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Einleitung

Einleitung

Die Sepsis ist ein lebensbedrohliches Krankheitsbild. Es handelt sich dabei um die
schwerste Form einer Entziindungsreaktion mit Organdysfunktion, welche durch eine
Fehlregulation der (Immun-)Antwort des Organismus auf eine Infektion hervorgerufen
wird [1]. Bei dieser Ubersteigerten Immunreaktion kommt es zu Schaden an den
korpereigenen Organen bis hin zum septischen Schock mit Multiorganversagen und
Todesfolge. Septische Krankheitsbilder treten weltweit haufig auf und sind mit einer
hohen Mortalitat von 20 bis 50% verbunden [2-4]. Die genauen pathophysiologischen
Mechanismen, welche zur Entstehung einer Sepsis fuihren, sind noch unzureichend
erforscht. Besonderes Augenmerk ist auf die grundlegenden Mechanismen der
Entstehung von Entziindungen sowie die Prozesse zur Bekdmpfung und Verhinderung
der systemischen Dissemination von Pathogenen zu richten. Durch ein besseres
Verstandnis dieser Mechanismen kann zukunftig versucht werden, das Immunsystem
bei der Bekampfung von Pathogenen zu unterstitzen und gleichzeitig eine
Ubersteigerte Entziindungsreaktion mit Schadigung des eigenen Organismus zu
verhindern.

Die Rekrutierung von weil3en Blutkdrperchen (Leukozyten) aus der Mikrozirkulation an
den Ort des entziindlichen Geschehens ist ein grundlegender biologischer Vorgang
der Entzindungsreaktion. In den letzten Jahren wurde dieser Prozess genauer
untersucht und charakterisiert. Es handelt sich dabei um einen hoch-komplexen
Vorgang in mehreren Schritten, welcher das koordinierte Zusammenspiel von
chemotaktischen  Molekulen, Adhasionsmolekilen, deren Rezeptoren und
verschiedener Signalkaskaden unter Einbeziehung unterschiedlicher Zellarten des
Organismus (Immunzellen, Endothelzellen, Thrombozyten etc.) erfordert [5-8]. Die
gezielte Rekrutierung bestimmter Leukozyten-Subgruppen wie beispielsweise der
neutrophilen Granulozyten (als ,erste Verteidigungslinie“) an den Ort der Entziindung
ist jedoch noch unzureichend erforscht.

Molekulare Interaktionen von Rezeptoren auf Immunzellen mit l6slichen oder auf
Endothelzellen gebundenen Zytokinen spielen bei der gezielten Rekrutierung von
Leukozyten aus dem Gefal3system in das Gewebe eine wesentliche Rolle. Chemokine

sind chemotaktische Zytokine mit Schlisselfunktionen bei Immunreaktionen [9-11].
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Diese kleinen Molekule (8 bis 14 kDa) kdnnen nach Anzahl und Anordnung ihrer
Cysteinreste am Aminoterminus in Gruppen von C, CC, CXC und CX3C Chemokinen
unterteilt werden. Die Bindung von Chemokinen an G-Protein gekoppelte
Chemokinrezeptoren fuhrt zur Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden, welche
letztendlich durch Beeinflussung der Adhasion und Migration von Leukozyten zur
Rekrutierung dieser Zellen in entziindetes Gewebe fuhrt [12-14]. Um bestimmte
Leukozyten-Subpopulationen gezielt zum Ort des entzindlichen Geschehens zu
dirigieren, spielen rdumliche und zeitliche Expressionsprofile von Chemokinen und
deren Chemokinrezeptoren eine entscheidende Rolle. Bisher galt die Annahme, dass
CXC-Chemokine wie beispielsweise CXCL1 oder CXCL2 hauptsachlich auf
neutrophile Granulozyten wirken, wahrend CC-Chemokine wie beispielsweise CCL3
vorwiegend auf Monozyten und T-Lymphozyten wirken [10, 12-14]. Jedoch sind auch
CC-Chemokine an der Rekrutierung von eosinophilen [15, 16], basophilen [17, 18] und
neutrophilen Granulozyten [19-22] an den Ort entzindlicher Prozesse beteiligt und
somit in die Vorgange der ,ersten Verteidigungslinie“ des Immunsystems involviert.
Der genaue Mechanismus ist hierbei allerdings noch unklar. Zudem wurden CC-
Chemokinrezeptoren, wie beispielsweise der Chemokinrezeptor 1 (CCR1) und der
Chemokinrezeptor 5 (CCR5), auf der Oberflache von neutrophilen Granulozyten und
auf weiteren Zellen (beispielsweise Endothelzellen und Mastzellen) nachgewiesen
[23-29], welche fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in entziindetes
Gewebe wichtig sind. Somit steht fest, dass sowohl CC-Chemokine als auch deren
Rezeptoren wesentlich an der Entstehung von Entziindungsreaktionen im Rahmen
inflammatorischer Krankheitsbilder beteiligt sind.

Dieser Prozess der gezielten Rekrutierung von Entziindungszellen an den Ort einer
Schadigung oder Infektion ist von grofRer Bedeutung, damit das Immunsystem mit
seinem Repertoire an molekularen und zellularen Strukturen seine Funktion in der
Bekampfung von Eindringlingen, wie beispielsweise pathogenen Mikroorganismen,
erfillen kann. In immundefizienten Patienten kommt es oft zu schweren,
lebensbedrohlichen Infektionen, welche aus einer systemischen Ausbreitung von
Krankheitserregern hervorgehen. Andererseits sind uberschiel3ende
Immunreaktionen, wie auch solche, die falschlicherweise gegen den eigenen Korper
gerichtet sind, bedrohlich und allgegenwartig (wie beispielsweise bei

Autoimmunerkrankungen, Atherosklerose und im septischen Schock). Die genauen
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Mechanismen, anhand derer das Immunsystem erfolgreich die systemische
Dissemination von Pathogenen verhindert und eindringende Krankheitserreger
effizient eliminiert, ist bisher nur teilweise bekannt. In den letzten Jahren hat sich
gezeigt, dass fur diese Prozesse eine enge Zusammenarbeit von Immunzellen mit
Thrombozyten und plasmatischen Faktoren der Blutgerinnung wesentlich ist. Durch
thrombotische Verschlisse konnen entzundliche Prozesse effektiv
kompartimentalisiert und dadurch die Einschwemmung von Pathogenen in die
Zirkulation eingeddmmt oder komplett verhindert werden. Zudem konnen
Thrombozyten Abwehrfunktionen dbernehmen und so zur Neutralisierung von
Krankheitserregern beitragen [30-33]. In diesem Zusammenhang wurde
nachgewiesen, dass Leukozyten in Kooperation mit Thrombozyten und der
plasmatischen Gerinnung fir die Thrombusbildung und fir die Ausbildung von
Netzstrukturen  (sogenannte  NETSs; neutrophil  extracellular traps) aus
Desoxyribonukleinsdure (DNA), Histonen und weiteren gebundenen Molekilen zum
Einfangen und Eliminieren von Pathogenen und als thrombogenes Gerlst mit
Ubersteigerter Thrombusbildung verantwortlich sind [32, 34-42]. Diese Mechanismen
wurden in groReren Gefal3en (Venen und Arterien) und in der Mikrozirkulation (Gefal3e
mit einem Durchmesser von unter 100 um) der Leber nachgewiesen, in welchen relativ
geringe Schergeschwindigkeiten vorherrschen. Das Eindringen von Pathogenen in
den Organismus geschieht allerdings meist Uber die Mikrozirkulation von Geweben, in
welcher jedoch hohe Schergeschwindigkeiten (beispielsweise Mikrozirkulation der
Harnwege, Lunge und Haut) gegenwartig sind.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Teile dieser komplexen, oben geschilderten Mechanismen
aufzuschlusseln. Dabei soll der Weg von der initialen Entziindungsentstehung mit der
Rekrutierung von Immunzellen an den Ort des Geschehens bis hin zu
immunthrombotischen Vorgangen am Ort der entstehenden Inflammation zur
Verhinderung der systemischen Dissemination von pathogenen Mikroorganismen
betrachtet werden.

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich aus diesem Grund mit den Mechanismen der
durch das Chemokin CCL3 induzierten Inflammation und folgender Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten an den Ort des Geschehens, den Dbeteiligten

Signalkaskaden, Adh&sionsmolekllen und deren Rezeptoren.

12



Einleitung

Im zweiten Teil der Arbeit werden die Effekte einer durch neutrophile Granulozyten
vermittelten, akuten Entzindungsreaktion auf die mikrovaskulare Thrombusbildung
untersucht. Besonderes Augenmerk wird auf die Thrombusbildung in der
Mikrozirkulation des M. cremaster direkt am Ort der Entziindungsentstehung unter
hohen Schergeschwindigkeiten gelegt. Der potentielle Nutzen dieser Vorgange bei der

Kompartimentalisierung von Krankheitserregern wird dabei untersucht.
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[l Literaturibersicht

1 Leukozyten

Leukozyten (altgriechisch leukds ,weil3" und kytos ,Hulle®) sind die Effektorzellen des
Immunsystems und haben eine Vielzahl an Funktionen. Sie tibernehmen Aufgaben bei
der Abwehr von fur den Organismus schadlichen Eindringlingen (Bakterien, Viren,
Pilzen und Parasiten [32, 43-46]) und bei der Regulierung des Wachstums
korpereigener Zellen (beispielsweise durch regulatorische T-Zellen [47]) sowie der
Kontrolle von Proliferation und Metastasierung von Krebszellen [48-50]. Aul3erdem
sind sie wesentlich an der Entstehung steriler Entzindungen
(Autoimmunerkrankungen, Atherosklerose) beteiligt [51, 52]. Der primére Bildungsort
der Leukozyten ist das Knochenmark, wo sie aus hamatopoietischen Stammzellen
hervorgehen und sich in weitere Subpopulation differenzieren (siehe Abbildung 1,
[53)).

Megakaryozyten- O

Erythrozyten-

Vorlauferzelle / Erythrozyt
Myeloische @
—_—
Vorlauferzelle __/ O
X

Megakaryozyt
/ P 0

Stammzelle /' \ >=;:}?
T Granulozyten- -~ &
Scal+ Q Monozyten- Granulozyt
cKit+ / 72 Vorlauferzelle
Thy1low
CDSA‘OW/’ Lin- @

Makrophagen

8 Scal~
K cKit* 3
Thy1- Residenter ———— Dendritische Zellen (DCs)
* CD34+ Monozyt
; % CD16+ _
Lymphoide Vorlauferzelle CD32+

- @ ¥

) I&gigxtorischer
N e ek

T-Zellen NK Zellen B-Zellen Blut

Abbildung 1: Ubersicht der weiteren Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen, nach [53].
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Eine weitere Ausreifung bestimmter Leukozytenpopulationen, wie beispielsweise der
Lymphozyten, findet in den lymphatischen Organen (Thymus, Milz, Lymphknoten und
Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe) statt. Die ausgereiften Zellen zirkulieren
im Blut, um ihre Aufgaben wahrzunehmen. Das Immunsystem kann in zwei Bereiche
unterteilt werden: die angeborene Immunabwehr und die erworbene Immunabwehr.
Zur angeborenen Immunabwehr werden hauptsachlich die Granulozyten (neutrophile,
eosinophile und basophile Granulozyten), Monozyten, natirliche Killerzellen und das
Komplementsystem gezahlt. Zum adaptiven (erworbenen) Immunsystem gehdren vor
allem die B- und T-Lymphozyten sowie dendritische Zellen.

Um ihre Abwehrfunktionen zu erfillen muss ein Grof3teil der Zellen des Immunsystems
aus der Zirkulation in das Gewebe auswandern. Die Rekrutierung der Leukozyten ist

hierbei ein geordneter und komplexer Vorgang (siehe Kapitel Il, 1.5).

1.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen des Immunsystems, welche zur
Abwehr von fur den Organismus schadlichen Pathogenen rekrutiert werden (,erste
Verteidigungslinie®) [8, 54, 55].

Die Entstehung neutrophiler Granulozyten findet im Knochenmark statt, wo sich
hamatopoetische Stammzellen unter dem Einfluss von Wachstumshormonen, wie
beispielsweise granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) und Chemokinen (z. B.
CXCL1, CCL2 und CXCL10), in neutrophile Granulozyten differenzieren [56].
Dendritische Zellen spielen fur die Regulation der Verteilung neutrophiler Granulozyten
zwischen dem Knochenmark, den Organen und dem Blut (systemische Zirkulation)
eine entscheidende Rolle und kontrollieren die Produktion von G-CSF und
Chemokinen [57].

In der Maus zirkulieren etwa 1 bis 2 Prozent der neutrophilen Granulozyten im Blut
[58]. Neutrophile Granulozyten unterliegen einem hohen Umsatz und ihre
Lebensspanne betragt ca. 5 Tage [59]. Die Zeit, in welcher sich eine individuelle Zelle
in der Blutbahn befindet, betragt etwa 6-12 Stunden [60]. Die Extravasation vom
Gefal3system in das Gewebe und der Abbau von gealterten neutrophilen Granulozyten
ist durch den Chemokinrezeptor CXCR4 reguliert und findet in Leber, Milz und im
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Knochenmark statt [61]. Gealterte neutrophile Granulozyten sind aul3erdem hoch
reaktive Zellen, welche aus der Zirkulation besonders schnell an den Ort einer
Entztndungsreaktion rekrutiert werden und zudem eine héhere Phagozytose-Aktivitat
aufweisen als jungere neutrophile Granulozyten [62].

Sobald Pathogene (Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten) in den Organismus
eindringen, werden durch residente Zellen im Gewebe (z. B. Makrophagen und
Mastzellen) chemotaktisch wirksame Molekile (beispielsweise Tumornekrosefaktor
(TNF), Interleukin 1 beta (IL-1p) und verschiedene Chemokine) sezerniert und eine
Endothelzellaktivierung hervorgerufen.  Aktivierte Endothelzellen produzieren
wiederum chemotaktisch wirksame Molekule und prasentieren diese an der luminalen
Seite in postkapillaren Venolen, um zirkulierende neutrophile Granulozyten an den Ort
der Entziindung zu dirigieren [63]. Mastzellen und Makrophagen kdnnen die Migration
von neutrophilen Granulozyten zu bestimmten Orten im Gewebe beeinflussen [64].
Wahrend der Transmigration von neutrophilen Granulozyten in das Gewebe kommt es
zu Anderungen wie beispielsweise erhéhter Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH)-Oxidase-Aktivitat [65] und Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
(z. B. des Chemokins CXCLS8 [66]).

Zur Bekampfung von pathogenen Mikroorganismen verfigen neutrophile
Granulozyten Uber ein Repertoire an antimikrobiellen ,Waffen®, wie beispielsweise
NADPH-Oxidase, Myeloperoxidase und Neutrophilenelastase [67]. Pathogene kdnnen
phagozytiert und in Phagosomen eliminiert werden [68]. Ein weiterer wichtiger
Abwehrmechanismus neutrophiler Granulozyten ist die Bildung von extrazellularen
Netzen (,NETosis“). Hierbei handelt es sich um eine Freisetzung von Zellkern-DNA
der neutrophilen Granulozyten, welche weitere Molekile wie Proteasen (z. B.
Neutrophilenelastase), Histone und andere antimikrobielle Substanzen an sich
gebunden haben. Dieser Mechanismus fiihrt zu einer Kompartimentalisierung und
effektiven Bek&dmpfung von Pathogenen [32, 42, 69]. Die NET-Bildung kann entweder
durch Zell-Lyse (3-4 Stunden nach Neutrophilenaktivierung [70]) oder durch DNA-
Freisetzung aus Vesikeln (30-60 Minuten nach Stimulierung [71]) erfolgen. Auch
aktivierte Thrombozyten spielen fir die schnelle NET-Bildung eine wesentliche Rolle
[32].
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Die Wichtigkeit der neutrophilen Granulozyten fur die Abwehr von pathogenen
Mikroorganismen lasst sich nachvollziehen, wenn man die hohe Rate an Infektionen

mit letalem Ausgang bei neutropenen Patienten in Betracht zieht [72, 73].

1.2 Monozyten

Monozyten entstehen aus Vorlauferzellen der myeloiden Reihe und gehdren zu den
Effektorzellen des Immunsystems. Diese Zellen zirkulieren nach Chemokin-
vermittelter Mobilisation aus dem Knochenmark [74] flr ein bis drei Tage im
Gefal3system, bevor sie in das Gewebe auswandern und sich dort in residente
Makrophagen oder dendritische Zellen differenzieren [75]. Monozyten kdnnen in
Subpopulationen unterteilt werden. Murine Monozyten, welche hauptséchlich die
Oberflachenrezeptoren Ly6C und CCR2 exprimieren und nur wenige Molekile des
Chemokinrezeptors CX3CR1 auf der Zelloberflache tragen, werden inflammatorische
Monozyten (iMOs) genannt. Diese sind, zusammen mit den neutrophilen
Granulozyten, Hauptakteure bei der Bek&dmpfung von Bakterien, Viren, Pilzen und
Protozoen [76-78] in der akuten Infektion.

Residente  Monozyten (rMOs) exprimieren hingegen insbesondere den
Chemokinrezeptor CX3sCR1 und nur wenig Ly6C und CCR2. Diese Zellen sind durch
ein patrouillierendes Verhalten gekennzeichnet [79], wobei das Gefal3system nach
Infektionen abgesucht und ein schnelles Auswandern von residenten Monozyten in
diesen Bereichen gewahrleistet wird. Dies kann wiederum eine Immunreaktion
auslésen und residente Monozyten konnen sich vor Ort zu Makrophagen

differenzieren.

1.3 Basophile und eosinophile Granulozyten

Eosinophile und basophile Granulozyten sind vor allem bei allergischen Reaktionen
wie Asthma, atopischen Ekzemen und allergischer Rhinitis von Bedeutung. Bei diesen
Prozessen spielen membrangebundene IgE-Antikdrper auf basophilen Granulozyten

eine entscheidende Rolle. Diese fuihren nach Antigenbindung zur Degranulation der
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Zellen mit Histaminfreisetzung [80]. Aul3erdem sind eosinophile Granulozyten
Schlusselzellen bei der Bekdmpfung von Parasiten [81] und sind mafRgeblich an
einigen Autoimmunerkrankungen (z. B. Churg-Strauss Vaskulitis [82] und eosinophiler
Myokarditis) beteiligt [83]. Fur die in dieser Arbeit untersuchten Mechanismen spielen

basophile und eosinophile Granulozyten eine untergeordnete Rolle.

1.4 B-, T-Lymphozyten und naturliche Killerzellen

B- und T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark aus lymphoiden Vorlauferzellen.
Eine weitere Ausreifung dieser Zellen findet in den lymphatischen Organen (Thymus,
Milz, Lymphknoten und Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe) statt. T-
Lymphozyten sind fur die erworbene, zellvermittelte Immunantwort verantwortlich und
erkennen durch T-Zell-Rezeptoren Antigene, welche an der Zelloberflache an
Haupthistokompatibilititskomplex-Molekulen 1 oder I (MHC von engl. major
histocompatibility complex) prasentiert werden. MHC | Molekile kommen auf allen
kernhaltigen Zellen des Organismus und MHC Il Molekile auf den Antigen-
prasentierenden Zellen des Immunsystems vor [84]. Man unterscheidet CD4-positive
T-Helferzellen, die primar regulatorische Aufgaben tGbernehmen, von CD8-positiven
zytotoxischen T-Zellen, die durch Granula mit Zell-schadigenden Enzymen zum
Zelltod von infizierten Zellen fiihren. Aul3erdem gibt es weitere T-Zell-Populationen wie
zum Beispiel regulatorische T-Zellen (T reg). Bei der positiven Selektion im Thymus
werden T-Zellen, deren Rezeptoren nicht an kérpereigene MHC | Molekile binden,
eliminiert. T-Zellen, deren T-Zell-Rezeptor zu stark an kdrpereigene MHC | Molekile
bindet, kénnen nicht zwischen ,fremd" und ,eigen" unterscheiden und werden
anschlieBend ebenfalls eliminiert (negative Selektion). Die Bindungsstéarke (Affinitat)
der T-Zell-Rezeptoren an kdrpereigene MHC-Molekile ist mitverantwortlich dafir, ob
sich die Zellen zu CD4-positiven T-Helferzellen, CD8-positiven zytotoxischen Zellen
oder regulatorischen T-Zellen differenzieren [85].

B-Lymphozyten sind die Zellen der humoralen Immunantwort. Sie tragen
Immunglobuline als B-Zell-Rezeptoren auf ihrer Oberflache, mit denen sie Antigene
binden konnen. Anschlieend kodnnen sich die B-Zellen zu Plasmazellen

differenzieren, welche spezifische Antikdrper produzieren [86, 87].
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Naturliche Killerzellen (NKs) sind grof3e Lymphozyten, welche dem angeborenen
Immunsystem zugerechnet werden. Diese Zellen produzieren Zytokine (insbesondere
Interferon-y) sowie Chemokine und kdnnen infizierte oder entartete Zellen eliminieren
[88].

1.5 Rekrutierungsprozess

Um eine Entzindungsreaktion auszuldsen und ihre Abwehrfunktion ausiben zu
kénnen, mussen Effektorzellen des Immunsystems (wie beispielsweise neutrophile
Granulozyten) durch die Zirkulation an den Ort des Geschehens gelangen. Hierbei
spielen chemotaktische Molekiile eine entscheidende Rolle (siehe Kapitel II, 2).

Eine lokalisierte Schadigung von Gewebe (durch Pathogene oder mechanische
Verletzungen) fihrt zu einer Aktivierung von ortsansassigen Zellen mit
Wachterfunktion, wie beispielsweise Makrophagen, Mastzellen, Perizyten und
dendritische Zellen [7, 64, 89, 90]. Diese Zellen aktivieren weitere Zellen in ihrer
Umgebung, darunter insbesondere Endothelzellen. Die Endothelzellen prasentieren
daraufhin chemotaktische Molekile, Selektine und Proteine der Immunoglobulin-
Superfamilie an ihrer luminalen Zelloberflache, welche mit zirkulierenden Leukozyten
interagieren. Es kommt zu einem kaskadenartig verlaufenden, komplexen Vorgang,
welcher durch die oben genannten Molekile fein reguliert ist und im folgenden
Abschnitt genauer erklart wird.

Aktivierte Endothelzellen mobilisieren und prasentieren P-Selektin/CD62P (schneller
Prozess; P-Selektin ist in Weibel-Palade-Korperchen gespeichert) und E-
Selektin/CD62E (langsamer Prozess; meist de-novo-Synthese; eine Ausnahme stellen
z. B. dermale Venolen dar mit konstitutiver Expression von E-Selektin [91]) auf ihrer
luminalen Zelloberflache. Auch Adhasionsmolekile wie intercellular adhesion
molecule-1 (ICAM-1/CD54) werden an der Oberflache von Endothelzellen im Laufe
einer Entziindungsreaktion verstarkt exprimiert. Zirkulierende Leukozyten interagieren
mittels verschiedener Rezeptoren und Liganden mit Endothelzellen. Dazu gehéren P-
selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1/CD162), E-selectin ligand-1 (ESL-1), der
Ligand CD44 sowie Integrine in einer schwach-bindenden Konformation. Dies fuhrt

zum Einfangen (engl. ,capture and tethering“) und Rollen der Zellen auf dem Endothel.
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Hierbei kbnnen auch lang gezogene Auslaufer (engl. ,tether”) der rollenden Zellen
entstehen, welche im weiteren Prozess des Rollens abreilen und nach vorne
schnellen, um erneut Bindungen einzugehen (engl. ,sling“). Dieser Vorgang ermdglicht
Rollen bei hohen Scherkraften. Durch chemotaktische Molekile wie beispielsweise
Chemokine, welche an G-Protein gekoppelte Chemokinrezeptoren auf Leukozyten
binden, kommt es wahrend des Rollens zur Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden,
welche nachfolgend zu einer Konformationsdnderung von Integrinen flhren.
Tyrosinkinasen (spleen tyrosin kinase, SYK) spielen bei diesen Vorgangen eine
wichtige Rolle [92]. Hierbei entsteht die hochaffine Konformation der Integrine und die
Leukozyten kommen durch Wechselwirkung der Integrine mit Molekilen der
Immunoglobulin-Superfamilie auf dem Endothel zum Stillstand. Dieser Schritt wird als
feste Adharenz bezeichnet und erfolgt hauptsachlich durch Wechselwirkungen von
den Integrinen lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1/CD11a),
macrophage-1 antigen (Mac-1/CD11b) und very late antigen-4 (VLA-4/CD49d) mit
ICAM-1 oder vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1/CD54) der Immunoglobulin-
Superfamilie. Das Protein Midkine ruft in neutrophilen Granulozyten eine
Konformationsanderung von B2-Integrinen hervor, wodurch die Adhasion dieser Zellen
ermoglicht wird [93]. Es folgt ein Mac-1/CD11b, LFA-1/CD11a und ICAM-1/CD54
abhangiges intravaskulares Kriechen der Leukozyten (,crawling) auf dem
GefalRendothel, um geeignete Bereiche fir die Auswanderung der Zellen in das
Gewebe zu finden. Diese oben genannten komplexen Mechanismen sind gut
beschrieben [5, 7, 94, 95]. Welche der jeweiligen Molektile dabei involviert werden, ist
abhangig vom Gewebe und der Art des Stimulus. Der nachfolgende Prozess der
Transmigration in das umliegende Gewebe kann entweder transzellular (durch die
Endothelzelle hindurch) oder parazellular (zwischen benachbarten Endothelzellen)
stattfinden [96-98]. Es hat sich gezeigt, dass in den meisten Geweben die parazellulare
Transmigration dominiert, wahrend die transzellulare Auswanderung nur selten zu
beobachten ist (abhangig von der auswandernden Leukozytenpopulation und
Gewebeart). Wichtige, am Prozess der Transmigration beteiligte Molekile sind die
Integrine LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d, sowie platelet endothelial
call adhesion molecule-1 (PECAM-1/CD31), CD99 und ICAM-1/CD54, ICAM-
2/CD102, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1/CD106), jucnctional adhesion
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molecules (JAMs), endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM) und vascular
endothelial-cadherin (VE-cadherin/CD144) auf Endothelzellen.

Auf Neutrophilen: L-Selektin, PSGL-1 o
E-Selektin Ligand, CD44 Auf Neutrophilen: LFA-1, VLA-4

. Auf Endothelzellen: ICAM-1
Auf Endothelzellen: GlyCAM-1, PSGL-1, .
P- und E-Selektin, Hyaluornan ICAM-2, VCAM-1
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Abbildung 2: Leukozytenrekrutierung am Beispiel eines neutrophilen Granulozyten, modifiziert
nach [7].

In der Abbildung 2 ist der vollstandige Ablauf der Leukozytenrekrutierung aus dem
Gefal3system in das perivaskulare Gewebe am Beispiel eines neutrophilen
Granulozyten dargestellt.

Bei defekter Leukozytenrekrutierung, wie beispielsweise den leukocyte adhesion
deficiency Erkrankungen (LAD1 mit Defekten in LFA-1/CD11a und Mac-1/CD11b,
LAD2 mit Defekten in den Liganden von P-Selektin/CD62P und E-Selektin/CD62E und
LAD3 mit Defekten in den Proteinen, welche fir die Konformationsanderung der
Integrine LFA-1/CD11a und Mac-1/CD11b in die hochaffine Konformation notwendig
sind), kommt es wiederholt zu schweren bakteriellen Infekten mit oftmals letalem
Ausgang [99, 100].
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2 Chemotaktische und Pathogen-assoziierte Molekile
2.1 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine sind chemotaktische Zytokine mit Schlisselfunktionen bei
Immunreaktionen  [9-11] und der Regulation von Proliferations- und
Migrationsprozessen, wie beispielsweise der Freisetzung von bestimmten
Immunzellpopulation aus dem Knochenmark [61, 101]. Chemokine sind kleine
Proteine (8 bis 14 kDa), welche nach Anzahl und Anordnung ihrer Cysteinreste am
Aminoterminus in unterschiedliche Gruppen unterteilt werden. Man unterscheidet C
(auch ,XC* genannt), CC, CXC und CXsC Chemokine, wobei X die Anzahl an
Aminosauren zwischen den Cysteinresten beschreibt. Die Struktur der Chemokine ist
in Abbildung 3 dargestellt.

&\
o

¢ T

Abbildung 3: Schematische Darstellung der 3D-Proteinstrukturen der Chemokin-Oligomere mit
Anordnung der Cystinreste (,,C") und Anzahl der dazwischen liegenden Aminosauren (,,X")
innerhalb der Proteine, modifiziert nach [102].

Es hat sich gezeigt, dass Chemokine Dimere oder sogar Oligomere bilden und somit
unterschiedliche Epitope fir Wechselwirkungen mit Chemokinrezeptoren zur
Verfugung stellen kdnnen [102]. Genaue Details sind hier noch unzureichend
aufgeschlisselt.

