagozytose	von	iC3b-

opsonisierten	Bakterien	drastisch.	Die	Relevanz	dieses	Ergebnisses	wurde	an	einem	

Infektionsmodell	in	vivo	demonstriert.	Die	Bekämpfung	von	Infektionen	mit	Salmo-

nella	typhimurium	 in	mAbp1-defizienten	Mäusen	blieb	ineffektiv	(Schymeinsky	et	

al.	2009).		

Ähnlich	wie	bei	der	Phagozytose	konnte	auch	bei	anderen	PMN-Funktionen	wie	der	

Adhäsion	und	der	zweidimensionalen	chemotaktischen	Migration	auf	dem	Mac1-

Liganden	Fibrinogen,	eine	Syk-abhängige	Anreicherung	von	mAbp1	an	der	Zellfront	

von	polarisierten	dHL-60-Zellen	gezeigt	werden.	Dort	kolokalisierte	mAbp1	zusätz-

lich	zu	Syk	mit	F-Aktin	(Hepper	et	al.	2012).		

In	der	vorliegenden	Arbeit	sollte	nun	die	funktionelle	Bedeutung	von	mAbp1	für	die	

Adhäsion,	das	Spreading	und	die	Migration	von	PMN	im	Zuge	der	b2-Integrin-ver-

mittelten	Signaltransduktion	untersucht	werden.	In	Voruntersuchungen	sollte	zu-

nächst	die	Bedeutung	von	Syk	für	Adhäsion	und	Spreading	von	PMN	in	vitro	verifi-

ziert	werden.	In	weiterführenden	Experimenten	wurden	mAbp1-defiziente	Mäuse	

und	Wildtypkontrolltiere	in	intravitalmikroskopischen	Untersuchungen	im	Entzün-

dungsmodell	des	M.	cremasters	eingesetzt,	um	die	verschiedenen	zellulären	Schritte	

der	 Rekrutierungskaskade	 zu	 analysieren.	 Ihre	 aus	 dem	Knochenmark	 isolierten	

PMN	wurden	in	verschiedenen	funktionellen	in	vitro	Experimenten	verwendet,	um	
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die	Bedeutung	von	mAbp1	für	die	Adhäsion,	das	Spreading	und	die	zweidimensio-

nale	Migration	im	Detail	zu	untersuchen.	Um	die	Rolle	im	humanen	System	zu	ana-

lysieren,	wurden	Neutrophilen-ähnliche	HL-60-Zellen	verwendet,	die	mAbp1	mit-

tels	der	RNA-Interferenztechnik	über	die	Expression	einer	Short	Hairpin	RNA	her-

unterregulierten.	Insgesamt	sollten	die	Untersuchungen	Aufschluss	über	die	funkti-

onelle	Rolle	von	mAbp1	für	die	Rekrutierung	von	PMN	an	den	Entzündungsort	ge-

ben	und	so	zum	besseren	Verständnis	der	molekularen	Mechanismen	der	akuten	

Entzündungsreaktion	beitragen.	
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2 Material	und	Methoden	

2.1 Material	

2.1.1 Chemikalien	und	Reagenzien	
Amersham™	Protran®	Western	Blotting	Nitrozellulosemembran,	b-Mercaptoetha-

nol,	bovines	Serumalbumin	(BSA),	Casein,	chemilumineszentes	Peroxidasesubstrat	

ECL™	Detection	Reagents,	Dimethylsulfoxid	(DMSO),	Fibrinogen	aus	humanem	oder	

murinem	 Plasma,	 N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin	 (fMLP),	 Glukose,	

Glutaraldehydlösung,	 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure	

(HEPES),	 Kristallviolett,	 Natriumchlorid,	 Paraformaldehyd,	 Percoll®,	 Puromycin,	

Triton®	X-100	und	Tween-20	wurden	über	Sigma	(Deisenhofen,	Deutschland)	be-

zogen.	Es	wurden	Acrylamidlösung,	Ammoniumpersulfat	 (APS),	Bromphenolblau,	

Essigsäure,	Ethylendiamintetraessigsäure-Dinatriumsalz	 (EDTA),	Glycin,	Glyzerin,	

Kalziumchlorid,	Magermilchpulver,	Magnesiumchlorid,	Mangan(II)-chlorid,	Metha-

nol,	 Natriumdodecylsulfat	 (SDS),	 Tetramethylethylendiamin	 (TEMED)	 und	 Tris									

(-hydroxymethyl)-aminomethan	 (Tris)	 von	 AppliChem	 (Darmstadt,	 Deutschland)	

verwendet.	Fötales	Bovines	Serum	(FBS),	Hanks’	Salzlösung	(Hanks’	Buffered	Salt	

Solution,	 HBSS),	 Penicillin/Streptomycin,	 phosphatgepufferte	 Kochsalzlösung	

(Phosphate	 Buffered	 Saline,	 PBS),	 Poly-L-Lysin,	 RPMI-1640	 Medium	 und	

Trypsin/EDTA-Lösung	wurden	bei	Biochrom	(Berlin,	Deutschland)	bestellt.	Alexa	

488-konjugiertes	Fibrinogen,	LipofectamineTM	2000	und	Opti-MEM®	I	Medium	wur-

den	von	 Invitrogen	(Karlsruhe,	Deutschland)	bezogen.	Humanes	und	murines	re-

kombinantes	ICAM1	und	murines	P-Selektin	wurden	von	R&D	Systems	(Minneapo-

lis,	 MN,	 USA)	 geliefert.	Keratinocyte-derived	 Chemokine	 (KC,	 CXCL1)	 wurde	 über	

PeproTech	 (Hamburg,	 Deutschland)	 bezogen.	 Murines	 TNFα	wurde	 bei	 Cell	 Sig-

naling	Technology	 (Danvers,	MA,	USA)	bestellt.	BD	FACS™	Lysing	Solution	wurde	

von	BD	Biosciences	(Heidelberg,	Deutschland)	bezogen.	

	

2.1.2 Antikörper	
Der	monoklonale	Maus	anti-humanes	Syk	(IgG2a,	Klon	4D10,	sc1240),	der	polyklo-

nale	Kaninchen	anti-Syk	(N-19)	und	der	polyklonale	Ziege	anti-Aktin	Antikörper	(I-
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19,	sc-1616)	wurden	bei	Santa	Cruz	Biotechnology	(Santa	Cruz,	CA,	USA)	erworben.	

Der	 polyklonale	 Ziege	 anti-mAbp1	 Antikörper	 (anti-Hip55,	 ab2836)	 wurde	 von	

Abcam	(Cambridge,	UK)	bezogen.	Der	monoklonale	Maus	anti-mAbp1	Antikörper	

(anti-Hip55,	 IgG1,	 612614),	 der	 monoklonale	 Ratte	 anti-Maus	 CD18	 Antikörper	

(IgG,	Klon	Game-46),	der	monoklonale	Phycoerythrin-	(PE-)	konjugierte	Ratte	anti-

Maus	CD18	Antikörper	(IgG2a),	der	monoklonale	Phycoerythrin-	(PE-)	konjugierte	

Ratte	anti-Maus	CD11a	Antikörper	(IgG2a)	und	der	PE-konjugierte	Ratte	IgG2a	Kon-

trollantikörper	wurden	bei	BD	Biosciences	(Heidelberg,	Deutschland)	bestellt.	Der	

Fluoresceinisothiocyanat-	(FITC-)	konjugierte	Ratte	anti-Maus	GR1	Antikörper,	der	

PE-konjugierte	 anti-Maus	 CD11b	 Antikörper	 (IgG2b),	 der	 FITC-konjugierte	 Ratte	

IgG2b	und	der	PE-konjugierte	Ratte	IgG2b	Kontrollantikörper	wurden	von	EuroBi-

osciences	GmbH	(Friesoythe,	Deutschland)	bezogen.	Der	monoklonale	Maus	anti-

CD18	Antikörper	(IgG,	Klon	MHM23)	wurde	bei	GeneTex	(San	Antonio,	TX,	USA)	er-

worben.	Der	sekundäre	Peroxidase-konjugierte	Antikörper	aus	der	Ziege	gegen	die	

leichte	Kette	des	Immunglobulins	(Ig)	G	der	Maus	wurde	von	Jackson	ImmunoRese-

arch	Laboratories	 (West	Grove,	PA,	USA)	geliefert.	Der	sekundäre	Peroxidase-ge-

koppelte	Kaninchen	anti-Ziegen-IgG	Antikörper	wurde	bei	Calbiochem	(Darmstadt,	

Deutschland)	bestellt.	Die	sekundären	Alexa	488-konjugierten	Ziege	anti-Maus-IgG,	

Huhn	anti-Kaninchen-IgG	und	Esel	anti-Ziegen-IgG	Antikörper	wurden	von	Invitro-

gen	(Karlsruhe,	Deutschland)	geliefert.	Der	monoklonale	Maus	mAb24	Antikörper	

(Dransfield	&	Hogg	1989)	gegen	die	hochaffine	Konformation	des	humanen	CD18	

wurde	großzügig	von	Dr.	Nancy	Hogg	(Leukocyte	Adhesion	Laboratory,	Cancer	Re-

search	UK	London	Research	Institute,	London,	UK)	zur	Verfügung	gestellt.	

	

2.1.3 Mäuse	
Mäuse	mit	dem	Dbnltm1Jwnd	Allel	(mAbp1–)	(Connert	et	al.	2006)	wurden	großzügig	

von	Herrn	Prof.	Dr.	Jürgen	Wienands	(Abteilung	Zelluläre	und	Molekulare	Immuno-

logie,	 Universitätsmedizin	 Göttingen,	 Georg-August-Universität,	 Göttingen,	

Deutschland)	zur	Verfügung	gestellt	und	homozygot	(mAbp1-/-)	im	BALB/c	geneti-

schen	Hintergrund	gehalten.		
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Die	LFA1-/--Mäuse	(Berlin-Rufenach	et	al.	1999)	wurden	freundlichst	von	Dr.	Nancy	

Hogg	(Leukocyte	Adhesion	Laboratory,	Cancer	Research	UK	London	Research	Insti-

tute,	London,	UK)	zur	Verfügung	gestellt.	

Knochenmarkchimären	mit	einem	Syk-/-	oder	Syk+/-	rekonstituierten	hämatopoeti-

schen	System	wurden	großzügig	von	Attila	Mócsai	(Department	of	Physiology,	Sem-

melweis	University	School	of	Medicine,	Budapest,	Ungarn)	zur	Verfügung	gestellt.	

Die	Mäuse	mit	dem	Syktm1Tyb	Allel	(Syk–)	(Turner	et	al.	1995)	wurden	heterozygot	

(Syk+/-)	im	C57BL/6	genetischen	Hintergrund	gehalten.	Syk-/--	oder	Syk+/--Knochen-

markchimären	wurden	hergestellt,	indem	das	letal	bestrahlte	Knochenmark	durch	

hämatopoetische	Stammzellen	 aus	der	 fötalen	Leber	 von	Syk-/--	oder	 Syk+/--Mäu-

sefeten	rekonstituiert	wurde	(Mócsai	et	al.	2002).	

	

2.1.4 Zelllinien	
Die	humane	Zelllinie	HL-60	(akute	myeloische	Leukämie,	ACC	3),	die	murine	Zellli-

nie	WEHI-3B	 (myelomonozystische	Leukämie,	ACC	26)	 und	die	 humane	Zelllinie	

293T	(embryonale	Nierenfibroblasten,	ACC	635)	wurden	von	der	Deutschen	Samm-

lung	 von	 Mikroorganismen	 und	 Zellkulturen	 GmbH	 (DSMZ,	 Braunschweig,	 Ger-

many)	zur	Verfügung	gestellt.	

	

2.1.5 Gentechnische	Konstrukte	
Die	Expressionsplasmide	pCMV∆R8.9	(retroviraler	Verpackungsvektor)	und	pVSV-

G	(Hüllprotein	des	Vesikulären	Stomatitisvirus	zur	Pseudotypisierung	von	Retrovi-

ren)	(Zufferey	et	al.	1997)	wurden	freundlichst	von	Dr.	Alexandra	Lepier	(Institut	

für	Physiologische	Genomik,	LMU,	München,	Deutschland)	zur	Verfügung	gestellt.		

Die	lentiviralen	Vektoren	die	für	eine	Short	Hairpin	(sh)	Ribonukleinsäure	(ribonu-

cleic	acid,	RNA)	gegen	das	humane	mAbp1	kodieren	(MISSION®	shRNA,	 fünf	ver-

schiedene	 shRNAs	 gegen	 mAbp1	 im	 Set)	 und	 der	 lentivirale	 Kontrollvektor	

MISSION®	non-target	shRNA	wurden	über	Sigma	(Deisenhofen,	Deutschland)	bezo-

gen.	
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2.1.6 ICAM1(D1-2)-Fc-Fusionsprotein	
Das	Fusionsprotein	des	verkürzten	murinen	ICAM1	mit	den	Domänen	D1-D2	und	

dem	humanen	Fcγ1-Fragment	(Semmrich	et	al.	2005)	wurde	freundlicherweise	von	

Dr.	Melanie	Laschinger	(Chirurgische	Klinik	und	Poliklinik	des	Klinikums	rechts	der	

Isar,	Technische	Universität	München,	München,	Deutschland)	 zur	Verfügung	ge-

stellt.	

	

2.1.7 Mikroskope	
Für	mikroskopische	Analysen	wurden	folgende	Geräte	benutzt:	Konfokales	Mikro-

skop:	Zeiss	LSM	410/Axiovert	135	Mikroskop	mit	Zeiss	63x/1.2	Wasser-	und	Zeiss	

63x/1.4	 Ölobjektiven	 (Zeiss,	 Göttingen,	 Deutschland);	 Lichtmikroskope:	 Zeiss	

Axiovert	 200M	 Mikroskop	 mit	 Zeiss	 Plan-Apochromat	 63x/1,4	 Ölobjektiv,	 Zeiss	

Plan-Apochromat	20x	und	10x/0,75	Luftobjektiven,	 einer	AxioCam	HR	Digitalka-

mera	 und	 der	 AxioVision	 4	 Software	 (Zeiss,	 Göttingen,	 Deutschland)	 und	 Zeiss	

Axiovert	200M	Mikroskop	mit	Zeiss	Plan-Apochromat	20x	und	10x/0,75	Luftobjek-

tiven	 (Zeiss,	Göttingen,	Deutschland),	Klimakammer	37°C,	Coolsnap	HQ2	Kamera	

(Roper	 scientific,	Tucson,	AZ,	USA)	und	der	Metamorph	Software	 (Molecular	De-

vices,	Sunnyvale,	CA,	USA)	(Kamera	und	Software	installiert	von	Visitron	Systems,	

Puchheim,	Deutschland);	Intravitalmikroskop	(Arbeitsgruppe	Prof.	Dr.	Markus	Spe-

randio,	Walter	Brendel	Centre	of	Experimental	Medicine,	Ludwig-Maximilians-Uni-

versität,	München):	 Leitz	 aufrechtes	Mikroskop	Modell	 512815/20	mit	 Leitz	40x	

Immersionsobjektiv	für	Kochsalzlösung	und	Wasser	(SW40/0.75)	(Leitz,	Wetzlar,	

Deutschland).	

	

2.1.8 Flusskammern	und	Präzisionspumpen	
Für	die	Untersuchung	des	Phänotyps	von	PMN	und	Leukozyten	unter	Schubspan-

nung	wurden	folgende	Flusskammern	verwendet:	IBIDI	µ-slides	VI	0.4	aus	Plastik	

(IBIDI	 GmbH,	Martinsried,	 Deutschland)	 und	Mikroflusskammern	 aus	 Glas	 (20	 x	

200	µm	und	0,2	x	2	mm	Querschnitt;	VitroCom,	Mountain	Lake,	NJ,	USA)	(Hepper	et	

al.	2012;	Frommhold	et	al.	2010;	Schymeinsky	et	al.	2009).	

Mit	Hilfe	folgender	Präzisionspumpen	konnte	über	Spritzen	und	Schläuche	in	den	

jeweiligen	Kammersystemen	die	gewünschten	Schubspannungen	erzeugt	werden:	
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Modell	KDS-232	(KD	Scientific,	Holliston,	MA,	USA)	und	Modell	22	(Harvard	Appa-

ratus,	Holliston,	MA,	USA)	(Hepper	et	al.	2012;	Frommhold	et	al.	2010).	

	

2.1.9 Sonstige	Materialien	und	Geräte	
Die	durchflusszytometrischen	Untersuchungen	wurden	mit	Hilfe	folgender	Geräte	

durchgeführt:	FACScan	Durchflusszytometer	und	FACScanto	II	Durchflusszytome-

ter,	beides	von	BD	Biosciences	(Heidelberg,	Deutschland).	Das	FACScanto	II	Durch-

flusszytometer	wurde	freundlicherweise	von	der	Arbeitsgruppe	von	PD	Dr.	Florian	

Krötz	zur	Verfügung	gestellt	 (Kardiologie,	Medizinische	Poliklinik	der	Universität	

München,	Campus	Innenstadt,	LMU,	München).	

Für	die	Analyse	des	Spreadings	wurden	die	PMN	auf	mit	einem	Fettstift	umrandeten	

Arealen	(Durchmesser	ca.	1	cm)	auf	einem	runden	Deckgläschen	(Durchmesser	4	

cm)	der	Firma	Saur	(Reutlingen,	Deutschland)	aufgebracht	(Frommhold	et	al.	2007).	

Die	 chemotaktische	 Migration	 von	 PMN	 wurde	 in	 Zigmondkammern	 (Zigmond	

1977),	welche	von	Neuro	Probe	(Gaithersburg,	MD,	USA)	bezogen	wurden,	beurteilt	

(Schymeinsky	et	al.	2006).	

	

2.1.10 Software	
Die	folgende	Software	wurde	zur	Datenanalyse,	Auswertung,	Erstellung	von	Abbil-

dungen	 und	Dokumenten	 und	 Literaturverwaltung	 benutzt:	 ImageJ	 (Wayne	Ras-

band,	National	Institutes	of	Health,	USA,	http://rsb.info.nih.gov/ij),	das	Manual	Tra-

cking	Tool	(Fabrice	Cordelieres,	Institut	Curie,	Orsay,	Frankreich)	und	das	Chemota-

xis	 and	Migration	Tool	 (Gerhard	Trapp	und	Elias	Horn,	 ibidi	GmbH,	Martinsried,	

Deutschland)	 (Plugins	 für	 ImageJ	 Software,	 http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins),	

WinMDI	(The	Scripps	Research	Institute,	LaJolla,	CA,	USA),	SigmaStat	2.0	und	Sig-

maPlot	8.0	(SPSS	Science,	Chicago,	 IL,	USA),	Adobe®	Illustrator®	und	Photoshop®	

CS2	(Adobe	Systems	Incorporated,	USA),	Microsoft®	Office	2008	für	Mac	(Microsoft	

Corporation)	und	Papers	2	für	Mac	(Mekentosj,	Aalsmeer,	Niederlanden).	
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2.1.11 Statistik	
Die	ermittelten	Daten	wurden	als	arithmetischer	Mittelwert	(MW)	±	Standardab-

weichung	(SD,	standard	deviation)	bzw.	±	Standardfehler	(SE,	standard	error)	ange-

geben.	Auf	statistische	Signifikanz	wurde	je	nach	Anforderung	mit	Student’s	t-Test,	

dem	Mann-Whitney-U-Test	(Rangsummentest)	oder	dem	einfaktoriellen	Rangsum-

mentest	nach	Kruskal	und	Wallis	getestet.	Ein	statistisch	signifikanter	Unterschied	

wurde	für	p	<	0,05	angenommen.	

	

2.2 Methoden	

2.2.1 Herstellung	von	Puffern	und	Standardlösungen	
Puffer	und	Standardlösungen	wurden	nach	Protokollen	von	Sambrook	und	Russel	

(Sambrook	&	Russel	2001)	unter	Verwendung	von	Reinstwasser	hergestellt.	Puffer	

und	Lösungen	wurden	vor	der	Verwendung	autoklaviert	oder	mit	Sterilfiltern	mit	

einer	Porengröße	von	0,45	µm	steril	filtriert.	

	

2.2.2 Zellkultur	und	Differenzierung	von	HL-60-Zellen	
Die	eukaryotischen	Zelllinien	wurden	in	Zellkulturflaschen	oder	–schalen	in	Zellkul-

turmedium	(RPMI-1640	Medium	mit	10%	(v/v)	FBS	und	Penicillin	 (100	U/ml)	/	

Streptomycin	(100	µg/ml))	bei	37°C,	5%	CO2-Gehalt	und	95%	Luftfeuchte	im	Brut-

schrank	kultiviert.	Die	Zellen	der	in	Suspension	wachsenden	Zelllinie	HL-60	(ACC	3)	

wurden	zum	Verdünnen	bei	300	g	für	10	min	in	einem	Plastikröhrchen	abzentrifu-

giert,	einmal	mit	PBS	gewaschen	und	wiederum	bei	300	g	für	10	min	abzentrifugiert.	

Das	gewaschene	Zellpellet	wurde	in	frischem	Zellkulturmedium	aufgenommen	und	

die	gewünschte	Menge	an	Zellsuspension	in	neue	Zellkulturflaschen	bzw.	–schalen	

gegeben.	 Die	 Zellen	 der	 adhärent	wachsenden	 Zelllinien	WEHI-3B	 (ACC	 26)	 und	

293T	(ACC	635)	wurden	nach	Entstehen	eines	einheitlichen	Zellrasens	(konfluente	

Zellkultur)	wie	folgt	verdünnt:	Zunächst	wurde	das	alte	Zellkulturmedium	von	den	

Zellen	genommen	und	der	Zellrasen	wurde	mit	PBS	gewaschen.	Um	ein	Ablösen	der	

Zellen	zu	erreichen,	wurde	zu	den	Zellen	Trypsin/EDTA(0,05%/0,02%)-Lösung	ge-

geben	und	diese	wenige	Minuten	bei	37°C	inkubiert.	Die	abgelösten	Zellen	wurden	

in	 frischem	 Zellkulturmedium	 aufgenommen,	 die	 gewünschte	 Menge	 an	
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Zellsuspension	wurde	 in	 neue	 Zellkulturflaschen	 bzw.	 –schalen	 gegeben	 und	 an-

schließend	mit	Zellkulturmedium	aufgefüllt.	

Um	 eine	 PMN-ähnliche	 Differenzierung	 von	 HL-60-Zellen	 (differenzierte	 HL-60-

Zellen,	dHL-60)	zu	induzieren,	wurden	die	Zellen	(1x106/ml)	in	Zellkulturmedium	

(RPMI-1640	Medium	mit	FBS	und	Penicillin/Streptomycin),	welches	mit	1,3%	(v/v)	

DMSO	versetzt	wurde,	für	sechs	Tage	im	Brutschrank	kultiviert	(Schymeinsky	et	al.	

2006;	Srinivasan	et	al.	2003).	

	

2.2.3 Isolierung	von	PMN	aus	dem	Knochenmark	der	Maus	
Murine	PMN	wurden	aus	dem	Knochenmark	über	einen	diskontinuierlichen	Dich-

tegradienten	aus	Percoll®	isoliert.	Zunächst	wurde	das	Percoll®	mit	0,9%	(w/v)	Nat-

riumchlorid	versetzt.	Von	dem	nun	isotonen	Percoll®	wurde	mit	PBS	drei	Verdün-

nungen	hergestellt:	72%,	64%	und	52%	(v/v)	Percoll®.	Der	diskontinuierliche	Dich-

tegradient	wurde	in	einem	15-ml-Röhrchen	durch	vorsichtiges	Überschichten	von	

jeweils	3	ml	der	Percoll®-Verdünnungen,	ausgehend	von	der	Verdünnung	mit	der	

höchsten	Dichte	(72%),	hergestellt.	Anschließend	wurden	Femur,	Tibia	und	Hume-

rus	der	getöteten	Maus	präpariert,	die	Gelenkköpfchen	der	Knochen	abgeschnitten	

und	das	Knochenmark	mit	PBS	mittels	einer	feinen	Kanüle	herausgespült.	Das	Kno-

chenmark	 wurde	 einmal	 in	 50	ml	 PBS	 gewaschen	 (Zentrifugation	 bei	 300	 g	 für	

10	min)	und	das	Pellet	anschließend	in	1	ml	PBS	aufgenommen.	Die	Suspension	des	

Knochenmarks	wurde	vorsichtig	auf	den	Dichtegradienten	geschichtet.	Die	Auftren-

nung	der	Knochenmarkszellen	im	Dichtegradienten	erfolgte	durch	einen	Zentrifu-

gationsschritt	(1000	g	für	30	min).	Dabei	reicherten	sich	die	Knochenmarkszellen	

entsprechend	ihrer	Dichte	an	den	Grenzschichten	zwischen	den	Percoll®-Verdün-

nungen	an.	Die	relativ	dichten	PMN	konnten	nun	an	der	Grenzschicht	zwischen	72%	

und	64%	Percoll®-Verdünnung	als	milchige	Schicht	mittels	einer	Pipette	abgenom-

men	werden	(ca.	2	–	3	ml	Volumen).	Nach	einem	Waschschritt	mit	50	ml	PBS	wur-

den	die	isolierten	PMN	in	10	ml	Zellkulturmedium	(RPMI-1640	Medium	mit	FBS	und	

Penicillin/Streptomycin)	aufgenommen	und	über	Nacht	im	Brutschrank	kultiviert,	

bevor	sie	zu	Versuchen	eingesetzt	wurden.	Um	eine	abschließende	Differenzierung	

und	Reifung	der	aus	dem	Knochenmark	 isolierten	PMN	zu	erreichen,	wurde	dem	

Zellkulturmedium	20%	(v/v)	konditioniertes	Medium	einer	konfluenten	Kultur	der	
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IL-3	 produzierenden	 Zelllinie	 WEHI-3B	 (ACC	 26)	 zugesetzt	 (Schymeinsky	 et	 al.	

2006).	

	

2.2.4 Herstellung	von	mAbp1	herunterregulierenden	HL-60-Zellen	
Zur	 Herunterregulierung	 von	 mAbp1	 in	 HL-60-Zellen	 wurde	 die	 RNA-

Interferenztechnik	benutzt.	In	HL-60-Zellen	wurde	mittels	lentiviralem	Gentransfer	

die	genetische	Information	für	eine	shRNA	gegen	mAbp1	stabil	in	das	Genom	inte-

griert	(Schymeinsky	et	al.	2009).	Um	Lentiviren	als	Genvektor	zu	produzieren,	wur-

den	293T-Zellen	(ACC	635)	in	6-Loch-Zellkulturplatten	ausgesät	und	mittels	Lipo-

fectamineTM	2000	mit	dem	transduzierenden	lentiviralen	Vektor	MISSION®	shRNA	

bzw.	 dem	 Kontrollvektor	 MISSION®	 non	 target	 shRNA,	 dem	 retroviralen	 Verpa-

ckungsvektor	pCMV∆R8.9	und	dem	Vektor	kodierend	für	das	Hüllprotein	pVSV-G	

(Zufferey	et	al.	1997)	entsprechend	den	Angaben	des	Herstellers	kotransfiziert.	Da-

bei	 wurde	 ein	 Verhältnis	 der	 Plasmide	 MISSION®	 shRNA	 Vektor	 :	 pCMVDR8.9	 :	

pVSV-G	von	1:1	bei	einer	Gesamtkonzentration	5	µg	Desoxyribonukleinsäure	(deo-

xyribonucleic	acid,	DNA)	pro	Transfektionsansatz	verwendet.	Während	der	Produk-

tion	von	Viruspartikeln	wurden	die	293T-Zellen	 in	RPMI-1640	Medium	mit	10%	

(v/v)	FBS	und	25	mM	HEPES	kultiviert.	Virus	enthaltende	Überstände	wurden	24	

und	48	Stunden	nach	Transfektion	der	293T-Zellen	geerntet.	Im	Folgenden	wurden	

nun	die	HL-60-Zellen	in	RPMI-1640	Medium	mit	10%	(v/v)	FBS	und	25	mM	HEPES	

mit	33%	(v/v)	Virus	enthaltenden	Überstand	für	24	Stunden	kultiviert	und	anschlie-

ßend	 wieder	 in	 Zellkulturmedium	 (RPMI-1640	 Medium	 mit	 FBS	 und	 Penicil-

lin/Streptomycin)	 aufgenommen.	 Zur	 Selektion	 von	 transduzierten	 HL-60-Zellen	

wurde	dem	Medium	Puromycin	zugesetzt,	da	die	MISSION®	shRNA	Vektoren	über	

ein	Puromycinresistenzgen	verfügen.	Nach	ca.	zwei	Wochen	wurden	durch	Subklo-

nierung	Einzelzellklone	der	transduzierten	HL-60-Zellen	herangezogen.	Die	Effizi-

enz	der	Herunterregulierung	der	Expression	von	mAbp1	wurde	mittels	Western-

blottechnik	ermittelt	(Schymeinsky	et	al.	2006;	Schymeinsky	et	al.	2009).	

	

2.2.5 Durchflusszytometrie	
Für	die	durchflusszytometrischen	Analysen	der	Oberflächenexpression	von	Integri-

nen	und	dem	Granulozytenmarker	GR1	wurden	isolierte	murine	PMN	(2,5	x	105	pro	
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Probe)	in	250	µl	0,9%	(w/v)	NaCl	mit	20	mM	HEPES	(pH	7,2),	0,25%	(w/v)	BSA,	

0,1%	(w/v)	Glukose,	1,2	mM	Ca2+	und	1	mM	Mg2+	aufgenommen.	Gegebenenfalls	

wurden	den	Proben	Stimuli	zugesetzt	(je	nach	Angabe	in	der	finalen	Konzentration	

von:	100	ng/ml	KC,	100	ng/ml	murines	TNFα	oder	3	µM	fMLP).	Um	die	basale	Ex-

pression	von	Integrinen	zu	untersuchen,	blieben	die	Zellen	unstimuliert.	Während	

der	Stimulation	der	Zellen	bei	37°C	 für	30	min	wurden	die	Zellen	mit	dem	FITC-

gekoppelten	Ratte	anti-Maus	GR1	Antikörper,	dem	PE-gekoppelten	Ratte	anti-Maus	

CD18	Antikörper,	dem	PE-gekoppelten	Ratte	anti-Maus	CD11b	Antikörper,	dem	PE-

gekoppelten	Ratte	anti-Maus	CD11a	Antikörper,	dem	PE-gekoppelten	 IgG2a	oder	

FITC	 bzw.	 PE-gekoppelten	 IgG2b	 Isotypenkontrollantikörper	 inkubiert.	 Die	 Anti-

körper	wurden	in	einer	finalen	Konzentration	von	1:50	eingesetzt.	Nach	der	Inku-

bation	wurden	die	Proben	auf	Eis	gestellt,	um	zelluläre	Prozesse	abzustoppen.	Die	

Proben	wurden	mit	der	BD	FACS™	Lysing	Solution	nach	Angaben	des	Herstellers	

fixiert	 und	 dreimal	mit	 PBS	 gewaschen.	 Die	 Fluoreszenz	wurde	mit	 dem	Durch-

flusszytometer	BD	FACScanto™	II	bzw.	dem	BD	FACScan™	gemessen.	Die	Daten	wur-

den	mit	der	Software	WinMDI	analysiert	(Schymeinsky	et	al.	2009).		

Für	 die	 Untersuchung	 der	 Fibrinogenbindungseigenschaften	 von	 murinen	 PMN	

wurden	2	x	105	Zellen	in	oben	genannten	Puffer	aufgenommen	und	für	20	min	bei	

37°C	mit	150	µg/ml	Alexa	488-konjugiertem	Fibrinogen	inkubiert.	Dabei	wurden	

die	Zellen	mit	3	mM	Mn2+	oder	100	ng/ml	murinem	TNFα	stimuliert	oder	blieben	

unstimuliert.	Um	mittels	Entzugs	von	divalenten	Kationen	die	Bindung	von	Fibrino-

gen	durch	Integrine	zu	verhindern,	wurde	den	Negativkontrollen	2	mM	EDTA	zuge-

setzt.	Nach	der	Inkubation	wurden	die	PMN	auf	Eis	gelagert,	dreimal	mit	PBS	gewa-

schen	 und	 die	 Fluoreszenz	 sofort	 durchflusszytometrisch	 wie	 oben	 beschrieben	

analysiert	(Schymeinsky	et	al.	2009).	

	

2.2.6 Beschichtung	von	Plastik-	und	Glasoberflächen	
Um	bestimmte	Plastik-	oder	Glasoberflächen,	wie	etwa	von	Flusskammern,	Mikro-

titerplatten	oder	Deckgläschen,	mit	Proteinen	bzw.	Peptiden	zu	beschichten,	wur-

den	die	gewünschten	Oberflächenmoleküle	auf	die	erforderliche	Konzentration	mit	

PBS	verdünnt	und	auf	die	Plastik-	bzw.	Glasoberfläche	gegeben.	Die	Beschichtung	

erfolgte	in	einer	feuchten	Kammer	bei	Raumtemperatur	für	zwei	Stunden	oder	bei	
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4°C	über	Nacht.	Vor	der	Verwendung	im	Versuch	wurden	die	Oberflächen	mit	PBS	

gewaschen.	Die	Oberflächen	der	Mikroflusskammern	aus	Glas	 (20	x	200	µm	und	

0,2	x	2	mm	Querschnitt,	VitroCom)	wurden	nach	dem	Beschichten	zusätzlich	über	

Nacht	mit	10%	(w/v)	Casein	geblockt	(Hepper	et	al.	2012;	Frommhold	et	al.	2010;	

Schymeinsky	et	al.	2009).	

	

2.2.7 Fluoreszenzfärbungen	für	die	konfokale	Mikroskopie	
Antikörperfärbungen	zur	Analyse	mittels	konfokaler	Mikroskopie	wurden	wie	folgt	

durchgeführt:	Die	zu	untersuchenden	Zellen	wurden	mit	3,7%	(v/v)	Formaldehyd	

fixiert	und	danach	mit	0,2%	(v/v)	Tween	20	in	PBS	für	2	min	bei	RT	permeabilisiert.	

Anschließend	wurden	sie	mit	PBS	gewaschen	und	mit	1%	(w/v)	BSA	in	PBS	über	

Nacht	bei	4°C	geblockt.	Primäre	Antikörper	wurden	je	nach	Angaben	des	Herstellers	

verdünnt	und	die	Zellen	mit	ihnen	inkubiert.	Vor	und	nach	der	Inkubation	mit	einem	

Fluoreszenz-gekoppelten	sekundären	Antikörper	wurden	die	Zellen	gewaschen	und	

anschließend	bis	zur	mikroskopischen	Untersuchung	unter	Lichtabschluss	bei	4°C	

aufbewahrt.	