Chemokinrezeptoren haben sieben Transmembranbereiche und drei intra- und drei
extrazellulare Schleifen (Proteinstrukturen, welche aufgrund von Wechselwirkungen,

wie zum Beispiel Wasserstoffbriickenbindungen, schleifenartig geformt sind) und
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gehoren zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Die Signaltransduktion
verlauft Uber heterotrimere G-Proteine der Gi Familie [103]. Durch
Strukturveranderungen des Chemokinrezeptors bei Bindung von Chemokinen wird ein
Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) mit Guanosintriphosphat (GTP) am G-
Protein ermdglicht und somit eine Dissoziation der Gai- und B-, y-Untereinheit bewirkt.
Die Bindung von Chemokinen an G-Protein gekoppelte Chemokinrezeptoren fuhrt zur
Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden, welche letztendlich durch
Beeinflussung der Adhasion und Migration von Leukozyten zur spezifischen
Rekrutierung dieser Zellen fuhrt [12-14]. In der durch Chemokine ausgeltsten
Signalkaskade spielt die Phosphoinositid-3-(P13)-Kinase eine wesentliche Rolle. Sie
fuhrt zur Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat an der
Hydroxylgruppe an der 3. Position des Inositol-Rings. Hierdurch kommt es zur weiteren
Aktivierung von Kinasen, wie beispielsweise der Proteinkinase B (PKB). Besonders
die y- und d-Isoformen der PI3-Kinase spielen bei Rekrutierungsprozessen von
Immunzellen ins Gewebe eine entscheidende Rolle [40].

Um bestimmte Leukozyten-Subpopulationen gezielt zum Ort des entzindlichen
Geschehens zu dirigieren, spielen raumliche und zeitliche Expressionsprofile von
Chemokinen und deren Chemokinrezeptoren eine entscheidende Rolle. Bisher galt die
Annahme, dass CXC-Chemokine, wie beispielsweise CXCL1 oder CXCLZ2,
hauptséachlich auf neutrophile Granulozyten wirken, wahrend CC-Chemokine, wie zum
Beispiel CCL3, hauptséachlich auf T-Lymphozyten und Monozyten wirken [10, 12-14].
Doch auch CC Chemokine sind an der Rekrutierung von eosinophilen [15, 16],
basophilen [17, 18] und neutrophilen Granulozyten [19-22] beteiligt und somit in die
Vorgange der primaren Immunantwort (,erste Verteidigungslinie®) involviert. Der
genaue Mechanismus ist hierbei allerdings noch unklar. Zudem wurden CC-
Chemokinrezeptoren wie beispielsweise CCR1 und CCR5 auf der Oberflache von
neutrophilen Granulozyten und auf weiteren Zellen, welche fur die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten wichtig sind (z. B. Endothelzellen und Mastzellen),
nachgewiesen [23-29]. Das CC Chemokin CCL3 ist ein inflammatorisches Chemokin,
welches zu einer Aktivierung des Immunsystems fuhrt [22, 28, 104-106]. Es wird von
verschiedenen Zellen exprimiert. Hierzu gehéren insbesondere neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen  [107-109].

Lipopolysaccharide und andere bakterielle Molektle, wie zum Beispiel Flaggelin,
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fuhren zu einer Expression des CC Chemokins CCL3 als Mediator in der akuten
Entztndungsreaktion [107-111].

2.2 Lipidmediatoren

Prostaglandine, Leukotriene und Plattchenaktivierender Faktor (PAF) sind klassische
Lipidmediatoren, welche bei entziindlichen Vorgadngen eine wichtige Rolle spielen.
Plattchenaktivierender Faktor (1-O-alkyl-2-azetyl-sn-glyzero-3-phosphocholin) zeigt
eine ausgepragte inflammatorische Wirkung [112, 113], und ist in entzindliche
Prozesse wie beispielsweise allergische Reaktionen und Asthma involviert [114, 115].
Die Bildung erfolgt hauptséchlich in Endothelzellen, Fibroblasten, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten sowie Thrombozyten [116]. PAF wirkt aktivierend auf
Leukozyten, kann eine Thrombozytenaggregation auslésen und die Degranulation von
Granulozyten hervorrufen. Auch die Permeabilitdit von GefaRen kann durch PAF
erhoht werden.

2.3 Lipopolysaccharide (LPS)

Unter Lipopolysacchariden (LPS) versteht man Bestandteile der Zellwand von
gramnegativen Bakterien. Diese Moleklle werden auch Endotoxine genannt und
kénnen starke Immunantworten auslésen. Sie bestehen aus einem Lipid-Anteil, der
kovalent mit einem Polysaccharid aus O-Antigen, auf3erer und innerer Kernstruktur
[117] verbunden ist. Ihre Aufgabe ist die strukturelle Stabilisierung der bakteriellen
Zellwand. Uber den Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) und den Co-Rezeptor
Lymphozytenantigen 96 (MD2, auch: LY96) wirkt LPS auf Immunzellen und weitere
Zellpopulationen [118-120]. TLR4 und MD2 werden zum grof3ten Teil von Monozyten,
Granulozyten, Lymphozyten, Endothelzellen und Makrophagen exprimiert [121]. Diese
Zellen sind mal3geblich an der Immunreaktion beteiligt, welche durch LPS
hervorgerufen werden. Bei solchen Immunantworten kann es zum septischen Schock
mit  lebensbedrohlichem Multiorganversagen kommen [122, 123]. Neue
Untersuchungen zeigen, dass LPS Uber TLR4 auch auf Thrombozyten wirken kann

[32]. Dabei kommt es zu einer gesteigerten Interaktion zwischen neutrophilen
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Granulozyten und Thrombozyten, welche zur Degranulierung der Immunzellen fihrt.
Zudem fuhren die LPS-stimulierten Thrombozyten zur Bildung von NETs durch
neutrophile Granulozyten in Lebersinusoiden. Diese Mechanismen fithren wiederum

zum effizienten Einfangen und Eliminieren von Bakterien.

3 Thrombozyten und Thrombusbildung

3.1 Thrombozyten

Thrombozyten (altgriechisch thrombos ,Klumpen® und kytos ,Hulle®) sind diskoide
Zellfragmente, welche aus Abschnirungen von Megakaryozyten in den Sinusoiden
des Knochenmarks entstehen. Bei diesem Prozess spielen Sarkomkinasen der Src-
Familie eine wesentliche Rolle [124]. Ein einzelner muriner Megakaryozyt bildet
zwischen 500 und 1000 Blutplattchen bis zu seinem Zelluntergang und taglich
entstehen 480 x 108 Thrombozyten in der Maus [125]. Thrombozyten sind in groRRer
Zahl in der systemischen Zirkulation vorhanden. Ihre Hauptaufgabe besteht in der
primdren  Hamostase (schnelle  Thrombusbildung, beispielsweise  nach
Gefallverletzung). Hierbei heften sich Blutplattchen an subendotheliale Strukturen, wie
z. B. Kollagen, an. Im Folgenden werden die Thrombozyten durch verschiedenste
Mediatoren wie Adenosindiphosphat (ADP), Thrombin und Prostaglandine aktiviert
und es kommt zur Plattchenaggregation mit der Bildung eines ,weil3en®
Plattchenthrombus.  Folglich  werden in  den Thrombozyten intrazellulare
Signalkaskaden ausgeltst, Oberflachenmolekile auf den Thrombozyten aktiviert und
eine Degranulation der gespeicherten Granula bewirkt [126]. Es befinden sich drei
verschiedene Arten von Granula in den Thrombozyten. Zum einen gibt es die Alpha-
Granula, welche Adhasionsmolekule fur interthrombozytéare Interaktionen, Anheftung
an die subendotheliale Matrix sowie an aktivierte Endothelzellen enthalten. Hierzu
gehoren insbesondere P-Selektin/CD62P, PECAM-1/CD31, Glykoprotein GPIIb/llla
(CD41/CD61), von-Willebrand-Faktor (VWF), Vitronektin und Fibronektin. Zum
anderen befinden sich elektronendichten Granula (,dense bodies®) in den
Thrombozyten, welche Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat (ATP),
Serotonin, Kalzium sowie Pyrophosphat enthalten. Des Weiteren sind Lysosomen,
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welche Glykosidasen, Proteasen, sowie Peptide mit bakterizider Wirkung [127]
beinhalten, vorzufinden.
Interaktionen einzelner Oberflachenmolekiile von Thrombozyten mit entsprechenden

Bindungspartnern auf anderen Zellen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Oberflachenmolekil auf Thrombozyt Interaktionspartner
P-Selektin/CD62P PSGL-1/CD162 (auf Leukozyten)
ICAM-2/CD102 LFA-1/CD11a (auf Leukozyten)
von-Willebrand-Faktor (VWF) GPIlba/V/IX (auf Thrombozyten)
GPIba/V/IX VWF (hauptsachlich bei hohen

Schergeschwindigkeiten), P-Selektin
/CD62P, Mac-1/CD11b
CD40L CD40 (auf Leukozyten und

Endothelzellen)

Tabelle 1: Oberflachenmolekiile auf Thrombozyten und Interaktionspartner auf anderen Zellen,
modifiziert nach [127].

Die Thrombozytenadhasion und Aggregation ist ein komplexer Vorgang mit mehreren
Schritten. Verschiedene Molekile auf der Oberflache der Thrombozyten sowie deren
Interaktionspartner sind an diesen Ereignissen beteiligt. Es ist bekannt, dass je nach
vorhandenen Scherkraften wahrend der Adhasion und Aggregation unterschiedliche
Molekiile involviert sind. Bei hoheren Schergeschwindigkeiten (> 1000 s™) sind initial
vor allem Bindungen von Glykoprotein GPIba/V/IX mit vVWF von grofRer Bedeutung. Je
héher die vorherrschenden Scherkrafte, umso wichtiger werden Bindungen von GPlba
und Fibronektin und umso weniger wichtig sind Interaktionen von Fibrinogen mit
GPIlb/llla [128-130].
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Ein-Etappen Aggregation

Zwei-Etappen Aggregation

Integrin a,f, GP IBVAX VWF  Fibrinogen
\1 ﬁ Y * Rollende Aggregate

100 s | | ]
Charakteristika A B C

Adhisionsrezeptor Integrin allbp3 Integrin allbp3, GPIb/V/IX GPIb/VIIX

Aktivierungsabhangig Ja Ja Nein

Tether-Bildung Nein Ja Ja

Ligand Fibrinogen VWF, Fibrinogen, Fibronectin VWF

Plattchenmorphologie Rund mit Filopodia Diskoid Glatt und Rund

Abbildung 4: Einfluss verschiedener Oberflachenmolekile von Thrombozyten und deren
Interaktionspartner auf die Thrombusbildung in Abhé&ngigkeit von der vorherrschenden
Schergeschwindigkeit, modifiziert nach [128].

Bei der Thrombozytenadhasion und der darauffolgenden Aggregation kann es auch
zur Ausbildung von Membranfaden (sogenannte ,tethers®) kommen. Diese
membrandsen Strukturen spielen vor allem bei der initialen Adhasion von
Thrombozyten an subendotheliale Strukturen, Endothelzellen oder weitere
Thrombozyten eine wesentliche Rolle. Die Ausbildung der ,tethers® ist ebenfalls
abhangig von den vorherrschenden Scherkraften und wird erst ab einer
Schergeschwindigkeit von 1000 st und hoher beobachtet [130-132]. Die fur die
Thrombozytenadhéasion verantwortlichen Interaktionen von vVWF mit GPlbo werden vor
allem Uber VWF vermittelt, welches von Endothelzellen synthetisiert wird und im
Blutplasma vorhanden ist [133]. Neben der entscheidenden Rolle der Thrombozyten
bei der primaren Hamostase hat sich in neueren Untersuchungen auch ein wichtiges
Zusammenspiel von Thrombozyten und Immunzellen gezeigt, welches bei
inflammatorischen Reaktionen von grol3er Bedeutung ist. So hat sich herausgestellt,
dass neutrophile Granulozyten nach aktivierten, am Endothel befindlichen
Thrombozyten suchen und mit diesen interagieren. Diese Interaktionen erfolgen durch
Wechselwirkung von P-Selektin/CD62P auf Thrombozyten mit PSGL-1/CD162 auf den
Immunzellen und ist von entscheidender Bedeutung in pathologischen Prozessen wie

beispielsweise der Entwicklung eines akuten Lungenversagens [134]. Auch
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Interaktionen von Immunzellen und Thrombozyten tiber CD40 und CD40L kdnnen die
Immunzellen an den Ort einer Entziindung dirigieren und somit die Immunantwort
entfachen [135]. Es hat sich zudem gezeigt, dass starke inflammatorische Reaktionen,
wie Dbeispielsweise eine systemische Entzindung durch Endotoxamie, die
mikrovaskulare, Thrombozyten-abhéangige Thrombusbildung verstarken kann [136-
138]. Weitere Interaktionen von Thrombozyten mit Immunzellen werden im Kapitel I,

3.3 naher beleuchtet.

3.2 Plasmatische Blutgerinnung

Die plasmatische Blutgerinnung wird auch als sekundare Hamostase bezeichnet. Es
handelt sich hierbei um eine Kaskade an enzymatischen Reaktionen, welche durch
Serinproteasen katalysiert werden. Vorlauferenzyme (die Enzyme bezeichnet man als
Faktoren) werden zu aktiven Enzymen gespalten, welche wiederum zur Aktivierung
weiterer Serinproteasen fuhren. Zwei initiale Wege werden unterschieden: Der
intrinsische Weg, welcher mit der Aktivierung von Faktor Xl beginnt und der
extrinsische Weg, bei dem Faktor VII bei Kontakt mit tissue factor (ein
Membranprotein, welches beispielsweise von Fibroblasten, Perizyten, glatten
Muskelzellen der Gefal3wand und Zellen der myeloiden Reihe exprimiert wird) zuerst
aktiviert wird. In der gemeinsamen Endstrecke beider Wege wird Prothrombin zu
Thrombin gespalten, welches wiederum die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin
katalysiert. Durch die Zwischenvernetzung der einzelnen Fibrinmolekile kommt es zur
Ausbildung eines Fibrin-Thrombus. Thrombin ist das Schliisselenzym bei diesem
Vorgang und hat neben der Aufgabe, Fibrin zu aktivieren, weitere Funktionen. Hierzu
gehort auch die Aktivierung von Thrombozyten und eine Verstarkung des
Gerinnungsprozesses Uber einen positiven Rickkopplungsmechanismus [139, 140].
Als Kofaktoren bei der Blutgerinnung sind Calcium und Phospholipide involviert. Die
Synthese der Gerinnungsfaktoren findet in der Leber statt und ist Vitamin K-abhangig.
Negative  Regulationsmechanismen der plasmatischen  Gerinnung  mit
antithrombotischer oder fibrinolytischer Wirkung werden von Protein C, Antithrombin,

tissue factor pathway inhibitor (TFPI) und Plasmin getragen.
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Neben der physiologisch wichtigen Funktion der Beendigung von Blutungen, ist die
plasmatische Gerinnung auch an pathologischen Prozessen beteiligt. Sie spielt bei
Herzinfarkten, Schlaganfallen und der tiefen Venenthrombose eine malgebliche
Rolle.

Die Prozesse der primaren und sekundaren Hamostase laufen gleichzeitig ab und
erganzen sich, sodass es zur Ausbildung eines stabilen Thrombus kommen kann
(siehe Abbildung 5) [30, 141, 142].

Zirkulierendes Gerinnungsfaktoren
Lumen Blutplattchen 0 0
Endothelzelle (O) o (©)

GefaRverletzung

Beginn der
Blutgerinnung

Plattchen-
adhesion

(¢]
Factor Vlla OO

[ Subendothelialer

Vemetzte Aktivierung  Factor Xa /
Tissue Factor

Ve
O Plattchen-
| aktivierung

Thrombin—O

Fibrinog%

Blutgerinnsel
4 S
-

Subendothelialer
Raum

Gerinnungs-
fortschreiten

Fibrin-
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AN, =
$E¥E SN\
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&% “w AV

Préavention einer Blutung

Abbildung 5: Parallel ablaufende Prozesse der primaren und sekundéren Hamostase zur
Generation eines stabilen Thrombus nach Gefa3verletzung, modifiziert nach [30].

Die Mechanismen der Immunthrombose werden im folgenden Kapitel genauer

beschrieben.

3.3 Immunthrombose

Unter Immunthrombose versteht man die Vernetzung von Abwehrmechanismen der
angeborenen Immunitat mit Prozessen der Blutgerinnung [30, 33, 143]. Diese
Mechanismen sind phylogenetisch mehr als 400 Millionen Jahre alt und dienen primar
der Abwehr von Pathogenen [144]. Eine Dysregulation dieser Prozesse ist jedoch
gefahrlich fur den Organismus und kann betréchtlichen Schaden anrichten. So hat sich
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beispielsweise gezeigt, dass die Immunthrombose wesentlich zur Entstehung der
tiefen Venenthrombose beitragt [34, 36]. Insbesondere Interaktionen von Leukozyten,
Thrombozyten und Endothelzellen (z. B. Uber P-Selektin/CD62P, PSGL-1/CD162 und
GPIba), aber auch Mechanismen der plasmatischen Gerinnung mit Einbeziehung von
tissue factor aus Zellen der myeloiden Reihe sind entscheidende Ereignisse bei der
Bildung eines tiefen Venenthrombus. Aufl3erdem kommt es zur Bildung von NET-
Strukturen durch neutrophile Granulozyten, welche Faktor Xl binden kénnen und
somit den intrinsischen Weg der Blutgerinnung auslésen und wesentlich verstarken.

Ein Beispiel fur den physiologischen Nutzen der Immunthrombose ist das Einfangen
von Bakterien unter septischen Bedingungen. Neutrophile Granulozyten bilden hierbei
NET-Geruste in den Lebersinusoiden aus, nachdem sie von Thrombozyten aktiviert
wurden. Diese netzartigen DNA- und Histongebilde kénnen zirkulierende Bakterien
aus der Lebermikrozirkulation sequestrieren und hierdurch eine weitere systemische
Streuung verhindern sowie eine rdumliche N&he zwischen Pathogenen und
Immunzellen herstellen, welche bei der weiteren Pathogenbekdmpfung durch die
Immunzellen von Nutzen ist [32, 69]. In Abbildung 6 ist das Einfangen von Pathogenen

durch immunthrombotische Vorgange dargestellt.

folfi-li-M-licolfiolcliclioll-)

Pathogentransport zur Endothelzelle Blutgefant
Induktion der erworbenen ?Q‘
Immunabwehr C3a Pathogen
Sekundére / = —
I hati Ul:‘ o Kompartimentalisierung und
bbbl \ e Verhinderung der

Pathogeninvasion und

PRR Rezeptor-mediiertes Dissemination

Erkennen von Schaden
oder Pathogenen

IMMUNTHROMBOSE Gefangene Pathogene
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factor
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6: Einfangen von pathogenen Organismen durch immunthrombotische Vorgange (plasmatischer
Gerinnung, Thrombozytenadhasion und Rekrutierung von Immunzellen) mit Ausbildung von
NETs, modifiziert nach [30].
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Zielsetzung der Arbeit

Folgende Ziele wurden fir diese Arbeit definiert:

Im ersten Teil der Arbeit sollen die Mechanismen einer durch das CC-Chemokin CCL3-

vermittelten Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das perivaskulare Gewebe

untersucht werden:

1) Welche Bedeutung haben die leukozytaren und nicht leukozytaren
Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 auf die Rekrutierungsmechanismen?

2) Welche Signal- und Adh&sionsmolekile sind an diesem Vorgang beteiligt?

3) Transmigrieren die Leukozyten tUber parazellulare oder transzellulare Wege ins
Gewebe?

4) Welche Unterschiede lassen sich im Vergleich zur Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten durch ,klassische Mediatoren® wie CXCL1 oder PAF
feststellen?

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Bedeutung von neutrophilen

Granulozyten fir die mikrovaskulare Thrombusbildung und der Auswirkung dieses

Prozesses auf die Dissemination von Pathogenen:

1) Welchen Effekt hat die akute, lokale Entziindung auf die mikrovaskulare
Thrombose verglichen mit mikrovaskularer Thrombusbildung in nicht-
entziindetem Gewebe?

2) Welche Bedeutung haben neutrophile Granulozyten im Prozess der
mikrovaskularen Thrombose unter entziindlichen Bedingungen?

3) Haben rheologische Effekte nahe der GefaRoberflache Einfluss auf die
mikrovaskuléare Thrombusbildung?

4) Welche Molekiile haben Schlusselfunktionen bei diesen Ereignissen?

5) Welchen biologischen Nutzen haben immunthrombotische Vorgange in der

Mikrozirkulation?
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\Y Material und Methoden

1 Genehmigung und Vorbemerkung

Alle durchgefuihrten Tierexperimente sind in der Zeit von Januar 2012 bis Marz 2017
am Walter-Brendel-Zentrum fur experimentelle Medizin der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Minchen unter den Tierversuchsantragen AZ 55.2-1-54-2531.84/09 und
55.2-1-54-2532-115-12 mit der Genehmigung der Regierung von Oberbayern

durchgeftihrt worden.

2 Mausstamme und Tierhaltung

Unterschiedliche Mauslinien wurden fir die unten beschriebenen Experimente
verwendet. Wildtyp C57BL/6N-Méause und Wildtyp Balb/cAnNCrl-Mause wurden bei
Charles River (Sulzfeld, Deutschland) erworben. Zur Untersuchung der Rolle der
Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 fir die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten in entziindetes Gewebe wurden Ccrl-defiziente und Ccr5-defiziente
Mause von PD Dr. B. Luckow (Medizinische Klinik und Poliklinik IV, Klinikum der
Universitat Minchen), wie in [145] beschrieben, generiert und fir 10 Generationen
(Ccrl) oder 13 Generationen (Ccr5) auf den Balb/c-Stamm zurtickgekreuzt. Diese
Tiere entsprechen vom Phéanotyp den Balb/c Kontrollmausen, sind Uberlebensfahig
und paarungsfahig. Mannliche, 20 bis 25 Wochen alte Balb/c, Ccrl- und Ccrb-
defiziente-Méause wurden fir den ersten Teil der Arbeit verwendet. Fir den zweiten
Teil der Arbeit wurden acht bis zw6lf Wochen alte, mannliche C57BL/6N Mause
untersucht.

Die Haltung der Mause erfolgte im Tierstall des Walter-Brendel-Zentrums fir
Experimentelle Medizin in einer raumlich abgetrennten Einheit in Gruppen von drei bis
funf Tieren in Makrolonkafigen. Freier Zugang zu Futter und Wasser wurde gewahrt
und mittels Zeitschaltuhr-abhangiger Beleuchtung wurde ein zwdlfstindiger Tag-
Nacht-Rhythmus vorgegeben. Die Aufzucht der Tiere erfolgte in individuell beliifteten

Kafigen unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen.
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3 In-vivo Experimente

3.1 Narkose

Zur Einleitung einer Anasthesie wurde eine intraperitoneale Injektion mit Ketamin (100
mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (10 mg/kg Koérpergewicht) in Verdinnung mit
Natriumchlorid 0,9% (2,5 : 0,5 : 7) durchgefuhrt. Die Narkose wurde durch wiederholte
Injektion von Ketamin und Natriumchlorid 0,9% (3 : 7) bis zur Beendigung des
Versuchs fortgefuihrt. Die Korpertemperatur der Versuchstiere wurde wahrend der
Praparation durch eine Warmeplatte und wahrend der Intravitalmikroskopie durch
Warmestrahler aufrechterhalten.

Fur schnell durchfuhrbare Injektionen (intraskrotal oder intravends uber die
Schwanzvene) wurde eine kurzzeitige Gasnarkose mit Isofluran (Forene, Abbott
GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und N2O mit Sauerstoff (FiO2 0,35) verwendet.

3.2 Chirurgische Pr&paration und Injektionstechniken

3.2.1 Praparation des M. cremaster

Zur Untersuchung der Mikrozirkulation auf zellularer Ebene In-vivo bietet sich die
Intravitalmikroskopie am M. cremaster der Maus an. Dieser Muskel ist leicht
zuganglich und kann durch eine ventrale Inzision auf einer individuell gefertigten
Mikroskopierbuhne diinn ausgebreitet werden. Nach Praparation kénnen biologische
Prozesse mittels Fluoreszenzmikroskopie und Durchlichtmikroskopie visualisiert
werden. Die Praparation wurde mit geringfigigen Modifikationen nach dem Protokoll
des Erstbeschreibers Baez [146] durchgefuhrt. Wahrend der Praparation wurde ein
Lichtmikroskop (Leitz, Wetzlar, Deutschland) mit 16-facher Vergro3erung benutzt.
Nach Narkoseeinleitung wurde das Versuchstier mit Pflasterstreifen auf einer
individuell angefertigten Bihne auf dem Ricken liegend fixiert. Das Skrotum wurde
anschlie3end auf der rechten Seite inzidiert und er6ffnet. Nach Exposition des rechten
Hodens und Nebenhodens mit dem umhillenden M. cremaster wurde vorsichtig eine

Elektrokauterisation der ventralen, moglichst avaskularen Zone des Muskels mit einer
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bipolaren Elektrokoagulations-Pinzette vorgenommen. Dieser wurde daraufhin im
elektrokoagulierten Bereich ventral eingeschnitten, aufgeklappt, aufgespannt und mit
Nadeln (L-férmig gebogene 30 G Kanulenspitzen) fixiert. Hoden und Nebenhoden
wurden nach Abloésen vom Muskel vorsichtig in die Bauchhdhle zurtckmobilisiert.
Wahrend der gesamten Prozedur wurde das Gewebe mit kérperwarmer, gepufferter,

physiologischer Kochsalzlésung (PBS) benetzt.

3.2.2 Katheterisierung der A. femoralis

Zur Verabreichung von Antikérpern, Inhibitoren, fluoreszierenden Mikrospharen oder
Fluoreszenzfarbstoffen wurde eine retrograde Kandilierung der A. femoralis
vorgenommen. Auf diese Weise kann die Mikrozirkulation des M. cremaster mit
Umgehung des Lungenkreislaufs direkt erreicht werden. Die chirurgische Praparation
wurde auf einer Warmeplatte und unter einem Lichtmikroskop (Leitz, Wetzlar,
Deutschland) mit 16-facher VergroRerung durchgefuhrt. Nach Narkoseeinleitung
wurde die Maus auf dem Ricken liegend mit Pflasterstreifen fixiert und eine Inzision
der Leistenregion links vorgenommen. Die exponierten Strukturen (von innen: V.
femoralis, A. femoralis und N. femoralis) wurden vorsichtig mittels stumpfer
Praparation voneinander getrennt und die A. femoralis mit einem didnnen
Polypropylenkatheter  (Innendurchmesser von 0,28 mm, Portex, Lythe,
Grol3britannien) retrograd kandliert. Der Katheter wurde mittels Nahtmaterial fixiert und
der Hautschnitt durch zwei Einzelknopfndhte wieder verschlossen. Wahrend der
gesamten Prozedur wurde das Praparationsgebiet mit kdrperwarmer, gepufferter,

physiologischer Kochsalzlésung benetzt.

3.2.3 Schwanzveneninjektion

Zur intravendsen Verabreichung von Antikdrpern oder Inhibitoren wurde eine
Schwanzveneninjektion durchgefiihrt. Die lateralen Venen des Schwanzes sind
hierbei gut zuganglich und bieten einen ausreichenden Durchmesser fir die Punktion

mit einer Kanile der GrolRe 30 G. In der Vorbereitung wurde ein dinner
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Polypropylenkatheter mit der Spitze einer 30 G-Kanule konnektiert und mit PBS
gespult. Nach Einleitung einer Gasnarkose wurde die anasthesierte Maus mittels
Pflasterstreifen auf einer Warmeplatte fixiert. Der Schwanz des Tieres wurde zwischen
Zeigefinger und Mittelfinger im proximalen Drittel gehalten und die Venen auf diese
Weise gestaut. Distal wurde die Haut mit Cutasept F (Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland) desinfiziert. Mit einer gebogenen Pinzette wurde nun die Spitze der 30
G-Kantle gegriffen und die Punktion der Vene durchgefihrt. Die intravasale Lage der
Kanule konnte durch zurtckflieRendes venoses Blut verifiziert und im Anschluss die
Injektion durchgefiihrt werden. Nach Wiedererwachen der Tiere wurden diese in
Einzelkafigen mit freiem Zugang zu Wasser und Futter bis zur Fortfihrung des

Versuchs gehalten.

3.2.4 Entzindliche Stimulation des M. cremaster

Im ersten Teil der Arbeit wurden die Mechanismen der Rekrutierung von zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten in das Gewebe nach intraskrotaler Stimulation mit
Chemokinen und Lipidmediatoren (CCL3, CXCL1 und PAF) im M. cremaster
untersucht. Im zweiten Teil der Dissertation wurde die mikrovaskulare
Thrombusbildung nach intraskrotaler Stimulation mit LPS analysiert. Hierzu wurden
die Versuchstiere jeweils durch eine kurze Gasnarkose anasthesiert, bevor eine
intraskrotale Injektion des entsprechenden inflammatorischen Stimulus in Losung mit
PBS injiziert wurde. Das Gesamtvolumen der Injektion belief sich auf 0,4 ml. Vor der
Injektion wurde die rechte Seite des Hodens mit Cutasept F desinfiziert und mit einer
30 G-Kanule eingestochen. Nach vorsichtiger Aspiration wurde im Anschluss das
Volumen verabreicht. Nach Wiedererwachen der Tiere wurden diese in Einzelkafigen

mit freiem Zugang zu Wasser und Futter bis zur Fortfihrung des Versuchs gehalten.