	

2.2.8 Analyse	von	murinen	PMN	und	dHL-60-Zellen	statischen	Bedingungen	

Adhäsion	

Zur	Analyse	der	Adhäsion	wurden	murine	PMN	(1x105	pro	Probe)	in	50	µl	Adhäsi-

onsmedium	 (0,9%	 (w/v)	NaCl,	 20	mM	HEPES	 (pH	 7,2),	 0,25%	 (w/v)	 BSA,	 0,1%	

(w/v)	Glukose,	1,2	mM	Ca2+	und	1	mM	Mg2+)	aufgenommen	und	in	Triplikaten	in	96-

Loch-Mikrotiterplatten,	welche	mit	murinem	Fibrinogen	(50	µg/ml)	oder	murinem	

ICAM1	(5	µg/ml)	beschichtet	waren,	gegeben.	Die	Zellen	wurden	zum	Absetzen	aus	

der	 Suspension	 5	 -	 10	 min	 bei	 37°C	 inkubiert.	 Danach	 wurden	 die	 Zellen	 mit	

100	ng/ml	TNFα	oder	1	mM	Mn2+	stimuliert,	indem	zu	den	Zellen	50	µl	Adhäsions-

medium	mit	2-fach	konzentriertem	Stimulus	gegeben	wurde.	Die	Zellen	wurden	mit	

dem	Stimulus	bei	37°C	für	30	min	inkubiert.	Anschließend	wurden	die	Zellen	einmal	

mit	 PBS	 gewaschen,	 um	 nicht-adhärente	 Zellen	 zu	 entfernen	 und	 mit	 1%	 (v/v)	

Glutaraldehyd	 in	 PBS	 fixiert	 und	mit	 gereinigtem	Wasser	 gewaschen.	 Nach	 dem	

Trocknen	 der	 fixierten	 Zellen	 wurden	 diese	 mit	 0,1%	 (w/v)	 Kristallviolett	 für	

30	min	 bei	 RT	 angefärbt.	 Anschließend	 wurden	 die	 Zellen	 dreimal	 mit	 Wasser	
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gewaschen	bis	alle	Reste	des	Farbstoffes	beseitigt	waren.	Die	gefärbten	Zellen	wur-

den	 in	100	µl	10%	(v/v)	Essigsäure	 lysiert.	Die	Adsorption	wurde	bei	590	nm	in	

einem	Microplate-Reader	 (Tecan,	Crailsheim,	Deutschland)	analysiert.	Um	die	An-

zahl	 adhärenter	 Zellen	 abzuschätzen,	wurden	 die	 Daten	mit	 einem	 Standard	 auf	

Poly-L-Lysin	mit	bekannten	Zellzahlen	verglichen.	Zellen	auf	Poly-L-Lysin	wurden	

vor	dem	Fixieren	nicht	gewaschen,	um	sicher	zu	gehen,	dass	alle	eingesetzten	Zellen	

haften	blieben	(Frommhold	et	al.	2007).	

Spreading	

Zur	Analyse	von	Spreading	wurden	isolierte	murine	PMN	(1x105	pro	Probe)	in	50	µl	

Adhäsionsmedium	(0,9%	(w/v)	NaCl,	20	mM	HEPES	 (pH	7,2),	0,25%	(w/v)	BSA,	

0,1%	(w/v)	Glukose,	1,2	mM	Ca2+	und	1	mM	Mg2+)	aufgenommen	und	auf	Deckgläs-

chen	(Durchmesser	40	mm,	Saur),	welche	mit	murinem	Fibrinogen	(50	µg/ml)	be-

schichtet	 waren,	 gegeben.	 Die	 Zellen	 wurden	 zum	 Absetzen	 aus	 der	 Suspension	

5	-	10	min	bei	37°C	inkubiert.	Danach	wurden	die	Zellen	mit	100	ng/ml	TNFα	oder	

1	mM	Mn2+	stimuliert,	indem	zu	den	Zellen	50	µl	Adhäsionsmedium	mit	2-fach	kon-

zentriertem	Stimulus	gegeben	wurde.	Die	Zellen	wurden	mit	dem	Stimulus	bei	37°C	

für	30	min	inkubiert.	Anschließend	wurden	die	Zellen	einmal	mit	PBS	gewaschen,	

um	nicht-adhärente	Zellen	zu	entfernen	und	mit	3,7%	(v/v)	Formaldehyd	 in	PBS	

fixiert.	Mikroskopische	Aufnahmen	wurden	mittels	des	Zeiss	Axiovert	200M	Mikro-

skops	mit	einem	Plan-Apochromat	63x/1,4	Ölobjektiv	(Zeiss,	Göttingen,	Germany)	

erstellt.	Die	Fläche	der	Zellen	(100	Zellen	pro	Probe)	wurde	mit	Hilfe	der	 ImageJ	

Software	 ermittelt	 und	 so	 das	 Spreading	 der	 Zellen	 beurteilt	 (Frommhold	 et	 al.	

2007).		

Chemotaxis	

Die	 chemotaktische	 Migration	 isolierter	 muriner	 PMN	 in	 einem	 Gradienten	 von	

10	µM	fMLP	wurde	auf	immobilisiertem	murinem	Fibrinogen	(50	µg/ml)	oder	muri-

nem	ICAM1	(12,5	µg/ml)	in	Zigmond-Kammern	(Zigmond	1977)	bei	37°C	für	12	min	

analysiert.	Zeitrafferaufnahmen	wurden	mit	einer	Bildrate	von	1	Bild/10	s	mit	Hilfe	

eines	 Zeiss	 Axiovert	 200M	 Mikroskops	 mit	 Plan-Apochromat	 20x/0,75	 oder	

10x/0,25	Luftobjektiven	(Zeiss),	Klimakammer,	Coolsnap	HQ2	Kamera	(Roper	sci-

entific)	und	der	Metamorph	Software	(Molecular	Devices)	aufgenommen.	Anhand	

der	Zeitrafferaufnahmen	wurde	die	chemotaktische	Migration	unter	Zuhilfenahme	
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der	Module	Manual	Tracking	und	Chemotaxis	and	Migration	Tool	der	ImageJ	Soft-

ware	durch	Analyse	des	Migrationsverhaltens	der	einzelnen	Zellen	beurteilt	(Schy-

meinsky	et	al.	2006).	

	

2.2.9 Analyse	von	murinen	PMN	und	dHL-60-Zellen	unter	Flussbedingungen	

Spreading	

Um	das	Spreading	von	isolierten	PMN	aus	dem	Knochenmark	von	Mäusen	in	einer	

Flusskammer	zu	untersuchen,	wurden	IBIDI	µ-slides	VI	0.4	(IBIDI	GmbH,	Martins-

ried,	 Deutschland)	 mit	 murinem	 Fibrinogen	 (50	 µg/ml)	 oder	 murinem	 ICAM1	

(12.5	µg/ml)	beschichtet.	Die	Flusskammern	wurden	mit	3	x	105	PMN	pro	Probe	be-

füllt.	Als	Medium	wurde	HBSS	mit	20	mM	HEPES	(pH	7,2),	0,25%	(w/v)	BSA,	0,1%	

(w/v)	Glukose,	1,2	mM	Ca2+	und	1	mM	Mg2+,	welches	zur	Aktivierung	der	murinen	

PMN	1	µM	fMLP	enthielt,	verwendet.	In	diesem	Medium	wurden	die	PMN	für	10	min	

bei	37°C	in	der	Flusskammer	inkubiert,	um	eine	Adhäsion	der	PMN	auf	dem	Substrat	

zu	ermöglichen.	Danach	wurde	mittels	einer	Präzisionspumpe	(Modell	KDS-232,	KD	

Scientific)	eine	Schubspannung	von	1	dyne/cm2	erzeugt.	Nach	10	min	wurden	die	

Proben	 mit	 3,7%	 (v/v)	 Formaldehyd	 in	 PBS	 fixiert.	 Mikroskopische	 Aufnahmen	

wurden	mittels	des	Zeiss	Axiovert	200M	Mikroskops	mit	einem	Plan-Apochromat	

63x/1,4	Ölobjektiv	hergestellt.	Das	Spreading	der	PMN	wurde	durch	Ausmessen	der	

Zellfläche	von	100	Zellen	pro	Probe	mit	Hilfe	der	ImageJ	Software	ermittelt	(Hepper	

et	al.	2012).	

b2-Integrin-Cluster	

Für	die	Analyse	von	b2-Integrin-Clustern	von	dHL-60-Zellen	unter	Flussbedingun-

gen	wurde	der	gleiche	Versuchsaufbau	verwendet	wie	unter	Kapitel	2.2.9	Spreading	

beschrieben.	 Die	 Flusskammern	 wurden	mit	 humanem	 ICAM1	 (12.5	 µg/ml)	 be-

schichtet.	dHL-60-Zellen	wurden	mit	100	nM	fMLP	stimuliert	und	einer	Schubspan-

nung	von	0,5	dyne/cm2	ausgesetzt.	Nach	dem	Fixieren	der	Zellen	wurden	diese	mit	

den	entsprechenden	Antikörpern	gefärbt	(Schymeinsky	et	al.	2009).	

Mechanotaxis	

Die	Migration	unter	Flussbedingungen	(Crawling)	von	dHL-60-Zellen	und	murinen	

PMN	wurde	 in	 IBIDI	µ	 slides	VI	0.4	 (IBIDI	GmbH)	oder	Glasflusskammern	 (0.2	 x	

2	mm	Querschnitt,	VitroCom)	analysiert.	Die	Kammern	waren	je	nach	Fragestellung	
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mit	humanem	ICAM1	(12,5	µg/ml)	oder	murinem	ICAM1	(12,5	µg/ml)	allein	oder	

mit	 einer	 Kombination	 aus	 murinem	 P-Selektin	 (20	 µg/ml),	 murinem	 ICAM1	

(12.5	µg/ml)	und	KC	(15	µg/ml)	beschichtet.	3	x	105	Zellen	pro	Probe	wurden	 in	

HBSS	mit	20	mM	HEPES	(pH	7,2),	0,25%	(w/v)	BSA,	0,1%	(w/v)	Glukose,	1,2	mM	

Ca2+	und	1	mM	Mg2+	 in	die	Kammern	gefüllt.	Gegebenenfalls	wurde	dem	Medium	

fMLP	(100	nM	bei	dHL-60-Zellen	und	1	µM	bei	murinen	PMN)	als	Stimulus	zuge-

setzt.	Um	eine	Adhäsion	zu	ermöglichen,	wurden	die	Zellen	 zunächst	10	min	bei	

37°C	inkubiert.	Erst	danach	wurde	die	Schubspannung	(1	dyne/cm2)	angelegt.	Mit	

Hilfe	 des	 Zeiss	 Axiovert	 200M	 Mikroskop	 mit	 einem	 Zeiss	 Plan-Apochromat	

20x/0,75	 Luftobjektiv	 bzw.	 des	 Leitz	 Mikroskops	 Modell	 512815/20	 mit	 einem	

Leitz	40x/0,75	Immersionsobjektiv	wurden	Zeitrafferaufnahmen	der	Zellen	mit	ei-

ner	Bildrate	von	1	Bild/5	s	über	10	min	bei	37°C	hergestellt.	Anhand	der	Zeitraffer-

aufnahmen	wurde	das	Crawling	unter	zur	Hilfenahme	der	Module	Manual	Tracking	

und	Chemotaxis	and	Migration	Tool	der	ImageJ	Software	durch	Analyse	des	Migrati-

onsverhaltens	der	einzelnen	Zellen	beurteilt	(Hepper	et	al.	2012;	Frommhold	et	al.	

2010;	Schymeinsky	et	al.	2009).	

Adhäsion	

Ex	vivo	Mikroflusskammern	(20	x	200	µm	Querschnitt,	VitroCom)	wurden	wie	be-

schrieben	 verwendet	 (Smith,	 M.L.	 et	 al.	 2004).	 Die	 mit	 murinem	 P-Selektin	

(20	µg/ml),	murinem	ICAM1	(15	µg/ml)	und	murinem	KC	(15	µg/ml)	beschichtet	

waren,	wurden	mit	Schläuchen	aus	Polyethylen	verbunden.	Die	Schläuche	wurden	

in	die	Arteria	carotis	von	mAbp1-/--	oder	mAbp1+/+-Mäusen	inseriert.	Mikroskopi-

sche	Aufnahmen	wurden	mit	einem	modifiziertem	Olympus	BX51	Mikroskop	(LaVi-

sion	Biotec,	Braunschweig,	Deutschland)	mit	einem	Kochsalz-Immersionsobjektiv	

(SW	20/	0,95	NA,	Olympus)	angefertigt.	Bilder	wurden	 für	8	min	mit	einer	CCD-

Videokamera	(Modell	CF8/1;	Kappa,	Gleichen,	Deutschland)	über	einen	Panasonic	

S-VHS-Rekorder	aufgenommen	(Schymeinsky	et	al.	2009;	Smith,	M.L.	et	al.	2004).	

Der	gleiche	Versuchsaufbau	mit	Mikroflusskammern	(0,2	x	2	mm	Querschnitt,	Vit-

roCom)	wurde	verwendet,	um	die	Resistenz	der	Adhäsion	von	isolierten	murinen	

PMN	aus	mAbp1-/--	oder	mAbp1+/+-Mäusen	gegen	ansteigende	Schubspannungen	

zu	testen.	Die	beschichteten	Flusskammern	(siehe	2.2.9	Adhäsion	in	ex	vivo	Mikro-

flusskammern)	 wurden	 mit	 Hilfe	 einer	 Präzisionspumpe	 (Model	 22,	 Harvard	
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Apparatus)	mit	 1	 x	 106	 PMN	 /	ml	 Adhäsionsmedium	 (0,9%	 (w/v)	 NaCl,	 20	mM	

HEPES	 (pH	7,2),	0,25%	(w/v)	BSA,	0,1%	(w/v)	Glukose,	1,2	mM	Ca2+	und	1	mM	

Mg2+)	befüllt.	Die	Pumpe	wurde	für	4	min	gestoppt,	um	den	Zellen	ein	Absetzen	auf	

das	Substrat	in	der	Flusskammer	zu	ermöglichen.	Anschließend	wurde	mit	Hilfe	der	

Pumpe	eine	Schubspannung	von	0,1	dyne/cm2	angelegt.	Nicht	adhärente	PMN	wur-

den	weggespült.	Die	verbleibende	Zellzahl	pro	Gesichtsfeld	(GF)	wurde	100%	ge-

setzt.	Die	Schubspannung	wurde	alle	30	s	auf	0,5;	1;	1,5;	2;	4;	8	und	16	dyne/cm2	

erhöht.	Die	Anzahl	adhärenter	Zellen	wurden	später	für	jedes	Level	anhand	der	Vi-

deoaufnahmen	bestimmt	(Hepper	et	al.	2012;	Frommhold	et	al.	2010).	

	

2.2.10 Intravitalmikroskopie	
Die	intravitalmikroskopischen	Untersuchungen	am	Modell	des	entzündeten	M.	cre-

master	der	Maus	wurden	in	Kooperation	mit	der	Arbeitsgruppe	von	Prof.	Dr.	Markus	

Sperandio	(Institut	für	Kardiovaskuläre	Physiologie	und	Pathophysiologie,	Walter-

Brendel-Zentrum	 für	Experimentelle	Medizin,	 LMU,	München)	und	mit	Dr.	David	

Frommhold	(Institut	für	Neonatologie,	Kinder-	und	Jugendmedizinzentrum,	Univer-

sität	von	Heidelberg,	Heidelberg)	durchgeführt.	Die	Intravitalmikroskopie	und	die	

Aufnahmen	wurden	mit	einem	Leitz	Mikroskop	Modell	512815/20	inklusive	Leitz	

40x/0,75	 Immersionsobjektiv	ausgeführt.	Mikrovaskuläre	Parameter	wurden	mit	

Hilfe	eines	digitalen	Bildprozessierungssystems	gemessen	(Pries	1988).	Um	die	Ad-

häsion	von	Leukozyten	zu	untersuchen,	wurde	den	Mäusen	2	bis	4	Stunden	vor	der	

Intravitalmikroskopie	 500	 ng	 TNFa	 intraskrotal	 injiziert.	 Um	 das	 Spreading	 von	

Leukozyten	zu	studieren,	wurde	der	M.	cremaster	mit	1	µM	fMLP	in	Bicarbonat	ge-

pufferter	Kochsalzlösung	superfundiert	(Frommhold	et	al.	2007).	Die	Anzahl	adhä-

renter	Leukozyten	wurde	wie	beschrieben	bestimmt.	Leukozyten	wurden	als	adhä-

rent	erachtet,	wenn	sie	für	mehr	als	30	s	am	gleichen	Platz	hafteten	(Sperandio	et	al.	

2006).	Das	Spreading	von	Leukozyten	gegen	die	Gefäßwand	wurde	als	Abnahme	des	

perpendikulären	Zelldurchmessers	gemessen	(Frommhold	et	al.	2007).	Die	intralu-

minale	Migration	von	Leukozyten	wurde	im	TNFa	stimuliertem	M.	cremaster	unter-

sucht.	Migration	wurde	als	eine	Fortbewegung	einer	Zelle	um	mindestens	den	Zell-

durchmesser	während	des	Beobachtungszeitrahmens	von	10	min	definiert.	Anhand	

der	 Zeitrafferaufnahmen	 wurde	 das	 Crawling	 unter	 Zuhilfenahme	 der	 Module	
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Manual	 Tracking	 und	Chemotaxis	 and	Migration	 Tool	 der	 ImageJ	 Software	 durch	

Analyse	des	Migrationsverhaltens	der	einzelnen	Zellen	beurteilt.	Der	Prozentsatz	

von	Zellen,	die	in	Flussrichtung	migrieren	,wurde	als	die	Anzahl	von	Leukozyten	de-

finiert,	die	in	einem	Winkel	von	60°	in	die	Richtung	des	Blutflusses	in	der	Venole	

migrierten	 und	 zur	 Gesamtzahl	migrierender	 Leukozyten	 in	 dem	Gefäßabschnitt	

(100%)	ins	Verhältnis	gesetzt.	

	

2.2.11 Proteinbiochemische	Methoden	

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese	(SDS-PAGE)	

Die	zu	analysierenden	Proteinproben	wurden	anhand	ihres	molekularen	Gewichtes	

und	ihrer	Ladung	mittels	Sodium-Dodecyl-Sulfate-(SDS-)PAGE	unter	denaturieren-

den	 Bedingungen	 aufgetrennt	 (Lämmli	 1970).	 1x106	 isolierte	murine	 PMN	 oder	

dHL-60-Zellen	wurden	in	300	µl	Probenpuffer	(6%	(w/v)	SDS,	30%	(v/v)	Glycerin,	

18%	 (v/v)	 b-Mercaptoethanol	 und	 0,02%	 (w/v)	 Bromphenolblau	 in	 600	 mM	

Tris/HCl	(pH	6,8))	aufgenommen	und	anschließend	bei	95°C	für	5	min	erhitzt,	um	

die	Proteine	zu	denaturieren.	Die	Proteinlysate	und	PageRulerTM	Prestained	Protein	

ladder	wurden	auf	ein	Polyacrylamid-Gel	bestehend	aus	einem	3%igen	Sammelgel	

(3%	(v/v)	Acrylamid,	0,1%	(v/v)	SDS,	0,05%	(v/v)	Ammoniumpersulfat	und	0,05%	

(v/v)	TEMED	 in	125	mM	Tris/HCl	 (pH	6,8))	und	einem	10%igen	Trenngel	 (10%	

(v/v)	 Acrylamid,	 0,1%	 (v/v)	 SDS,	 0,05%	 (v/v)	 Ammoniumpersulfat	 und	 0,05%	

(v/v)	TEMED	in	375	mM	Tris/HCl	(pH	8,9))	geladen.	Die	Elektrophorese	wurde	in	

einem	Tris-Glycin-SDS-Elektrophoresepuffer	(0,1%	(v/v)	SDS,	250	mM	Tris,	1,92	M	

Glycin)	bei	einer	Spannung	von	80	bis	120	V	durchgeführt.	

Semi-Dry-Westernblot	

Die	in	der	SDS-PAGE	aufgetrennten	Proteinproben	wurden	mit	Hilfe	der	Semi-Dry-

Westernblottechnik	eine	Nitrozellulosemembran	transferiert.	Der	Transfer	wurde	

bei	einer	Stromstärke	von	0,9	mA/cm2	Gelfläche	für	120	min	mittels	Transverpuffer	

(0,037%	(v/v)	SDS,	20%	(v/v)	Methanol,	48	mM	Tris,	39	mM	Glycin)	durchgeführt.	

Immunologischer	Proteinnachweis	

Nach	dem	Transfer	der	Proteine	auf	die	Nitrozellulosemembran	wurde	diese	für	60	

min	 in	 Blockierungslösung	 (5%	 (w/v)	 Magermilchpulver	 in	 Tris	 Buffered	 Saline	

(TBS;	25	mM	Tris,	150	mM	NaCl)	mit	0,02%	Tween	(TBS-T))	auf	einem	Schüttler	
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inkubiert.	Die	Inkubation	mit	dem	primären	Antikörper	(Verdünnung	und	Blockie-

rungslösung	laut	Angaben	des	Herstellers)	erfolgte	über	Nacht	bei	4°C.	Der	Peroxi-

dase-gekoppelte	sekundäre	Antikörper	wurde	verdünnt	in	TBS-T	für	30	bis	60	min	

auf	die	Membran	gegeben.	Die	gebundenen	Antikörper	auf	der	Membran	wurden	

durch	Chemilumineszenz	mit	Hilfe	des	Peroxidasesubstrates	ECL™	Detection	Rea-

gents	(Amersham	Life	Sciences,	Braunschweig)	und	dem	Detektionssystem	von	Ha-

mamatsu	mit	CCD-Kamera	(Hamamatsu	1394	ORCA-ERA)	detektiert.	
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3 Ergebnisse	

3.1 Die	Rolle	von	Syk	für	b2-Integrin-vermitteltes	Outside-In	

Signaling	in	vitro	

Es	konnte	bereits	gezeigt	werden,	dass	Syk	entscheidend	in	Signalprozesse	in	PMN	

involviert	 ist	und	dadurch	wichtig	 für	PMN-Funktionen	wie	Adhäsion,	Spreading,	

Degranulation	und	ROS-Prodution	in	vitro	(Mócsai	et	al.	2002)	und	für	Adhäsion	und	

Spreading	von	Leukozyten	an	das	entzündete	Endothel	in	vivo	ist	(Frommhold	et	al.	

2007).	Hier	wurde	Syk	jedoch	nicht	für	Integrin-unabhängige	Prozesse,	die	durch	

Signale	von	GPRCs	ausgelöst	werden	wie	ROS-Prodution	und	Degranulation	nach	

Stimulation	mit	dem	bakteriellen	Tripeptid	fMLP	benötigt	(Mócsai	et	al.	2003).	In-

teressanterweise	war	 jedoch	die	Verstärkung	dieser	Antworten	durch	eine	b2-In-

tegrin-Bindung	 an	 immobilisierte	 Liganden	 in	 Abwesenheit	 von	 Syk	 vermindert.	

Diese	Ergebnisse	führten	zu	der	Annahmen,	dass	Syk	nicht	für	Signalprozesse	über	

GPRCs	und	damit	nicht	für	Integrin-vermitteltes	Inside-Out	Signaling,	sondern	nur	

für	Outside-In	Signaling	benötigt	wird	(Mócsai	et	al.	2002;	Mócsai	et	al.	2003).	Dies	

sollte	nun	in	den	folgenden	in	vitro	Untersuchungen	zu	Adhäsion	und	Spreading	von	

murinen	PMN	bestätigt	werden.	Zur	Aktivierung	der	b2-Integrine,	ohne	Beteiligung	

eines	Inside-Out	Signalings,	wurde	MnCl2	eingesetzt.	Es	ist	bekannt,	dass	Mn2+-Ionen	

die	Konformation	von	b2-Integrinen	mit	hoher	Affinität	induzieren	und	stabilisieren	

(Diamond	&	Springer	1994).		

Isolierte	PMN	von	Syk-/--	und	Syk+/+-Knochenmarkchimären	wurden	zunächst	auf	

ihre	 Expression	 von	 Syk	 mittels	 Westernblottechnik	 untersucht.	 In	 Syk-/--PMN	

konnte	 im	Gegensatz	zu	Syk+/+-PMN	kein	Syk	detektiert	werden	(Abbildung	5	A).	

Die	Rekonstitution	des	Knochenmarks	durch	Syk-defiziente	Zellen	war	offenbar	er-

folgreich.	Zur	Analyse	der	Adhäsionsfähigkeit	wurden	isolierte	Syk-/--	und	Syk+/+-

PMN	auf	immobilisiertes	Fibrinogen,	einem	Liganden	des	b2-Integrins	Mac1,	gege-

ben	und	in	Beisein	von	1	mM	Mn2+	für	30	min	bei	37°C	inkubiert	(Abbildung	5	B).	

Mn2+	 konnte	 den	Anteil	 adhärenter	 Syk+/+-PMN	 an	 allen	 eingesetzten	 Zellen	 von	

10,8	±	2,5%	bei	unstimulierten	PMN	auf	38,8	±	24,9%	signifikant	erhöhen.	Im	Ge-

gensatz	 dazu	 konnte	 die	 basale	 Adhäsion	 von	 Syk-/--PMN	 (6,1	 ±	 3,8%)	 durch	
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Stimulation	mit	Mn2+	nicht	signifikant	erhöht	werden	(12,8	±	7,6%).	Zusätzlich	war	

auch	die	Adhäsion	unstimulierter	PMN	in	der	Abwesenheit	von	Syk	im	Vergleich	zu	

Syk+/+-PMN	vermindert	(Abbildung	5	B).	

	

	
	
Abbildung	5 Die	Abwesenheit	von	Syk	beeinträchtigte	Adhäsion	und	Spreading	von	
PMN.	

(A)	Analyse	der	Syk-Expression	von	isolierten	Syk+/--	und	Syk-/--PMN	(1x106	PMN	pro	Probe)	mit-
tels	Westernblottechnik.	Als	Ladekontrolle	diente	die	Menge	an	Aktin.	Syk	wurde	mit	dem	polyklo-
nalen	Kaninchen	anti-Syk	Antikörper	und	Aktin	mit	dem	polyklonalen	Ziege	anti-Aktin	Antikörper	
detektiert.	In	Syk-/--PMN	konnte	kein	Syk	detektiert	werden.	Die	Abbildung	ist	repräsentativ	für	3	
unabhängige	Experimente.	(B-E)	Adhäsion	und	Spreading	von	isolierten	Syk-/--	(grau)	und	Syk+/--	
(schwarz)	PMN	ohne	Stimulation	(unst.)	und	nach	Stimulation	mit	1	mM	Mn2+	bei	37°C	für	30	min	
auf	immobilisiertem	murinem	Fibrinogen.	Adhärente	Syk-/--	oder	Syk+/--PMN	in	Prozent	der	an-
fänglich	eingesetzten	Zellzahl	(1x105)	(B).	Mikroskopische	Aufnahmen	(C),	Zunahme	der	Zellflä-
che	infolge	von	Spreading	in	μm2	(D)	und	Häufigkeitsverteilung	der	Zellfläche	(E)	von	adhärenten	
Syk-/--	und	Syk+/--PMN.	Adhäsion	und	Spreading	von	PMN	waren	in	Abwesenheit	von	Syk	beein-
trächtigt.	n	=	7	Syk-/--Mäuse,	n	=	5	Syk+/--Mäuse,	MW	±	SD.	(B).	Aufnahmen	sind	repräsentativ	für	
4	unabhängige	Experimente.	Balken	=	10	µm	(C).	n	=	400	PMN	von	4	Mäusen	(D,	E),	MW	±	SE	(D),	
MW	±	SD	(E).	*	kennzeichnet	einen	signifikanten	Unterschied	(p	<	0,05),	n.s.,	nicht	signifikant.		
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Das	Vermögen	von	PMN,	sich	nach	Adhäsion	an	Liganden	abzuflachen	–	das	soge-

nannte	Spreading	–	wurde	ebenfalls	auf	immobilisiertem	Fibrinogen	mit	und	ohne	

Stimulation	durch	Mn2+	(1	mM)	untersucht	(Abbildung	5	C-E).	Nach	Stimulation	mit	

Mn2+	für	30	min	konnte	Spreading	bei	Syk+/+-PMN	beobachtet	und	quantifiziert	wer-

den.	Die	Zellfläche	vergrößerte	sich	von	60	±	5	μm2	bei	der	unstimulierten	Kontrolle	

auf	89	±	3	μm2	mit	Mn2+	(Abbildung	5	C	und	D).	Dahingegen	konnte	die	Aktivierung	

der	b2-Integrine	durch	Mn2+	bei	den	wenigen	adhärenten	Syk-/--PMN	kein	wesentli-

ches	Spreading	induzieren	(53	±	2	μm2	Zellfläche	ohne	Mn2+	gegenüber	56	±	3	μm2	

mit	Mn2+)	(Abbildung	5	C	und	D).	Die	Analyse	der	Häufigkeitsverteilung	der	Zellflä-

che	ergab,	dass	die	Mehrheit	der	Syk-/--PMN	nicht	in	der	Lage	war,	auf	der	Fibrino-

gen-beschichteten	Oberfläche	annähernd	Spreading	zu	induzieren.	Die	Daten	bestä-

tigen,	dass	auch	 in	diesen	reduktionistischen	 in	vitro	 Systemen	Syk	 für	die	b2-In-

tegrin-vermittelten	Funktionen	von	Zellen	unentbehrlich	ist	und	seinen	Zweck	als	

Mediator	des	Outside-In	Signalings	erfüllt.	

	

3.2 Die	Rolle	von	mAbp1	für	Adhäsion	und	Spreading	von	PMN	

unter	statischen	Bedingungen	

mAbp1	ist	ein	nachgeordneter	Interaktionspartner	von	Syk	und	wird	in	Leukozyten	

im	Zuge	b2-Integrin-vermittelter	Signalprozesse	von	Syk	phosphoryliert	(Larbolette	

et	al.	1999).	Aus	diesem	Grund	sollte	untersucht	werden,	ob	mAbp1	wie	Syk	eben-

falls	an	den	b2-Integrin-vermittelten	Prozessen	Adhäsion	und	Spreading	beteiligt	ist.	

Um	 einen	 eventuellen	 Phänotyp	 möglichst	 allein	 dem	 Fehlen	 von	 mAbp1	 zuzu-

schreiben,	 wurden	 PMN	 aus	 mAbp1-/--Mäusen	 vergleichend	 zu	 PMN	 aus	 Wild-

typmäusen	verwendet	und	charakterisiert.	Die	Analyse	von	isolierten	PMN	mittels	

Westernblottechnik	zeigte,	dass	die	genetische	Ablation	von	mAbp1	keinen	Einfluss	

auf	 die	 Expression	 und	 Stabilität	 von	 Syk	 in	 mAbp1-/--PMN	 im	 Vergleich	 zu	

mAbp1+/+-PMN	hatte	(Abbildung	6	A).	Als	nächstes	wurde	die	Oberflächenexpres-

sion	des	b2-Integrins	Mac1	(CD18/CD11b)	und	des	Differenzierungsmarkers	GR1	

auf	PMN	mittels	Antikörperfärbung	und	durchflusszytometrischer	Analyse	unter-

sucht.	Die	basale	Expression	aller	drei	Oberflächenantigene	war	auf	unstimulierten	

mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-PMN	nahezu	identisch	(Abbildung	6	B).	
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Abbildung	6 Die	Abwesenheit	von	mAbp1	hatte	keinen	Effekt	auf	die	Expression	von	
Syk	und	die	Oberflächenexpression,	Hochregulierung	und	das	Fibrinogenbindungsvermö-
gen	von	Integrinen.	

(A)	Westernblotanalyse	der	mAbp1-	und	Syk-Expression	von	isolierten	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-
PMN	(1x106	PMN	pro	Probe).	Syk	wurde	mit	dem	polyklonalen	Kaninchen	anti-Syk	Antikörper,	
mAbp1	mit	dem	polyklonalen	Ziege	anti-mAbp1	Antikörper	und	Aktin	mit	dem	polyklonalen	Ziege	
anti-Aktin	 Antikörper	 detektiert.	 Die	 Expression	 von	 Syk	 wurde	 semiquantitativ	 ermittelt.	
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Auch	die	Hochregulierung	der	Oberflächenexpression	von	CD11b	und	CD18	aus	in-

trazellulären	Speichern	durch	die	Stimulation	der	PMN	mit	KC	(100	ng/ml)	oder	

TNFa	 (100	 ng/ml)	 war	 nach	 30	 min	 in	 mAbp1-/--PMN	 genauso	 effektiv	 wie	 in	

mAbp1+/+-PMN	(Abbildung	6	B).	Diese	Daten	zeigen,	dass	das	Fehlen	von	mAbp1	

keinen	Einfluss	auf	die	Reifung	und	Differenzierung	von	PMN	hat	und	das	in	Abwe-

senheit	von	mAbp1	die	Oberflächenexpression	und	Mobilisierung	von	CD11b	und	

CD18	nicht	beeinträchtigt	ist.	Um	zu	testen,	ob	mAbp1	eventuell	für	die	Aktivierung	

von	Integrinen	benötigt	wird,	wurde	das	Bindungsvermögen	von	Fibrinogen	durch	

aktivierte	PMN	durchflusszytometrisch	untersucht.	Dazu	wurden	isolierte	PMN	mit	

Alexa	488-konjugiertem	Fibrinogen,	einem	Liganden	von	Mac1,	inkubiert	und	mit	

Mn2+	(3	mM)	oder	TNFa	(100	ng/ml)	zusätzlich	stimuliert.	Die	Fibrinogenbindung	

konnte	 im	 Vergleich	 zur	 unstimulierten	 Kontrolle	 oder	 Negativkontrolle	 (EDTA)	

durch	die	Stimulation	 in	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-PMN	 in	gleichem	Maße	erhöht	

werden	(Abbildung	6	C).	Dieses	Ergebnis	deutet	darauf	hin,	dass	für	die	Aktivierung	

des	b2-Integrins	Mac1	mAbp1	nicht	benötigt	wird.	Zusammenfassend	lässt	sich	sa-

gen,	dass	die	Voraussetzungen	für	PMN-Funktionen	wie	Adhäsion	und	Spreading	of-

fenbar	nicht	durch	die	genetische	Ablation	von	mAbp1	beeinträchtigt	sind.	

Nun	wurden	unter	statischen	in	vitro	Bedingungen	die	Fähigkeit	von	isolierten	PMN	

aus	mAbp1-/--	 und	mAbp1+/+-Mäusen	 zur	 Adhäsion	 und	 zum	 Spreading	 auf	 dem	

Mac1-Liganden	Fibrinogen	oder	 ICAM1,	einem	Liganden	für	die	b2-Integrin	Mac1	

und	LFA1,	untersucht.	