3.2.5 Endotoxamie

Zur Untersuchung der Effekte einer Endotox&mie auf die mikrovaskulare

Thrombusbildung wurde eine intraperitoneale Injektion von LPS nach volatiler
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Kurznarkose durchgefiihrt. Hierzu wurde die Bauchhaut mit Cutasept F desinfiziert,
anschlieBRend mit einer 30 G-Kanule punktiert und nach vorsichtiger Aspiration die
Substanz injiziert. Nach Wiedererwachen der Tiere wurden diese in Einzelkafigen mit

freiem Zugang zu Wasser und Futter bis zur Fortfiihrung des Versuchs gehalten.

3.2.6 Transfer von Knochenmarksleukozyten

Zur Unterscheidung von leukozytdren und nicht-leukozytaren Effekten der
Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 sowie der Pertussis-sensitiven G-Protein
gekoppelten Signalkaskaden auf die CCL3 bedingte Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten in das perivaskulare Gewebe wurden im ersten Teil der Arbeit Zell-
Transfer-Experimente nach Woodfin et al. [147] mit aus dem Knochenmark isolierten
Leukozyten (>90% neutrophile Granulozyten) durchgefuihrt. Zur Gewinnung von
Knochenmarksleukozyten wurden die Tiere narkotisiert und durch eine zervikale
Dislokation euthanasiert. AnschlieRend wurden nach Hautdesinfektion in Bereich der
Inzisionslinien die Roéhrenknochen der unteren Extremitat (Femur und Tibia)
exartikuliert und von Muskelgewebe befreit. Die Enden der Knochen wurden distal und
proximal abgetrennt und das Ubrig gebliebene Knochenfragment mehrfach vorsichtig
mit gekihltem PBS gespult. Die Flussigkeit wurde durch ein Zellsieb (70 pm
Porengrdl3e, White; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) geleitet und in einem
Falcon-Rohrchen (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) aufgefangen. Im Anschluss
wurde die Anzahl der Leukozyten in der Suspension mit Hilfe eines Zellzahl-Gerates
(Coulter A-C-T-Serie; Coulter Corporation, Miami, FI, USA) bestimmt und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (Calcein-AM,10 uM L6sung) bei Raumtemperatur fur 30 Minuten
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurden 107 fluoreszenzmarkierte Zellen mittels
intraventser Schwanzveneninjektion der Empfangermaus zugeftihrt. Nach weiteren
30 Minuten wurde zur Induktion der Entziindung im M. cremaster eine intraskrotale
Injektion von CCL3 durchgeftiihrt, bevor 3 Stunden spéter die intravitalmikroskopischen

Untersuchungen begonnen wurden.
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3.2.7 Depletion von neutrophilen Granulozyten

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von neutrophilen Granulozyten auf die
mikrovaskulare Thrombusbildung untersucht. Hierzu wurde eine Depletion der
neutrophilen Granulozyten in Wildtyp-Mausen durchgefuhrt. Um dies zu erreichen
wurden blockierende, gegen das Antigen Ly-6G auf neutrophilen Granulozyten
gerichtete, monoklonale Antikdrper (mAb, clone 1A8; 150 ug; BD Biosciences)
verwendet, welche 24 und 6 Stunden vor Induktion der Entziindungsreaktion
intravends (s.0.) mittels Schwanzveneninjektion verabreicht wurden. In der
Blutabnahme nach dem Experiment wurde der Erfolg der Depletion mit der Erstellung
eines Differential-Blutbildes an einem Zellzahl-Gerat (ProCyte Dx cell counter; IDEXX
Laboratories, Westbrook, ME, USA) Uberprift. Auf diese Weise konnten tber 90% der
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten in diesen Tieren eliminiert werden (siehe
Tabelle 5, Kapitel V, 2.8).

3.2.8 Depletion von Thrombozyten

Um die Bedeutung von Thrombozyten fir die mikrovaskulare Thrombusbildung zu
Uberprufen, wurden eine Depletion dieser zellularen Blutbestandteile vorgenommen.
Durch repetitive Injektionen (48, 24 und 6 Stunden vor Induktion der
Entztndungsreaktion) monoklonaler, gegen GPIba/CD42 gerichteter Antikorper (mAD,
clone Xia.B2; jeweils 50 pg; Emfret Analytics, Eibelstadt, Deutschland) in die
Schwanzvene von Wildtyp-Mausen konnte eine Elimination von Uber 90% der
zirkulierenden Thrombozyten in diesen Tieren erreicht werden (siehe Tabelle 4, Kapitel
V, 2.8).

3.2.9 Blutentnahme

Nach jedem Tier-Experiment wurde eine Blutentnahme durchgefuhrt. Hierfiir wurde

eine mediane Inzision der Haut im Bereich des Oberbauchs am anasthesierten Tier
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vorgenommen und die V. cava inferior exponiert. Im Anschluss wurde das Gefal3 mit
einer 26 G-Kanule punktiert und Blut gewonnen. Im ersten Teil der Arbeit wurde die
systemische Leukozytenzahl mit Hilfe eines Zellzahlgerates (Coulter A-C-T-Serie;
Coulter Corporation) bestimmt, im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Differentialblutbild
mittels ProCyte Dx-Zellzahlgeréat (IDEXX Laboratories) erstellt.

3.3 Intravitalmikroskopie (IVM)

3.3.1 Reflected light oblique transillumination (RLOT)-Mikroskopie

Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung der Mikrozirkulation des M. cremaster
wurde ein Olympus BX 50 Mikroskop (Olympus Mikroskopie, Hamburg, Deutschland)
benutzt, welches fur Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie ausgestattet ist. Als
Lichtquelle diente eine Xenon Lampe (75 Watt), deren Licht zu einem anndhernd
monochromatischen Strahl mit einer Wellenlange von 700 nm durch einen
galvanometrischen Scanner gebindelt (Polychrome II, TILL Photonics, Gréafelfing,
Deutschland) und durch einen Fluorescinisothiocyanat (FITC)-Filter-Kubus mit
dichroitischen Emissionsfiltern (DCLP 500 und LP515, Olympus) auf das zu
untersuchende Objekt gelenkt wurde. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden durch
Wasser-Immersionslinsen der Firma Olympus (60x numerische Apertur (NA), 0,9; 20x
NA, 0,5; 10x NA, 0,3) angefertigt und mit einer Schwarz-Weil3 (CCD)-Videokamera
(Cohu 4920, Cohu, San Diego, CA, USA) und einem analogen Videorekorder (AG-
7350-E, Panasonic, Tokyo, Japan) aufgenommen. Durch eine spezielle
Aufnahmetechnik nach Mempel et al. [148] mit schrag gestelltem Spiegel (Reflektor)
unter dem zu untersuchenden Objekt (Reflected Light Oblique Transillumination
(RLOT)-Mikroskopie) wurde erreicht, dass ein Teil des ankommenden Lichts vom
Gewebe reflektiert wird, wahrend ein anderer Teil des Lichts durch das Objekt hindurch
auf den Reflektor trifft und in einem bestimmten Winkel zur Horizontalebene zurlck
durch das Gewebe ins Mikroskop gelangt. Zusammen mit dem Einsatz von nah-
infrarotem Licht entsteht auf diese Weise ein vergleichsweise hoher Bildkontrast,
welcher beispielsweise die Darstellung von in das Gewebe transmigrierten Leukozyten

ohne den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen erlaubt. Der verwendete Spiegel hat
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einen Durchmesser von 11,8 mm und eine Tiefenausdehnung von 0,19 bis 0,22 mm

(Freichel, Kaufbeuren, Deutschland).

3.3.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden an drei verschiedenen Mikroskopen
angefertigt. Im ersten Teil der Arbeit wurde fur die Darstellung der
Endothelzellkontakte (endothelial junctions) ein Fluoreszenzfarbstoff-markierter,
gegen das Molekil PECAM-1/CD31-gerichteter, monoklonaler Antikorper verwendet.
Hierfir wurde ein Axio Scope.Al Mikroskop mit einer Colibri 2 LED Lichtquelle (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Goéttingen, Deutschland) und einem QUAD Filterset (DAPI
(4',6-Diamidino-2-Phenylindole)/FITC/Cy3/Cy5-sbx-HC Filterset; AHF
Analysentechnik AG, Tubingen, Deutschland) mit 20x und 40x Wasser-
Immersionsobjektiven (0,5 NA, Zeiss Microlmaging GmbH, Deutschland) verwendet.
Fir den zweiten Teil der Arbeit wurden Aufnahmen der mikrovaskularen

Thrombusbildung ebenfalls am oben genannten Mikroskop angefertigt.

Mit dem Olympus BX 50 Mikroskop (siehe Kapitel IV, 3.3.1) wurden Aufnahmen von
fluoreszierenden Mikrospharen zur Geschwindigkeitsbestimmung und Aufnahmen der
durch  phototoxische  Endothelzellschadigung ausgelésten  mikrovaskularen

Thrombose angefertigt.

Zur pseudo-simultanen Darstellung von fluoreszenzmarkierten Thrombozyten,
neutrophilen  Granulozyten und Bakterien wahrend der mikrovaskuléaren
Thrombusbildung wurde ein AxioTech-Vario 100 Mikroskop (Zeiss Microlmaging
GmbH, Gottingen, Deutschland) mit einer Colibri LED Lichtquelle (Zeiss Microlmaging
GmbH) benutzt. Das Licht wurde durch ein 62 HE Filterset (Zeiss Microlmaging GmbH)
mit dichroischen Filtern und Emissionsfiltern [TFT 495 + 610 (HE); TBP 527 + LP615
(HE)] auf das zu untersuchende Gewebe gelenkt. Die Mikroskopieaufnahmen wurden
mit einer AxioCam Hsm Digitalkamera mit 20x und 40x Wasser-Immersionsobjektiven
(0,5 NA, Zeiss Microlmaging GmbH) angefertigt. Die so entstandenen Aufnahmen
wurden mit der AxioVision 4.6 Software (Zeiss Microlmaging GmbH) prozessiert.
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3.3.3 Thrombusbildung durch phototoxische Endothelzellschadigung

Zur Untersuchung der mikrovaskularen Thrombusbildung wurde ein Modell verwendet,
bei welchem durch phototoxische Endothelzellschadigung eine Thrombose induziert
wird (siehe Kapitel IV, 3.3.3). Hierfur wurde FITC-Dextran (150 kDa, 2,5%, 6 ml/kg
Korpergewicht, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) Uber einen Katheter in der A.
femoralis verabreicht. Funf Minuten nach Injektion wurde das gewahlte Gefal3 (ca. 300
um Lange) mit Licht der Wellenlange 488 nm kontinuierlich bestrahlt und auf diese
Weise eine phototoxische, durch Sauerstoffradikale vermittelte Schadigung des
GefalRendothels generiert. Die hieraus resultierende Endothelzellaktivierung fuhrt
schlie3lich zu einer lokalisierten Thrombusbildung im belichteten Areal. Hierbei kbnnen
sowohl der Beginn der Thrombusbildung, als auch der weitere Verlauf bis zum
vollstandigen Gefaldverschluss visualisiert und quantitativ analysiert werden. Um die
Vergleichbarkeit der Gruppen zu gewahrleisten, wurde der Mittelwert der
Fluoreszenzintensitat in jedem der untersuchten Gefale bestimmt (siehe Tabelle 3,
Kapitel V, 2.8).

3.3.4 Konfokalmikroskopie

Im zweiten Teil der Arbeit wurden zur Lokalisation der CD40, CD40L/CD154 und von-
Willebrand-Faktor-Molekile im  Thrombus konfokalmikroskopische Analysen
durchgefihrt. Hierzu wurden, nach Praparation des M. cremaster, durch phototoxische
Stimulationen Thrombosen ausgeldst. Nach Euthanasie wurde der praparierte M.
cremaster von Wildtyp-Mausen in 4% Paraformaldehyd fixiert. Das Gewebe wurde
anschlieend mit einer 10% Ziegenserum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und
0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)-Losung bedeckt, mit PBS gewaschen und
permeabilisiert. Danach erfolgte die Inkubation mit AntikGrpern gegen verschiedene
Oberflachenmolekiile: GPIbB Derivat zur Identifikation von Thrombozyten (X-649;
DyLight 488; Emfret Analytics) und Ly6G/C zur Visualisierung von neutrophilen
Granulozyten und inflammatorischen Monozyten (GR-1; Alexa Fluor 647; Invitrogen,
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Carlsbad, CA, USA). Antikérper gegen CD40 (rat anti-mouse; eBiosciences, San
Diego, CA, USA), CD40L/CD154 (rat anti-mouse; BD Bioscience) oder VWF (rabbit
polyclonal; abcam, Cambridge, UK) wurden verwendet, um die Lokalisation der
jeweiligen Molekule zu untersuchen. Die Inkubation mit den Antikdrpern erfolgte fir 12
Stunden bei 4°C und im Anschluss wurde das Gewebe 3 Stunden bei Raumtemperatur
mit einem Alexa Fluor 546 goat anti-rat oder einem Alexa Fluor goat anti-rabbit
Antikorper fur 3 Stunden inkubiert. Vor der Mikroskopie wurde die Gewebeprobe in
PermaFluor (Beckmann Coulter, Fullerton, CA, USA) auf einem Objekttrager mit
Deckglas eingebettet. Konfokale Bilder von ca. 30 um Dicke (Schichtdicke pro
Aufnahme: 1,0 um) wurden mit einem Leica SP5 Laser-scanning Konfokalmikroskop
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) mit Ol-lmmersionsobjektiven (40x, NA 1,40;

Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) angefertigt.

3.3.5 Quantifizierung hamodynamischer Parameter und der

Leukozytenmigration

Zur Analyse der intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurde die Software ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) und die Cap-Image Software (Dr.

Zeintl, Heidelberg, Deutschland) verwendet.

Als intravaskulér rollende Leukozyten wurden die Zellen gewertet, welche sich
langsamer als der sie umgebende Blutstrom entlang der Endothelzellen bewegten.
Dabei wurde die Anzahl der rollenden Leukozyten wéahrend einer 30 sekiindigen
Aufnahme quantifiziert, welche in diesem Zeitraum eine quer durch das Gefal3 gelegte
Linie Uberschritten hatten. Als intravaskuldr adharente Leukozyten wurden die Zellen
bestimmt, welche fir mehr als 30 Sekunden innerhalb des ausgewerteten Bereichs
(GefalRabschnitt auf 100 um Lange) statisch an der luminalen Endothelzelloberflache
befindlich waren. Zur Auswertung der in das perivaskulare Gewebe transmigrierten
Leukozyten wurde ein rechteckiger Bereich von jeweils 100 x 75 um auf beiden Seiten
des betrachteten GefalRabschnitts begutachtet und darin befindliche, extravaskulére

Leukozyten gezahit.
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Um die BlutflieRgeschwindigkeiten in den untersuchten GefalRabschnitten zu
bestimmen, wurden fluoreszierende Mikrospharen (0,96 um Durchmesser; Molecular
Probes, Leiden, Niederlande) Uber den Katheter in der A. femoralis injiziert und
anschlieBend unter stroboskopischer Beleuchtung die Distanz zwischen zeitlich
aufeinanderfolgenden Aufnahmen einer individuellen Mikrosphare gemessen. So
konnten mehrere Mikrosphéren in einem bestimmten Gefal3abschnitt ausgewertet und
der Mittelwert der BlutflieRgeschwindigkeiten (nach der Formel: Vimean = 0,625 Vcenterline;
Vcenterline ISt die gemessene Geschwindigkeit einer frei flieRenden Mikrosphére in der
Mitte des Geféal3es) berechnet werden (siehe Tabelle 2, Kapitel V, 1.9 und Tabelle 3,
Kapitel V, 2.8). Uber die Messung der BlutflieRgeschwindigkeit und die
ausgemessenen Gefalldurchmesser konnten die vorherrschenden
Schergeschwindigkeiten, unter Annahme eines parabolischen Flussprofils Gber den
Gefal3querschnitt berechnet werden (nach der Formel: Scherrate (yw) = 4,9 (8 Vmean/
d), wobei der GefaBdurchmesser d in um und die Geschwindigkeit Vmean in um s

angegeben werden [149]).

3.3.6 Quantifizierung der Rekrutierung von Fluoreszenz-markierten Leukozyten

Um leukozytare Effekte von Chemokinrezeptorinteraktionen und
Signaltransduktionswegen von nicht-leukozytaren Effekten auf die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in das perivaskulare Gewebe unterscheiden zu kdnnen,
wurde im ersten Teil der Arbeit ein Zelltransfer durchgefiihrt (siehe Kapitel IV, 3.2.6
Transfer von Knochenmarkleukozyten). Die aus dem Knochenmark gewonnenen
Leukozyten (Uber 90% neutrophile Granulozyten), welche mit Calcein-AM angefarbt
wurden, wurden drei Stunden nach Applikation eines entzindlichen Stimulus in 175
Gesichtsfeldern (Hauptgesichtsfeld, high power field, HPF) fluoreszenzmikroskopisch
ausgezahlt. Dies entspricht der vollstandigen Flache eines nach chirurgischer
Praparation aufgespannten M. cremasters der Maus. Auf diese Weise konnte die
Anzahl der adharenten und transmigrierten Calcein-gefarbten Zellen pro

Hauptgesichtsfelds bestimmt werden.
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3.3.7 Visualisierung der Leukozytentransmigrationswege

Zur Visualisierung der Transmigrationsroute von extravasierenden Leukozyten wurde
eine Farbung der Endothelzellkontakte mittels Fluoreszenz-markierter, monoklonaler,
nicht-blockierender, gegen PECAM-1/CD31 gerichteter AntikGrper vorgenommen. So
konnten die endothelialen Kontakte in postkapillaren Venolen des M. cremaster
fluoreszenzmikroskopisch dargestellt und die Lokalisation der adharenten Leukozyten
in Bezug auf diese Strukturen analysiert werden. Auf diese Weise konnten
Ruckschlisse auf die Transmigrationsroute (parazelluléar vs. transzellular) gezogen

werden.

3.3.8 Quantifizierung der mikrovaskularen Thrombusbildung

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die mikrovaskuldre Thrombusbildung nach
phototoxischer Endothelzellaktivierung fluoreszenzmikroskopisch visualisiert und
analysiert. Die Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung (Beginn) wurde als
Zeitspanne nach Beginn der kontinuierlichen Bestrahlung mit Licht der Wellenlange
488 nm bis zum ersten Auftreten adhérenter Thrombusanteile an der endothelialen
Oberflache definiert. Die Zeit bis zum Gefal3verschluss (Verschluss) wurde definiert
als Zeitspanne nach Beginn der kontinuierlichen Bestrahlung bis zum kompletten
Verschluss des entsprechenden GefalRabschnitts mit ausbleibendem Blutfluss fur Gber
60 Sekunden. Als Grenzwert fir die Dauer der Messungen bis zum vollstandigen
Gefal3verschluss wurde 1500 Sekunden fir Venolen und 2700 Sekunden fur Arteriolen

definiert.

3.3.9 Quantifizierung der Disposition von fluoreszierenden Mikrosphéaren und

Escherichia coli (E. coli) in mikrovaskularen Thromben

Um den physiologischen Nutzen der mikrovaskularen Thrombusbildung unter

entzindlichen Bedingungen zu analysieren, wurde die mikrovaskulare
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Thrombusbildung nach dem oben genannnten Protokoll durchgefuhrt und kurz vor
Beginn der Thrombose eine Injektion von fluoreszierenden Mikrospharen oder
gefarbten E. coli-Bakterien (K12 Stamm, mit Hoechst 1:500 gefarbt, Injektion von 10°
Bakterien) vorgenommen. Die Anzahl der Mikrospharen in den entstehenden
Thromben bzw. die Flache der mit Bakterien durchsetzten Thrombusanteile wurden

guantifiziert.

4 Ex-vivo- und In-vitro-Experimente

4.1 Immunhistochemische Farbungen

Zur Phanotypisierung der in das perivaskulare Gewebe transmigrierten Leukozyten
wurden immunhistochemische Farbungen an Gewebsschnitten des M. cremaster
angefertigt. Nach Stimulation des M. cremaster mit CCL3 oder LPS wurde dieser nach
drei Stunden oder respektive sechs Stunden entnommen, in 4% Paraformaldehyd (pH
7,4) fixiert und anschlieRend in Paraffin gebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms (Reichert-
Jung Biocut 2030, Leica-Microsystems, Wetzlar, Deutschland) wurden ca. 6 um dicke
Gewebeschnitte angefertigt, welche mit monoklonalen gegen Ly-6G (BD Biosciences)
zur Anfarbung von neutrophilen Granulozyten, CD45 (BD Biosciences) zur Anfarbung
aller Leukozyten oder F4/80 (Serotec, Oxford, UK) zur Anfarbung von Monozyten und
Makrophagen gerichteten 1gG Antikdrpern inkubiert wurden. Ein Immunhistochemie
Kit (Super Sensitive Link-Label ICH detection system, BioGenex, San Ramon, CA,
USA) wurde verwendet, um die durch die Antikorper markierten Zellen zu visualisieren.
Eine Gegenfarbung mit Mayer's Hamalaun zum Farben von Zell- und
Gewebestrukturen (wie beispielsweise Zellkerne, Mitochondrien, Myelin und Kollagen
und Elastin) wurde durchgefuhrt und die so erhaltenen Schnitte bei 400x Vergrol3erung
lichtmikroskopisch ausgewertet. Auf diese Weise konnten in das Gewebe
transmigrierte Ly-6G-, CD45-, und F4/80-positive Zellen quantifiziert werden.
Insgesamt wurden pro Versuchstier 60 Hauptgesichtsfelder (HPF) bei vier
Versuchstieren pro Gruppe ausgewertet.
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4.2 In-vitro-Fluidik-Experimente

4.2.1 Konstruktion der Mikrofluidikchips

Mikrofluidikchips wurden aus Silikonelastomeren (PDMS Slygard 184, Dow Corning,
Midland, MI, USA) hergestellt und gegossen. Die Maske zum Giel3en der Chips wurde
durch Photolitographie (Ubertragung einer Fotomaske auf einen lichtempfindlichen
Fotolack) auf einem Siliziumwafer (Grundplatte fur die Fluidikchips) hergestellt und
besteht aus 2 Ubereinandergelegten Formen des Fotolacks (SU-8 photoresist,
MicroChem Corp., Westborough, MA, USA). Um ein Negativ des spater gegossenen
40 pum Kanals mit 8 um durchmessenden fokalen Erhebungen (welche im Folgenden
.oump structures® genannt werden und den MalRen von intravaskular adharenten
Leukozyten entsprechen) anzufertigen, wurde eine 32 pum durchmessende obere
Schicht des Kanals mit einer 8 pum durchmessenden unteren Schicht mit
ausgestanzten, 8 um durchmessenden Léchern Gbereinandergelegt. Auf diese Weise
konnten die Kanéale der Fluidik hergestellt werden. Folgende Kanalstrukturen wurden
gebaut: 4 verschiedene Kanale mit unterschiedlichen bump structure Dichten (0O, 10,
25 und 50 bump structures pro 10* um?), welche parallel geschaltet, vom gleichen
Zulauf gespeist und in den gleichen Ablauf drainiert wurden. Die Anordnung der bump
structures in den Kanalen wurde durch einen MATLAB-Zufallsgenerator (Software zur
Berechnung, MathWorks, Naticks, Massachusetts, USA) bestimmt. Zwischen den
Kanalen und dem Ablauf wurde ein hydrodynamischer Widerstand in Form einer
Serpentinenstruktur eingebaut, um die Flussrate auf physiologische Bedingungen
einstellen zu kénnen. Zur Anfertigung der Kanale wurde Polydimenthylsiloxan (PDMS,
ein Polymer auf Siliziumbasis) hergestellt, auf den Siliziumwafer gegossen und fir eine
Stunde bei 80°C ausgehartet. Das polymerisierte PDMS wurde im Anschluss
vorsichtig vom Siliziumwafer gelést und Einlass und Auslass wurden gestanzt. Danach
wurde der Chip geséaubert, fir 30 Sekunden mit Sauerstoffplasma in Kontakt gebracht
(Diener electronics GmbH+Co. KG, Ebenhausen, Deutschland) und irreversibel auf
einem Objekttrager befestigt.
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4.2.2 Fluoreszenzmikroskopie der Mikrofluidikchips

Experimente in der Mikrofluidik wurden fluoreszenzmikroskopisch an einem Nikon Ti-
E Inversmikroskop (Nikon, Tokio, Japan) mit durch NIS-Elements (Softwarepaket von
Nikon zur Navigation der Plattform) gesteuerter Plattform durchgefiihrt. Dabei wurden
funf Positionen mit einer insgesamt 40 x 830 um messenden Oberflache in jedem
Kanal mindtlich aufgenommen. Die Aufnahmen wurden mit einem CFI P-Apo DM 100x
Objektiv  und einer Kamera (SCMOS low-light Kamera fir hohe
Aufnahmegeschwindigkeit und hohe Auflésung, Zyla-5.5, Andor, Belfast, Nordirland)
angefertigt. Thrombozyten wurden mit einem anti-GPIbB Derivat (X-649; Emfret
Analytics, Deutschland) fluoreszenzmarkiert. Durch die festen Blutbestandteile im
Vollblut wurde der Lichtstrahl des Mikroskops derart abgeschwacht, dass keine
ausreichend scharfen Videoaufnahmen der bump structures und der Anlagerungen
von Thrombozyten an diese méglich waren. Daher wurde fur die mikroskopischen
Videoaufnahmen Vollblut im Verhéltnis 1:10 mit PBS verdinnt. Auf diese Weise
konnten detaillierte Videoaufzeichnungen der Interaktionen von Thrombozyten mit
bump structures angefertigt werden. Zusatzlich wurden Experimente mit
unverdinntem Vollblut ohne Echtzeit-Visualisierung durchgefiihrt. Nach zehn Minuten
Durchfluss wurde die Anzahl der adharenten Thrombozyten auf einer Flache von 40 x
830 um pro Kanal quantifiziert und so Daten zur Bedeutung der Dichte von bump-

structures fur die Anlagerung von Thrombozyten erhoben.

4.2.3 Simulation der Fluiddynamik

Um zu verstehen, warum sich Thrombozyten an geometrischen bump structures in
den Kandlen der Mikrofluidik anlagern (siehe Kapitel V, 2.4), haben wir eine
Fluiddynamiksimulation benutzt. Die Simulation beschreibt annahernd den Fluss von
einer Flussigkeit (z. B. Blut) als auch der darin enthaltenen Teilchen (z. B.
Thrombozyten) in einem Kanal mit 40 um Durchmesser bei physiologischen
Flussbedingungen (mit einer Schergeschwindigkeit von 1500 s?). In der Literatur
finden sich Arbeiten, welche den Einfluss von Wandeffekten [150], Brown‘scher

Molekularbewegung [151], Elastizitat [152], biochemischen Reaktionen [153] sowie
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roter Blutkorperchen im Vollblut [154] auf Thrombozyten untersucht haben. Ein
dominierender Effekt in diesen Studien ist eine von der Hydrodynamik induzierte
Drehbewegung der Thrombozyten. Aufgrund hoher Scherkrafte wird eine
Drehbewegung der Thrombozyten ausgel6st, wodurch sich diese untereinander
annahern und auch in die Nahe des Endothels geraten.

Auf Grund dieser Beobachtungen postulierten wir, dass die Drehbewegung eines
Thrombozyten diesen in die Nahe der bump structures bringt. Um die Simulation zu
vereinfachen, haben wir uns auf theoretische Physik fokussiert, welche die
Drehbewegung korrekt beschreibt. Andere Einflisse, wie die oben genannte
Braun’sche Molekularbewegung, Elastizitdt, Wechselwirkungen durch andere
Blutkdrperchen oder Wandeffekte, wurden vernachlassigt. Des Weiteren haben wir die
Simulation der Dynamik auf einen longitudinalen Schnitt durch den Kanal (2D, 160 x
40 um) begrenzt. Die Bewegung der Flussigkeit und des Thrombozyten durch den
Kanal haben wir mit einem Finite Elemente Simulationsprogramm (COSMOL
Multiphysics, Stockholm, Schweden) simuliert.

Auf Grund der niedrigen Reynolds Zahl (eine dimensionslose Kennzahl, welche das
Verhaltnis von Tragheits- zu Zahigkeitskraften beschreibt) in der Mikrozirkulation
wurde laminarer Fluss angenommen [155]. Erst bei deutlich hoheren als in der
Mikrozirkulation auftretenden Reynolds Zahlen kommt es zu turbulenten Strdomungen.
Diese sind in der Mikrozirkulation nicht vorzufinden. Der simulierte Thrombozyt wurde
als inelastisches, diskoides Objekt ohne Einfluss auf den umliegenden
Flussigkeitsstrom (aufgrund der geringen Grol3e des Objekts) betrachtet. Auf diese
Weise konnte zuerst der Flussigkeitsstrom und anschliel3end die Verschiebe- und
Rotationsbewegung des Thrombozyten berechnet werden. Bei der Berechnung der
Verschiebebewegung des Thrombozyten wirkt bei niedriger Reynolds Zahl eine
Zugkraft auf den Thrombozyten. Die Geschwindigkeit des Blutflusses wurde im
Massenmittelpunkt des Thrombozyten angenommen. Eine Rotationsbewegung, die
durch das Geschwindigkeitsprofil der Flussigkeit im Kanal und den daraus
entstehenden Scherkraften auf den Thrombozyten ausgel6st wird, wurde in unserem
Computermodell durch Hinzufligen einer Rotationsgeschwindigkeit simuliert. Sowohl
die Verschiebe- als auch die Rotationsbewegung andern in dieser Annaherung den
Fluss in der Fluidik nicht und wurden mittels MATLAB-Software (Mathworks)

berechnet.
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4.3 Systemische Leukozytenzahlen, Thrombozytenzahlen, Differentialblutbild

In den Untersuchungen zur Chemokin-vermittelten Entziindungsreaktion wurden die
systemische Leukozytenzahl (siehe Tabelle 2, Kapitel V, 1.9) und in den Zelltransfer-
Experimenten mit Knochenmarksleukozyten die Anzahl der injizierten
Knochenmarksleukozyten in der Spenderlosung mit Hilfe eines Zellzahlgerates
(Coulter AC-T-Serie; Coulter Corporation) gemessen.