	

Proteinmengen	 von	 Syk	 wurden	 auf	 die	 Aktin-Ladekontrolle	 normiert	 und	 relativ	 zu	 einer	
mAbp1+/+	Probe	(Kontrolle)	angegeben.	Die	Expression	von	Syk	blieb	in	Abwesenheit	von	mAbp1	
unbeeinflusst.	n	=	5,	MW	±	SD,	n.s.,	nicht	 signifikant.	(B)	Durchflusszytometrische	Analyse	der	
Oberflächenexpression	von	GR1,	CD11b	und	CD18	auf	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-PMN	ohne	Stimu-
lation	(unstimuliert)	oder	nach	Stimulation	mit	KC	(100	ng/ml)	oder	TNFa	(100	ng/ml).	Die	Ober-
flächenexpression	von	GR1,	CD11b	und	CD18	war	in	Abwesenheit	von	mAbp1	nicht	beeinträch-
tigt.	Das	Fehlen	von	mAbp1	hatte	keinen	Einfluss	auf	die	Hochregulierung	von	CD11b	und	CD18	
nach	Stimulation.	Die	Daten	sind	repräsentativ	für	3	unabhängige	Experimente.	(C)	Durchflusszy-
tometrische	 Analyse	 der	 Bindung	 von	 Alexa	 488-konjugiertem	 Fibrinogen	 an	 mAbp1-/--	 und	
mAbp1+/+-PMN	nach	Inkubation	bei	37°C	für	20	min	unter	Zusatz	von	EDTA	(2	mM)	als	Negativ-
kontrolle	(EDTA-Kontrolle),	Stimulation	mit	Mn2+	(3	mM)	oder	TNFa	(100	ng/ml)	oder	ohne	Sti-
mulation	(unstimuliert).	Angegeben	ist	die	mittlere	Fluoreszenzintensität	innerhalb	des	Markers	
M1.	mAbp1	hat	keinen	Einfluss	auf	das	Bindungsvermögen	von	Fibrinogen	durch	Integrine.	n	=	4,	
MW	±	SD,	#	kennzeichnet	einen	signifikanten	Unterschied	(p	<	0,05)	gegenüber	der	unstimulier-
ten	Kontrolle,	n.s.,	nicht	signifikant	gegenüber	der	Wildtypkontrolle.	
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Nach	Aktivierung	der	Integrine	durch	eine	Inkubation	mit	TNFa	(100	ng/ml)	oder	

Mn2+	 (1	mM)	konnte	 sowohl	 bei	mAbp1+/+-Kontroll-PMN,	 als	 auch	bei	mAbp1-/--

PMN	ein	 signifikanter	Anstieg	 der	Anzahl	 adhärenter	 Zellen	 auf	 Fibrinogen	 oder	

ICAM1	im	Vergleich	zur	unstimulierten	Kontrolle	nachgewiesen	werden.	Dabei	war	

die	Anzahl	adhärenter	PMN	in	Abwesenheit	von	mAbp1	auf	dem	gleichen	Level	wie	

	
	
Abbildung	7 Das	Fehlen	von	mAbp1	hatte	keine	Auswirkungen	auf	Adhäsion	und	Sprea-
ding	von	PMN	unter	statischen	Bedingungen.	

(A-D)	Adhäsion	und	Spreading	 von	 isolierten	mAbp1-/--	 (grau)	und	mAbp1+/+-	 (schwarz)	PMN	
ohne	Stimulation	(unst.)	und	mit	Stimulation	mit	TNFa	(100	ng/ml)	oder	Mn2+	(1	mM)	bei	37°C	
für	30	min.	Adhärente	mAbp1-/--	oder	mAbp1+/+-PMN	in	Prozent	der	anfänglich	eingesetzten	Zell-
zahl	(1x105)	auf	immobilisiertem	murinem	Fibrinogen	(A)	oder	murinem	ICAM1	(B).	Mikrosko-
pische	Aufnahmen	(C)	und	Zunahme	der	Zellfläche	infolge	von	Spreading	in	μm2	(D)	auf	immobi-
lisiertem	murinem	Fibrinogen.	(A-D)	Adhäsion	und	Spreading	von	PMN	waren	in	Abwesenheit	
von	 mAbp1	 unter	 statischen	 Bedingungen	 nicht	 beeinträchtigt.	 n	=	 4	 mAbp1-/--Mäuse,	 n	 =	 5	
mAbp1+/+-Mäuse,	MW	±	SD.	(A,	B).	Aufnahmen	sind	repräsentativ	für	4	unabhängige	Experimente.	
Balken	=	10	µm	(C).	n	=	400	PMN	von	4	Mäusen,	MW	±	SE	(D).	*	kennzeichnet	einen	signifikanten	
Unterschied	(p	<	0,05)	gegenüber	der	unstimulierten	Kontrolle,	n.s.,	nicht	signifikant.	
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bei	der	Wildtypkontrolle	(Abbildung	7	A	und	B).	Ebenso	war	auch	das	Spreading	von	

isolierten	 PMN	 auf	 immobilisiertem	 Fibrinogen	 nach	 Stimulation	 mit	 TNFa	

(100	ng/ml)	oder	Mn2+	(1	mM)	in	Abwesenheit	von	mAbp1	im	Vergleich	zur	Wild-

typkontrolle	nicht	verändert	(Abbildung	7	C	und	D).	Die	Ergebnisse	lassen	darauf	

schließen,	dass	–	im	Gegensatz	zu	Syk	–	mAbp1	nicht	für	b2-Integrin-vermittelte	Ad-

häsion	und	Spreading	von	PMN	unter	statischen	in	vitro	Bedingungen	benötigt	wird.	

	

3.3 Die	Rolle	von	mAbp1	für	Adhäsion	und	Spreading	von	PMN	in	
vivo	und	unter	Flussbedingungen	in	vitro	

Es	stellte	sich	die	Frage,	ob	mAbp1	möglicherweise	an	der	Leukozytenrekrutierung	

in	vivo	beteiligt	sein	könnte.	Diese	Frage	sollte	durch	Intravitalmikroskopie	am	Mo-

dell	des	entzündeten	M.	cremaster	der	Maus	untersucht	werden.	Dies	geschah	in	Ko-

operation	mit	der	Arbeitsgruppe	von	Prof.	Dr.	Markus	Sperandio	(Institut	für	Kardi-

ovaskuläre	Physiologie	und	Pathophysiologie,	Walter-Brendel-Zentrum	für	experi-

mentelle	Medizin,	LMU,	München)	und	mit	Dr.	David	Frommhold	(Institut	für	Ne-

onatologie,	Kinder-	und	Jugendmedizinzentrum,	Universität	von	Heidelberg,	Heidel-

berg).	Es	wurde	Leukozytenrollen	und	–adhäsion	in	TNFa	stimulierten	postkapillä-

ren	Venolen	des	M.	cremaster	von	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-Mäusen	untersucht.	Die	

hämodynamischen	Parameter	in	den	Venolen	waren	bei	den	beiden	Gruppen	ver-

gleichbar	(Tabelle	I).		

	

Tabelle	I Hämodynamische	Parameter	in	Venolen	des	TNFa	stimulierten	M.	cremaster	

	

Alle	Werte	sind	MW	±	SE.	n.s.,	nicht	signifikant.	

	 Mäuse	 Venolen	 Durchmesser	 Geschwindigkeit	
(Mittelachse)	

Schub-
geschwindigkeit	

(Wand)	

Systemische	
Leukozytenzahl	

	 (n)	 (n)	 (µm)	 (µm/s)	 (s-1)	 (µl-1)	

Abp1+/+	 5	 27	 35	±	1	 1400	±	80	 1000	±	70	 2600	±	400	

Abp1-/-	 5	 33	 32	±	1	 1600	±	140	 1200	±	140	 2400	±	200	

	 	 	 n.s.	 n.s.	 n.s.	 n.s.	
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Zwei	Stunden	nach	der	intraskrotalen	Injektion	von	TNFa	konnte	kein	Unterschied	

bei	P-	und	E-Selektin-vermitteltem	Leukozytenrollen	(Sperandio	et	al.	2006)	und	

bei	 b2-Integrin-vermitteltem	 langsamen	 Rollen	 (Zarbock	 et	 al.	 2007)	 zwischen	

mAbp1-/--	 und	mAbp1+/+-Mäusen	 festgestellt	 werden	 (Schymeinsky	 et	 al.	 2009).	

Dies	deutet	darauf	hin,	dass	mAbp1	für	diese	Prozesse	entbehrlich	ist.	Im	Gegensatz	

zu	den	Ergebnissen	des	statischen	in	vitro	Versuchs	zum	Adhäsionsvermögen,	war	

die	Adhäsion	der	Leukozyten	an	der	entzündeten	Gefäßwand	in	Abwesenheit	von	

mAbp1	hier	im	Vergleich	zur	Kontrolle	drastisch	reduziert	(175	±	16	Zellen/mm2	in	

mAbp1-/--Mäusen	zu	815	±	71	Zellen/mm2	in	mAbp1+/+-Mäusen)	(Abbildung	8	A).	

Die	verminderte	Adhäsion	der	Leukozyten	in	mAbp1-/--Mäusen	hatte	im	Vergleich	

zu	mAbp1+/+-Mäusen	 auch	 eine	 signifikant	 verringerte	Anzahl	 an	 perivaskulären	

Leukozyten	im	Gewebe	des	M.	cremaster	zur	Folge,	wie	die	histologische	Präpara-

tion	der	TNFa	stimulierten	M.	cremaster	zeigte	(Schymeinsky	et	al.	2009).	mAbp1	

war	also	unter	in	vivo	Bedingungen,	ganz	im	Gegenteil	zu	statischen	in	vitro	Bedin-

gungen,	essenziell	für	die	Adhäsion	von	Leukozyten	im	Gefäß	und	die	Akkumulation	

im	Gewebe.	

Um	zu	untersuchen,	ob	der	Adhäsionsdefekt	in	vivo	durch	ein	Fehlen	von	leukozytä-

rem	oder	 endothelialem	mAbp1	verursacht	wurde,	wurden	Leukozyten	 aus	dem	

Vollblut	 von	mAbp1-/--	 und	mAbp1+/+-Mäusen	 in	 einer	 autoperfundierten	ex	 vivo	

Mikroflusskammer	untersucht.	Mit	Hilfe	der	Mikroflusskammer	war	es	möglich,	das	

Verhalten	 von	 Leukozyten	 in	 einer	 Umgebung,	 ohne	 den	 Einfluss	 des	 Gefä-

ßendothels	zu	untersuchen.	Die	Flusskammern	wurden	mit	P-Selektin	(um	Leuko-

zytenrollen	zu	ermöglichen),	mit	dem	Chemokin	KC	(um	die	Leukozyten	zu	aktivie-

ren)	und	ICAM1	(um	eine	b2-Integrin-vermittelte	Adhäsion	zu	erlauben)	beschich-

tet.	 Die	 Blutflussgeschwindigkeit	 in	 den	 Kammern	 war	 zwischen	 mAbp1-/--	 und	

mAbp1+/+-Mäusen	vergleichbar	(1,5	±	0,1	mm/s	in	mAbp1-/--Mäusen	und	1,6	±	0,04	

mm/s	in	mAbp1+/+-Mäusen).	Nach	acht	Minuten	Perfusion	war	die	Anzahl	adhären-

ter	 Leukozyten	 in	 Kammern	 beschichtet	 mit	 P-Selektin,	 KC	 und	 ICAM1	 von						

mAbp1-/--Mäusen	(6	±	2	Zellen/Gesichtsfeld	(GF))	signifikant	geringer	als	die	von	

mAbp1+/+-Mäusen	(11	±	3	Zellen/GF)	(Abbildung	8).	In	Kontrollflusskammern	ohne	

Beschichtung	oder	mit	Beschichtungen	nur	mit	einem	Teil	der	drei	Proteine	war	er-

wartungsgemäß	keine	wesentliche	Adhäsion	von	Leukozyten	zu	erkennen.	Da	der	

in	vivo	beobachtete	dramatische	Adhäsionsdefekt	in	mAbp1-/--Mäusen	sich	auch	in	
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der	Mikroflusskammer	zeigt,	liegt	es	nahe,	dass	für	die	Adhäsion	unter	Flussbedin-

gungen	mAbp1	in	Leukozyten	unentbehrlich	ist.	

	

	

	
	
Abbildung	8 Die	Abwesenheit	von	mAbp1	beeinträchtigte	die	Adhäsion	von	PMN	unter	
Flussbedingungen	

(A)	Intravitalmikroskopische	Analyse	der	Adhäsion	von	Leukozyten	in	TNFa	stimulierten	Veno-
len	des	M.	 cremaster	 von	mAbp1-/--Mäusen	 (grau,	n	=	33	 in	5	Mäusen)	und	mAbp1+/+-Mäusen	
(schwarz,	n	=	27	in	5	Mäusen).	MW	adhärenter	Zellen	pro	mm2	±	SE.	(B)	Analyse	der	Adhäsion	
von	Leukozyten	in	einer	ex-vivo-Mikroflusskammer.	Die	Mikroflusskammer	wurde	mit	P-Selektin,	
ICAM1	und	KC,	einzeln	oder	in	Kombination,	beschichtet	und	mit	Vollblut	von	mAbp1-/--Mäusen	
(grau,	n	=	5)	oder	mAbp1+/+-Mäusen	(schwarz,	n	=	9)	perfundiert.	MW	adhärenter	Zellen	pro	Ge-
sichtsfeld	(GF)	±	SE.	(C)	Analyse	der	Resistenz	der	Adhäsion	von	isolierten	mAbp1-/--	(grau)	und	
mAbp1+/+-PMN	 (schwarz)	 gegenüber	 ansteigender	 Schubspannung	 in	 einer	 mit	 P-Selektin-,	
ICAM1-	und	KC-beschichteten	Mikroflusskammer.	Die	anfängliche	Anzahl	adhärenter	Zellen	bei	
einer	Schubspannung	von	0,1	dyne/cm2	wurde	auf	100%	gesetzt.	MW	der	verbleibenden	Anzahl	
von	Zellen	relativ	zur	Anfangszellzahl	pro	GF	in	%	±	SD,	n	=	5.	*	kennzeichnet	einen	signifikanten	
Unterschied	 (p	<	0,05)	 gegenüber	 der	 Wildtypkontrolle.	 (A-C)	 Adhäsion	 und	 Resistenz	 gegen	
Schubspannung	von	PMN	war	in	Abwesenheit	von	mAbp1	unter	Flussbedingungen	herabgesetzt.	
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Ob	mAbp1	unter	Flussbedingungen	nicht	nur	für	die	Induktion	der	Adhäsion,	son-

dern	auch	für	die	Fähigkeit	von	PMN	Schubspannung	zu	widerstehen,	wichtig	ist,	

wurde	in	vitro	an	isolierten	PMN	von	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-Mäusen	in	Flusskam-

mern	getestet.	Die	Flusskammern	waren	mit	P-Selektin,	KC	und	ICAM1	beschichtet	

und	wurden	mit	PMN	befüllt.	Während	einer	Inkubationszeit	von	4	min	ohne	Anle-

gen	einer	Schubspannung	konnten	sich	die	PMN	absetzen	und	adhärent	werden.	An-

schließend	wurde	über	eine	Präzisionspumpe	eine	initiale	Schubspannung	von	0,1	

dyne/cm2	 angelegt	 und	 die	 verbleibenden	 adhärenten	 PMN	 pro	 GF	 wurden	 als	

100%	definiert.	Die	Schubspannung	wurde	alle	30	s	erhöht	und	die	Anzahl	verblei-

bender	Zellen	ermittelt.	Die	Auswertung	ließ	erkennen,	dass	insbesondere	bei	mo-

deraten	Schubspannungen	bis	1,5	dyne/cm2,	wie	sie	 in	Venolen	vorkommen,	der	

Widerstand	 von	 mAbp1-/--PMN	 gegen	 die	 Schubspannung	 kleiner	 ist	 als	 bei	

mAbp1+/+-PMN	 und	 die	 Anzahl	 adhärenter	 Zellen	 hier	 drastisch	 abnimmt	

(Abbildung	8	C).	Daraus	lässt	sich	schließen,	dass	mAbp1	ebenfalls	wichtig	ist,	um	

die	Adhäsion	von	PMN	gegen	die	Schubspannung	zu	stabilisieren.	Diese	Abhängig-

keit	 des	 Adhäsionsdefektes	 in	 Abwesenheit	 von	 mAbp1	 von	 einer	 vorhandenen	

Schubspannung	konnte	auch	durch	die	Analyse	der	in	vivo	Daten	bestätigt	werden.	

Diese	zeigten,	dass	bei	einer	hohen	Schubgeschwindigkeit	der	relative	Adhäsions-

defekt	 in	mAbp1-/--Mäusen	 im	Vergleich	zu	mAbp1+/+-Mäusen	noch	ausgeprägter	

wurde	(Schymeinsky	et	al.	2009).	

Zur	Untersuchung	 eines	möglichen	Einflusses	 von	mAbp1	auf	 das	Spreading	 von	

Leukozyten	in	vivo,	wurden	intravitalmikroskopische	Analysen	der	Venolen	des	M.	

cremaster	während	der	stimulierenden	Superfusion	des	M.	cremaster	mit	dem	bak-

teriellen	Tripeptid	fMLP	durchgeführt.	Die	hämodynamische	Parameter	Durchmes-

ser,	Geschwindigkeit	und	Schubgeschwindigkeit	in	den	untersuchten	Venolen	von	

mAbp1-/--Mäusen	und	mAbp1+/+-Mäusen	waren	zwischen	den	Gruppen	vergleich-

bar	(Tabelle	II).	In	dieser	Versuchsgruppe	hatten	mAbp1-/--Mäuse	im	Vergleich	zu	

mAbp1+/+-Mäusen	 eine	 signifikant	 höhere	 Anzahl	 an	 systemischen	 Leukozyten	

(Tabelle	II).	Jedoch	hatte	diese	offenbar	keinen	Einfluss,	da	sich	sowohl	die	Adhäsion	

als	auch	die	korrigierte	Adhäsionseffiziens	(Anzahl	adhärenter	Leukozyten	pro	mm2	

/	systemische	Leukozytenzahl	pro	µl)	von	Leukozyten	in	mAbp1-/--Mäusen	vor	der	

Stimulation	mit	fMLP	nicht	signifikant	von	denen	in	mAbp1+/+-Mäusen	unterschied	

(Daten	 nicht	 gezeigt).	 In	 Übereinstimmung	 mit	 dem	 Adhäsionsdefekt	 in	
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Abwesenheit	von	mAbp1	der	im	Modell	des	TNFa-stimulierten	M.	cremasters	fest-

gestellt	wurde,	wurde	 in	mAbp1-/--Mäusen	nahezu	keine	Erhöhung	der	Adhäsion	

durch	fMLP-Superfusion	im	Gegensatz	zu	mAbp1+/+-Mäusen	induziert	(Daten	nicht	

gezeigt).	

	

Tabelle	II Hämodynamische	Parameter	in	Venolen	des	fMLP	stimulierten	M.	cremaster	

	

Das	Spreading	wurde	in	vivo	durch	die	Abnahme	des	Zelldurchmessers	ermittelt,	da	

sich	die	Zellen	gegen	die	Gefäßwand	abflachen.	Ähnlich	wie	die	Adhäsion	war	auch	

das	Zelldurchmesser	adhärenter	Leukozyten	 in	Abwesenheit	von	mAbp1	 im	Ver-

gleich	zur	mAbp1+/+-Kontrolle	vor	der	Stimulation	mit	fMLP	(Prä)	nicht	beeinflusst	

(Abbildung	 9	 A,	 6,41	±	0,10	 µm	 bei	 mAbp1-/--Mäusen	 und	 6,44	 ±	 0,13	 µm	 bei	

mAbp1+/+-Mäusen).	Während	der	Superfusion	mit	fMLP	konnte	in	mAbp1+/+-Mäu-

sen	eine	kontinuierliche	Reduktion	des	Zelldurchmessers	und	damit	ein	Spreading	

auf	5,15	±	0,11	µm	nach	15	min	beobachtet	werden.	Im	Gegensatz	dazu	konnte	in	

mAbp1-/--Mäusen	 kein	 Spreading	 detektiert	 werden.	 Der	 Zelldurchmesser	 blieb	

über	die	Zeit	nahezu	gleich	und	betrug	nach	15	min	Superfusion	6,53	±	0,13	µm	

(Abbildung	9).	Dies	zeigt	deutlich,	dass	in	vivo	mAbp1	neben	der	Adhäsion	auch	für	

das		Spreading	von	Bedeutung	ist.	

	

Alle	Werte	sind	MW	±	SE.	n.s.,	nicht	signifikant.	

	 Mäuse	 Venolen	 Durchmesser	 Geschwindigkeit	
(Mittelachse)	

Schub-
geschwindigkeit	

(Wand)	

Systemische	
Leukozytenzahl	

	 (n)	 (n)	 (µm)	 (µm/s)	 (s-1)	 (µl-1)	

Abp1+/+	 7	 26	 29	±	1	 1750	±	120	 1500	±	90	 5100	±	300	

Abp1-/-	 6	 19	 31	±	1	 1700	±	120	 1400	±	100	 7300	±	200	

	 	 	 n.s.	 n.s.	 n.s.	 p	<	0,05	



Ergebnisse	

51	

	

Um	die	Ergebnisse	auch	in	vitro	zu	bestätigen,	wurde	der	Einfluss	von	mAbp1	auf	

das	Spreading	an	isolierten	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-PMN	in	Flusskammern	mit	ei-

ner	angelegten	Schubspannung	von	1	dyne/cm2	untersucht	(Abbildung	9	B	und	C).	

Durch	die	Sicht	von	unten	auf	die	Zelle,	bedeutet	hier	eine	Zunahme	der	Zellfläche	

einer	adhärenten	Zelle	ein	Spreading	der	Zelle	auf	dem	Substrat.	 Im	Vergleich	zu	

mAbp1+/+-PMN	war	die	Zellfläche	von	mAbp1-/--PMN	auf	immobilisiertem	murinen	

Fibrinogen	oder	murinen	ICAM1	nach	Stimulation	mit	fMLP	unter	Schubspannung	

	
	
Abbildung	9 Die	Abwesenheit	von	mAbp1	beeinträchtigte	das	Spreading	von	PMN	unter	
Flussbedingungen	

A)	Intravitalmikroskopische	Analyse	des	Spreadings	von	Leukozyten	in	fMLP	stimulierten	Veno-
len	des	M.	 cremaster	 von	mAbp1-/--Mäusen	 (grau,	n	=	19	 in	6	Mäusen)	und	mAbp1+/+-Mäusen	
(schwarz,	n	=	26	in	7	Mäusen).	Eine	Abnahme	des	Zelldurchmessers	deutet	Spreading	gegen	die	
Endothelwand	an.	MW	des	Zelldurchmessers	±	SE.	(B,	C)	Spreading	von	fMLP	(1	µM)	stimulierten	
PMN	 auf	 immobilisiertem	 murinen	 Fibrinogen	 und	 murinen	 ICAM1	 unter	 Flussbedingungen	
(1	dyne/cm2).	Mikroskopische	Aufnahmen	(B)	und	Zunahme	der	Zellfläche	infolge	von	Spreading	
in	μm2	(C).	(A-C)	Spreading	von	PMN	war	in	Abwesenheit	von	mAbp1	unter	Flussbedingungen	
beeinträchtigt.	Aufnahmen	sind	repräsentativ	 für	4	unabhängige	Experimente.	Balken	=	10	µm	
(B).	n	=	400	PMN	von	4	Mäusen,	MW	±	SE	 (C).	 *	kennzeichnet	einen	signifikanten	Unterschied	
(p	<	0,05)	gegenüber	der	Wildtypkontrolle.		
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signifikant	kleiner.	mAbp1	hat	also	auch	unter	artifiziellen	in	vitro	Bedingungen	un-

ter	Schubspannung	einen	Einfluss	auf	das	Spreading	von	PMN	auf	b2-Integrin-Subs-

traten.	

Zusammengefasst	lässt	sich	sagen,	dass	mAbp1	in	vivo	und	unter	Flussbedingungen	

in	 vitro	 entscheidend	 zu	 den	b2-Integrin-vermittelten	 PMN-Funktionen	Adhäsion	

und	Spreading	beiträgt	und	dass	es	offenbar	unabdingbar	für	den	Widerstand	adhä-

renter	PMN	gegen	die	auftretenden	Kräfte	durch	Schubspannung	ist.	

	

3.4 Die	Rolle	von	mAbp1	für	die	Migration	von	PMN	unter	Fluss-
bedingungen	

Da	mAbp1	offenbar	in	verschiedene	Funktionen	während	der	b2-Integrin-vermittel-

ten	Rekrutierung	von	PMN	involviert	ist,	wurde	auch	die	Migration	von	isolierten	

mAbp1-/--	 und	mAbp1+/+-PMN	 unter	 Schubspannung	 (1	 dyne/cm2)	 in	 Flusskam-

mern	untersucht.	Eine	große	Anzahl	von	mAbp1+/+-PMN	zeigten	auf	immobilisier-

tem	murinem	ICAM1	ein	aktives	Migrationsverhalten.	Dahingegen	war	die	Mehrheit	

der	mAbp1-/--PMN	zwar	motil,	zeigten	aber	keine	effektive	Migration	(Abbildung	10	

A).	Die	quantitative	Analyse	ergab,	dass	in	Abwesenheit	von	mAbp1	der	Prozentsatz	

migrierender	Zellen	53,4	±	22,8%	in	mAbp1+/+-PMN	auf	31,5	±	12,9%	in	mAbp1-/--

PMN	signifikant	gesenkt	wurde	(Abbildung	10	B).	Wenn	als	Substrat	ein	trunkiertes	

ICAM1	(ICAM1	D1-2)	eingesetzt	wurde,	welchem	die	Bindungsdomänen	für	das	b2-

Integrin	Mac1	fehlt	(Semmrich	et	al.	2005),	hatte	dies	zur	Folge,	dass	der	Prozent-

satz	migrierender	mAbp1+/+-PMN	wesentlich	reduziert	wurde.	Er	war	sogar	ähnlich	

gering	wie	bei	mAbp1-/-	PMN	auf	dem	gleichen	Substrat	oder	auf	ICAM1	(Abbildung	

10	C).	In	dieser	Versuchsgruppe	war	eine	zelluläre	Interaktion	nur	über	eine	Bin-

dung	von	LFA1	an	ICAM1	möglich.	Diese	Ergebnisse	deuten	an,	dass	die	Migration	

von	PMN	unter	Schubspannung	nur	durch	Mac1	vermittelt	wird.	Um	dies	zu	bestä-

tigen	wurden	die	Versuche	auf	ICAM1	mit	LFA1-/--PMN	wiederholt.		
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Abbildung	10 mAbp1	ist	wichtig	für	die	Mac1-vermittelte	Migration	von	isolierten	PMN	
unter	Flussbedingungen	

(A-C)	Analyse	der	Migration	von	isolierten	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-PMN	nach	Stimulation	mit	
fMLP	 (1	 µM)	 unter	 Schubspannung	 (1	 dyne/cm2)	 in	 Flusskammern,	 beschichtet	mit	murinem	
ICAM1	oder	einem	trunkiertem	murinem	ICAM1	ohne	die	Mac1-Bindungsdomäne	(ICAM	D1-2)	
(je	12,5	µg/ml).	(A)	Mikroskopische	Aufnahmen	und	Verlauf	der	Migration	einzelner	PMN	auf	
ICAM1.	Die	Flussrichtung	 ist	durch	einen	Pfeil	angegeben.	Mikroskopische	Aufnahmen	wurden	
vom	Zeitpunkt	600	s	nach	Start	der	Schubspannung	genommen.	Gestrichelte	Umrisse	zeigen	die	
Position	der	PMN	zum	Zeitpunkt	0	s	an.	Aufnahmen	und	eingezeichnete	Verläufe	der	Migration	
sind	repräsentativ	für	sieben	unabhängige	Experimente.	Balken	=	10	µm.	(B,	C)	Quantitative	Ana-
lyse	der	Anzahl	migrierender	PMN	auf	ICAM1	(B)	und	ICAM1	(D1-2)	(C).	PMN	wurden	als	migrie-
rend	angesehen,	wenn	sie	innerhalb	des	Beobachtungszeitraumes	von	10	min	mindestens	um	ih-
ren	Zelldurchmesser	migrierten.	n	=	7	(B).	n	=	5	(C).	MW	±	SD,	*	zeigt	einen	signifikanten	Unter-
schied	an	(p	<	0,05),	n.s.,	nicht	signifikant.	(A,	B)	In	Abwesenheit	von	mAbp1	wurde	die	Fähigkeit	
von	PMN	unter	Flussbedingungen	auf	immobilisiertem	ICAM	zu	migrieren	reduziert.	(C)	Die	Mig-
ration	von	mAbp1+/+-PMN	wurde	durch	Verwendung	von	trunkiertem	ICAM1	(D1-2)	stark	redu-
ziert.	(D)	Durchflusszytometrische	Analyse	der	Oberflächenexpression	von	LFA1	(CD18/CD11a)	
auf		 	 	 	LFA1-/--	und	LFA1+/+-PMN.	Bei	LFA1-/--PMN	war	keine	Oberflächenexpression	der	CD11a	
Kette	von	LFA1	zu	detektieren.	Daten	sind	repräsentativ	für	drei	unabhängige	Experimente.	(E)	
Quantitative	Analyse	der	Anzahl	migrierender	LFA1-/--	und	LFA1+/+-PMN	unter	den	oben	beschrie-
benen	Versuchsbedingungen.	LFA1	wurde	nicht	für	die	Migration	von	PMN	unter	Flussbedingun-
gen	auf	ICAM1	benötigt.	n	=	4,	MW	±	SD,	n.s.,	nicht	signifikant.		
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Die	durchflusszytometrische	Analyse	von	isolierten	PMN	aus	LFA1-/--	und	LFA1+/+-

Mäusen	zeigte,	dass	wie	zu	erwarten	bei	LFA1-/--PMN	die	Expression	der	CD11a-

Kette	von	LFA1	im	Gegensatz	zu	den	wildtypischen	PMN	nicht	nachzuweisen	war	

(Abbildung	10	D).	Hier	war	also	eine	Interaktion	mit	 ICAM1	nur	noch	über	Mac1	

möglich.	Konsistent	mit	den	obigen	Ergebnissen	war	die	Migration	von	isolierten	

PMN	 aus	 LFA1-/--Mäusen	 nicht	 beeinträchtigt	 im	 Vergleich	 zu	 LFA1+/+-PMN	

(Abbildung	10	D).	

Zur	detaillierten	Analyse	der	Migration	von	isolierten	murinen	PMN	wurden	Fluss-

kammern	beschichtet	mit	P-Selektin,	KC	und	ICAM1	verwendet.	Nach	Anlegen	einer	

Schubspannung	von	1	dyne/cm2	für	10	min	war	nicht	nur	der	Anteil	der	migrieren-

den	Zellen	vermindert,	sondern	auch	die	Migrationsgeschwindigkeit	der	mAbp1-/--

PMN,	bei	denen	noch	Migration	beobachtet	werden	konnte.	Sie	wurde	signifikant	

von	1,9	±	0,8	µm/min	in	mAbp1+/+-PMN	auf	1,4	±	0,8	µm/min	in	mAbp1-/--PMN	re-

duziert	(Abbildung	11	A).	Die	Berechnung	der	Häufigkeitsverteilung	der	Migrations-

geschwindigkeiten	ergab	ein	noch	klareres	Bild.	Die	Häufigkeitsverteilungen	unter-

schieden	 sich	 zwischen	 den	 beiden	 Gruppen	 dahingegen,	 dass	 mAbp1+/+-PMN	

mehrheitlich	mit	Geschwindigkeiten	>	2	µm/min	migrierten,	wohingegen	mAbp1-/-

-PMN	überwiegend	nur	mit	einer	Geschwindigkeit	<	2	µm/min	zu	migrieren	ver-

mochten	(Abbildung	11	B).	

Um	die	intraluminale	Migration	in	vivo	zu	untersuchen,	wurden	intravitalmikrosko-

pische	Experimente	an	TNFα	stimulierten	Venolen	des	M.	cremaster	von	mAbp1-/--	

and	mAbp1+/+-Mäusen	durchgeführt.	Interessanterweise	ergab	die	Auswertung	der	

Migrationsverläufe	 von	 Leukozyten,	 dass	 adhärente	 Leukozyten	 von	 mAbp1+/+-

Mäusen	vorrangig	gegen	oder	rechtwinkelig	zur	Richtung	des	Blutflusses	auf	dem	

entzündeten	Endothel	migrieren	(Abbildung	11	C).	Dieses	Resultat	stimmt	mit	den	

Erkenntnissen	von	Phillipson	et	al.	überein,	wonach	mechanotaktische	Migration	

von	murinen	PMN	in	vivo	und	in	vitro	unter	Schubspannung	vorwiegend	rechtwink-

lig	zum	Fluss	gerichtet	ist,	wahrscheinlich	um	endotheliale	Zellkontakte	auf	kürzes-

tem	 Weg	 zu	 erreichen	 (Phillipson	 et	 al.	 2009).	 Im	 Gegensatz	 zu	 Leukozyten	 in	

mAbp1+/+-Mäusen	migrierte	ein	Großteil	von	mAbp1-/--Leukozyten	mit	dem	Blut-

fluss.	Die	quantitative	Analyse	des	Prozentsatzes	an	Leukozyten,	deren	Migrations-

vektoren	in	einem	Winkel	von	60°	in	Richtung	des	Blutflusses	lagen,	zeigte	das	die		
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	Anzahl	 von	 in	 Flussrichtung	 migrierenden	 Leukozyten	 von	 26,0	 ±	 6,4%	 in	

mAbp1+/+-Mäusen	auf	46,3	±	6,2%	 in	mAbp1-/--Mäusen	signifikant	erhöht	wurde		

(Abbildung	11	D).	