In den Untersuchungen zur mikrovaskularen Thrombusbildung in entzindetem
Gewebe wurden Differentialblutbilder mittels ProCyte Dx cell counter (IDEXX
Laboratories) erstellt. Die systemischen Leukozytenzahlen und Thrombozytenzahlen
der einzelnen Gruppen sind in Tabelle 3, Kapitel V, 2.8 in den Ergebnissen dargestellt.
Nach Plattchendepletion wurden die Thrombozyten gemessen und somit der Erfolg
der Intervention Uberpruft. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4, Kapitel V, 2.8 dargestellt.
Nach Depletion der neutrophilen Granulozyten wurde der Erfolg der Intervention durch

Anfertigung eines Differentialblutbilds kontrolliert (siehe Tabelle 5, Kapitel V, 2.8).

4.4 Verwendete Reagenzien

Folgende Reagenzien wurden in den Untersuchungen zur Chemokin-vermittelten
Entzindungsreaktion verwendet:

Rekombinantes murines CCL3 oder CXCL1 (je 300 ng in 400 ul PBS, R&D Systems;
Wiesbaden, Deutschland) oder PAF (400 pl einer 10-® molaren Lésung; Sigma Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland) wurde zur Induktion einer Entziindungsreaktion
intraskrotal (i.s.) injiziert. Pertussistoxin (PTx, 4 ug in 150 ul PBS; Sigma Aldrich) wurde
intraarteriell (i.a.) verabreicht, um G-Protein gekoppelte Signalwege zu blockieren. Zur
Inhibierung von PI3-Kinasen wurde Wortmannin (irreversibler pan-PI3K-Inhibitor, 1
mg/kg Korpergewicht i.a., blockiert alle Isoformen der PI3-Kinase; Sigma Aldrich),
P1103 (reversibler pan-PI3K-Inhibitor, 3 mal 5 mg/kg Koérpergewicht intraperitoneal
(i.p.), blockiert alle Isoformen der PI3-Kinase), AS605240 (selektiver, reversibler
Inhibitor der PI3Ky; dreimal 5 mg/kg Korpergewicht i.p.) oder IC87114 (selektiver,
reversibler PI3Ka-Inhibitor, 3 mal 5 mg/kg Korpergewicht i.p.) verwendet.
Blockierende, monoklonale Antikorper gegen LFA-1/CD1la (clone M17/4), Mac-
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1/CD11b (clone M1/70), VLA-4/CD49d und Integrin a4p7 (clone R1-2 und clone PS/2),
PECAM-1/CD31 (clone MEC 13.3), ICAM-1/CD54 (clone YN1), ICAM-2/CD102 (clone
3C4) und VCAM-1/CD106 (clone 429) wurden intraarteriell injiziert, um die jeweiligen
Molekdulinteraktionen zu blockieren (jeweils 50 ul der Antikdrperlésung in 150 ul PBS;
BioLegend, San Diego, CA, USA). Ein nicht-blockierender anti-PECAM-1/CD31
Antikdrper (clone 390, 50 ul der Antikdrperlésung in 150 ul PBS; BioLegend) wurde als
zusatzliche Kontrolle verwendet. Fir die Darstellung der Endothelzellkontakte wurde
ein nicht-blockierender Alexa Fluor 488 konjugierter monoklonaler Antikérper gegen
PECAM-1/CD31 in die Superfusionslésung gegeben (clone 390, 40 ul/ml; BioLegend,
San Diego, CA, USA).

In den Untersuchungen zur mikrovaskuldren Thrombusbildung wurden folgende
Reagenzien verwendet:

10 ng LPS (gewonnen aus Escherichia coli 0111:B4; Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Deutschland) wurden intraskrotal zur Induktion einer lokalisierten, ausgepragten
Entzindungsreaktion verabreicht oder 1 mg intraperitoneal zur Erzeugung einer
Endotoxamie injiziert. Die Inhibierung der plasmatischen Gerinnung wurde durch
Heparin (500 I.E. pro Maus i.a., zehn Minuten vor Induktion einer Thrombose;
Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) erreicht. Monoklonale Antikdrper gegen
GPIba/CD42b (clone Xia.B2, 50 ug i.v., 48, 24, und 6 Stunden vor Auslésung einer
mikrovaskularen Thrombose; Emfret Analytics) wurden fir die Depletion der
Thrombozyten verwendet (siehe Kapitel 1V, 3.2.8). Monoklonale Antikérper gegen Ly-
6G (clone 1A8; 150 pgi.v., 24 und 6 Stunden vor Induktion einer Entziindungsreaktion;
BD Biosciences) wurden fur die Depletion von neutrophilen Granulozyten verwendet
(siehe Kapitel 1V, 3.2.7). Blockierende GPIlba Fab’ Fragmente (clone Xia.B2; 2.5
mg/kg, pOp/B, i.a., zehn Minuten vor Induktion einer Thrombose; Emfret Analytics), ein
nicht-Peptid Inhibitor von GPIlIb/llla (GR144053 Trihydrochlorid, 10 mg/kg i.a., 10
Minuten vor Auslosung einer mikrovaskularen Thrombose; R&D Systems, Lille,
Frankreich), polyklonale Antikdrper gegen vVWF (100 pg in 100 ul PBS i.a.; 10 Minuten
vor Auslosung einer mikrovaskularen Thrombose; Dako Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland), monoklonale Antikdrper gegen CD40 (clone 1C10; 50 pug in
100 ul PBS i. a.; 10 Minuten vor Auslosung einer mikrovaskularen Thrombose;
eBiosciences), CD40L/CD154, P-Selektin/CD62P (clone RB40.34; 50 ug in 100 ul

PBS i.a.; 10 Minuten vor Induktion einer mikrovaskuldren Thrombose; BD Bioscience),
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Mac-1/CD11b (clone M1/70; 50 pug in 150 pl PBS; BioLegend) wurden zur Blockade
der entsprechenden Molekile auf Thrombozyten und ihren Interaktionspartnern
verabreicht. DNAse | (RNAse frei, 100 Einheiten pro Maus nach von Bruhl et al. und
nach Fuchs et al. [34, 35] und in einer hoheren Dosierung von 1000 Einheiten pro
Maus nach Yipp et al. [42]; i.a.; 4 Stunden und nochmals 10 Minuten vor Induktion
einer mikrovaskularen Thrombose; Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Neutrophile
Granulozyten wurden mittels monoklonaler, fluoreszenzmarkierter Ly6-G Antikdrper
(clone 1A8; PE-gefarbt, 5 pg in 100 yl PBS i. a.; BD Biosciences oder clone AP-
MABOQ0866, DyLight 550-gefarbt, 10 pug in 100 ul PBS i.a.; Novus Biologicals, Biotech,
Littleton, CO, USA) angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch wahrend der
Thrombusbildung In-vivo visualisiert. Thrombozyten wurden fir In-vivo und In-vitro
Experimente in der Mikrofluidik mit einem GPIb3 Derivat (X-649; DyLight 649-gefarbt;
5 pg in 100 pl PBS i.a.; emfret Analytics) angefarbt und fluoreszenzmikroskopisch

dargestellt.

5 Versuchsprotokolle

Zur Ubersicht tiber die Versuchsdurchfiihrungen dienen die Ablaufdiagramme,
welche im Kapitel IV, 5.1 bis 5.7 in den Abbildungen 7 bis 12 dargestellt werden.

5.1 Leukozytenrekrutierung nach Stimulation mit CCL3, CXCL1 oder PAF

Gabe von blockierenden
Antikarpern/ PTx / PI3
Kinase Inhibitoren (i.a.)

Stimulation des
M. cremaster durch i.s. Injektion
von CCL3/ CXCL1/PAF

Praparation und Beginn der IVM
der Leukozytenrekrutierung im
M. cremaster (5 Venolen)

Geschwindigkeitsmessung in der
Mikrozirkulation und
Blutentnahme

3h

— —

Abbildung 7: Versuchsaufbau zur Analyse der Leukozytenrekrutierung im M. cremaster nach
Stimulation mit CCL3, CXCL1 oder PAF.

Die Leukozytenrekrutierung im M. cremaster der Maus wurde nach intraskrotaler

Stimulation mit CCL3, CXCL1 oder PAF im Vergleich zu Kontrollexperimenten
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(intraskrotale Injektion von PBS) nach 3 Stunden intravitalmikroskopisch untersucht.
Kurz vor Stimulation wurden blockierende Antikérper, Pertussistoxin oder P13-Kinase-
Inhibitoren intraarteriell verabreicht, um deren Effekte auf die Leukozytenrekrutierung
zu analysieren. Nach erfolgter Intravitalmikroskopie (IVM) an 5 Venolen wurde die
Geschwindigkeitsmessung in den untersuchten Gefal3en und anschlielend die

Blutentnahme aus der V. cava inferior durchgefuhrt.

5.2 Rekrutierung von Knochenmarksleukozyten in Zell-Transfer-Experimenten

Behandlung der Zellen mit Gabe von PTx / Wortmannin
PTx / Wortmannin (i.a.) in Empfagermaus

S

Entnahme von KM-

Injektion von 107 30 min Stimulation des 3h Praparation und Beginn Geschwindigkeits-

i aus SEERETE == | Leukozyten i.v. in | sesp-| M. cremaster durchi.s. | sy | der VM im M. cremaster ===  messung und
maus und Farbung nach - o
Protokall (s.0.) Empfangermaus | Injektion von CCL3 | (175 HPF) Blutentnahme
Abbildung 8: Versuchsaufbau zur Analyse der Rekrutierung von

Knochenmarktransferleukozyten im M. cremaster nach Stimulation mit CCL3.

Die Rekrutierung von aus einer Spendermaus gewonnenen Knochenmarksleukozyten
im Organismus der Empfangermaus wurde nach 30 Minuten Zirkulationszeit und
weiteren 3 Stunden Stimulationszeit mit CCL3 intraskrotal fluoreszenzmikroskopisch
in 175 Hauptgesichtsfeldern (HPF) pro M. cremaster untersucht. Dabei wurden Ccrl”
, Ccr57 und Wildtyp (WT) Knochenmarksleukozyten in Ccrl”, Ccr57 und Wildtyp-
Empfangermause gegeben. In einem weiteren Versuchsansatz wurden mit
Pertussistoxin oder Wortmannin vorbehandelte Zellen in Wildtyp-Empfangerméuse
und  Wildtyp-Knochenmarksleukozyten in  Pertussistoxin  oder Wortmannin
vorbehandelte =~ Empfangertiere  injiziert und die  Rekrutierung  dieser
Knochenmarksleukozyten untersucht. So konnten Ruckschlisse auf die Bedeutung
leukozytarer und nicht-leukozytarer Rezeptoren und Signalmolekile fur die

Leukozytenrekrutierung gezogen werden
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5.3 Analyse der Leukozytentransmigrationswege

Superfusion mit
fluoreszenzmarkiertem anti-
PECAM-1 Antikorper

|

Stimulation des 3h N 3 Beginn der R
WL cepstierabar ol el — Pﬁp;r:;(;r;gis —p | Fluoreszenz-VM | ey Geschwindigkeitsmessung

i.s. Injektion von CCL3 des M. cremaster und Blutentnahme

Abbildung 9: Versuchsaufbau zur Analyse Transmigrationsroute von Leukozyten im M.
cremaster nach Stimulation mit CCL3.

Um die Leukozytentransmigrationswege zu identifizieren, wurden die
Endothelzellkontakte durch einen nicht-blockierenden, fluoreszenzmarkierten und
gegen PECAM-1/CD31-gerichteten Antikdrper visualisiert und die Lokalisation der
adharenten Leukozyten 3 Stunden nach Stimulation mit CCL3 in Relation zu den
Endothelzellkontakten ausgewertet. Mit dieser Technik ergaben sich Hinweise auf die

Art der Transmigration (parazellulér vs. transzellular).

5.4 Quantifizierung der mikrovaskuldren Thrombusbildung

Gabe von Antikérpern /
Inhibitoren / Heparin / 2.

Gabe 1. Dosis Dosisvon DNAse | (i.a.)
DNAse nach 2 h (i.a.) 10 minvor VM
Lokale Stimulation mit LPS 6h Mpg:spjr:a"tozr;!ssr?\?vlimil\xli't Thrombose in 3 Venolen Blutentnahme,
(i.s.)/ systemische i essung gret, und 1 Arteriole =P | Differentialblutbild,
g . . Injektion von FITC Dextran, e
Endotoxamie mit LPS (i.p.) e (Phototoxizitat) Thrombozytenzahl
Messung Fluoreszenzaktivitat

Abbildung 10: Versuchsaufbau zur Visualisierung und Quantifizierung der mikrovaskuléren
Thrombusbildung im M. cremaster nach lokaler (i.s.) oder systemischer (i.p.) Stimulation mit
LPS.

Um die Dynamik der mikrovaskularen Thrombusbildung im entziindeten Gewebe zu
untersuchen, wurde eine lokale Stimulation des M. cremaster von Wildtyp-Mausen

mittels intraskrotaler Injektion von LPS, eine systemische Endotoxamie in Wildtyp-
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Mausen mittels intraperitonealer Injektion von LPS und die jeweiligen
Kontrollexperimente mit PBS intraskrotal und PBS intraperitoneal durchgeftihrt. Nach
6 Stunden Stimulationszeit wurde die Praparation und Intravitalmikroskopie begonnen.
Die mikrovaskulare Thrombusbildung wurde durch eine phototoxische Schadigung des
GefalRendothels ausgeldst und fluoreszenzmikroskopisch visualisiert. Die Zeiten bis
zum Beginn der Thrombusbildung (Beginn) und bis zum kompletten GefaRverschluss
(Verschluss) wurden dabei gemessen. Die Rolle von thrombozytaren und nicht-
thrombozytaren Oberflachenmolekilen wurde durch die Verabreichung geeigneter
blockierender Antikérper, welche gegen diese Molekiile gerichtet waren, 10 Minuten
vor der Induktion der mikrovaskularen Thrombose analysiert. Die Bedeutung von
neutrophilen Netzstrukturen aus DNA und Histonen (NETs) wurde durch die Injektion
von DNAse | und durch Experimente mit Heparin tberprft. Eine Vollantikoagulation
zur Inhibierung der plasmatischen Gerinnung wurde mit Heparin durchgefuhrt. Zudem
wurden Experimente mit Thrombozyten- und Neutrophilen-depletierten Tieren
durchgefiihrt, um die Funktion dieser Zellen bei der mikrovaskularen Thrombusbildung
zu analysieren. In ausgewahlten Experimenten wurden fluoreszenzmarkierte
Antikorper verabreicht, welche gegen spezifisch exprimierte Oberflaichenantigene auf
Thrombozyten oder neutrophilen Granulozyten gerichtet sind und diese Zellen In-vivo
anfarben. Auf diese Weise konnen Interaktionen zwischen den Zellen wahrend der

mikrovaskularen Thrombose differenziell dargestellt und untersucht werden.

5.5 Leukozytenrekrutierung nach lokaler Stimulation mit LPS

Lokale Stimulation des
M. cremaster durch i.s. Injektion
von LPS

Praparation und Beginn der IVM
der Leukozytenrekrutierung im
M. cremaster (5 Venolen)

Geschwindigkeitsmessung in der
Mikrozirkulation und
Blutentnahme

6h

— —l

Abbildung 11: Versuchsaufbau zur Analyse der Leukozytenrekrutierung im M. cremaster nach
Stimulation mit LPS.

Zur Untersuchung der Leukozytenrekrutierung im M. cremaster der Maus nach
intraskrotaler  (lokaler)  Stimulation mit LPS und im Vergleich zur
Leukozytenrekrutierung bei Endotoxamie nach intraperitonealer LPS-Stimulation
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wurde 6 Stunden nach der Injektion der inflammatorischen Mediatoren jeweils die
Anzahl der intravaskular adharenten und in das Gewebe transmigrierten Leukozyten
(in 5 Venolen pro Tier) ausgewertet. AnschlieBend wurde eine
Geschwindigkeitsmessung (s.0.) vorgenommen und nach Abschluss der
Intravitalmikroskopie erfolgte die Blutentnahme zur Messung der Thrombozytenzahlen

und Erstellung eines Differentialblutbilds.

5.6 Visualisierung und Quantifizierung der Thrombozytenadhasion in der
Mikrofluidik

Zur Untersuchung rheologischer Effekte in der Mikrozirkulation wahrend der
Thrombusbildung wurden Versuche in Mikrofluidik-Chips (Herstellung und Material
siehe Kapitel 1V, 4.2.1) durchgefuhrt. Hierfur wurde mit Heparin antikoaguliertes,
murines Vollblut verwendet. Zudem wurden die Blutplattchen mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper angefarbt. Das Blut wurde fur 10 Minuten bei zu den
In-vivo-Experimenten  vergleichbaren  Schergeschwindigkeiten ~ durch  die
Mikrofluidikkanale geleitet. Die Geschwindigkeit wurde mittels fluoreszierender
Mikrospharen gemessen und konnte durch Anderung des hydrostatischen Drucks
angepasst werden. Nach 10 Minuten Durchflusszeit wurde die Anzahl der in den
Kanalen adharenten, fluoreszierenden Thrombozyten ausgewertet. Hierzu wurde pro
Kanal eine Oberflache von 40 x 830 um hinsichtlich der adh&arenten Thrombozyten
begutachtet. In Folgeexperimenten wurde der Thrombozytenrezeptor GPlba durch
gegen das Molekul gerichtete Fab’ Fragmente inhibiert und die
Thrombozytenadhéarenz 10 Minuten spater quantitativ analysiert.

Weitere Experimente mit 1:10 verdinntem Vollblut und fluoreszierenden
Thrombozyten wurden durchgefiihrt, um die Thrombozytenadh&sion in den einzelnen
Kanalen im Detail in Echtzeit darstellen zu kdénnen. Die Verdinnung war dabei
notwendig, um eine Extinktion des Fluoreszenzlichtes (hauptséchlich durch

Erythrozyten) zu verhindern und dadurch eine verbesserte Bildauflosung zu erreichen.
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5.7 Einfangen von E. coli-Bakterien und Mikrospharen durch die

mikrovaskulare Thrombusbildung

Verabreichung von
fluoreszierenden
Mikrospharen oder
fluoreszenzgefarbten E. coli
kurz vor Beginn der
Thrombose

Lokale Stimulation 6h Praparation, Beginn IVM, Messung Thrombose in 3 Venolen Blutentnahme,
MitLPS (i.a) — Geschwindigkeit, Injektion von FITC =~ | sl und 1 Arteriole ===p- Differentialblutbild,
= Dextran, Messung Fluoreszenzaktivitat (Phototoxizitat) Thrombozytenzahl

Abbildung 12: Versuchsaufbau zur Analyse der Leukozytenrekrutierung im M. cremaster nach
Stimulation mit LPS.

Zur Untersuchung des Einflusses der mikrovaskuldaren Thrombusbildung in
entzindetem Gewebe auf die systemische Streuung von Pathogenen wurde
untersucht, inwieweit ein entstehender Thrombus in der Lage ist, zirkulierende
Bakterien ,einzufangen“ und somit eine fortschreitende Dissemination von
Pathogenen zu verhindern. In einem ersten Ansatz wurde das Einfangen von
fluoreszierenden Mikrospharen untersucht, welche kurz vor Beginn der
mikrovaskularen Thrombusbildung intraarteriell injiziert wurden. Unterschiede
zwischen a priori entziindeten Gefalien und entsprechenden KontrollgefaRen wurden
hierbei untersucht. In einer weiteren Versuchsreihe wurden statt der Mikrospharen E.
coli-Bakterien injiziert, welche mit dem DNA-Farbstoff Hoechst gefarbt waren, und

deren Deposition im mikrovaskularen Thrombus analysiert.

6 Statistische Versuchsauswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen wurde mit
dem Software Paket SigmaStat (SigmaStat fur Windows, Jandel Scientific, Erkrath,
Deutschland) durchgefuhrt. Der ,t-Test* (Vergleich von 2 Versuchsgruppen) oder
,One-way ANOVA Test® (Vergleich von mehr als 2 Versuchsgruppen) mit

anschlieRendem ,Dunnett Test* (mehr als 2 Versuchsgruppen, Signifikanzrechnung
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gegen Kontrollgruppe) oder ,Student-Newman-Keuls Methode” (mehr als 2
Versuchsgruppen, Vergleich aller Gruppen untereinander) wurden verwendet um
statistisch signifikante Unterschiede der Ergebnisse zu Uberprifen. Die Ergebnisse
sind als Mittelwerte (mean) mit dem Standardfehler des Mittelwerts (standard error of
mean, SEM) angegeben. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant

gewertet.
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Vv Ergebnisse

1 Mechanismen der CC-Chemokin-induzierten  Rekrutierung von

neutrophilen Granulozyten

1.1 Bedeutung der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 fur die CCL3-

induzierte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten

Die Bedeutung der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS5 fur das intravaskulare
Rollen, die intravaskuldre Adharenz und die Transmigration von Leukozyten in das
perivaskulare Gewebe wurde mit Hilfe der In-vivo-Mikroskopie am M. cremaster von
Wildtyp-Mausen sowie von Ccrl”- und Ccr5/-Knockout-Mausen untersucht
(Abbildung 13).

N
o

1 == unstimuliert
— \\'T

ezza Cer1™

204 === ccr5”

?mi%§ Oﬁ'%N

CCL3 CCL3

[n/10* pm?]
] 8

Leukozyten Transmigration ()
]

Leukozyten feste Adhdrenz
[n/10* um?]

Abbildung 13: Die Bedeutung der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS5 fur die CCL3-induzierte
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten. In-vivo-Mikroskopieaufnahmen in WT, Ccrl/- und
Ccr57-Knockout-Mausen nach intraskrotaler Stimulation mit CCL3 (A, Messbalken 20 um). Die Anzahl
der adharenten und transmigrierten Leukozyten nach Stimulation mit CCL3 in WT, Ccrl”- und Ccr57/-
Tieren im Vergleich zur PBS-behandelten Kontrollgruppe ist gezeigt (B, C, Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts fiir 6 Tiere pro Gruppe, # p<0,05 vs. Kontrollgruppe (unstimuliert), * p<0,05 vs. WT).

Die chirurgische Praparation des Gewebes verursachte in postkapillaren Venolen ein
geringgradiges, intravaskulares Rollen von Leukozyten am Gefal3endothel. In Bezug
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auf das Leukozytenrollen fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede
zwischen CCL3-stimulierten Tieren und PBS-behandelten Kontrolltieren.

Die Stimulation mit CCL3 fuhrte aber zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl
intravaskular fest adharenter Leukozyten (11,6 + 1,9 /10* um?) im Vergleich zu PBS-
behandelten Kontrolltieren (4,3 + 0,9 /10* um?). In Ccrl- (6,1 + 1,4 /10* pm?) und Ccr5-
defizienten (6,3 = 1,5 /10* um?) Mausen hingegen war dieser Anstieg nicht zu
beobachten (siehe Abbildung 13 A, B).

Auch die Anzahl der in das Gewebe transmigrierten Leukozyten (22,5 + 2,9 /10* um?)
nach Stimulation mit CCL3 war im Vergleich zu den PBS-behandelten Kontrolltieren
(4,9 + 0,8 /10* um?) signifikant erhoht. In Ccrl- (11,5 + 2,3 /10* pm?) und Ccr5-
defizienten (9,6 + 1,3 /10* um?) Knockout-Tieren war kein signifikanter Anstieg der

transmigrierten Leukozyten zu beobachten (siehe Abbildung 13 A, C).

1.2 Bedeutung von leukozytéren vs. nicht-leukozytdren Chemokinrezeptoren

CCR1 und CCR5 fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten

Um der Fragestellung nachzugehen, ob leukozytare oder nicht-leukozytére
Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 an der CCL3 vermittelten Entziindungsreaktion
beteiligt sind, wurden Zell-Transfer-Experimente durchgefuhrt.
Knochenmarksleukozyten wurden von Wildtyp-, Ccrl”-- und Ccr57-Knockout-Tieren
gewonnen, mit dem Farbstoff Calcein-AM gefarbt und in Wildtyp-, Ccrl”- und Ccr57-
Knockout-Tiere intravends appliziert. Im Anschluss wurde mittels intraskrotal
verabreichtem Chemokin CCL3 stimuliert und die intravaskulare Adharenz und
Transmigration der gefarbten Zellen ins umliegende Gewebe ausgewertet (175
Gesichtsfelder (HPF) pro M. cremaster).
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Abbildung 14: Die Bedeutung der leukozytaren vs. nicht-leukozytaren Chemokinrezeptoren
CCR1 und CCRS5 fur die CCL3-vermittelte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten.
Intravaskuldr adharente und in das perivaskulare Gewebe transmigrierte, fluoreszenzmarkierte
Leukozyten aus dem Knochenmark von WT-, Ccrl’- und Ccr57-Mausen im M. cremaster nach
Stimulation mit CCL3, verglichen mit der PBS-behandelten Kontrollgruppe. Die Graphen zeigen
Ergebnisse fur Empfangermause, die mit WT-, Ccrl”- und Ccr57- Knochenmarksleukozyten behandelt
wurden (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fir 7 Tiere pro Gruppe, # p<0,05 vs. Kontrollgruppe
(unstimuliert), * p<0,05 vs. WT zu WT Transfer).

Hierbei hat sich gezeigt, dass signifikant mehr fluoreszierende Wildtyp-
Knochenmarksleukozyten in Wildtyp-Tieren nach CCL3 Stimulation adharent (0,84 +
0,11 /HPF vs. 0,14 + 0,03 / HPF) und transmigriert (0,86 + 0,17 / HPF vs. 0,12 + 0,02
/ HPF) waren, als in PBS-behandelten Kontrollen (siehe Abbildung 14 A, B).

Dieser Anstieg war in Wildtyp-Tieren, welche Ccrl”-Knochenmarkszellen empfangen
hatten (0,42 = 0,09 /HPF adharente Zellen und 0,31 + 0,06 / HPF transmigrierte
Zellen) und in Ccr57-Tieren, welche Wildtyp-Knochenmarksleukozyten empfangen

hatten nicht zu sehen.

1.3 Bedeutung G-Protein gekoppelter Signaltransduktionswege und der PI3-

Kinase fur die CCL3-induzierte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten

Chemokinrezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, welche uber Gai-
Proteine Signale in die Zelle transduzieren. Ob dieser Signaltransduktionsweg im Falle

der CCL3 vermittelten Leukozytenrekrutierung im M. cremaster involviert ist, wurde
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anhand intravitalmikroskopischer Aufnahmen im Gewebe nach Behandlung mit

Pertussistoxin untersucht.
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Abbildung 15: Bedeutung G-Protein gekoppelter Signaltransduktioswege und der PI3-Kinase fur
die intravaskulare Adharenz und Transmigration von neutrophilen Granulozyten ins umliegende
Gewebe nach Stimulation mit CCL3. Leukozytenrekrutierung nach Blockade von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren mit Pertussistoxin (PTx) im M. cremaster nach Stimulation mit CCL3 verglichen
mit der Kontrollgruppe und mit der Vehikel-behandelten Gruppe. Adhérenz und Transmigration von
Leukozyten nach Verabreichung von PI3-Kinase-Inhibitoren (pan-PI3-Kinase fir Blockade aller
Isoformen, selektive Blockade der PI3K y-Isoform und §-lsoform) verglichen mit der Kontrollgruppe und
mit der Vehikel-behandelten Gruppe nach Stimulation mit CCL3 (Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts flir 4 Tiere pro Gruppe, # p<0,05 vs. Kontrollgruppe (unstimuliert), * p<0,05 vs.
Medikamenten Vehikel). Zell-Transfer-Experimente mit quantitativer Auswertung der Adhérenz und
Transmigration von Fluoreszenz-markierten Knochenmarksleukozyten pro Hauptgesichtsfeld (HPF)
nach Stimulation mit CCL3, die mit PBS, PTx oder dem pan-PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin
vorbehandelt wurden und Empfangermausen zugefiihrt wurden, welche mit Medikamenten Vehikel, PTx
oder Wortmannin systemisch vorbehandelt wurden (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fur 4
Tiere pro Gruppe, # p<0,05 vs. Kontrollgruppe (unstimuliert), * p<0,05 vs. Medikamenten Vehikel).
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Pertussistoxin (PTx) fuhrt Gber eine ADP-Ribosylierung des Gai-Proteins zu dessen
Blockade und unterbricht somit die Signaltransduktion der Gai- und By- Untereinheit.
Die Behandlung mit Pertussistoxin kurz vor der Stimulation mit CCL3 fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion der intravaskuldaren Adharenz und Transmigration der
Leukozyten in das umliegende Gewebe im Vergleich zur entsprechenden Vehikel-
Kontrollgruppe (siehe Abbildung 15 A, B).