	
	
Abbildung	11 mAbp1	beeinflusst	das	Migrationsverhalten	von	PMN	unter	Flussbedin-
gungen	

(A,	B)	Migrationsgeschwindigkeit	isolierter	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-PMN	unter	Schubspannung	
(1	dyne/cm2)	 in	einer	Flusskammer,	beschichtet	mit	murinem	P-Selektin	(20	µg/ml),	murinem	
ICAM1	(12.5	µg/ml)	und	KC	(15	µg/ml).	Die	Migrationsgeschwindigkeit	von	PMN	wurde	durch	
das	Fehlen	von	mAbp1	reduziert.	Box-Whisker-Plot	der	Geschwindigkeiten	±	SD,	der	Median	ist	
angegeben	 (A).	 Häufigkeitsverteilung	 der	 Geschwindigkeiten	 (B).	 n	 =	 60	 mAbp1+/+-PMN	 und	
n	=	90	mAbp1-/--PMN	aus	3	unabhängigen	Experimenten.	*	zeigt	einen	signifikanten	Unterschied	
an	(p	<	0,05).	(C)	Intravitalmikroskopische	Analyse	der	intraluminalen	Migration	von	Leukozyten	
in	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-Mäusen.	Mikroskopische	Aufnahmen	und	Migrationsverläufe	einzel-
ner	Leukozyten,	die	entlang	des	entzündeten	Endothels	migrieren.	Farbige	Pfeile	kennzeichnen	
die	Migrationsverläufe.	Gestrichelte	Pfeile	geben	die	Richtung	des	Blutflusses	an.	Aufnahmen	und	
Migrationsverläufe	sind	repräsentativ	für	4	(mAbp1+/+)	bzw.	5	(mAbp1-/-)	Experimente.	Balken	=	
50	µm.	(D)	Quantitative	Analyse	der	Anzahl	von	Leukozyten,	die	in	einem	Winkel	von	60°	in	Rich-
tung	des	Blutflusses	migrieren.	Zellen	wurden	als	migrierend	angesehen,	wenn	sie	innerhalb	des	
Beobachtungszeitraumes	von	10	min	mindestens	um	ihren	Zelldurchmesser	migrierten.	n	=	157	
Leukozyten	 in	 13	Venolen	 von	 4	mAbp1+/+-Mäusen,	n	 =	 189	 Leukozyten	 in	 15	Venolen	 von	 5								
mAbp1-/--Mäusen,	MW	±	SE.	*	zeigt	einen	signifikanten	Unterschied	an	(p	<	0,05).	(A-D)	Die	Ab-
wesenheit	von	mAbp1	reduziert	die	Geschwindigkeit	migrierender	PMN	unter	Flussbedingungen	
und	beeinträchtigt	die	Fähigkeit	von	Leukozyten	gegen	oder	im	rechten	Winkel	zur	Flussrichtung	
zu	migrieren	in	vivo.	
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Abbildung	12 Die	Herunterregulierung	von	mAbp1	mittels	siRNA-Technik	beeinflusst	
die	mechanotaktische	Migration	von	dHL-60-Zellen	unter	Flussbedingungen	
(A)	 Repräsentative	 Westernblotanalyse	 von	 Wildtyp-HL-60-Zellen	 (WT)	 und	 von	 HL-60-
Zellklonen,	die	stabil	eine	shRNA	gegen	mAbp1	(shAbp1)	bzw.	eine	Kontroll-RNA	(Kontrolle)	ex-
primieren.	Angegeben	sind	die	Ergebnisse	der	semiquantitativen	Analyse	der	mAbp1-Expression	
in	shAbp1-Zellen	relativ	zur	Kontrolle.	mAbp1	wurde	mit	dem	polyklonalen	Ziege	anti-mAbp1	An-
tikörper	und	Aktin	mit	dem	polyklonalen	Ziege	anti-Aktin	Antikörper	detektiert.	Die	Proteinlevel	
von	mAbp1	wurden	auf	die	Aktin-Ladekontrolle	normiert.	Durch	siRNA-Technik	konnte	die	Ex-
pression	von	mAbp1	effektiv	herunter	reguliert	werden.	n	=	3,	MW	±	SD.	(B,	C)	Migrationsverläufe	
und	Migrationsparameter	von	migrierenden	dHL-60-Zellen	in	einer	Flusskammer	auf	immobili-
siertem	humanen	ICAM1	(12,5	µg/ml)	nach	Stimulation	mit	fMLP	(100	nM)	unter	Schubspannung	
(1	dyne/cm2	für	10	min).	Die	Richtung	des	Flusses	ist	durch	einen	Pfeil	angezeigt.	Die	finalen	Po-
sitionen	der	Zellen,	relativ	zu	ihrem	Startpunkt,	sind	durch	einen	gefüllten	Kreis	gekennzeichnet	
(B,	obere	Abbildungen).	Im	Rosendiagramm	(B,	untere	Abbildungen)	ist	die	Fläche	eines	Sektors	
proportional	 zur	 Frequenz	 der	 jeweiligen	 Migrationsvektoren.	 Die	 Herunterregulierung	 von	
mAbp1	durch	RNAi-Technik	(shAbp1)	setzt	im	Vergleich	zur	Kontrolle	die	Migrationsgeschwin-
digkeit	und	–strecke	herab	und	senkt	die	Anzahl	der	Zellen,	die	gegen	die	Richtung	des	Flusses	
migrieren.	n	=	4	(Kontrolle),	n	=	5	(shAbp1),	MW	±	SD.	*	zeigt	einen	signifikanten	Unterschied	an	
(p	<	0,05).	
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Zusätzlich	wurde	die	mechanotaktische	Migration	auch	im	humanen	System	unter-

sucht.	Um	den	Einfluss	von	mAbp1	hier	zu	charakterisieren,	wurden	dHL-60-Zellen	

verwendet,	 die	 die	mAbp1-Expression	mittels	 RNAi-Technik	 herunterregulierten	

(shAbp1).	Die	Analyse	von	shAbp1-Zellen	mittels	Westernblottechnik	im	Vergleich	

zu	wildtypischen	dHL-60-Zellen	 oder	dHL-60-Kontrollzellen	 (Kontrolle),	 die	 eine	

randomisierte	shRNA	exprimieren,	ergab,	dass	in	shAbp1-Zellen	die	Expression	von	

mAbp1	effektiv	auf	einen	Wert	von	19	±	7%	im	Vergleich	zur	Kontrolle	herunterre-

guliert	 werden	 konnte	 (Abbildung	 12	 A).	 Unter	 einer	 Schubspannung	 von	

1	dyne/cm2	war	die	Migrationsgeschwindigkeit	von	shAbp1-Zellen	im	Vergleich	zu	

Kontrollzellen	 auf	 immobilisiertem	 humanem	 ICAM1	 signifikant	 reduziert	

(Abbildung	12	C).	Dies	ähnelt	den	Ergebnissen,	die	mit	murinen	PMN	erzielt	wurden	

und	resultiert	in	einer	verminderten	akkumulierten	und	euklidischen	Migrations-

strecke	in	shAbp1-Zellen	im	Vergleich	zur	Kontrolle	(Abbildung	12	B	und	C).	Des	

Weiteren	ergab	die	Analyse	der	Migrationsverläufe	und	der	Häufigkeitsverteilung	

der	Richtung	von	Migrationsvektoren	im	Rosendiagramm,	dass	die	Herunterregu-

lierung	von	mAbp1	die	Fähigkeit	von	dHL-60-Zellen,	 gegen	und	rechtwinklig	 zur	

Flussrichtung	zu	migrieren,	wie	sie	bei	Kontrollzellen	beobachtet	werden	konnte,	

aufhob	(Abbildung	12	B).	Hiermit	konnten	die	 in	vivo	Ergebnisse	von	Mäusen	im	

humanen	System	bestätigt	werden.		

Um	festzustellen,	ob	mAbp1	auch	für	die	chemotaktische	Migration	eine	bedeutende	

Rolle	 spielt,	wurden	 isolierte	mAbp1-/--	 and	mAbp1+/+-PMN	 in	 einem	Gradienten	

von	10	µM	fMLP	in	Zigmond-Chemotaxiskammern	untersucht.	Die	Abwesenheit	von	

mAbp1	 hatte	 keinerlei	 Effekt	 auf	 die	 chemotaktische	Migrationsrichtung,	 auf	 die	

Migrationsgeschwindigkeit,	noch	auf	die	akkumulierte	und	euklidische	Migrations-

strecken	 von	 PMN	 auf	 immobilisiertem	 Fibrinogen	 oder	 ICAM1	 im	 Vergleich	 zu	

mAbp1+/+-PMN	(Abbildung	13	A	bis	C).	Offenbar	wurde	mAbp1	für	die	chemotakti-

sche	Migration	unter	statischen	in	vitro	Bedingungen	nicht	benötigt.	Zusammenfas-

send	lässt	sich	sagen,	dass	die	Ergebnisse	implizieren,	dass	mAbp1	für	die	eine	effi-

ziente	Mac1-abhängige	mechanotaktische	Migration	 unter	 Schubspannung	 unab-

dingbar	ist,	jedoch	keinen	Effekt	auf	die	chemotaktische	Migration	unter	statischen	

Bedingungen	hat.	
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Abbildung	13 Die	Abwesenheit	von	mAbp1	hatte	keinen	Einfluss	auf	die	chemotaktische	
Migration	von	PMN	unter	statischen	Bedingungen	

(A-C)	 Migrationsverläufe	 und	 Migrationsparameter	 von	 isolierten	 murinen	 mAbp1-/--	 und	
mAbp1+/+-PMN	auf	immobilisiertem	murinem	Fibrinogen	(50	µg/ml)	oder	ICAM1	(12,5	µg/ml)	als	
Antwort	auf	einen	10	µM	fMLP-Gradienten	(y).	Die	finalen	Positionen	der	Zellen,	relativ	zu	ihrem	
Startpunkt,	sind	durch	einen	gefüllten	Kreis	gekennzeichnet	(A	und	B,	obere	Abbildungen).	Im	Ro-
sendiagramm	(A	und	B,	untere	Abbildungen)	 ist	die	Fläche	eines	Sektors	proportional	zur	Fre-
quenz	der	jeweiligen	Migrationsvektoren.	Unter	statischen	Bedingungen	war	die	chemotaktische	
Migration	zwischen	beiden	Gruppen	vergleichbar.	n	=	4	(Fibrinogen),	n	=	3	(ICAM1),	MW	±	SD.	n.s.,	
nicht	signifikant.	



Ergebnisse	

59	

3.5 Die	Bedeutung	von	mAbp1	für	die	Verstärkung	der	

hochaffinen	Konformation	von	b2-Integrinen	unter	

Flussbedingungen	

Offensichtlich	übt	mAbp1	nur	unter	Flussbedingungen	für	b2-Integrin-vermittelte	

Funktionen	von	PMN	eine	tragende	Rolle	aus.	Für	Adhäsion,	die	Verstärkung	der	

Adhäsion	und	Motilität	unter	Flussbedingungen	ist	eine	komplexe	Regulierung	der	

Integrinaffinität	und	–avidität	über	die	Bildung	von	Integrin-Clustern	mit	hoher	Lig-

andenaffinität	essenziell	(Kim	et	al.	2004;	Kinashi	2005;	Alon	&	Dustin	2007).	Um	

einen	möglichen	Einfluss	von	mAbp1	auf	die	Bildung	von	CD18-Clustern	zu	unter-

suchen,	wurde	die	Clusterbildung	mittels	Antikörperfärbung	und	anschließender	

konfokaler	Mikroskopie	von	murinen	PMN	oder	dHL-60-Zellen	untersucht	und	die	

Anzahl	der	CD18-positiven	Makrocluster	pro	Zelle	bestimmt.	Nach	Stimulation	mit	

1	µM	 fMLP	konnte	 in	murinen	mAbp1-/--PMN	und	 in	mAbp1+/+-PMN	 in	gleichem	

Maße	die	Bildung	von	CD18-Clustern	auf	 immobilisiertem	Fibrinogen	nachgewie-

sen	werden	(Abbildung	14	A	und	B).	Ähnliche	Resultate	wurden	mit	mAbp1-/--PMN	

und	mAbp1+/+-PMN	auf	immobilisiertem	ICAM1	nach	Stimulation	mit	100	ng/ml	KC	

erzielt	(Daten	nicht	gezeigt).	Diese	Ergebnisse	bestätigend,	konnte	auch	in	dHL-60-

Zellen	auf	ICAM1	kein	Effekt	durch	Herunterregulierung	der	Expression	von	mAbp1	

durch	RNAi-Technik	(shAbp1)	auf	die	Anzahl	von	CD18-Clustern	im	Vergleich	zur	

Kontrolle	festgestellt	werden	(Abbildung	14	C).	Diese	Befunde	legen	nahe,	dass	un-

ter	statischen	Bedingungen	mAbp1	keinen	Einfluss	auf	die	Bildung	von	b2-Integrin-

Clustern	hat.	Da	die	b2-Integrin-Konformation	mit	hoher	Affinität	entscheidend	für	

Adhäsion	unter	Flussbedingungen	ist	(Alon	&	Dustin	2007),	wurde	ein	monoklona-

ler	Antikörper	benutzt	(mAb24),	der	explizit	nur	an	die	geöffnete	Konformation	von	

b2-Integrinen	mit	hoher	Affinität	binden	kann	(Dransfield	&	Hogg	1989;	Smith,	A.	et	

al.	 2007).	Auch	hier	 hatte	 die	Herunterregulierung	 von	mAbp1	 in	 shAbp1-Zellen	

nach	Stimulation	der	Adhäsion	auf	 ICAM1	unter	 statischen	Bedingungen	 im	Ver-

gleich	zur	Kontrolle	keinen	Einfluss	auf	die	Anzahl	mAb24-positiver	CD18-Cluster	

mit	hoher	Affinität	(Abbildung	14	D).		
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Abbildung	14 mAbp1	hatte	einen	positiven	Effekt	auf	die	Konformation	mit	hoher	Affini-
tät	von	b2-Integrinen	

(A,	B)	Analyse	von	CD18-Clustern	von	isolierten	murinen	mAbp1-/--	und	mAbp1+/+-PMN	nach	Sti-
mulation	mit	1	µM	fMLP	auf	immobilisiertem	ICAM1	(12,5	µg/ml)	unter	statischen	Bedingungen.	
Konfokale	mikroskopische	Aufnahmen	(A)	und	Box-Whisker-Plot	der	Anzahl	an	CD18-positiven	
Clustern,	unabhängig	von	ihrer	Konformation	(CD18)	(B).	Mediane	sind	angegeben.	n	=	3	(C-E)	
Analyse	 von	 CD18-Clustern	 von	mAbp1-shRNA	 exprimierenden	 dHL-60-Zellen	 (shAbp1)	 oder	
dHL-60-Kontrollzellen	(Kontrolle)	nach	Stimulation	mit	100	nM	fMLP	auf	immobilisiertem	ICAM1	
(12,5	µg/ml)	unter	statischen	Bedingungen	(C,	D)	oder	Flussbedingungen	(0,5	dyne/cm2,	E,	F).	
Box-Whisker-Plot	 der	 Anzahl	 an	 CD18-positiven	 Clustern,	 unabhängig	 von	 ihrer	 Konformation	
(CD18)	(C,	E)	und	Box-Whisker-Plot	der	Anzahl	an	CD18-positiven	Clustern	in	ihrer	Konformation	
mit	hoher	Affinität	(mAb24)	(D,	F).	Mediane	sind	angegeben.	n	=	3.	
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Schließlich	wurde	die	Bildung	von	CD18-Clustern	bei	einer	angelegten	Schubspan-

nung	von	0,5	dyne/cm2	für	10	min	in	Flusskammern	untersucht.	Wie	bei	statischen	

Bedingungen	wurde	die	Bildung	von	CD18-Clustern	unter	Flussbedingungen	nicht	

durch	 das	 Herunterregulieren	 von	 mAbp1	 in	 shAbp1-Zellen	 beeinträchtigt	

(Abbildung	14	E).	Jedoch	konnte	bei	der	Anzahl	mAb24-positiver	Cluster,	also	von	

CD18-Clustern	mit	hoher	Affinität,	eine	signifikante	Reduktion	in	shAbp1-Zellen	un-

ter	Flussbedingungen	im	Vergleich	zu	Kontrollzellen	detektiert	werden	(Abbildung	

14	F).	Dieses	wichtige	Ergebnis	impliziert,	dass	mAbp1	für	die	Induktion	und/oder	

Stabilisierung	der	b2-Integrin-Konformation	mit	hoher	Affinität	von	Bedeutung	ist	

und	könnte	die	Defekte	bei	Adhäsion,	Spreading	und	Migration	in	Abwesenheit	von	

mAbp1	unter	Flussbedingungen	erklären.	
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4 Diskussion	

Die	Tyrosinkinase	Syk	ist	für	verschiedene	b2-Integrin-vermittelte	Funktionen	von	

PMN	wichtig	(Mócsai	et	al.	2010).	Syk	ist	bei	der	Aktivierung	von	Integrinen,	dem	

Inside-Out	Signaling,	involviert.	Es	konnte	gezeigt	werden,	dass	Syk	an	der	Induktion	

der	intermediären	Affinität	von	LFA1	infolge	der	Bindung	von	PSGL1	beteiligt	ist.	

Syk	 ist	 jedoch	 insbesondere	 bei	 der	 b2-Integrin-vermittelter	 Signaltransduktion,	

dem	Outside-In	Signaling,	von	Bedeutung.	(Mócsai	et	al.	2002;	Mócsai	et	al.	2003;	

Zarbock	et	al.	2007).	In	der	vorliegenden	Arbeit	konnte	erstmals	die	in	vivo	Relevanz	

von	 Syk	während	 der	 Leukozytenrekrutierung	 für	 die	b2-Integrin-vermittelte	 In-

duktion	der	festen	Adhäsion	und	des	Spreadings,	welche	wichtig	für	eine	effiziente	

Leukozytenextravasation	waren,	 dokumentiert	werden	 (Frommhold	 et	 al.	 2007).	