Der nachgeschaltete Signalweg beinhaltet unter anderem die Aktivierung der PI3-
Kinase, wobei verschiedene Isoformen der PI3-Kinase vorliegen, die unterschiedliche
Funktionen innehaben. Im Kontext der Leukozytenrekrutierung sind die Isoformen PI3-
Kinase y und & von besonderer Bedeutung. Zur Untersuchung der Bedeutung dieser
Enzyme fir die Leukozytenrekrutierung durch CCL3 wurden PI3-Kinase-Inhibitoren
kurz vor der Stimulation verabreicht. Die Behandlung mit einem pan-PI3-Kinase-
Inhibitor sowie mit einem PI3-Kinase y-Inhibitor flhrte zu einer signifikanten Reduktion
der intravaskularen Adharenz und Transemigration von Leukozyten ins perivaskulare
Gewebe verglichen mit den entsprechenden Kontrolltieren. Die Blockade der PI3-
Kinase o hatte hingegen keinen Effekt auf die durch CCL3 hervorgerufene
Leukozytenrekrutierung (Abbildung 15 C, D).

Durch Zell-Transfer-Experimente mit fluoreszierend angefarbten
Knochenmarksleukozyten aus Spendermausen wurde untersucht, ob die
Signaltransduktionsmolekile auf den Leukozyten oder auf nicht-leukozytaren Zellen
fur die Rekrutierung von Leukozyten ins Gewebe bendtigt werden. Hierbei hat sich
gezeigt, dass sowohl Tiere, welche systemisch mit Pertussistoxin oder dem
irreversiblen  pan-PI3-Kinasen-Inhibitor Wortmannin  behandelt wurden und
anschlieBend Spenderleukozyten von Wildtyp-Tieren erhalten haben, als auch
unbehandelte Tiere, welche mit Pertussistoxin oder Wortmannin behandelte
Spenderleukozyten erhalten haben, signifikant weniger in der Mikrozirkulation
adhérente und ins Gewebe transmigrierte, fluoreszenzmarkierte
Knochenmarksleukozyten pro Hauptgesichtsfeld (HPF) nach Stimulation mit CCL3
aufwiesen (siehe Abbildung 15 E, F).
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1.4 Bedeutung der Adhasionsmolekile ICAM-1/CD54, VCAM-1/CD106, ICAM-
2/CD102, und PECAM-1/CD31 und der a4- und B2-Integrine fur die CCLS3-

induzierte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten

Die a4- und B2-Integrine sowie die Adhasionsmolekile ICAM-1/CD154, VCAM-
1/CD106, ICAM-2/CD102 und PECAM-1/CD31 sind Schliisselmolekile bei Prozessen
der Leukozytenrekrutierung ins umliegende Gewebe (siehe Kapitel Il, 1.5). Welche
dieser Molekule in der durch CCL3 ausgeldsten Entziindungsreaktion beteiligt sind,

wurde intravitalmikroskopisch untersucht.
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Abbildung 16: Relevanz der B2- und a4-Integrine und der Adh&sionsmolekiile ICAM-1/CD54,
VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und ICAM-2/CD102 far die CCL3-induzierte
Leukozytenrekrutierung. Leukozytenrollen, Adharenz und Transmigration wurde in postkapillaren
Venolen nach Verabreichung von blockierenden Antikérpern gegen die $2- und a4-Integrine sowie
gegen ICAM-1/CD154, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und ICAM-2/CD102, kurz vor Stimulation mit
CCL3, untersucht und mit Tieren verglichen, die mit Isotyp-Kontrollantikbrpern behandelt wurden. Als
zusatzliche Kontrolle wurde ein nicht-blockierender Antikdrper gegen PECAM-1/CD31 (clone 390)
verabreicht (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fur 4 Tiere pro Gruppe, # p<0,05 vs.
Kontrollgruppe (unstimuliert), * p<0,05 vs. Isotyp-Kontrollantikorper).
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Hierbei zeigte sich, dass die intravaskulare Adharenz und die anschlielende
Transmigration der Leukozyten in der CCL3-induzierten Entziindung nach vorheriger
systemischer Verabreichung von blockierenden Antikérpern gegen die p2-Integrine
LFA-1/CD11a oder Mac-1/CD11b im Vergleich zur Kontrollantikdrper-behandelten
Gruppe (siehe Abbildung 16 C, D, E, F) praktisch vollstandig inhibiert wurden. Das
Rollen der Leukozyten wurde im Gegensatz dazu durch die Behandlung mit den
Antikdrpern nicht wesentlich beeinflusst (siehe Abbildung 16 A, B). Die Blockade des
Adhasionsmolekils ICAM-1/CD154, dem Interaktionspartner der p2-Integrine, fuhrte
zu einer praktisch vollstdndigen Blockade der Adharenz und Transmigration von
Leukozyten und zudem zu einer signifikanten Verringerung des Rollens von
Leukozyten. Die Blockade der a4-Integrine ergab eine leichte Reduktion der CCL3-
induzierten intravaskularen Adharenz und Transmigration von Leukozyten in das
umliegende Gewebe. Durch die Blockade des Adhasionsmolekils und
Interaktionspartners VCAM-1/CD106 kam es zu einer deutlichen Reduktion der
Adharenz und Transmigration. Die Adhasionsmolekile PECAM-1/CD31 und ICAM-
2/CD102 sind vor allem in die Prozesse der Transmigration durch das Endothel ins
Gewebe involviert. Eine Blockade von PECAM-1/CD31 und ICAM-2/CD102 fuhrte zu
einer selektiven Verringerung der Transmigration ohne maf3geblicher Beeinflussung
des Rollens oder der Adharenz von Leukozyten. Ein nicht-blockierender Antikorper
gegen PECAM-1/CD31 (clone 390) wurde zu Kontrollzwecken verwendet und zeigte

keine Wirkung auf die Adharenz und Transmigration von Leukozyten.

1.5 Die Bedeutung von G-Protein gekoppelten und PI3-Kinase abhangigen
Signaltransduktionswegen far die CXCL1- oder PAF-induzierte

Leukoztenrekrutierung

Das Chemokin CXCL1 und der Lipidmediator PAF sind bekanntermalf3en klassische
Entzindungsmediatoren, welche chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirken.

Durch In-vivo-Mikroskopie am M. cremaster der Maus wurde die Bedeutung von G-
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Protein abhangiger Signaltransduktion und anschliel3ender Aktivierung der P13-Kinase
untersucht.
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Abbildung 17: Signaltransduktion tGber G-Protein gekoppelte Rezeptoren und nachfolgender
Aktivierung der PI3-Kinase in der CXCL1- oder PAF-induzierten Leukozytenrekrutierung.
Leukozytenrollen (A, D, G), intravaskulare Adhéarenz (B, E, H) und Transmigration ins perivaskulare
Gewebe (C, F, I) wurden nach Stimulation mit CXCL1 oder PAF und vorangegangener Applikation von
Pertussistoxin oder Inhibitoren der PI3-Kinase untersucht. In den Graphen sind die quantitativen Daten
der PBS-behandelten Kontrolltiere (unstimuliert) und der CXCL1- oder PAF-stimulierten Tiere nach
Behandlung mit Pertussistoxin (PTx), einem pan-PI3-Kinase-Inhibitor (P1103), einem Inhibitor der PI3-
Kinase y (AS605240), einem Inhibitor der PI3-Kinase & (IC87114) oder nach einer Behandlung mit einem
entsprechenden Vehikel dargestellt. (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fiir 4 Tiere pro Gruppe,
# p<0,05 vs. Kontrollgruppe (unstimuliert), * p<0,05 vs. Vehikel).

Nach Stimulation mit CXCL1 oder PAF kam es, nach G-Protein Blockade durch
Pertussistoxin, nur zu einer partiell verringerten intravaskuldren Adharenz und
Transmigration von Leukozyten in das umliegende Gewebe (Abbildung 17 B, C). Das
Rollen der Zellen am Endothel blieb unbeeinflusst (Abbildung 17 A). Auch die
Behandlung mit Inhibitoren der PI3-Kinase fuhrte nur zu einer geringen Reduktion der
Adhérenz von Leukozyten nach Stimulation mit CXCL1, wobei nur der Inhibitor der

pan-PI3-Kinase (alle Isoformen) und der PI13-Kinase v, nicht aber der Inhibitor der PI3-
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Kinase & einen Effekt zeigte (Abbildung 17 E). Das Rollen und die Transmigration von
Leukozyten ins perivaskulare Gewebe blieben durch die Blockade der PI3-Kinase
unbeeinflusst (Abbildung 17 D, F). Nach Stimulation mit PAF ergab sich lediglich bei
Blockade aller P13-Kinase-Isoformen eine geringe Reduktion der
Leukozytenrekrutierung in das Gewebe, nicht aber durch alleinige Blockade der y- oder

d-I1soform (Abbildung 17 G, H, I).

1.6 Bedeutung der B2- und a4- Integrine und der Adhasionsmolekiile ICAM-
1/CD54, VCAM-1/CD106, ICAM-2/CD102 und PECAM-1/CD31 fur die CXCL1- oder
PAF-induzierte Leukozytenrekrutierung

Nach Untersuchung der Bedeutung der o4- und p2-Integrine und der
Adhéasionsmolekiile ICAM-1/CD54, VCAM-1/CD106, ICAM-2/CD102 und PECAM-
1/CD31 in der CCL3-induzierten Leukozytenrekrutierung in das Gewebe, wurde die
Bedeutung dieser Molekule fur die Leukozytenrekrutierung nach Stimulation mit
klassischen, auf neutrophile Granulozyten wirkenden Mediatoren (CXCL1 und PAF)
Uberpruft (Abbildung 18 A-L). Durch Blockade der entsprechenden Molekule kurz vor
der entzindlichen Stimulation und anschlieBender intravitalmikroskopischer
Beurteilung, wurde die Bedeutung dieser Molekule fir die intravaskulare Adhéarenz und

Transmigration von Leukozyten in das perivaskulare Gewebe analysiert.
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Abbildung 18: Involvierung von Mac-1, der a4-Integrine und ICAM-1/CD54 sowie LFA-1/CD11a,
PCAM-1/CD31, ICAM-2/CD102 und VCAM-1/CD106 in die CXCL1- und PAF-induzierte
Leukozytenrekrutierung. Leukozytenrollen (A, B, G, H), intravaskulare Adhérenz am Endothel (C, D,
I, J) und Transmigration durch das Endothel ins Gewebe (E, F, K, L) wurden mittels RLOT-
Intravitalmikroskopie quantifiziert. Die Graphen zeigen die Ergebnisse fur PBS-behandelte Kontrolltiere
(unstimuliert), Tiere die mit blockierenden Antikdrpern (gegen Mac-1/CD11b, a4-Integrine und ICAM-
1/CD54 sowie LFA-1/CD1la, PECAM-1/CD31, ICAM-2/CD102 und VCAM-1/CD106) kurz vor der
Stimulation mit CXCL1 oder PAF behandelt wurden sowie Tiere, die mit entsprechenden Isotyp-
Kontrollantikérpern behandelt wurden. Als zusétzliche Kontrolle wurde eine Gruppe mit einem nicht-
blockierenden Antikérper gegen PECAM-1/CD31 (clone 390) behandelt. (Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts fiir 4 Tiere pro Gruppe, # p<0,05 vs. Kontrollgruppe (unstimuliert), * p<0,05 vs. Isotyp-
Kontrollantikérper).

Durch die Blockade von den 2-Integrinen Mac-1/CD11b und LFA-1/CD11a wurde die
intravaskulare Adhéarenz und die anschlieRende Transmigration von Leukozyten nach
Stimulation mit CXCL1 oder PAF praktisch vollstandig inhibiert im Vergleich zu Tieren,
welche mit entsprechenden Isotyp-Kontrollantikbrpern oder einem nicht-blockierenden
PECAM-1/CD31 Antikdrper (clone 390) behandelt wurden. Das Rollen der Leukozyten
wurde im Gegensatz dazu nicht beeinflusst. Interessanterweise fuhrte die Blockade
von ICAM-1/CD54 nach Stimulation mit CXCL1 und PAF zu einer signifikanten
Inhibierung der intravaskularen Adharenz und Transmigration ins Gewebe, im Falle
der Stimulation mit PAF jedoch zusétzlich zu einer Erh6hung der Anzahl rollender
Leukozyten. Aul3erdem fuhrte die Blockade von a4-Integrinen (VLA-4/CD49d oder
a4pB7-Integrin) und deren Liganden VCAM-1/CD106 sowohl in der CXCL1-induzierten
als auch in der PAF-induzierten Entziindung zur verringerten Leukozytenrekrutierung
ins Gewebe. Die Blockade des typischerweise fur die Transmigration bedeutsamen
Molekils PECAM-1/CD31 fuhrte nach Stimulation mit CXCL1 zu einer partiellen
Verringerung der intravaskularen Adhasion und Transmigration von Leukozyten ins
Gewebe, wohingegen dies fur die PAF-induzierte Rekrutierung von Leukozyten nicht
zu beobachten war. Die Blockade von ICAM-2/CD102 hingegen reduzierte die
Leukozytenadhasion am Endothel nach Stimulation mit CXCL1 und PAF, fuhrte jedoch
nicht zu einer signifikanten Verringerung der Transmigration von Leukozyten in das

perivaskulare Gewebe.
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1.7 Transmigrationsrouten der Leukozyten nach Stimulation mit CCL3, CXCL1
oder PAF

Aus der Literatur ist bekannt, dass Leukozyten bei ihrer transendothelialen Migration
in das perivaskulare Gewebe auf zwei verschiedene Arten die Barriere zwischen
Gefall und Gewebe durchbrechen kdnnen. Man unterscheidet den transzellularen
Weg (durch den Korper der Endothelzelle hindurch) vom parazellularen Weg (durch
die Kontaktverbindungen zweier benachbarter Endothelzellen). Um den
vorherrschenden Weg der Transmigration nach Stimulation mit CCL3, CXCL1 oder
PAF zu bestimmen, wurden die Endothelzellkontakte durch fluoreszierende, nicht-

blockierende Antikorper gegen PECAM-1/CD31 visualisiert.

smmm CCL3
== CXCL1
—= PAF
Nicht-junktional
Junktional
1
0 20 40 60 80 100

Lokalisation der fest adhiarenten
Leukozyten [%]

Abbildung 19: Transmigrationsrouten von Leukozyten nach Stimulation mit CCL3, CXCL1 oder
PAF. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aus der Intravitalmikroskopie des M. cremaster mit
Darstellung der Endothelzellkontakte durch Superfusion mit einem nicht-blockierenden,
fluoreszierenden Antikbrper gegen PECAM-1/CD31 (grin) und zeitgleicher RLOT-Darstellung
adhéarenter Leukozyten (Messbalken: 20 um, A). Der Pfeil deutet auf einen adharenten Leukozyten,
welcher sich in direktem Kontakt mit einem angefarbten Endothelzellkontakt befindet. Die Graphen (B)
zeigen die quantitative Auswertung der Lokalisation der adharenten Leukozyten in Relation zu den
Endothelzellkontakten (Junktional vs. Nicht-junktional) nach Stimulation mit CCL3, CXCL1 oder PAF
(Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fur 3 Tiere pro Gruppe).
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Durch Auswertung der Lokalisation von adharenten Leukozyten in Relation zu den
fluoreszenzmikroskopisch dargestellten Endothelzellkontakten konnten Ruckschlisse
auf die Art der praferierten Transmigrationsroute gezogen werden. Hierbei hat sich
gezeigt, dass der Grof3teil von adharenten Leukozyten nach Stimulation mit CCL3,
CXCL1 oder PAF in direktem Kontakt zu Endothelzellkontakten (junktional) zu finden
war (90,8 £ 5,7% fur CCL3; 93,3 £ 4,2% fur CXCL1; 94,2 + 1,8% fur PAF) und nur sehr
wenige Leukozyten entfernt von Endothelzellkontakten adhéarierten (nicht-junktional).
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Leukozyten im M. cremaster nach der
Stimulation mit den oben genannten Entziindungsmediatoren tber parazellulare Wege

ins umliegende Gewebe migrieren.

1.8 Phéanotypisierung von adharenten und transmigrierten Leukozyten

Die Phanotypisierung der intravaskular adharenten und transmigrierten Leukozyten im
M. cremaster nach Stimulation mit den Chemokinen CCL3, CXCL1 oder dem
Lipidmediator PAF erfolgte in Schnitten, welche in Paraffin eingebettet und mit
Antikdrpern angefarbt wurden. Hierbei zeigte sich, dass tber 80% der adharenten und
ins Gewebe transmigrierten CD45-positiven Leukozyten Ly6-G positive, neutrophile
Granulozyten waren. Die restlichen 15-20% der Zellen erwiesen sich als F4/80 positive
Monozyten oder Makrophagen.

1.9 Mikrohamodynamische Parameter und systemische Leukozytenzahlen

Um die Vergleichbarkeit der verschiedenen Versuchsgruppen zu Uberprifen, wurden
in allen intravitalmikroskopischen Untersuchungen Geschwindigkeitsmessungen in
der Mikrozirkulation durchgefuhrt. Zudem wurden die Gefaf3durchmesser bestimmt
und somit die vorherrschenden Schergeschwindigkeiten berechnet. Nach jedem
Experiment erfolgte eine Blutenthahme mit anschlieBender Bestimmung der
systemischen Leukozytenzahl. Hierbei wurden keine signifikanten Differenzen
zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt (siehe Tabelle 2).
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Tier
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WT

Stimulus

PBS
CCL3
CCL3
CCL3
PBS
CCL3
CCL3
CXCL1
CXCL1
PAF
PAF
CCL3
CCL3

CCL3

CCL3

CXCL1

CXCL1

CXCL1

CXCL1

PAF

PAF

PAF

PAF

CCL3

CCL3

CCL3

CCL3

CCL3

CCL3

CCL3

Behandlung

Vehikel

PTx

Vehikel

PTx

Vehikel

PTx

Vehikel
pan-PI3K-
Inhibitor
PI3Ky-Inhibitor
PI3K&-Inhibitor
Vehikel
pan-PI3K-
Inhibitor
PI3Ky-Inhibitor
PI3K3-Inhibitor
Vehikel
pan-PI3K-
Inhibitor
P13Ky-Inhibitor
PI3K3-Inhibitor
Isotyp
Kontrolle
anti-ICAM-1
mAb
anti-Mac-1
mAb
anti-VLA-4
mAb (R1-2)
anti-VLA-4
mAb (PS/2)
Isotyp
Kontrolle
anti-LFA-1
mAb

Innerer GefaR-
durchmesser
[um]
246+0.9
242+04
240x1.2
23.9+0.9
246+1.2
240+13
24907
26.2+0.3
255+0.2
23.4+0.7
255+05
24304
25.0+0.6

25.1+0.6
255+04
25207
246+0.5
255+04
25.1+04
27.3+0.7
26.5+0.6
255+0.6
26.0+0.6
23.6+0.7
246+0.8
234+04
241+15
243=x1.1

23504

235+0.7

Vmean

[mm s?

1.3+0.1
14+01
14+01
12+0.1
1.3+0.1
1.3+0.1
1.3+0.1
1.3+0.1
12+0.1
13+0.1
13+0.1
13+0.1
13+0.1

12+0.1
13+0.1
15+0.1
14+0.1
12+0.1
15+0.1
12+0.1
13+0.1
1.3+0.1
11+01
13+0.1
1.3+0.1
13+0.1
15+0.1
1.0+0.1

12+0.1

1.2+0.1

Scherge-

schwindigkeit
[s?]

2062.6 + 118,5
2252.1+£87.5
2292.8+75.0
1926.8 + 190.6
2077.0+184.3
2200.4 £ 140.1
2006.1 £96.3
1979.0+14.2
1880.9 + 123.6
2110.0+40.7
2007.6 + 60.1
1978.2 +46.4
20909+ 171.1

1865.6 £ 214.0
1911.7 £ 201.0
2345.4 +115.8
2274.2 £136.0
2154.3 £ 158.6
2204.4 +£142.7
1737.3+70.6
1852.3 £47.6
1797.5+92.8
17446 £55.9
2190.2 £ 153.9
2107.7 £96.9
2128.4 +100.0
2268.3 £147.9
1616.3 £ 58.0

1994.3 + 60.5

2183.1+33.2
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Systemische
Leukozytenzahl

[n x 108 pI]
54+09
4609
4.6+0.7
53+0.9
57+13
54+£10
58%+1.6
29+0.8
43+15
51+0.6
57+05
47+10
46+10

40+1.2
46+1.0
6.6+2.0
2712
52+13
3.6+0.8
40+£1.2
46+1.0
40+£1.2
3.3+0.6
42+0.9
5.0+0.8
41+03
49+0.6
40+04

3.5+1.0

3.4+0.8
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WT CCL3 anti-PECAM-1 | 23.1+0.8 12+01 2076.3x71.6 4107
mAb
(Mec13.3)

WT CCL3 anti-PECAM-1 | 23.5+0.8 11+01 1851.9+1189 51+15
mAb (390)

WT CCL3 anti-ICAM-2 27.2+0.2 14+£0.1 21221742 35%+0.2
mADb

WT CCL3 anti-VCAM-1 255+0.8 1.3+0.1 | 2034.4+122.7 35+0.6
mAb

Tabelle 2: Hamodynamische Parameter und systemische Leukozytenzahlen der einzelnen
Versuchsgruppen (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fiir 4 bis 6 Tiere pro Gruppe).
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2 Effekte der lokalen Entzindung auf die mikrovaskulare Thrombusbildung

und physiologische Bedeutung der Immunthrombose

2.1 Mikrovaskulare Thrombusbildung im entzindeten Gewebe

Die mikrovaskulare Thrombusbildung ist als immunthrombotischer Prozess im
Rahmen akuter Entziindungsreaktionen weit verbreitet. Bisherige Studien, welche die
Immunthrombose in der Mikrozirkulation untersucht haben, bezogen sich auf die
Thrombusbildung im peripheren Gewebe wahrend einer systemischen Entziindung mit
Endotoxamie [127-129, 147]. In den untersuchten peripheren Geweben liegt in diesem
Fall keine Ilokale Entzindungsreaktion mit intravaskularer Adharenz und
Transmigration von Leukozyten ins perivaskulare Gewebe vor (siehe Abbildung 22 H,
Kapitel V, 2.3). Stattdessen ist die Entziindungsreaktion bereits generalisiert und wirkt
sich auf multiple Organsysteme aus. Die Mechanismen der Immunthrombose im
peripheren Gewebe am Ort der Entzindungsentstehung, wo beispielsweise
Pathogene in die Mikrozirkulation des Organismus eindringen, sind bislang nicht
ausreichend untersucht worden. Um diese Prozesse genau zu analysieren, wurde die
mikrovaskulare  Thrombusbildung im M. cremaster durch phototoxische
Endothelzellaktivierung ausgelést und untersucht. Eine akute Entziindungsreaktion
wurde lokal am Ort des Geschehens durch eine intraskrotale Injektion von LPS
hervorgerufen. Im Anschluss wurde nach 6 Stunden Stimulationszeit eine
phototoxische Endothelzellaktivierung mit Thrombusbildung in der Mikrozirkulation
induziert und mittels Fluoreszenzmikroskopie in Echtzeit visualisiert (siehe Kapitel 1V,
3.33 und 5.4). In diesem Modell wurde im Gegensatz zu anderen
Thrombosemodellen, wie beispielsweise der durch Eisenchlorid oder mechanischer
endothelialer Denudation ausgeldsten Thrombose, kein exzessiver
Endothelzellschaden mit Freilegung subendothelialer Strukturen generiert, sondern
lediglich eine Endothelzellaktivierung mit anschlieRender Thrombusbildung

hervorgerufen.
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Abbildung 20: Dynamik der Thrombusbildung in der entzindeten Mikrozirkulation. Die
mikrovaskuldre Thrombusbildung im M. cremaster wurde durch phototoxische Endothelzellaktivierung
induziert und fluoreszenzmikroskopisch in Echtzeit aufgezeichnet, hier zu sehen in einer Venole (A,
Messbalken 20 um). Die Graphen zeigen die quantitative Auswertung der Zeiten bis zum ersten
Auftreten von Thrombusmaterial am Endothel (,Zeit bis Beginn“) und bis zum kompletten
Gefalverschluss (,Zeit bis Verschluss®). Auf der linken Seite befinden sich die Ergebnisse fiir Venolen
(B, C) und auf der rechten Seite die entsprechenden Ergebnisse in Arteriolen (D, E). Die Zeiten von mit
PBS-vorbehandelten Kontrolltieren (,Unstimuliert”) wurden mit den Zeiten von intraskrotal mit LPS
stimulierten Tieren (,Entztndet") verglichen. (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fir 9 Tiere pro
Gruppe, * p<0,05 vs. ,Unstimuliert").

In der Kontrollgruppe, welche mit einer intraskrotalen PBS-Injektion behandelt wurde
(,Unstimuliert"), hat sich bei der Thrombusbildung in Venolen gezeigt, dass erste
Thrombusanteile kurzzeitig nach Beginn der lllumination mit Licht der Wellenlange 488
nm an der endothelialen Oberflache im Gefal3 entstehen (,Zeit bis Beginn®, 55 s + 12
s). Der komplette Verschluss des entsprechenden GefafR3abschnitts durch den
wachsenden Thrombus wurde zu einem spateren Zeitpunkt beobachtet (,Zeit bis
Verschluss®, 386 s + 19 s). In Versuchsgruppen, die 6 Stunden zuvor mittels
intraskrotaler LPS Injektion stimuliert wurden (,Entziindet®), kam es zu einer signifikant
beschleunigten Thrombusbildung mit deutlich kiirzerer Dauer bis zum vollstandigen
Verschluss der Venole (279 s £ 39 s). Auch die Zeit bis zum Beginn der
Thrombusbildung war verringert. Dieses Ergebnis war allerdings nicht statistisch

signifikant (Abbildung 20 A, B, C). Die mikrovaskuldre Thrombusbildung in Arteriolen
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war im Gegensatz zu den Ergebnissen in den Venolen deutlich langsamer und es
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen lokal mit LPS stimulierten und PBS-
behandelten Kontrolltieren beobachtet (Abbildung 20 D, E).

2.2 Die Bedeutung der Thrombozyten und der plasmatischen Gerinnung fur

die mikrovaskulare Thrombusbildung

Die Thrombozytenaggregation und die plasmatische Gerinnung sind essentielle
Mechanismen der Blutgerinnung und oftmals parallel ablaufende Prozesse (siehe
Kapitel 1, 3.1 und 3.2). Um die Bedeutung der einzelnen Prozesse fiur die
mikrovaskulare Thrombusbildung trennen zu konnen und deren Beitrag zur
Immunthrombose in den Venolen des M. cremaster unter inflammatorischen
Bedingungen beurteilen zu koénnen, wurden folgende intravitalmikroskopische
Untersuchungen durchgefuhrt:

Die Blockade der plasmatischen Gerinnung durch die Behandlung mit Heparin (und
zusatzlicher Zerstérung potentiell vorhandener ,NET“ Strukturen im entziindeten
Gewebe sowie Inhibierung der Interaktion von Thrombozyten tber Thrombin) flhrte
weder in entzindeten, noch in unstimulierten Venolen zu einer signifikanten
Verlangerung der induzierten Thrombose (Abbildung 21 A). Im Gegensatz dazu fiihrte
eine Thrombozytendepletion mit Elimination von dber 90% der zirkulierenden
Thrombozyten (siehe Tabelle 4, Kapitel V, 2.8) in der anschlieBend induzierten
mikrovaskularen Thrombusbildung sowohl in der entzindeten als auch in der
unstimulierten Mikrozirkulation zu einer hoch signifikanten Verlangerung der Zeiten bis
zum Gefallverschluss (Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: Bedeutung der plasmatischen Gerinnung und der Thrombozyten fir die
mikrovaskuléare Thrombusbildung. Nach Vollantikoagulation mit Heparin wurden die Effekte auf die
phototoxisch-induzierte Thrombose in Venolen des M. cremaster nach lokaler Stimulation mit LPS
(,Entziindet®) im Vergleich zu der mit Vehikel behandelten Gruppe und in der PBS-behandelten Gruppe
(,Unstimuliert) im Vergleich zu der mit Vehikel behandelten Gruppe untersucht (A). Des Weiteren wurde
die Thrombusbildung nach Thrombozytendepletion mittels depletierenden Antikérpern analysiert und
mit der Isotyp-Kontrollgruppe in entziindeten und unstimulierten Venolen (B) verglichen (Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts fur 4 Tiere pro Gruppe, * p<0,05 vs. Isotyp-Kontrollantikrper). Der
dynamische Ablauf der mikrovaskularen Thrombose wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie mit
mehreren Farbkanélen (zur Darstellung mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe) betrachtet. Die Thrombozyten
sind auf den reprasentativen Aufnahmen aus der entziindeten und unstimulierten Mikrozirkulation in
weil3 dargestellt und die Zeitabfolge im linken unteren Bildrand eingeblendet (C, Messbalken 40 um).