Die	in	vitro	Experimente	auf	immobilisiertem	Fibrinogen,	die	im	Zuge	diese	Disser-

tation	durchgeführt	wurden,	konnten	bestätigen,	dass	Syk	für	b2-Integrin-vermit-

telte	Adhäsion	und	Spreading	benötigt	wurde.	Dies	ist	insofern	zu	berücksichtigen,	

als	dass	die	Adhäsion	und	das	Spreading	in	Abwesenheit	von	Syk	beeinträchtigt	wa-

ren,	obwohl	die	Aktivierung	der	b2-Integrine	unabhängig	von	Inside-Out	Signaling	

durch	Mn2+	induziert	wurde.	Das	bestätigt	die	vorrangige	Funktion	von	Syk	beim	b2-

Integrin-vermittelten	Outside-In	Signaling.	Die	in	dieser	Arbeit	untersuchten	Funk-

tionen	des	Syk-Interaktionspartners	mAbp1	(Larbolette	et	al.	1999)	sind	demzu-

folge	ebenfalls	dem	Prozess	des	b2-Integrin-vermittelten	Outside-In	Signalings	über	

Syk	zuzuordnen.	

Die	Ergebnisse	dieser	Arbeit	deuten	auf	eine	bedeutende	Rolle	von	mAbp1	für	die	

b2-Integrin-vermittelten	PMN-Funktionen	Adhäsion,	Spreading	 und	 intraluminale	

Migration	unter	Flussbedingungen	hin.	Dies	war	jedoch	weder	durch	eine	vermin-

derte	Expression	von	b2-Integrinen,	noch	durch	Defekte	bei	der	Mobilisierung	von	

b2-Integrinen	aus	intrazellulären	Granula	und	Vesikeln	oder	Differenzierungsdefek-

ten	von	PMN	begründet.	Das	Fehlen	von	mAbp1	hatte	einen	ausgeprägten	Defekt	in	

Leukozytenadhäsion	und	–Spreading	am	entzündeten	Endothel	von	TNFa	und	fMLP	

stimulierten	Venolen	des	M.	cremaster	von	mAbp1-/--Mäusen	zur	Folge.	Dabei	waren	

P-	 und	 E-Selektin-vermitteltes	 Rollen	 in	 mAbp1-/--Mäusen	 nicht	 betroffen.	 Dies	
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deutet	darauf	hin,	dass	 initiale	Prozesse	der	Leukozytenrekrutierung,	wie	Rollen,	

nicht	durch	ein	Fehlen	von	mAbp1	beeinträchtigt	waren	und	somit	die	Vorausset-

zungen	für	eine	effiziente	Adhäsion	an	das	Endothel	gegeben	waren.	Im	Gegensatz	

zum	dramatischen	Effekt	in	vivo	in	Abwesenheit	von	mAbp1,	waren	b2-Integrin-ver-

mittelte	Adhäsion	und	Spreading	in	statischen	in	vitro	Versuchen	in	mAbp1-/--PMN	

im	Vergleich	zur	Wildtypkontrolle	in	keiner	Weise	beeinträchtigt.	Dies	steht	auch	

im	Kontrast	zu	der	unverzichtbaren	Rolle	von	Syk	für	b2-Integrin-vermittelte	Pro-

zesse,	als	dass	Adhäsion	und	Spreading	von	Syk-/--PMN	auch	unter	statischen	Bedin-

gungen	vermindert	waren.	Diese	Tatsache	impliziert,	dass	mAbp1	nicht	generell	für	

b2-Integrin-vermittelte	Funktionen,	die	mit	Outside-In	Signaling	verbunden	werden,	

wichtig	 ist.	Die	Flusskammerversuche	mit	murinem	Vollblut	oder	 isolierten	PMN	

konnten	aber	bestätigen,	dass	für	die	in	vivo	beobachteten	Adhäsions-	und	Sprea-

ding-Defekte	das	Fehlen	von	mAbp1	in	PMN	verantwortlich	war.	Auch	unter	reduk-

tionistischen	in	vitro	Bedingungen,	ohne	den	Einfluss	des	Endothels,	waren	hier	Ad-

häsion	und	Spreading	in	Abwesenheit	von	mAbp1	vermindert.	Weiterführende	Ana-

lysen	ergaben,	dass	mAbp1	offensichtlich	wichtig	für	die	Resistenz	von	PMN	gegen	

Schubspannung	unter	Flussbedingungen	war.	Dies	könnte	die	Auswirkungen	des	

Defekts	in	der	Induktion	der	Adhäsion	in	Abwesenheit	von	mAbp1,	wie	er	im	Modell	

des	fMLP-stimulierten	M.	cremasters	beobachtet	werden	konnte,	noch	verstärken.	

Die	biologische	Konsequenz	einer	ineffektiven	Leukozytenrekrutierung	konnte	an-

hand	der	dramatisch	verminderten	Akkumulation	von	Leukozyten	im	Gewebe	des	

entzündeten	M.	cremaster	gezeigt	werden.	Im	Gegensatz	zu	Syk,	scheint	die	Funk-

tion	von	mAbp1	nur	unter	Bedingungen	einer	äußeren	Krafteinwirkung,	wie	unter	

Schubspannung,	benötigt	zu	werden.	

Die	 intraluminale	Migration	 (Intraluminal	Crawling)	 ist	 ein	 individueller	 Prozess	

während	der	Rekrutierung	von	PMN	und	Monozyten,	der	sich	zwischen	die	Verstär-

kung	der	Adhäsion	mit	Spreading	und	die	Transmigration	einfügt.	Die	intraluminale	

Migration	 beruht	 auf	 der	 Interaktion	 des	 b2-Integrins	 Mac1	 mit	 endothelialem	

ICAM1	(Schenkel	et	al.	2004;	Phillipson	et	al.	2006;	Phillipson	et	al.	2009;	Fromm-

hold	et	al.	2010).	Dies	war	auch	in	dem	experimentellen	Aufbau	in	dieser	Arbeit	der	

Fall,	da	das	Migrationsvermögen	von	isolierten	PMN	unter	Schubspannung	abhän-

gig	von	einer	Interaktion	von	ICAM	mit	Mac1	war,	aber	nicht	durch	die	Abwesenheit	

von	 LFA1	 beeinträchtigt	 wurde.	 Da	 das	 Migrationsvermögen	 und	 die	
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Migrationsgeschwindigkeit	 von	 mAbp1-/--PMN	 auf	 ICAM1	 unter	 Schubspannung	

ebenfalls	 reduziert	waren,	 könnte	mAbp1	möglicherweise	 bei	Mac1-vermittelten	

PMN-Funktionen	beteiligt	sein,	die	auf	die	initiale	Adhäsion,	den	Arrest,	in	der	Rek-

rutierungskaskade	folgen.	Im	humanen	System,	unter	Verwendung	von	dHL-60-Zel-

len	 in	 Flusskammern,	 war	 die	 Migrationsgeschwindigkeit	 nach	 Herunterregulie-

rung	 von	mAbp1	mittels	RNAi-Technik	 ebenfalls	 vermindert.	Die	 interessanteste	

Beobachtung	war	jedoch,	dass	die	Herunterregulierung	von	mAbp1	in	dHL-60-Zel-

len	in	vitro	oder	die	Abwesenheit	von	mAbp1	in	Leukozyten	in	vivo,	die	Fähigkeit	

der	Zellen	gegen	oder	rechtwinkelig	zur	Richtung	des	Flusses	zu	migrieren,	aufhob.	

Im	Gegensatz	dazu	konnte	dies	bei	der	Mehrheit	der	dHL-60-Kontrollzellen	bzw.	

mAbp1+/+-Leukozyten	beobachtet	werden.	In	vivo	oder	unter	Flussbedingungen	in	

vitro	wurde	bereits	gezeigt,	dass	dieses	Migrationsverhalten	bei	PMN	dem	Normal-

fall	zu	entspricht,	um	durch	rechtwinkeliges	Migrieren	zur	Flussrichtung	möglichst	

auf	kurzer	Distanz	zu	einer	potentiellen	Auswanderungsstelle	an	Endothelzellkon-

takten	zu	gelangen.	Rechtwinkeliges	Migrieren	ist	offenbar	ein	Werkzeug	zur	effi-

zienten	Auswanderung	von	PMN.	Die	Ergebnisse	dieser	Arbeit	zur	Beteiligung	von	

mAbp1	an	einer	effizienten	Migration	von	PMN	unter	Flussbedingungen	ähneln	den	

Beobachtungen	an	Vav-/--PMN	(Phillipson	et	al.	2006;	Phillipson	et	al.	2009).	Vav	

wurde	 schon	 früher	mit	 der	Migration	 von	 PMN	 in	 Verbindung	 gebracht	 und	 es	

wurde	gezeigt,	dass	dieses	Molekül	Teil	eines	Signalkomplexes,	reguliert	von	Syk,	ist	

(Schymeinsky	et	 al.	 2006).	Die	Familie	der	Vav-Proteine	 sind	GEFs	die	Rho/Rac-

GTPasen	aktivieren	und	an	verschiedenen	Prozessen	beteiligt	sind,	die	eine	Reorga-

nisation	des	Aktinzytoskeletts	benötigen	wie	Phagozytose	und	Spreading	(Swat	&	

Fujikawa	2005).	Die	Rho-GTPase	Cdc42	ist	ein	bekannter	Aktivator	von	WASP	und	

N-WASP,	welche	wiederum	die	Funktion	des	Arp2/3-Komplexes,	Aktinfilamente	zu	

verzweigen,	 kontrollieren.	 Sie	 üben	 eine	 Funktion	 als	 NPF	 aus	 (Stradal	 &	 Scita	

2006).	Auch	für	mAbp1	wurde	gezeigt,	dass	es	mit	der	GTPase	Cdc42	kooperiert	und	

möglicherweise	über	N-WASP/WASP	Arp2/3	aktiviert	und	zur	Kontrolle	der	Aktin-

polymerisation	 beitragen	 könnte	 (Stradal	&	 Scita	 2006;	 Pinyol	 et	 al.	 2007).	Man	

könnte	also	spekulieren,	dass	mAbp1	und	Vav	als	Teil	des	gleichen	Signalkomplexes,	

kontrolliert	von	Syk,	in	ähnliche	Prozesse	zur	Kontrolle	des	Aktinzytoskeletts	wäh-

rend	b2-Integrin-vermittelten	PMN-Funktionen	involviert	sind	oder	dabei	sogar	ko-

operieren.	 Dies	 ist	 natürlich	 hypothetisch	 und	 müsste	 erst	 untersucht	 werden.	
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Dennoch	konnte	in	unserer	Arbeitsgruppe	mittels	Koimmunopräzipitation	gezeigt	

werden,	dass	die	an	mAbp1	gebundene	Menge	an	Aktin	nach	b2-Integrin-vermittel-

ter	Adhäsion	signifikant	zunahm	(Hepper	et	al.	2012).	Dies	lässt	den	Schluss	zu,	dass	

eine	funktionelle	Verbindung	von	b2-Integrin-Funktion	mit	der	Aktin-Bindungsfä-

higkeit	von	mAbp1	besteht.	

Die	Analyse	der	chemotaktischen	Migration	von	mAbp1-/--PMN	unter	statischen	Be-

dingungen	konnte	keinen	Unterschied	zur	Migration	von	Wildtyp-PMN	zeigen.	Da	

auch	Adhäsion	und	Spreading	unter	statischen	Bedingungen	durch	das	Fehlen	von	

mAbp1	nicht	beeinträchtigt	waren,	ist	es	wahrscheinlich,	dass	mAbp1	nur	bei	Pro-

zessen	erforderlich	ist,	die	für	b2-Integrin-vermittelte	Funktionen	unter	Schubspan-

nung	essenziell	sind.	Für	feste	Adhäsion,	Spreading	und	Migration	unter	Flussbedin-

gungen	 ist	die	Verstärkung	der	b2-Integrin-Konformation	mit	hoher	Affinität	und	

das	Bilden	von	b2-Integrin-Makroclustern	essenziell	(Kim	et	al.	2004;	Kinashi	2005;	

Alon	&	Dustin	2007).	In	Übereinstimmung	mit	dem	fehlenden	Einfluss	von	mAbp1	

auf	b2-Integrin-Funktionen	unter	statischen	Bedingungen,	war	hier	auch	die	Ausbil-

dung	von	CD18-Clustern	oder	mAb24-positiven	CD18-Clustern	mit	hoher	Affinität	

in	mAbp1-/--PMN	oder	shAbp1-Zellen	nicht	beeinträchtigt.	Unter	Flussbedingungen	

war	jedoch	die	Anzahl	mAb24-positiver	Cluster	pro	Zelle	signifikant	reduziert.	Die	

b2-Integrin-Konformation	mit	hoher	Affinität	ist	für	die	Verstärkung	der	Adhäsion	

und	für	weitere	Schritte	während	der	Rekrutierung	von	PMN	unter	Schubspannung	

unabdingbar	(Luo	et	al.	2007).	Somit	könnte	die	reduzierte	Anzahl	von	b2-Integrin-

Clustern	mit	hoher	Affinität	in	der	Abwesenheit	von	mAbp1	die	beobachteten	De-

fekte	der	b2-Integrin-vermittelten	PMN-Funktionen	 in	vivo	und	unter	Flussbedin-

gungen	in	vitro	erklären.	In	Jurkat-T-Zellen	wird	LFA1	erst	nach	Bindung	seines	Lig-

anden	ICAM1	durch	zytoskelettale	Regulatoren	mit	dem	Aktinzytoskelett	verbun-

den	und	somit	in	der	Zellmembran	fixiert	(Cairo	et	al.	2006).	Die	Verankerung	von	

Integrinen	mit	dem	Aktinzytoskelett	ist	eine	wesentliche	Voraussetzung	für	den	Wi-

derstand	gegen	Schubspannung.	Die	verschiedenen	Konformationen	von	b2-Integri-

nen	befinden	sich	 in	einem	Gleichgewicht,	welches	wahrscheinlich	durch	externe	

Kräfte,	wie	sie	unter	Schubspannung	in	einem	Gefäß	auftreten,	in	Richtung	hohe	Af-

finität	verschoben	wird.	(Luo	et	al.	2007;	Alon	&	Dustin	2007).	mAbp1	könnte	nun	

dabei	helfen,	eben	dieses	Gleichgewicht	von	b2-Integrinen	zu	regulieren	und	über	
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eine	funktionelle	Verbindung	zum	Aktinzytoskelett	die	hohe	Affinität	von	b2-Integri-

nen	zu	induzieren	und/oder	zu	stabilisieren.	

Eine	wachsende	Anzahl	von	Hinweisen	deutet	darauf	hin,	dass	mechanische	Kräfte	

für	die	Entwicklung	von	fokalen	adhäsiven	Arealen	über	die	Rekrutierung	zusätzli-

cher	Proteine	wichtig	sind.	Hierbei	kann	es	sich	um	Kräfte	handeln,	wie	sie	bei	der	

Aktinpolymerisation	innerhalb	der	Zelle	entstehen,	oder	um	von	außen	wirkende	

Kräfte	wie	die	Schubspannung	(Geiger	et	al.	2009).	Es	könnte	also	möglich	sein,	dass	

mAbp1,	aufgrund	seiner	Aktin-bindenden	Eigenschaften,	ein	neuer	Bestandteil	des	

Proteinnetzwerkes	ist,	welches	für	die	Verbindung	der	Liganden-gebundenen	b2-In-

tegrine	mit	dem	Zytoskelett	essenziell	ist.	Diese	Verbindung	ist	die	Voraussetzung,	

um	Schubspannungen,	die	während	Adhäsion,	Spreading	und	Migration	bei	der	Leu-

kozytenrekrutierung	 auftreten,	 zu	 widerstehen.	 Die	 Daten	 lassen	 weiterhin	 den	

Schluss	zu,	dass	mAbp1	eher	bei	Einwirkung	von	externen	Kräften,	wie	Schubspan-

nung,	 als	 bei	 internen	 Kräften,	 wie	 sie	 durch	 Aktinpolymerisation	 bei	 Adhäsion,	

Spreading	und	Migration	unter	 statischen	Bedingungen	auftreten,	 seine	Funktion	

erfüllt.	

Zusammenfassend	lässt	sich	sagen,	dass	mAbp1	unter	Flussbedingungen	während	

des	b2-Integrin-vermitteltem	Outside-In	Signaling	über	Syk	essenziell	für	die	PMN-

Funktionen	Adhäsion,	Spreading	und	Migration	war.	Unter	statischen	Bedingungen,	

d.h.	ohne	Einwirkung	einer	externen	Kraft	auf	die	Integrine,	war	mAbp1	für	b2-In-

tegrin-vermittelte	 Zellfunktionen	 verzichtbar.	 Vielmehr	 schien	 mAbp1	 unter	

Schubspannung	die	Induktion	und/oder	Stabilisierung	der	hohen	Affinität	von	b2-

Integrinen	zu	unterstützen,	welches	eine	Voraussetzung	für	den	Widerstand	gegen	

Kräfte	durch	Schubspannung	war.	mAbp1	könnte	in	die	Verschiebung	des	Gleichge-

wichtes	 von	 Integrinen	 zu	 der	 hohen	 Affinität	 involviert	 sein.	 Dementsprechend	

scheint	mAbp1	für	die	Übertragung	von	mechanischer	Kraft	des	Liganden-gebunde-

nen	b2-Integrins	zum	Aktinzytoskelett	wichtig	zu	sein,	was	nur	für	Adhäsion,	Sprea-

ding	und	Migration	von	PMN	während	der	Rekrutierung	zum	Ort	der	Entzündung	

ausschlaggebend	 war.	 Insgesamt	 zeigen	 die	 vorliegenden	 Ergebnisse,	 dass	 das	

Adapterprotein	mAbp1	einen	wichtigen	molekularen	Faktor	für	die	Funktion	von	

PMN	im	Kontext	der	angeborenen	Immunabwehr	darstellt.	
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