Zur weiteren Analyse der Funktion der Thrombozyten fur die mikrovaskulare
Thrombose in den Venolen des M. cremaster wurden fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen der mikrovaskularen Thrombose angefertigt, nachdem die Thrombozyten
mit einem nicht-blockierenden, fluoreszierenden Antikérper markiert wurden. Hierbei
hat sich gezeigt, dass Thrombozyten sowohl in der entziindeten als auch in der
unstimulierten Mikrozirkulation die Hauptakteure der mikrovaskularen Thrombose
sind. Interessanterweise hat sich auch gezeigt, dass sich der Ablauf der
Thrombusbildung in entziindeten Gefalien deutlich vom Ablauf der Thrombusbildung
in unstimulierten GefalRen unterscheidet. In unstimulierten Venolen zeigten sich

anfangs nur in Kapillaren und kleinsten Venolen adhérente Thrombozyten. Erst bei
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voranschreitender Thrombose kam es zum Herauswachsen von Thrombusanteilen in
grolRere Venolen, bis diese letztendlich verschlossen wurden. In entziindeten Venolen
war im Gegensatz dazu die Thrombozytenadhédsion und Aggregation von Beginn an
in multiplen Bereichen in den grof3en Venolen wie auch in den Kapillaren und kleinen
Venolen zu beobachten. Dieser Prozess fuhrte zu einer insgesamt effizienteren und
beschleunigten mikrovaskuldaren Thrombusbildung in entzindetem Gewebe
(Abbildung 21 C).

2.3 Funktion der Leukozyten bei der mikrovaskularen Thrombose unter

inflammatorischen Bedingungen

In Prozessen der Immunthrombose spielen Leukozyten eine entscheidende Rolle. In
diesem Kontext wurde die Bedeutung der Immunzellen bisher ausschlie3lich in
Gefallen mit geringen Schergeschwindigkeiten untersucht [34-36, 69]. Um die
Bedeutung der Leukozyten in der Mikrozirkulation unter lokalen, inflammatorischen
Bedingungen und bei hohen, dort vorherrschenden Schergeschwindigkeiten zu
untersuchen, wurden weitere intravitalmikroskopische Aufnahmen angefertigt und
analysiert. Die Leukozytenrekrutierung im M. cremaster wurde 6 Stunden nach lokaler
Stimulation mittels intraskrotaler LPS Injektion (,Entzindet) quantitativ ausgewertet

und mit PBS-behandelten Kontrolltieren (,Unstimuliert) verglichen.
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Abbildung 22: Funktion der neutrophilen Granulozyten fur die mikrovaskulare Thrombusbildung
im lokal entziindeten Gewebe. Mittels RLOT Mikroskopie wurde die intravasale Adharenz von
Leukozyten in postkapillaren Venolen untersucht. Lokal mit LPS stimulierte Tiere (,Entzindet®) wurden
mit PBS-behandelten Kontrolltieren (,Unstimuliert®) verglichen (A, reprasentative RLOT Aufnahmen,
Messbalken 40 um). Quantitative Auswertung der Leukozytenadh&arenz nach lokaler Stimulation mit
LPS verglichen mit PBS-behandelten Kontrolltieren (B, Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fir 4
Tiere pro Gruppe, * p<0,05 vs. ,Unstimuliert®). Nach Behandlung mit Neutrophilen-depletierenden
Antikdrpern wurden nach oben beschriebenem Protokoll mikrovaskulare Thrombosen ausgelést und
quantifiziert. Diese Ergebnisse wurden mit Tieren verglichen, welche mit Isotyp-Kontrollantikdrpern
behandelt wurden (# p<0,05 vs. Isotyp-Kontrollantikdrper). Die Adharenz von Leukozyten in Arteriolen
wurde in RLOT In-vivo Aufnahmen ausgewertet (D, E). Mehrfarbige fluoreszenzmikroskopische In-vivo
Aufnahmen der mikrovaskularen Thrombusbildung in entziindeten Venolen dienen der Visualisierung
von Interaktionen zwischen Thrombozyten (weil3) und neutrophilen Granulozyten (orange) wahrend der
Thrombusbildung (F, Zeitangeben oben links, der Pfeil deutet in Flussrichtung, Messbalken 20 pum). Die
Anzahl adhéarenter neutrophiler Granulozyten im Verlauf der mikrovaskularen Thrombose wurde
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (G). Die Bedeutung der neutrophilen Granulozyten fir die
mikrovaskulare Thrombusbildung in Tieren mit Endotoxamie (durch intraperitoneale LPS-Injektion,
~Systemische Entziindung“) wurde anhand des Vergleichs von Neutrophilen-depletierten Tieren mit
Tieren, welche mit Isotyp-Kontrollantikérpern behandelten wurden, untersucht. Die Adharenz
neutrophiler Granulozyten in Venolen nach systemischer Stimulation mit LPS wurde
fluoreszenzmikroskopisch analysiert und mit Kontrolltieren (,Unstimuliert®) verglichen (H, I).
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In den postkapillaren Venolen der unstimulierten Gruppe waren nur sehr wenige, am
Endothel adharente Leukozyten (4,4 + 1,2 n/10* um?) nachzuweisen. Im Gegensatz
dazu war die Anzahl an adharenten Immunzellen in der Gruppe mit lokaler Entziindung
(19,5 £ 1,1 n/10* um?) signifikant erhoht (Abbildung 22 A, B). Immunhistochemische
Auswertungen haben ergeben, dass tber 90% der adharenten Zellen Ly6-G-positive
neutrophile Granulozyten sind. In Arteriolen hingegen war unter inflammatorischen
Bedingungen keine signifikante Adharenz (0,4 + 0,2 n/10* um?) von Leukozyten zu
beobachten (Abbildung 22 D, E). Um die potentielle Wirkung der adh&renten
Leukozyten auf die mikrovaskulare Thrombose in postkapillaren Venolen im M.
cremaster unter lokal entztindeten Bedingungen zu untersuchen, wurde eine Depletion
der neutrophilen Granulozyten durch Antikdrper gegen Ly6-G durchgefuhrt. Auf diese
Weise konnten Uber 90% der zirkulierenden neutrophilen Granulozyten eliminiert
werden (siehe Tabelle 5, Kapitel V, 2.8). Durch die Depletion der neutrophilen
Granulozyten wurde die vorher gezeigte Beschleunigung der Thrombose in
entziindeten Venolen wieder vollstandig rickgangig gemacht (Abbildung 22 C). Durch
In-vivo-Fluoreszenzmikroskopie mit Darstellung mehrerer Farben in unterschiedlichen
Kanalen wurde die Thrombusbildung in lokal entziindeten Venolen nach Farbung der
Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten mit fluoreszierenden Antikérpern
visualisiert. Hierbei hat sich gezeigt, dass sich die Thrombozyten bei der
Thrombusbildung im entziindeten Gewebe hauptsachlich im Bereich adharenter
neutrophiler Granulozyten anlagern und dort auf der Blutstrom-abgewandten Seite
Aggregate bilden. So entstehen an vielen Stellen im Gefal kleinere Aggregate, welche
im weiteren Verlauf verschmelzen und einen groRen Thrombus bilden, der
schlussendlich zum Verschluss der Venole fihrt (Abbildung 22 F). Die Anzahl
adharenter neutrophiler Granulozyten &nderte sich wahrend des Prozesses der
mikrovaskularen Thrombusbildung nicht signifikant (Abbildung 22 G). Im Falle der
Endotoxamie (durch intraperitoneale LPS Injektion in hoher Dosis) hatte die Depletion
der neutrophilen Granulozyten keine Auswirkung auf die beschleunigte mikrovaskulare
Thrombusbildung (Abbildung 22 1). Diese Ergebnisse sind Ubereinstimmend mit
vorbeschriebenen Untersuchungen zur Thrombusbildung in der Mikrozirkulation bei
friher Endotoxamie mit Depletion der neutrophilen Granulozyten und
inflammatorischen Makrophagen (durch Antikérper gegen GR-1, [138]). Zudem hat

sich gezeigt, dass eine intraperitoneale Injektion von LPS mit folgender Endotoxamie

78



Ergebnisse

in peripheren Geweben wie dem M. cremaster nicht zu einer signifikanten
Leukozytenrekrutierung fuhrt (Abbildung 22 H).

2.4 Einfluss der inneren Oberflachenstruktur von Kanalen auf die

Thrombozytenanlagerung In-vitro in der Mikrofluidik

Aufgrund der Beobachtung in den vorher beschriebenen In-vivo-Versuchen, dass eine
besonders ausgepragte Thrombozytenanlagerung in der Umgebung neutrophiler
Granulozyten und vor allem an ihrer stromungsabgewandten Seite stattfindet, wurden
Untersuchungen zum Effekt von Oberflachenverdnderungen der Gefallinnenwand auf
den Blutfluss und auf die Rekrutierung von Thrombozyten in einem In-vitro Modell
durchgefiihrt. Um die Hypothese der effizienteren Thrombozytenadhéasion durch
Veréanderungen des Blutflusses im Bereich adharenter Leukozyten zu tberprifen und
zellulare von physikalischen Effekten differenzieren zu kénnen, wurden Mikrofluidik-
Chips entworfen. Diese Mikrofluidikmatrizen aus dem Kunststoffpolymer
Polydimethylsiloxan (PDMS) imitieren die Oberflachenstruktur von postkapillaren
Venolen. Vor den Experimenten wurden die Thrombozyten in murinem Blut mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper angefarbt. Das heparinisierte Blut wurde im
Anschluss mit physiologischer Flussgeschwindigkeit und entsprechenden
Schergeschwindigkeiten von 1500 s durch 4 parallel geschaltete Kanale mit 40 pm
Durchmesser und unterschiedlichen Dichten von PDMS-bump structures (8 um
durchmessende, zylindrische Strukturen in den Kanélen 1-4 mit Dichten von 0, 10, 25
und 50 bump structures pro 10* pm? Kanaloberflache, welche die adharenten

Leukozyten in entziindeten Venolen simulieren, Abbildung 23 A, B) geleitet.
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Abbildung 23: Rheologische Wirkungen des Blutflusses auf die Thrombozytenadhé&sion und -
aggregation. Die auf Thrombozyten wirkenden physikalischen Effekte durch die verdnderte
Oberflachengeometrie in Blutgefallen mit adharenten Leukozyten wurde durch eine Mikrofluidik-
Simulation in speziell konstruierten Chips aus PDMS In-vitro untersucht. Die schematische Darstellung
(A) zeigt den Mikrofluidik-Chip mit 4 parallel geschalteten Kanalen mit unterschiedlichen Dichten an
bump structures (kleiner zylindrischer Strukturen aus PDMS, welche adharente Leukozyten simulieren).
Die Struktur der Kanale mit den bump structures ist in der lichtmikroskopischen Aufnahme zu erkennen
(B). Der Graph (C) zeigt die Adhéarenz von Thrombozyten in den einzelnen Kanélen nach 10 Minuten
Perfusion mit heparinisiertem Blut. Zudem ist die Thrombozytenanlagerung im Kanal mit 50 bump
structures pro 10 um? nach Blockade des Thrombozytenrezeptors GPIba dargestellt (Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts fir 3-4 Experimente pro Gruppe, * p<0,05 vs. Kanal ohne bump
structures, 8§ p<0,05 vs. Kanal mit 10 bump structures pro 10* um?, # p<0,05 vs. Kanal mit 50 bump
structures pro 10* um?). Mittels hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie wurden Interaktionen von
fluoreszenzmarkierten Thrombozyten mit bump structures analysiert (D, Messbalken: 20 um). Die
Detailaufnahmen zeigen mit fluoreszierenden GPIbp-Antikbrpern angefarbte Membranausziehungen
von Thrombozyten (sogenannte ,tethers®, E, Messbalken 10 um).

Nach 10 Minuten Durchflusszeit wurden die adhérenten Thrombozyten gezahlt.
Zudem wurden fluoreszenzmikroskopische Zeitverlaufsaufnahmen vom Mechanismus
der Adhasion von Thrombozyten angefertigt. Dabei hat sich gezeigt, dass nur sehr
wenige Thrombozyten in Kanélen ohne bump structures adharierten. Im Gegensatz
dazu kam es in Kanélen mit héheren bump structure-Dichten zu einer ausgepréagten

Thrombozytenadhdasion (Abbildung 23 C) mit einer bis zu 100fachen Steigerung der
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Adharenz in Kanalen mit der héchsten bump structure-Dichte. In den hochauflosenden
Aufnahmen vom Einfangen der Thrombozyten hat sich gezeigt, dass diese meist im
zentralen Bereich der bump structure adharieren (Abbildung 23 D, 4 min) und sich im
weiteren Verlauf auf die stromabgewandte Seite bewegen (6,5 min). Aul3erdem kam
es zur Ausbildung von GPIbB-positiven membrandsen Ausziehungen (sogenannten
JLethers®), die als Anker der Thrombozyten dienen und ein weiteres ,Abseilen®
stromabwarts erlauben (Abbildung 23 E). Auf diese Weise entstanden Thrombozyten-
Gruppierungen und weitere Thrombozyten wurden von den bereits gebildeten
Thrombozytenansammlungen eingefangen. Auf3erdem konnten sich Thrombozyten
.=abseilen” und an der nachsten, stromabwarts gelegenen bump structure adhérieren
(Abbildung 23 D, 13 min). Insgesamt wurde so die Anzahl der wachsenden
Mikrothromben erhdéht und immer mehr Thrombozyten in das thrombotische
Geschehen involviert. Unsere In-vivo Beobachtungen haben  den
Thrombozytenrezeptor GPIba als wichtigsten Rezeptor fur die Adharenz und
Aggregation identifiziert (siehe Kapitel V, 2.6). Auch in der Mikrofluidik fuhrte eine
Blockade dieses Rezeptors durch GPlba—Fab‘® Fragmente zu einer fast vollstandigen

Inhibition der Thrombozytenanlagerung (Abbildung 23 C).

2.5 Theoretische Analysen der Stromungsverhaltnisse und Effekte auf die

Thrombozytenanlagerung im Bereich eines bump structure

Eine Fluiddynamik-Simulation wurde verwendet, um die hydrodynamischen Effekte
einer bump structure auf im Blutstrom frei flie3ende Thrombozyten zu analysieren. Die
Simulation beschreibt annahernd den Fluss einer Flussigkeit (z. B. Blut), als auch der
darin enthaltenen Teilchen (z. B. Thrombozyten) in einem Kanal mit 40 um
Durchmesser bei physiologischen Flussbedingungen (mit einer Schergeschwindigkeit
von 1500 s). Aufgrund der Ergebnisse vorheriger Studien (siehe Kapitel 1V, 4.2.3)
und unseren In-vitro und In-vivo Beobachtungen haben wir postuliert, dass eine
Drehbewegung des Thrombozyten diesen in die N&he der bump structures bringt. Um
die Simulation zu vereinfachen haben wir uns auf theoretische Physik fokussiert,
welche die Drehbewegung korrekt beschreibt. Andere physikalische Faktoren, wie die

Braun’sche Molekularbewegung, die Elastizitdt, oder die Beeinflussung der
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Thrombozyten durch andere feste Blutbestandteile, haben wir vernachlassigt. Des
Weiteren haben wir die Simulation der Dynamik auf einen longitudinalen Schnitt durch

den Kanal (2D, 160 x 40 um) begrenzt.
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Abbildung 24: Theoretisches Modell der Thrombozytenanlagerung und -adharenz durch bump
structures. Das 2D Modell beschreibt den Langsschnitt eines Flusskanals von 40 um Durchmesser mit
einer 8 um messenden bump structure (adhérenter Leukozyt). Ein im Blutstrom befindliches ellipsoides
Partikel (Thrombozyt) bewegt sich mit dem Blutstrom dber die bump structure. Das
Geschwindigkeitsprofil ist mit der Farbskala dargestellt (A) und die Bewegung des Ellipsoids Uber die
Struktur kann graphisch nachvollzogen werden (weil3es Ellipsoid, welches sich von links nach rechts
Uber die bump structure bewegt). Biomolekulare Interaktionen wurden fir die Simulation aul3er Acht
gelassen, um die physikalischen Effekte durch die Flussphdnomene gesondert betrachten zu kénnen.
Die Geschwindigkeit (B) des Ellipsoids und die Anderung des Winkels (C) wahrend der Bewegung sind
dargestellt. Die Beschleunigung des Partikels und die Abnahme der Distanz zwischen Partikel- und
Kanaloberflache fiihren zu erleichterten molekularen Interaktionen zwischen beiden Oberflachen, da
sowohl das Massenzentrum (,MZ*), als auch das am nachsten kommende Areal des Partikels (,ND*,
engl. nearest distance, dt. kirzester Abstand) wahrend der flippenden Bewegung des Ellipsoids bis auf
Bruchteile eines um an die Kanal- oder bump structure-Oberflache herankommen.

Durch das laminare Stromungsprofil innerhalb eines Kanals wirkt auf die dem Zentrum
des Kanals zugewandte Seite des Thrombozyten eine hthere Scherkraft als auf die
dem Zentrum abgewandte Seite. Dadurch kommt es zu einer langsamen
Drehbewegung des Thrombozyten um seinen Massenschwerpunkt. Wenn der
Blutstrom nun auf eine bump structure trifft, fohrt dies zu einer lokalen
Flussbeschleunigung (Abbildung 24 A) und der im Fluss befindliche Thrombozyt wird
mitgezogen. Diese Beschleunigung fuhrt in unserer Simulation zu einer Bewegung des

Massenschwerpunkts des Thrombozyten in Richtung der bump structure (Abbildung
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24 B, D). Aus diesen Kraften resultiert aulerdem eine 180° Drehung des
Thrombozyten, wahrend sich dieser tGber die bump structure bewegt (Abbildung 24 C,
D; torkise Linie). Durch diese Rotationsbewegung wird nicht nur der
Massenschwerpunkt, sondern insbesondere ein Teil des Thrombozyten (,nachste
Distanz ND*, D) in direkten Kontakt mit der Oberflache der bump structure gebracht.
Auf diese Weise werden molekulare Bindungen ermdéglicht und die Adhasion des

Thrombozyten begunstigt.

2.6 Molekulare Mechanismen der mikrovaskularen Thrombusbildung am Ort

der Entzindungsreaktion

Eine Vielzahl an Oberflachenmolekilen und Rezeptoren, welche potentiell an der
mikrovaskularen Thrombusbildung im entziindeten Gewebe beteiligten sind, wurden
bezuglich ihrer Funktion untersucht. Die Molekule spielen eine Rolle fur Interaktionen
zwischen Thrombozyten, Endothelzellen, Leukozyten und Faktoren der plasmatischen
Blutgerinnung und sind in der Tabelle 1, Kapitel I, 3.1 naher beschrieben. Um die
Phase der Entzindungsentstehung nach intraskrotaler Injektion von LPS (6 Stunden
vor Thrombusbildung) nicht zu beeinflussen, wurden die Antikdrper oder Inhibitoren
erst 10 Minuten vor der phototoxischen Endothelzellaktivierung mit anschlie3ender
mikrovaskularer Thrombusbildung verabreicht. Danach wurde die Thrombusbildung

intravitalmikroskopisch aufgenommen und analysiert.
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Abbildung 25: Molekulare Mechanismen bei der mikrovaskularen Thrombusbildung im lokal
entziindeten Gewebe. Die mikrovaskulare Thrombusbildung in entziindeten Venolen (6 Stunden nach
intraskrotaler LPS Injektion) wurde untersucht. FUnf Minuten vor der phototoxischen
Endothelzellaktivierung mit folgender Thrombusbildung wurden blockierende Antikérper gegen GPIba,
CD40, CD40L/CD154, P-Selektin/lCD62P und Mac-1/CD11b verabreicht und die Wirkung auf die
mikrovaskuldre  Thrombusbildung analysiert (A). Auflerdem wurde ein Inhibitor des
Thrombozytenrezeptors GPIIb/llla verabreicht. Potentiell vorhandene NETs (,neutrophil extracellular
traps®) wurden mittels DNAse | (Iost NET Strukturen auf) degradiert. Die jeweiligen Gruppen wurden mit
Isotyp-Kontrollantikdrpergruppen oder Vehikel Gruppen verglichen (Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts fir 4 Experimente pro Gruppe, * p<0,05 vs. Vehikel oder Isotyp-Kontrollantikdrper).
Konfokalmikroskopische Aufnahmen in entziindeten Venolen nach phototoxischer Thrombose wurden
angefertigt und eine Farbung von Thrombozyten (GPIbf, grin), Leukozyten (Ly-6G/C blau) und vWF
(1. Zeile, rot) oder CD40 (2. Zeile, rot) oder CD40L (3. Zeile, rot) vorgenommen, um die Verteilung der
Molekule im Thrombus und die genaue Lokalisation zu Uberprifen (B, Messbalken 10 pum). Mittels In-
vivo Fluoreszenzmikroskopie mit mehreren Farbkandlen wurde die Lokalisation von adhérenten
Thrombozyten wahrend der mikrovaskuléaren Thrombusbildung in entziindeten Venolen in Relation zu
den adhérenten Leukozyten untersucht. Die Ergebnisse zeigen die Lokalisation in Wildtyp-Tieren, die
mit Isotyp-Kontrollantikdrpern, Antikdrpern gegen GPlba, VWF, CD40 und CD40L/CD154 behandelt
wurden (C, Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fur 3 Experimente pro Gruppe, * p<0,05 vs.
Kontrolle, nicht-assoziiert mit Leukozyten, # p<0,05 vs. Kontrolle, assoziiert mit Leukozyten).

Die Blockade von VWF (450 s + 33 svs. 312 s + 6 s) oder des Thrombozytenrezeptors

GPlba (773 s = 109 s) fiuhrte zu einer signifikant verlangerten Zeit der
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Thrombusbildung verglichen mit der Isotyp-Kontrollgruppe (Abbildung 25 A). Dies war
nicht der Fall bei Blockade des Thrombozytenrezeptors GPIIb/llla. Die Blockade von
CD40 und dessen Bindungspartner CD40L/CD154 fuhrte ebenfalls zu einer
signifikanten Verlangerung der Zeiten bis zum Gefaldverschluss (609 s + 36 s und 466
S £ 96 s) verglichen mit der Isotyp-Kontrollgruppe (197 s £ 9 s). Nach Verabreichung
von blockierenden Antikorpern gegen P-Selektin/CD62P oder Mac-1/CD11b kam es
Uberraschenderweise nicht zu einer Verlangerung der Zeit bis zum Gefaldverschluss,
obwohl in der Literatur mehrfach Interaktionen zwischen Thrombozyten und
Leukozyten Uber diese Rezeptoren beschrieben wurden (siehe Kapitel I, 3.1). Auch
die Degradierung von potentiell im entziindeten Gewebe vorhandenen neutrophilen
.,NET“-Strukturen hatte keinen Effekt auf die mikrovaskulare Thrombusbildung. Durch
konfokalmikroskopische Aufnahmen des M. cremaster nach phototoxischer Okklusion
von Venolen und Farbung mit Antikdrpern gegen VWF, CD40 und CD40L/CD154
konnte die genaue Lokalisation dieser Molekile im Thrombus und in Relation zu
Leukozyten und Thrombozyten visualisiert werden (Abbildung 25 B). Hierbei hat sich
gezeigt, dass VWF im gesamten Thrombus wie auch an den Kontaktflachen von
Leukozyten und Thrombozyten zu finden ist. CD40 war vor allem auf Leukozyten und
Thrombozyten nachweisbar. Dessen Ligand CD40L/CD154 war hauptsachlich auf
Thrombozyten lokalisiert. Durch In-vivo Farbungen von Thrombozyten und Leukozyten
und anschlieRender Photoaktivierung mit Thrombusbildung in entziindeten Venolen
konnte die Bedeutung der Molekile GPIba, VWF, CD40 und CD40L/CD154 fur die
Lokalisation der adharenten Thrombozyten in Relation zu Leukozyten untersucht
werden. Dabei hat sich ergeben, dass in den ersten beiden Minuten der
Thrombusbildung die Thrombozytenadhéarenz in den Gruppen, die mit Antikorpern
gegen GPlba, VWF, CD40 oder CD40L/CD154 behandelt wurden, signifikant
verringert war. Dies betraf sowohl die Thrombozytenanlagerung in der unmittelbaren
Umgebung von Leukozyten als auch an der freien Wand des Endothels. Dabei war
das Verhaltnis von Thrombozyten mit direktem Kontakt zu Leukozyten zu frei am
Endothel befindlichen Thrombozyten unverandert (Abbildung 25 C).
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2.7 Einfangen von pathogenen Mikroorganismen durch verstarkte

mikrovaskulare Thrombose

Um die physiologische Relevanz einer beschleunigten und effizienteren
mikrovaskularen Thrombusbildung unter inflammatorischen Bedingungen zu
untersuchen, wurde analysiert, in wie weit die mikrovaskulare Thrombose beim
Einfangen von pathogenen Mikroorganismen eine Rolle spielt. Hierfir wurden
fluoreszierende Mikrospharen oder pathogene Mikroorganismen (E. coli) vor der
Thrombusbildung in die lokale Mikrozirkulation des M. cremaster injiziert.
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Abbildung 26: Einfangen von pathogenen Mikroorganismen durch Thrombusbildung in der
entzindeten Mikrozirkulation. Mehrfarbige fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der phototoxisch
induzierten mikrovaskularen Thrombose im entziindeten Gewebe wurden angefertigt. Zehn Minuten vor
Induktion der Thrombusbildung wurden fluoreszierende Mikrosphéren oder gefarbte E. coli-Bakterien
injiziert und deren Deposition im Thrombus In-vivo beobachtet. Reprasentative Aufnahmen zeigen E.
coli-Bakterien in turkis und Thrombozyten in rot (A, Messbalken: 40 um). Die quantitative Auswertung
zeigt die Deposition von fluoreszierenden Mikrosphéaren (B) oder gefarbten E. coli-Bakterien (C) vor und
nach Thrombusbildung in Venolen unter entziindlichen Bedingungen (6 Stunden nach intraskrotaler
LPS Injektion, ,Entziindet®) oder in der PBS-behandelten Kontrollgruppe (Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts fiir 4 Experimente pro Gruppe, § p<0,05 vs. ,Unstimuliert” vor Thrombusbildung,

# p<0,05 vs. ,Entziindet* vor Thrombusbildung, * p<0,05 vs. ,Unstimuliert nach Thrombusbildung®).

In der anschlieBenden In-vivo-Fluoreszenzmikroskopie wurden diese Partikel oder
Organismen visualisiert und ein freies Durchflie3en der Gefal3e wurde beobachtet.
Eine relevante Deposition der Partikel oder Organismen an der endothelialen
Oberflache war nicht zu sehen. Durch phototoxische Endothelzellaktivierung mit
Ausbildung eines mikrovaskularen Thrombus kam es hingegen schnell zu einer
signifikanten Retention von Mikrospharen oder E. coli-Bakterien im entstehenden

Thrombus (Abbildung 26 A). Dieser Effekt war unter inflammatorischen Bedingungen
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(nach Prastimulation mittels intraskrotaler LPS Injektion 6 Stunden vor der Thrombose)
sehr viel starker ausgebildet (Abbildung 26 B, C) und konnte so einer systemischen
Dissemination von Pathogenen durch eine effektive Kompartimentalisierung

entgegenwirken.

2.8 Systemische Leukozytenzahlen, mikrohdmodynamische Parameter,
Fluoreszenzintensitat und Effekte der Thrombozyten- und

Neutrophilendepletion

Um die Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchsgruppen sicherzustellen,
wurden die mikrohdmodynamischen Parameter wie Blutflussgeschwindigkeiten,
Gefalldurchmesser, Schergeschwindigkeiten und die Fluoreszenzaktivitat in den
GefalRabschnitten der Thromboseinduktion gemessen (Tabelle 3). Zwischen den
einzelnen Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede. In Gruppen mit
Thrombozytendepletion (Tabelle 4) oder Depletion der neutrophilen Granulozyten
(Tabelle 5) wurde ein Differentialblutbild erstellt und der Erfolg der Depletion Gberprift.

Behandlung Durchmesser Vmean Scherge- Fluoreszenz-
(um) (mm s schwindigkeit = intensitat (MFI)
(s™)

Keine 38.8+0.7 1.5+0.1 1490.6+55.5 2077.0+£123.2
Keine 38.2+0.7 1.3£0.1 1348.1+55.4 2064.9+103.9
Vehikel 38.6+0.3 1.4+0.1 1461.9+125.5 2063.4+50.3
Heparin 36.8+0.5 1.520.1 1575.7156.6 2128.3+40.5
Vehikel 37.9+0.2 1.4+0.1 1502.0+112.8 2044.9+55.5
Heparin 36.6+0.6 1.3£0.1 1425.4+88.4 1962.5+39.2
Isotyp 37.4+0.2 1.7+0.1 1792.9+49.0 1792.9+49.2
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Anti-GPlba
Anti-Ly6G
Isotyp
Anti-GPlba.
Anti-Ly6G
Isotyp
Anti-GPIba
Vehikel
GR144053
Isotyp
Anti-VWF
Isotyp
Anti-CD40
Anti-CD40L
Anti-CD62P
Anti-CD11b
Vehikel

DNAse |

Tabelle 3:

37.2+0.6

38.6+0.7

38.4+0.4

38.2+0.3

38.4+0.2

36.0+0.4

Fab’ 35.8+0.3

35.5+0.4

36.7+0.4

35.7+0.6

36.3+0.6

37.8+1.0

42.0+0.6

41.7+1.0

37.3+0.7

35.8+0.2

36.2+0.5

36.3+0.1

Hamodynamische Parameter

1.4+0.1

1.4+0.1

1.6+0.1

1.6+0.1

1.4+0.1

1.4+0.1

1.4+0.1

1.2+0.1

1.2+0.1

1.2+0.1

1.6+0.1

1.3+0.2

1.3+0.1

1.1+0.1

1.4+0.1

1.1+0.1

1.4+0.1

1.4+0.1

der einzelnen Versuchsgruppen
Standardfehler des Mittelwerts fur 4 bis 9 Tiere pro Gruppe).

1454.0+32.7

1386.0+61.3

1601.9+66.1

1633.1+29.1

1426.2+54.5

1504.3+89.7

1499.6+96.9

1388.9+105.1

1230.3+117.4

1299.2+42.2

1710.9+£103.5

1310.9£246.7

1204.0+45.0

1036.0+33.8

1233.5+119.0

1210.2+35.6

1458.6+64.4

1478.7+7.4
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1999.8+68.7

1954.3+52.1

1930.7+25.9

1965.6+52.2

1919.3+38.9

1985.5+10.3

2213.8+292.0

1989.3+43.5

2030.6%+48.5

1917.30+18.8

1939.7+76.5

2018.6+114.7

1990.9+16.6

1984.2+10.6

2037.1+42.5

1896.3+£75.3

1956.0+45.8

1954.2+25.9

(Mittelwert £
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Stimulus Behandlung Thrombozyten Leukozyten
(x 103 /ul) (x 103 /ul)
Unstimuliert Isotyp 730147 4.97+0.26
Unstimuliert Anti-GPIba 42+11 4.28+0.18
LPS 10 ngi.s. Isotyp 608155 5.29+0.56
LPS 10 ngi.s. Anti-GPlba 59418 4.14+0.99

Tabelle 4: Thrombozytenzahlen nach Depletion im Vergleich zu Isotyp-Kontrollgruppen
(Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fir 4 Tiere pro Gruppe).

Stimulus Behandlung Leukozyten Neutrophile Neutrophile
(x 103 /ul) (% an Leuko- (x 10% /ul)
zyten)
Unstimuliert Isotyp 4.97+0.26 25.80+2.00 1.3+0.1
LPS 10 ngi.s. Isotyp 5.29+0.56 20.80+2.90 1.1+0.1
LPS 10 ngi.s. Anti-Ly6G 4.20+0.38 2.90+0.41 0.1+0.1
LPS1mgip. Isotyp 4.74+1.88  51.1+10.5 2.6+0.1
LPS1mgi.p. Anti-Ly6G 3.11+1.04 9.7+4.2 0.3+0.0

Tabelle 5: Leukozytenzahlen und Anteil der neutrophilen Granulozyten nach Depletion im
Vergleich zu Isotyp-Kontrollgruppen (Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts fir 4 Tiere pro
Gruppe).
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VI Diskussion

1 Wissenschaftlicher Hintergrund

1.1 Akute Entzindungsreaktion mit Aktivierung neutrophiler Granulozyten

Die Migration von Leukozyten zum Ort einer Entziindungsreaktion und die dortige
Auswanderung aus den Blutgeféal3en in das Gewebe sind entscheidenden Schritte der
angeborenen Immunabwehr zur Bekampfung pathogener Mikroorganismen. Diese
Vorgange sollen bedrohliche Infektionen und deren Folgen verhindern [5-8, 156, 157].
Neutrophile Granulozyten sind initial als Kampfer der ,ersten Verteidigungslinie® die
Hauptakteure des Immunsystems [8, 54]. Auch andere Zellpopulationen, wie zum
Beispiel inflammatorische Monozyten und Makrophagen, sind in der frihen Phase der
Bekampfung von Krankheitserregern beteiligt, jedoch zahlenmé&Rig weniger stark
vertreten.

Damit Effektorzellen den Weg zum Ort der Entzindungsreaktion finden, missen
chemotaktische Molekille exprimiert und prasentiert werden. Chemokine spielen als
chemotaktisch wirksame Zytokine eine wesentliche Rolle bei der Rekrutierung von
Immunzellen ins perivaskulare Gewebe. Nach dem aktuellen Stand der Wissenschatft
wird angenommen, dass durch die groBe Anzahl verschiedener Chemokine und
Chemokinrezeptoren sowie deren promiskuitives Bindungsverhalten und heterogene
Expression auf verschiedenen Zellen, die gezielte Rekrutierung von Leukozyten-
Subpopulationen an den Ort einer Entzindungsreaktion gesteuert werden kann [12,
14, 15, 64]. Bisher galt die Annahme, dass CC-Chemokine selektiv auf T-Zellen und
Monozyten wirken [10, 12-14] und auf diese Weise die Migration und Aktivierung dieser
Zellen beeinflussen. Neuere Studien haben allerdings CC-Chemokine in
Zusammenhang mit der Rekrutierung von eosinophilen [15, 16], basophilen [17, 18]
und neutrophilen Granulozyten [19-22] ins entziindete Gewebe bei verschiedenen
inflammatorischen  Erkrankungen wie zum Beispiel allergischem Asthma,
Atherosklerose, Ischamie-Reperfusion und allergischer Aspergillose gebracht und
somit den Aufgabenbereich dieser Chemokine erweitert. Die genauere Wirkweise war
hierbei allerdings noch unklar.
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1.2 Immunthrombose in der akuten Entzindungsreaktion

Bei der Bekdmpfung eindringender pathogener Mikroorganismen in den Organismus
spielen zuséatzlich zur oben beschriebenen initialen und akuten Entziindungsreaktion
auch thrombotische Vorgange eine wichtige Rolle. Wahrend Pathogene, die bereits in
die Blutzirkulation des Organismus gelangt sind, in Leber und Milz aus dem Blut
gefiltert werden [32, 69, 158], ist die mikrovaskulare Thrombusbildung am Ort der
akuten Entziindungsreaktion von fundamentaler Bedeutung, um eine systemische
Dissemination bereits zu Beginn zu verhindern [30, 33]. Bei diesen friilhen Ereignissen
der Pathogenbekéampfung kommt es zu Interaktionen des Immunsystems mit
Prozessen der Hamostase. Diese Vorgange werden Immunthrombose genannt und
wurden bisher in Arterien, Venen und Lebersinusoiden mit niedrigen vorherrschenden
Scherraten untersucht [34, 35, 37, 159, 160]. Die Mikrozirkulation ist jedoch meist
Eintrittspforte  fur pathogene Mikroorganismen und die Mechanismen der
Immunthrombose wurden in diesem Bereich des Gefal3baums unter hohen

Scherkraften bislang unzureichend erforscht.

2 Diskussion der verwendeten Methoden

2.1 Wahl des M. cremaster Modells fur die Untersuchung der mikrovaskularen

Entziindungsreaktion In-vivo

Um im ersten Teil der Arbeit die akuten Entziindungsreaktionen durch Chemokine als
Ausdruck der frihen Phase einer Inflammation und die einzelnen Schritte der
Leukozytenrekrutierung in der Mikrozirkulation zu untersuchen, wurde das Modell der
Intravitalmikroskopie am M. cremaster der Maus nach Baez et al. [146] gewé&hlt. Zum
einen lassen sich hier aufgrund der anatomischen Gegebenheiten ohne gréferes
Trauma Entzindungsmediatoren (beispielsweise Chemokine durch intraskrotale
Injektion) lokal verabreichen. Zum anderen kann bei vorsichtiger Praparation eine
hervorragende Bildqualitat der intravitalmikroskopischen Aufnahmen erreicht und eine
detaillierte Auswertung der Leukozyten-Rekrutierungsschritte vorgenommen werden.
Das Gewebe des M. cremaster lasst sich leicht von den benachbarten

Gewebsstrukturen trennen und der diinne Muskel kann auf einer geeigneten Plattform
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aufgespannt und wéhrend der gesamten Mikroskopie mit physiologischer warmer
Kochsalzlésung superfundiert werden. Mit dieser Technik lassen sich Arteriolen,
Venolen, Kapillaren sowie das umgebende Gewebe in hoher Bildqualitat darstellen.
Prozesse wie Leukozytenrollen, -adhérenz und -transmigration lassen sich direkt
visualisieren [112]. Histologische Untersuchungen kdnnen mittels
immunhistochemischer Farbungen vorgenommen werden und Zell-Transfer-
Experimente mit Knochenmarksleukozyten eignen sich zur Differenzierung von
endothelialen und leukozytaren Effekten auf die Entzindungsreaktion. Mittels
Fluoreszenzmikroskopie lassen sich Strukturen In-vivo darstellen, welche mit einem
Fluoreszenzfarbstoff angefarbt wurden (zum Beispiel in Form eines Antikdrpers mit
gebundenem Farbstoff). Andere Modelle, wie zum Beispiel das murine Ohrmodell,
eignen sich ebenfalls fir intravitalmikroskopische Aufnahmen von entziindetem
Gewebe (zum Beispiel durch 2-Photonen-Mikoskopie, [89]), haben jedoch eine
geringere zeitliche Auflésung und kénnen deshalb schnell ablaufende Prozesse wie

das Rollen von Leukozyten schlechter erfassen.

2.2 Wahl des Zell-Transfers von Knochenmarksleukozyten fur die
Unterscheidung der Bedeutung leukozytarer und nicht-leukozytéarer

Chemokinrezeptoren und G-Protein gekoppelter Signalwege

Durch die Verwendung einer Zell-Transfer-Methode konnten leukozytare von nicht-
leukozytaren Auswirkungen der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 sowie der
Pertussis-sensitiven G-Protein gekoppelten Signalwege unterschieden werden. Diese
Methode ist bereits mehrfach erfolgreich angewandt worden [147, 161]. Hierfur werden
Knochenmarksleukozyten von Wildtyp-Mausen, Ccrl”-- oder Ccr57-Knockout-Mausen
gewonnen, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und anschlieRend
Empfangermausen verabreicht. Durch den identischen genetischen Hintergrund der
Mause unterscheiden sich die verabreichten Zellen nur im entsprechenden Knockout-
Gen oder durch eine Vorbehandlung mit einem Inhibitor. Die Knochenmarkszellen
bestehen zu lUber 90% aus neutrophilen Granulozyten. Nach Stimulation mit dem
Chemokin CCL3 konnen anschlieend das Leukozytenrollen, die Adharenz am

Endothel und die Rekrutierung ins perivaskulare Gewebe fluoreszenzmikroskopisch
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untersucht werden. Diese Methode eignet sich sehr gut, um leukozytéare von nicht-
leukozytaren Auswirkungen der entsprechenden Chemokinrezeptoren oder
Signalkaskaden zu unterscheiden. Eine Immunsuppression tritt hierbei nicht auf. Im
Gegensatz dazu wird bei einem alternativen Verfahren, der Erstellung von Chiméaren
durch Knochenmarkstransplantation, das Immunsystem zunéchst supprimiert, indem
die Empfangertiere mit einer letalen Strahlendosis behandelt werden. Somit werden
alle Zellen des Knochenmarks und damit auch der grof3te Teil der Immunzellen zerstort
[162]. Im Anschluss werden die Mause mit Spenderleukozyten behandelt. Hierbei ist
eine prophylaktische Antibiotikagabe notwendig, um den immungeschwachten
Organismus vor ungewollten Infektionen zu schitzen. Durch die Bestrahlung
entstehen weitere Auswirkungen auf den Organismus, wie zum Beispiel
Entzindungen der Schleimhaute, entziindliche Veranderungen der Lunge bis hin zum
Schock [163]. Dadurch konnen Verfalschungen bei der Untersuchung der Chemokin-

vermittelten Inflammation entstehen.

2.3 Wahl der phototoxischen Endothelzellaktivierung im M. creamster zur

Untersuchung der mikrovaskularen Thrombose im entziindeten Gewebe In-vivo

Zur Untersuchung des Einflusses akuter Entzindungsreaktionen auf die
mikrovaskulare Thrombusbildung im lokal entziindeten Gewebe wurde das Modell der
phototoxischen Endothelzellaktivierung mit folgender Thrombose im M. cremaster
gewahlt. Das Modell erlaubt die Untersuchung der Thrombusbildung in Echtzeit mit
detaillierter fluoreszenzmikroskopischer Beobachtung der Prozesse. Durch Injektion
eines mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierten Zuckermolekuls
(Fluoescinisothiocyanat-(FITC)-Dextran) und anschlieRender Bestrahlung mit Licht
des Anregungsspektrums des Fluorophors (mit einer Wellenlange von 488 nm) wird
im belichteten Areal ein phototoxischer Schaden des Gefal3endothels hervorgerufen,
welcher zu einer gut reproduzierbaren Thrombose fihrt [164, 165]. Indem die
Parameter wie Fluoreszenz-Aktivitat, Lichtintensitat, GefalRdurchmesser und
Blutflussgeschwindigkeiten konstant gehalten wurden, konnten mit dieser Methode
stabile Messwerte erhoben und die Thrombose auf diese Weise quantitativ (Dauer bis

zum ersten Auftreten von Thrombusanteilen am Endothel bzw. Dauer bhis zum
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kompletten Gefal3verschluss) ausgewertet werden. Durch Anfarben von
Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern
konnten Interaktionen dieser Zellen mit hoher Auflésung visualisiert werden. In den
meisten bisher publizierten Studien, welche sich der mikrovaskularen Thrombose
gewidmet haben, wurde die Thrombusbildung unter systemisch-inflammatorischen
Bedingungen untersucht [136-138, 166]. Ziel dieser Arbeit war es jedoch, die
Mechanismen der  mikrovaskuldren  Thrombose direkt am Ort der
Entztndungsentstehung zu analysieren. Durch die Mdglichkeit der Prastimulation des
Gewebes durch eine intraskrotale Injektion von Entziindungsmediatoren (zum Beispiel
LPS) und spatere Auslosung einer mikrovaskularen Thrombose eignet sich dieses
Modell sehr gut fir diese Zwecke. Im Gegensatz zur Thrombose durch Eisenchlorid
[129] oder mechanischen Denudation des Endothels [167] kommt es bei der
phototoxischen Reaktion nicht zu einer starken Schadigung des Endothels mit
Freilegung  subendothelialer  Strukturen,  sondern lediglich zu  einer
Endothelzellaktivierung  [164]. Somit sind  Wechselwirkungen  zwischen
subendothelialen Kollagenfasern und Thrombozytenrezeptoren zu vernachlassigen.
Ein &hnlicher Thrombosemechanismus wird durch eine Laser-Aktivierung des
Endothels hervorgerufen [168], denn auch hier werden keine subendothelialen
Strukturen exponiert. Die tiefe Venenthrombose durch partielle Ligatur der Vena cava
inferior ist ein weiteres, etabliertes Modell fur die Untersuchung der Thrombusbildung
In-vivo. Dieses analysiert jedoch die Thrombusbildung in einem grof3en Gefalz mit
langsamen Fluss. Die dort vorzufindenden Scherkrafte an den Gefallwéanden sind um
ein Vielfaches geringer als in der Mikrozirkulation und die Thrombose geschieht
hauptsachlich durch die Aktivierung der Gerinnungskaskade mittels freigelegtem
tissue factor. Aul3erdem finden hier NET-Strukturen besseren Halt und tragen zur
Blutgerinnung bei [34-38]. Die hochauflésende Mikroskopie der thrombotischen
Vorgange in diesen Systemen ist bisher nicht mit sehr hoher zeitlicher Auflosung
durchfiihrbar.

Zusammenfassend ist das Modell der Thrombusbildung durch phototoxische
Endothelzellaktivierung zur Untersuchung immunthrombotischer Vorgénge im lokal
entzindeten Gewebe sehr gut geeignet und bildet die physiologischen und

pathophysiologischen Vorgange am besten ab. Durch die Echtzeit-Visualisierung
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kénnen schnell ablaufende Prozesse untersucht und deren Mechanismen abgebildet

werden.

2.4 Benutzung von PDMS-Mikrofluidiken fur In-vitro-Versuche der

Thormbozytenadharenz und Aggregation

Aufgrund der beobachteten Phanomene in den In-vivo-Experimenten hat sich die
Hypothese ergeben, dass rheologische Effekte von adhéarenten neutrophilen
Granulozyten maf3geblich an der verstarkten mikrovaskularen Thrombusbildung im
lokal entziindeten Gewebe beteiligt sind. Um diese Beobachtung zu Uberprifen,
wurden Mikrofluidik-Chips aus PDMS-Kunststoff mit 4 parallel geschalteten Kanélen
gebaut. Diese Kanéle mit einem Durchmesser von 40 um und unterschiedlicher Dichte
an bump structures, welche adhéarente Leukozyten imitieren, wurden mit
heparinisiertem Mausblut bei physiologischen Schergeschwindigkeiten von 1500 s
(wie in der untersuchten Mikrozirkulation In-vivo) perfundiert und die
Thrombozytenadhérenz und Aggregation visualisiert und quantifiziert. Durch diese
maldstabsgetreue Simulation konnten physikalische von biologischen Effekten
differenziert und analysiert werden und somit hydrodynamische Beobachtungen
gemacht werden. In einer anschlieBenden Computersimulation konnten die
physikalischen  Gegebenheiten néherungsweise berechnet werden. Diese
theoretischen Berechnungen basieren auf den zuvor in der Fluidik beobachteten
Prozessen. Es handelt sich also um ein theoretisches Modell, dass zum tieferen
Verstandnis der In-vivo-Vorgange beitragt, indem es auch physikalische Effekte

integriert.

2.5 Benutzung der Konfokalmikroskopie zur Untersuchung der Lokalisation

von Oberflachenmolekilen auf den Zellen im Thrombus

Um die Lokalisation der bei der Thrombusbildung beteiligten Molekule (von-
Willebrand-Faktor, CD40, CD40L) zu analysieren, wurde die Konfokalmikroskopie
gewahlt. Der Vorteil besteht darin, dass nhach einer phototoxisch-induzierten
Thrombose die entstandenen Thromben mit allen involvierten Zellen, wie

beispielsweise Endothelzellen, Thrombozyten und Leukozyten, angefarbt und
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untersucht werden kénnen. So kdnnen die involvierten Oberflachenrezeptoren mit
praziser ortlicher Auflésung dargestellt und in Zusammenschau mit den In-vivo
Untersuchungen Ruckschlisse auf deren Interaktionen gezogen werden. Im
Gegensatz zu durchflusszytometrischen Untersuchungen der Oberflachenmolekiile
von einzelnen Zellen wird die physiologische Umgebung der Zellen bewahrt. Nur die
tatsachlich in die Vorgange eingebundenen zellularen Strukturen werden analysiert

und nicht alle Leukozyten oder Thrombozyten des Tieres.

3 Diskussion der Ergebnisse

3.1 CC-Chemokin-vermittelte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten

Der erste Teil der Untersuchungsergebnisse befasst sich mit der Bedeutung des CC-
Chemokins CCL3 und dessen Rezeptoren CCR1 und CCRS5 fir die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten ins Gewebe im Rahmen der frihen mikrovaskuléaren
Entzindungsreaktion. Das Chemokin CCL3 fiuhrte in unseren Untersuchungen zu
einer starken mikrovaskularen Entzindung mit intravaskularer Adharenz und
anschlieBender Transmigration von neutrophilen Granulozyten in die perivaskulare
Umgebung. Mittels Ccrl”- und Ccr57-Knockout-Mausen konnten wir feststellen, dass
die Entzindungsreaktion von beiden Rezeptoren abhéangig ist. Diese Ergebnisse
erganzen vorangegangene Studien, welche gezeigt haben, dass die Blockade oder
das Fehlen der Chemokinrezeptoren CCR1 oder CCR5 in unterschiedlichen
Situationen zu abgeschwéchten Entziindungsreaktionen mit signifikant geringerer
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten an den Ort des entzindlichen
Geschehens verbunden ist. So hatte sich in einer Studie unserer Forschungsgruppe
gezeigt, dass die Leukozyteninfiltration ins Gewebe des M. cremaster nach Ischamie
und anschlieBender Reperfusion in CCR1- und CCR5-defizienten M&usen signifikant
verringert ist [20]. Auch fur die Infiltration der Lunge durch neutrophile Granulozyten
nach Ischamie-Reperfusionsschaden hat sich das Chemokin CCL3 als
verantwortlicher Entztindungsmediator erwiesen [21]. Die Rekrutierung von
Leukozyten ins Gewebe der Niere nach Ischamie-Reperfusion ist CCR1 abhangig

[169]. Die genauen Wirkmechanismen und die beteiligten
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Signaltransduktionsmolekile und -kaskaden sind hierbei jedoch nicht ausreichend
untersucht worden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Bindung von CC-Chemokinen an leukozytare
Chemokinrezeptoren zu schnellen Veranderungen der Konformation von Integrinen
auf der Zelloberflache fuhrt und so umgehend das Rollen und die Adharenz von
Leukozyten am Endothel hervorrufen kann [12-14, 170].

Durch die Expression von CCR1 und CCR5 auf verschiedenen nicht-leukozytéren
Zellen des Organismus, wie auch zum Beispiel auf Endothelzellen [171] und
Mastzellen [28, 29], stellt sich die Frage, ob leukozytar exprimierte Rezeptoren oder
nicht-leukozytar exprimierte Rezeptoren fur die entziindlichen Vorgénge verantwortlich
sind. Die Bindung von CCL3 an nicht-leukozytare Chemokinrezeptoren fuhrt primar
zur Generierung und Sezernierung von weiteren chemotaktischen Molekilen, welche
wiederum auf Leukozyten wirken [172, 173]. Durch die Anwendung einer Zell-Transfer-
Technik mit dem Transfer von Knochenmarksleukozyten aus Wildtyp-, Ccrl”- und
Ccr57-Knockout-Mausen in Wildtyp-, Ccrl”- und Ccr57-Knockout-Mause konnten wir
feststellen, dass fur die entziindliche Reaktion im M. cremaster nach Stimulation mit
CCL3 sowohl CCR1-Rezeptoren auf Leukozyten als auch nicht-leukozytare CCR5-
Rezeptoren verantwortlich sind. Es ist jedoch nicht abschlielBend geklart, welche nicht-
leukozytaren Zellen beteiligt sind und auf welche Weise die Zellen zur
Entzindungsreaktion beitragen. Hierbei sind mehrere Szenarien denkbar. Es ist
beispielsweise bekannt, dass der Rezeptor CCR2 auf Endothelzellen exprimiert wird
und an inflammatorischen Reaktionen beteiligt ist [174]. Auch nach Stimulation mit
CCL3 konnten Endothelzellen Gber den Chemokinrezeptor CCR5 aktiviert werden und
zur lokalen Produktion und Sekretion von weiteren Entziindungsmediatoren (wie
beispielsweise weitere Chemokine, Zytokine wie TNF, IL-B etc.) angeregt werden.
Zudem konnte die Wirkung von CCL3 auf Endothelzellen direkt eine Expression von
Selektinen und Adh&sionsmolekilen der Immunoglobulin-Superfamilie hervorrufen.
Mastzellen sind im perivaskularen Gewebe des M. cremaster vertreten und kénnen
nach Aktivierung Immunreaktionen bewirken. Sie exprimieren CC-Chemokin-
Rezeptoren. In Entzindungsreaktionen, wie zum Beispiel allergischen Reaktionen,
spielt die Interaktion von Chemokinen mit den entsprechenden Rezeptoren auf
Mastzellen eine wichtige Rolle [175]. Die Aktivierung von Mastzellen durch CCL3

kénnte zur Degranulierung und Ausschuttung von Lipidmediatoren beitragen, welche
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wiederum Leukozyten aktivieren kdnnen. Perizyten umgeben die Endothelzellen
entlang der Mikrozirkulation und kénnen durch parakrine Effekte auf das Endothel
immunologische Reaktionen hervorrufen. Diese Zellen tragen Chemokinrezeptoren
und konnen durch Chemokine beeinflusst werden [176]. Durch CCL3 konnten
Perizyten aktiviert werden und durch die Produktion weiterer Entziindungsmediatoren
die entziindliche Reaktion potenzieren. Diese oben beschriebenen, nicht-leukozytaren
Wirkungen von Chemokinen bieten einen Erklarungsansatz fir unsere Beobachtung,
dass die CCL3 induzierte Rekrutierung von Wildtyp-Leukozyten in CCR5”-Tieren
signifikant verringert ist. Andererseits hat sich auch gezeigt, dass CCR1”--Leukozyten
nach Stimulation mit CCL3 nicht ins perivaskulare Gewebe rekrutiert werden.
Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass CCR1 auf Leukozyten und CCR5
auf residenten Zellen fir die CCL3-abhéangige Entziindungsreaktion mit Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten im M. cremaster verantwortlich sind.

Die beim Prozess der Entzindungsentstehung durch CCL3 involvierten
Signalkaskaden und molekularen Interaktionen sind bislang nicht ausreichend
untersucht worden. Es ist bekannt, dass viele Chemokinrezeptoren nach Bindung des
entsprechenden Liganden Uber Gai-Proteine [12-14] und folgender Aktivierung der
P13-Kinase (insbesondere der y-Isoform, [40]) Signale in die rezeptortragenden Zellen
Ubertragen. In diesem Kontext hat sich ergeben, dass CCL3-abhangige
Entzindungsmechanismen Pertussis-sensitive Gai-Proteine und eine weitere
Aktivierung der PI3-Kinase y (nicht jedoch der Isoform &) bendétigen.
Interessanterweise  wurde die durch PAF oder CXCL1 ausgeloste
Entzindungsreaktion durch die Blockade von Gai-Proteinen nur teilweise und nicht
vollstandig blockiert. Auch die Blockade der PI3-Kinase hatte unterschiedliche
Auswirkungen. Im Falle der CXCL1-ausgeldsten Entziindung hatte die Blockade der
P13-Kinase keinen signifikanten Effekt auf die Entzindungsreaktion, sodass hier
andere  Signalkaskaden involviert ~sein  mussen. Die PAF-induzierte
Entzindungsreaktion wurde signifikant durch die Blockade aller P13-Kinase Isoformen,
nicht jedoch durch eine selektive Blockade der Isoformen y oder 3 gehemmt. Hier
konnten andere Isoformen der PI3-Kinase (bspw. die PI13-Kinase a oder B) involviert
sein, die auch unabhangig von G-Proteinen aktiviert werden kdnnen [177, 178]. Diese
Ergebnisse zeigen, dass verschiedene Chemokine und chemotaktische Molekile zum

Teil Gber unterschiedliche Rezeptoren und Signaltransduktionsmolekile auf die
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rezeptortragenden Zellen wirken. Es gibt jedoch auch Gemeinsamkeiten in der
Signaltransduktion, da zum Beispiel die Familie der P13-Kinasen sowohl fir die CCL3-
als auch fur die PAF-abhangige Entzindungsreaktion von essentieller Bedeutung sind.
Die folgende Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das perivaskulare
Gewebe ist von Adhasionsmolekilen und Integrinen abh&ngig. Hierbei hat sich
gezeigt, dass insbesondere die f2-Integrine Mac-1/CD11b und LFA-1/CD11a und ihr
Rezeptor ICAM-1/CD54 fur die Adhérenz und Transmigration der neutrophilen
Granulozyten nach Stimulation mit CCL3, aber auch nach Stimulation mit PAF oder
CXCL1 bendtigt werden. Unerwarteterweise hat sich gezeigt, dass as-Integrine (das
a4 Integrin VLA-4/CD49d und a4f7 Integrin), welche hauptséachlich auf Lymphozyten
und deutlich geringer auf neutrophilen Granulozyten exprimiert werden, sowohl in der
von CCL3 als auch in der von PAF oder CXCL1 ausgeldsten Entzindungsreaktion mit
folgender Rekrutierung der Immunzellen ins Gewebe eine wichtige Rolle spielen. Auch
der Bindungspartner VCAM-1/CD106 hat sich als wichtiges Molekul fur diese
entzindlichen Vorgange erwiesen. In experimentellen Studien mit Fokus auf die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten ins Gewebe im Rahmen von Vaskulitiden
in den Nierenglomerula [179], der chemischen Peritonitis [180] und bei der Infiltration
von Myokardgewebe nach Ischamie-Reperfusion [181] hat sich ein vergleichbarer
Effekt der oaus-Integrine  und des Rezeptors VCAM-1/CD106 auf die
Entzindungsreaktion herausgestellt. Somit konnte die Rolle dieser Molekile fur die
Neutrophilen-abhéngige Inflammation bislang unterschatzt worden sein.

Nach der Adharenz mussen die Leukozyten durch die GefalRwand transmigrieren, um
in das umliegende Gewebe zu gelangen. Man unterscheidet zwei mogliche Arten der
Transmigration: eine parazellulare  Transmigration im Bereich der
Endothelzellkontakte und eine transzellulare Transmigration durch die Endothelzellen
hindurch. Die parazellulare Transmigration mit Offnung der Endothelzellkontakte und
dem Hindurchtreten der Leukozyten zwischen benachbarten Endothelzellen ist in den
meisten Gewebearten (eine  Ausnahme stellt  zum Beispiel die
Lymphozyteneinwanderung in Lymphknoten dar, [182]) dominierend und eine
Stabilisierung der Endothelzellkontakte durch genetische Modifikationen des VE-
Cadherin-Catenin-Komplexes fuhrt zu einer starken Blockade der Auswanderung von
Leukozyten ins Gewebe der Haut, des M. cremaster und der Lunge [183]. In unserer

Untersuchung transmigrierten sowohl in der CCL3- als auch in der CXCL1- oder PAF-

99



Diskussion

abhangigen Inflammation Gber 90% der Leukozyten an den Endothelzellkontakten ins
Gewebe. Diese Ergebnisse lassen darauf riickschliel3en, dass die Zellen fir ihre
Auswanderung aus den GefalBen priméar die parazellulare Transmigrationsroute
wahlen. Hierbei sind im Falle der CCL3-induzierten Rekrutierung die Molekile
PECAM-1/CD31 und ICAM-2/CD102 selektiv fur die Transmigration verantwortlich. Im
CXCL1-abhangigen Rekrutierungsprozess ist PECAM-1/CD31 bereits fur die
Adharenz von Leukozyten von Bedeutung, wahrend PECAM-1/CD31 nach der
Stimulation mit PAF keine grol3ere Bedeutung zeigte. ICAM-2/CD102 war sogar in
beiden Fallen (Stimulation mit CXCL1 oder PAF) fur die Leukozytentransmigration
irrelevant. Diese Daten zeigen, dass unterschiedliche Stimuli Gber verschiedene
Molekile die Transmigration von Leukozyten ins perivaskulare Gewebe bewirken
konnen. Auch in anderen experimentellen Studien konnte demonstriert werden, dass
PECAM-1/CD31 und ICAM-2/CD102 fir die Leukozytentransmigration nach
Stimulation mit IL-13, nicht jedoch mit TNF, von Bedeutung sind [161].

Diese Stimulus-spezifischen Mechanismen kdnnten aus mehreren Griinden vorliegen:
die jeweiligen Entzindungsmediatoren konnten auf unterschiedliche Zellen wirken. So
konnte eine starkere Wirkung auf ortsansassige Zellen (beispielsweise Endothelzellen,
Perizyten, Mastzellen etc.) primar zur Generation von Lipidmediatoren oder anderen
Zytokinen fuhren, welche dann wiederum uber weitere Rezeptorinteraktionen auf die
Leukozyten wirken und somit deren Adharenz und Transmigration bedingen. Eine
direkte Wirkung der Entziindungsmediatoren auf Leukozyten kénnte hingegen uber
andere molekulare Mechanismen mit Signaltransduktion ins Innere der Zellen und
anschlieBender Aktivierung von Integrinen (,inside-out-signaling“, zum Beispiel nach
Chemokin-Rezeptor Wechselwirkungen [5]) zur sofortigen Adhérenz und
Transmigration der Zellen beitragen. Insgesamt ergibt sich so eine Vielfalt an
Moglichkeiten fur Rekrutierungsmechanismen von Leukozyten ins perivaskulare
Gewebe, welche die Stimulus-spezifischen Unterschiede bei der
Leukozytenrekrutierung erklaren koénnten. Festzuhalten bleibt, dass sowohl die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten durch das CC Chemokin CCL3 als auch
durch die klassischen Entzindungsmediatoren CXCL1 und PAF ins umliegende

Gewebe durch gemeinsame aber auch unterschiedliche Mechanismen erfolgt [184].
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3.2 Mechanismen der neutrophilen Granulozyten-abhangigen
Immunthrombose im akut entziindeten Gewebe und Einfangen von pathogenen

Mikroorganismen

Der zweite Teil der Untersuchungen greift die oben beschriebenen Mechanismen der
akuten Entzindungsreaktion auf und befasst sich mit den Vorgangen der
mikrovaskularen Thrombusbildung im entzindeten Gewebe. Hierbei wurde
besonderes Augenmerk auf die Interaktionen zwischen neutrophilen Granulozyten und
Thrombozyten gelegt und der physiologische Nutzen einer gesteigerten
Thrombusbildung am Ort der Entziindung, an welchem pathogene Mikroorganismen
in den Organismus eindringen, untersucht.

In Experimenten mit Thrombozyten-depletierten Tieren oder nach Vollantikoagulation
mit Heparin konnten wir zeigen, dass Thrombozyten die Hauptakteure der
mikrovaskularen Thrombose in der Mikrozirkulation des M. cremaster unter hohen
Schergeschwindigkeiten (> 1500 s?) sind und die Fibrin-abhéangige plasmatische
Gerinnung in diesem Kontext eine vernachlassigbare Rolle spielt. Diese Befunde
erganzen experimentelle Studienergebnisse der mikrovaskularen Thrombusbildung
unter systemisch-inflammatorischen Bedingungen [138] und stehen in deutlichem
Kontrast zu Prozessen der Immunthrombose in gré3eren Arterien und Venen sowie
Lebersinusoiden [30, 34, 35, 160], GefalRen in denen deutlich niedrigere Scherkrafte
vorzufinden sind. In diesen GefalRen mit niedrigen Schergeschwindigkeiten spielt die
plasmatische Gerinnung eine essentielle Rolle bei der Ausbildung eines Thrombus. So
ist beispielsweise aus der Literatur bekannt, dass bei der tiefen Venenthrombose der
extrinsische Weg der plasmatischen Blutgerinnung durch den Gewebefaktor (,tissue
factor” (TF)) aus Leukozyten aktiviert wird und auf diese Weise zur Ausbildung eines
Fibrinthrombus fuhrt [34]. Auch in der A. carotis von Mausen hat sich gezeigt, dass
Serinproteasen, Elastase und extrazellulare Nukleosomen aus neutrophilen
Granulozyten im Rahmen der Immunthrombose zu einer Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung tiber Gewebefaktor und Faktor XII fihren und zeitgleich ein
Abbau von Gewebefaktor durch den Gewebefaktor-Inhibitor (,tissue factor pathway
inhibitor* (TFPI)) verhindern [160]. Somit unterscheidet sich die Thrombusbildung in

diesen Gefalen mit niedrigen Scherkraften mal3geblich von den Prozessen der
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Thrombose in der Mikrozirkulation, welche einen Bereich des GefalBbaums darstellt,
wo hohe Scherkréfte bei geringen GefalRdurchmessern wirken.

Interessanterweise haben wir im M. cremaster die Haupteffekte einer lokalen
Entzindung auf die mikrovaskulare Thrombose in den Venolen festgestellt, in welchen
thrombotische Prozesse drastisch gesteigert ablaufen, wahrend in Arteriolen keine
signifikanten Effekte zu sehen sind. Durch genaue Untersuchungen dieser Vorgéange
mit fluoreszenzmarkierten Thrombozyten hat sich gezeigt, dass in unstimulierten
GefalRen die Thrombusbildung zunéchst in den Kapillaren und kleinsten Venolen
beginnt und sich erstim Verlauf in groRere Venolen fortsetzt. In direktem Kontrast dazu
ist die Thrombusbildung in der entziindeten Mikrozirkulation sofort auch in gré3eren
Venolen zu beobachten. Hierbei adharieren und aggregieren die Thrombozyten an
multiplen Bereichen des GefalRendothels. Die mikrovaskulare Thrombusbildung wird
auf diese Weise effizient gesteigert. Diese Ergebnisse kdonnten auch zur Erklarung
beitragen, warum entziindliche Erkrankungen als eigenstandige Risikofaktoren fur
thromboembolische Erkrankungen gelten [185, 186].

Hervorzuheben ist, dass die meisten eindringenden Pathogene, wie zum Beispiel
Bakterien, Uber die Schleimhaut der Harnwege, der Lunge oder Uber Hautverletzungen
in den Organismus gelangen. In diesen Bereichen kdnnen Bakterien Uber die
MikrogefalRe ihren Weg in die Zirkulation finden und so zu einer systemischen
Entzindung im Sinne einer Sepsis mit bakteriellen Streuherden fuhren. Aus diesen
Grunden erscheint es biologisch sinnvoll, dass die mikrovaskulare Thrombusbildung
im Rahmen einer Entzindungsreaktion im Bereich der drainierenden Venolen
verstarkt ablauft. So kann eine bakterielle Streuung bereits bei Entzindungsbeginn
verhindert werden.

Mechanismen der Rekrutierung von Leukozyten, insbesondere von neutrophilen
Granulozyten, ins entziindete Gewebe wurden in den Untersuchungen zur Chemokin-
induzierten Inflammation genau untersucht und sind Schlisselereignisse einer
Entzindungsreaktion. Dabei entsteht die Entzindung primér in den postkapillaren
Venolen, an deren Endothel Leukozyten rollen, adhéarieren und ins umliegende
Gewebe transmigrieren. In diesen Gefallen wurde auch die gesteigerte
mikrovaskulare Thrombusbildung unter entztindlichen Bedingungen festgestellt. Diese
Koinzidenz lasst die Hypothese zu, dass adharente neutrophile Granulozyten an den

Mechanismen der gesteigerten mikrovaskularen Thrombose beteiligt sind. Tats&chlich
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verhindert eine Depletion der neutrophilen Granulozyten durch eine massive
Abschwachung der lokalen Entziindungsreaktion nach LPS-Injektion die gesteigerte
mikrovaskulare Thrombusbildung vollstandig. Diese Ergebnisse dokumentieren, dass
neutrophile Granulozyten unerlasslich sind fir immunthrombotische Vorgange in der
Mikrozirkulation und als Hauptakteure zur gesteigerten Thrombose in den Venolen
beitragen. Untersuchungen mit verschiedenfarblich markierten Thrombozyten und
neutrophilen Granulozyten haben in diesem Kontext gezeigt, dass sich Thrombozyten
verstarkt in Bereichen hinter adharenten neutrophilen Granulozyten anlagern, dort
aggregieren und von diesen zahlreichen Herden ausgehend Thromben bilden. Diese
konfluieren im weiteren Verlauf und groRere, okkludierende Thromben bilden sich
daraus. Im Gegensatz dazu ist bei systemischer Entziindung mit Endotoxamie keine
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in peripheren Geweben (wie
beispielsweise dem M. cremaster) zu beobachten. Dennoch ist die mikrovaskulare
Thrombose Uber andere Mechanismen beschleunigt. In diesem Fall kommt es nicht zu
einer signifikanten Verlangsamung der mikrovaskularen Thrombusbildung im M.
cremaster nach Depletion der neutrophilen Granulozyten. Fiur diese Beobachtung gibt
es mehrere Erklarungen: Zum einen ist unter systemisch-inflammatorischen
Bedingungen kein signifikanter Anstieg von adhérenten und transmigrierten
Leukozyten in den postkapillaren Venolen des M. cremaster zu finden, sodass sich die
Gegebenheiten in der Mikrozirkulation am Ort der Thrombusbildung deutlich
unterscheiden. Zum anderen hat sich in experimentellen Studien gezeigt, dass TLR-
4-abhéangige und neutrophilen Granulozyten-unabhangige Mechanismen unter diesen
Voraussetzungen entscheidende Bedeutung haben [138].

Unsere Daten, welche eine durch neutrophile Granulozyten verursachte, gesteigerte
Thrombusbildung in entziindeten Venolen zeigen, tragen zur Erklarung bei, weshalb
eine Neutropenie vor UberschieBender Thrombusbildung in der zerebralen
Mikrozirkulation von Mausen im experimentellen Sichelzell-Modell (mit assoziierter
Ansammlung von neutrophilen Granulozyten in Mikrogefal3en) schitzt [187].

Die physikalisch-rheologischen Einflisse der Inflammation auf die mikrovaskulare
Thrombose wurde in unserer Arbeit zudem genau untersucht. Studien mit
Experimenten zur Thrombozytenanlagerung in Mikrofluidik-Chips haben gezeigt, dass
fur die Adhasion und Aggregation von Thrombozyten die vorherrschenden Scherkrafte

eine entscheidende Rolle spielen und dass verschiedene Rezeptoren (bspw.
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GPIba/V/IX und GPIlIb/llla), je nach Ausmal® der auf die Thrombozyten wirkenden
Scherkréafte, mehr oder weniger fir die Adhasion von Bedeutung sind [128, 130, 188,
189]. Unsere In-vivo-Beobachtungen waren richtungsweisend fur die Hypothese, dass
intravaskular adharente neutrophile Granulozyten durch Anderungen der Scherkréfte
im Bereich der GefalRoberflache in der Mikrozirkulation eine Thrombozytenadh&sion
begunstigen kdnnten. Um die hydrodynamischen Gegebenheiten in postkapillaren
Venolen mit adharenten neutrophilen Granulozyten zu untersuchen, haben wir
Mikrofluidik-Chips entworfen, die Flusskandle mit 40 um Durchmesser parallel
angeordnet haben und verschiedene Dichten an bump structures (als Korrelat fur
adharente Leukozyten) auf der Oberflache aufweisen. Diese Strukturen von 8 um
Hohe simulieren adharente neutrophile Granulozyten und lassen auf diese Weise eine
Beurteilung der rheologischen Auswirkung der adhérenten Zellen auf die Rekrutierung
von Thrombozyten zu. Nach Perfusion der Kanale mit Mausblut unter physiologischen
Bedingungen (mit Schergeschwindigkeiten von 1500 s) hat sich gezeigt, dass die
Thrombozytenadhésion in Kanadlen mit bump structures hoch signifikant verstarkt ist
mit bis zu 100-facher Steigerung der Thrombozytenadharenz und -aggregation in
Kandlen mit der hdchsten Dichte an bump structures. In unseren
fluoreszenzmikroskopischen Beobachtungen hat sich hierbei gezeigt, dass
Thrombozyten meist in der zentralen Region einer bump structure adharieren und auf
die Blutfluss-abgewandte Seite gelangen. In einigen Fallen bilden die Thrombozyten
membrandse Ausziehungen (sogenannte tethers®), welche an der bump structure
verankert sind und ein ,Abseilen” des Thrombozyten mit dem Blutstrom mit potentieller
Adharenz an weiteren, stromabwarts gelegenen bump structures erlaubt.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen haben gezeigt, dass von-Willebrand-Faktor
an die PDMS-Kunststoff-Oberflache bindet und die Plattchenadhasion (analog zur In-
vivo-Thrombusbildung in der Mikrozirkulation) GPlba- und vWF-abhangig verlauft.
Nach Blockade von GPIba war die Thrombozytenadharenz in den Mikrofluidiken
aufgehoben. Eine Ausbildung von vWF-Filamenten war in der Fluidik nicht zu
beobachten, am ehesten bedingt durch eine schnellen Spaltung von vVWF durch die
VWEF-spaltende Protease ADAMTS13 im Blutplasma [190].

Diese Ergebnisse im Bereich der Mikrozirkulation mit Flussgeschwindigkeiten und
Scherkraften analog zu entziindeten Venolen sind neu. Durch unsere Untersuchungen

wird die Situation in entzindeten Venolen der peripheren Mikrozirkulation
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widergespiegelt und somit ein pathophysiologischer Mechanismus der
Immunthrombose aufgezeigt. In der Literatur ist in den vergangenen Jahren die
Thrombozytenaggregation im Bereich von Gefal3stenosen beschrieben und mit
Mikrofluidiken untersucht worden. Im Gegensatz zu unseren Experimenten sind die In-
vivo-Untersuchungen in Arteriolen gemacht und eine einzelne Stenose in diesen
Gefallen untersucht worden. Zudem war die Vorwdlbung der Stenose ins Gefal3lumen
verhaltnisméanig viel héher (bis zu 90% Stenose) als unsere bump structures. Auch in
diesen Untersuchungen hat sich eine Beeinflussung der Thrombozytenanlagerung
durch Scherkrafte gezeigt und GPlba wurde als primarer Rezeptor fur die
Thrombozytenadhasion identifiziert [188]. Somit erganzen unsere Ergebnisse diese
Arbeiten.

Hydrodynamische Simulationen der physikalischen Flussverhaltnisse in den Kanalen
haben ergeben, dass die auf Thrombozyten wirkenden Krafte in Anwesenheit von
bump structures eine Anndherung von Thrombozyten an die Oberflache der Kanéle
begunstigt. Dieser Effekt wird maRRgeblich durch die Flussbeschleunigung im Bereich
der bump structures mit verstarkter Auslésung einer Rotationsbewegung von
Thrombozyten in der Nahe der bump structures hervorgerufen. Auf diese Weise
kommt die Thrombozytenoberflache in Kontakt mit den bump-structures oder der
angrenzenden Kanalwand und molekulare Bindungen kdnnen tber vWF und GPIlba
entstehen, welche eine Thrombozytenadhasion erlauben.

Um diese molekularen Mechanismen der mikrovaskuldren Thrombusbildung in der
lokal entziindeten Mikrozirkulation besser zu verstehen, wurden systematisch die
potentiell beteiligten Molekile kurz vor der Thrombusbildung blockiert und die
Auswirkung auf die Thrombose untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die
mikrovaskulare Thrombusbildung in entziindeten Venolen von GPlba- und vWF-
Interaktionen getragen werden und unabhangig von GPIIb/llla verlaufen. Die Blockade
des p2-Integrin Mac-1/CD11b oder P-Selektin/CD62P, welche potentiell zu
Interaktionen zwischen neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten fiihren [134,
137, 191-194], hatte Gberraschenderweise keine Auswirkung auf die Thrombusbildung
in unseren Untersuchungen.

Auch CD40- und CD40L/CD154-Interaktionen hatten in experimentellen Studien
signifikante Effekte auf die mikrovaskulare Thrombose gezeigt [195]. Die

mikrovaskulare Thrombusbildung unter Endotoxadmie war in der oben genannten
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Studie in CD407--und CD40L"-Knockout-Tieren deutlich abgeschwacht im Vergleich
zu Wildtyp-Tieren, vor allem in zerebralen Arteriolen.

In unseren konfokal-mikroskopischen Analysen mit Anfarbung dieser Molekule hat sich
gezeigt, dass CD40 auf Leukozyten und Thrombozyten und CD40L hauptsachlich auf
Thrombozyten in mikrovaskularen Thromben der entziindeten Venolen vorzufinden
sind. Unsere quantitativen Daten nach Blockade von CD40 und CD40L zeigen, dass
diese Molekile einen signifikanten Einfluss auf die mikrovaskulére Thrombose haben,
jedoch von deutlich geringer Bedeutung sind als Interaktionen zwischen GPlba und
VWF. Diese Ergebnisse ergdnzen vorangegangene Untersuchungen und
unterstreichen die Bedeutung von CD40 und CD40L fur die mikrovaskulare
Thrombusbildung unter entziindlichen Bedingungen.

In aktuellen Studien wurde vielfach die Bildung von NET-Strukturen durch neutrophile
Granulozyten als entscheidender Mechanismus der intravaskularen
Pathogenbekampfung [42, 69, 71, 159] beschrieben und die starke prothrombotische
Wirkung dieser Strukturen [34-36] gezeigt. In Hautentziindungen durch grampositive
Bakterien hat sich gezeigt, dass neutrophile Granulozyten in kurzer Zeit NET-
Strukturen ausschitten kénnen [42]. Dadurch kénnen Bakterien (wie zum Beispiel
Staphylokokken) eingefangen und effizient eliminiert werden. Wahrend einer schweren
Sepsis akkumulieren neutrophile Granulozyten in den Sinusoiden der Leber und bilden
dort NET-Strukturen aus, welche Bakterien einfangen und deren Beseitigung fordern.
Interaktionen von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten sind hierbei
verantwortlich fur die NET-Bildung in diesen Gefalien [69]. Untersuchungen zur tiefen
Venenthrombose haben bestéatigt, dass NET-Strukturen aus neutrophilen
Granulozyten zu einer Aktivierung von Faktor XlI fuhren und so die plasmatische
Blutgerinnung aktivieren. Eine Interaktion von Thrombozyten mit neutrophilen
Granulozyten tUber GPIba verstarkt die NET-Bildung und Aktivierung des Faktor XII
[34]. Auch Experimente zur tiefen Venenthrombose in Pavianen haben gezeigt, dass
NETs die Fibrin-Ablagerung férdern und mafgeblich zur Entstehung eines roten
Thrombus beitragen [35].

Uberraschenderweise hatte in unseren Experimenten eine Degradierung von NET-
Strukturen mittels DNAse-I sowie mit Heparin keine Auswirkung auf die mikrovaskulare
Thrombose in entziindeten Venolen. Dieses Ergebnis kénnte mit der mechanischen

Instabilitat von NET-Strukturen unter hohen, in der Mikrozirkulation vorherrschenden
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Scherkréaften zusammenhangen [196], denn in den bisher beschriebenen Studien hat
sich der Effekt von NETs auf die Thrombusbildung ausschlieZlich in GefaRen mit
niedrigen Scherkréaften gezeigt.

Zuletzt wird die physiologische Bedeutung der verstarkten Thrombose in der
entzindeten Mikrozirkulation betrachtet. Die mikrovaskulare Thrombusbildung am Ort
der Entzindungsreaktion kdnnte ein entscheidender Faktor zur Verhinderung der
systemischen Dissemination von pathogenen Mikroorganismen sein. Durch
Gefal3verschliisse noch vor dem Eindringen von pathogenen Organismen in die
systemische Zirkulation kann eine Eingrenzung der Krankheitserreger erreicht und auf
diese Weise die septische Streuung verhindert werden. Dieser Vorgang konnte ein
Basis-Abwehrmechanismus des Koérpers sein, um jegliche Streuung von
Krankheitserregern vom Ort der Entziindung in den Kreislauf zu unterbinden. Um zu
Uberprufen, ob pathogene Mikroorganismen in entstehenden Thromben gefangen
werden konnen, haben wir fluoreszenzmarkierte E. coli-Bakterien in die lokale
Mikrozirkulation des M. cremaster injiziert und deren Deposition in Thromben
guantitativ ausgewertet. Diese ist im lokal entziindeten GefalR3bett unter Anwesenheit
von adhéarenten neutrophilen Granulozyten signifikant erhdht verglichen mit der
Deposition von E. coli-Bakterien in Thromben, welche in unstimulierten Venolen
entstehen. Zusammenfassend lasst sich durch unsere Ergebnisse die Hypothese
generieren, dass das Einfangen von eindringenden Pathogenen durch Mechanismen
der Immunthrombose, welche durch neutrophile Granulozyten vermittelt werden,
effizient gesteigert ist und auf diese Weise eine systemische Dissemination mit der
Folge einer oft lebensbedrohlichen Sepsis verhindert werden kann.

Kardiovaskulare Erkrankungen mit Thrombenbildung in Gefal3en gehdren weltweit zu
den haufigsten Todesursachen. Die Thrombenbildung in grol3eren Gefal3en, wie
beispielsweise in Koronararterien [197] oder hirnversorgenden Arterien [198, 199],
kann oftmals durch interventionelle Behandlungsverfahren therapiert werden. Im
Gegensatz dazu sind mikrovaskulare Angiopathien fir interventionelle Verfahren nicht
zugénglich. Diese Arbeit zeigt die Bedeutung von neutrophilen Granulozyten im
Kontext der mikrovaskuldren Thrombusbildung im entziindeten Gewebe. Somit sollten
in  Zukunft pharmakologische Therapien zur Behandlung mikrovaskularer
Angiopathien die neutrophilen Granulozyten als Zielzellen mitbericksichtigen. Die

Bedeutung dieser Zellen in mikroangiopathischen Pathologien sollte in Zukunft weiter
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erforscht werden, um die Bedeutung immunthrombotischer Prozesse besser zu

verstehen und neue Behandlungsstrategien zu entwickeln.
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VIl Zusammenfassung

Eine Entzindung ist eine Reaktion des Organismus auf eine Organ- oder
Gewebeschadigung. Die Schadigung kann in Form von mechanischer, chemischer
oder physikalischer Verletzung sowie durch krankheitserregende Mikroorganismen
hervorgerufen werden. Die Kardinalsymptome dieser Reaktion (Rétung ,rubor,
Uberwarmung ,calor, Schwellung ,tumor‘, Schmerz ,dolor und beeintrachtigte
Funktion des betroffenen Korperteils ,functio laesa®) sind bereits in der Antike
beschrieben worden. Entziindungsreaktionen mit dem Ziel der Bekampfung von
Krankheitserregern sind von besonderer Bedeutung fiir das Uberleben eines
Individuums.

Mit wachsendem Verstandnis der pathophysiologischen Vorgange einer Entztindung
sind chemotaktische Molekile und deren Wirkung auf Immunzellen in den Fokus vieler
Untersuchungen gertckt. In dieser Arbeit wurde die Entstehung einer
Entzindungsreaktion durch chemotaktisch wirkende Zytokine (Chemokine) mit den
beteiligten Molekilen und Signalkaskaden genau untersucht. Auf3erdem spielen
thrombotische Prozesse im entzindeten Gewebe eine wichtige Rolle bei der
Bekampfung von Krankheitserregern. Dieser Prozess wird Immunthrombose genannt
und beschreibt die eng verwobenen Mechanismen der Hamostase und
Entzindungsreaktion. In diesem Kontext haben wir die mikrovaskulare
Thrombusbildung im entziindeten Gewebe analysiert und die Interaktionen von
Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten untersucht.

Zusammenfassend haben unsere In-vivo-Daten gezeigt, dass das Chemokin CCL3
Uber die Chemokinrezeptoren CCR1 (auf Leukozyten) und CCR5 (auf nicht-
leukozytaren Zellen) zur intravaskularen Adhéarenz und folgenden parazellularen
Transmigration von neutrophilen Granulozyten ins perivaskulare Gewebe flhrt. Dieser
Prozess erfordert die Beteiligung von Pertussis-sensitiven Gai-Proteinen und der PI3-
Kinase y. Im Gegensatz dazu hat sich gezeigt, dass die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten ins Gewebe durch das Chemokin CXCL1 und den Lipidmediator PAF
nur partiell von G-Proteinen abhangig ist. Die Blockade der G-Proteine fuhrte hier nur
zu einem partiellen Rickgang der Adharenz und transendothelialen Migration von
Leukozyten. Auch die Blockade der PI3-Kinase zeigte unterschiedliche Ergebnisse:

die Blockade der PI3-Kinase y und aller Isoformen fiihrte nach Stimulation mit CXCL1
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zu einer partiellen Verringerung der Adhérenz, die Transmigration ins Gewebe wurde
nicht inhibiert. Nach Stimulation mit PAF wurde die Adharenz und Transmigration
durch die Blockade aller PI3-Kinase-Isoformen teilweise verringert. Die Blockade der
Isoformen y und & hatte dagegen keinen Effekt auf die Rekrutierung von Leukozyten
in das entziindete Gewebe. Nach Stimulation mit dem Chemokin CCL3 sind die
Adhasionsmolektile ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 sowie deren Bindungspartner
Mac-1/CD11b, LFA-1/CD1la und a4-Integrine fur die folgende Adhéarenz der
neutrophilen Granulozyten unerlasslich. Auch nach Stimulation mit CXCL1 oder PAF
sind diese Molekile fur die Rekrutierung von Leukozyten ins entziindete Gewebe
essentiell. Nach Stimulation mit CCL3 ist die Transmigration von PECAM-1/CD31 und
ICAM-2/CD102 abhangig und verlauft Uber parazellulare Transmigrationswege
(Abbildung 27). Nach Stimulation mit PAF oder CXCL1 sind PECAM-1/CD31 und
ICAM-2/CD102 nicht selektiv fur die Transmigration bedeutsam, sondern zeigen
lediglich geringe Einflisse auf die Adharenz von Leukozyten.

Somit lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Wirkung des Chemokins CCL3
auf neutrophile Granulozyten Gemeinsamkeiten in der Signaltransduktion und den
beteiligten Oberflachenmolekiilen zu den klassischen Entziindungsmediatoren wie
CXCL1 oder PAF aufweist, jedoch auch erhebliche Unterschiede in den involvierten

Molekiilen bestehen.

|

Aktivierung von leukozytarem CCR1
und nicht-leukozytarem CCR5

|

G Protein- und PI3Ky-
Blutfluss abhingige Signalkaskaden

l Parazelluldre Transmigration:
Adharenz: ICAM-2 PECAM-1

neutrophiler Granulozyt  Mac-1 LFA1 VLA-4 - ICAM-1 VCAM-1

extravasaler Raum

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Mechanismen der CCL3-abhangigen Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten in das perivaskulare Gewebe.
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Im zweiten Teil der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass neutrophile
Granulozyten am Ort der Entziindung am Gefalendothel von postkapillaren Venolen
adharieren und dadurch die rheologischen Gegebenheiten in diesen Mikrogefalien
verandern. Dies hat zur Folge, dass Thrombozyten leichter an der Gefa3wand
adharieren und miteinander aggregieren kénnen. Die daraus resultierende Bildung von
mikrovaskularen Thromben erschwert das Eindringen von Krankheitserregern in die
systemische Zirkulation durch die Blockade des vendsen Abflusses in diesen
Bereichen (siehe Abbildung 28).

LPS

Intravaskuldre Adharenz
Mikrovaskuldre Thrombose

Einfangen von Pathogenen

extravasaler Raum

Abbildung 28: Schematische Darstellung des Ablaufs der mikrovaskuldren Thrombusbildung in
entziindetem Gewebe und der dadurch vermittelten Verhinderung der systemischen Streuung
von Krankheitserregern.

Dieser Mechanismus konnte ein phylogenetisch konservierter, vergleichsweise
einfacher Vorgang sein, welcher unabhdngig von spezifischeren Prozessen des
Immunsystems eine Kompartimentalisierung des Krankheitsgeschehens unterstuitzt.
Somit wird der systemischen Ausbreitung von pathogenen Mikroorganismen
entgegengewirkt.
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VIII  AbklUrzungsverzeichnis

ADAMTS13

ADP
ATP
CCR
Ccrl-/-
Ccrb-/-
CXCR
DAMP

DNA
E. coli

ESAM

ESL
Fab’

FITC

g

G-CSF
GDP
GPIba/V/IX
GPlib/llla
GTP

h

HPF

I.p.

vWEF-spaltende Protease (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs)
Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

CC-Chemokin-Rezeptor

Homozygoter Ccrl-Knockout

Homozygoter Ccr5-Knockout
CXC-Chemokin-Rezeptor

Molekul, welches bei Schaden auftritt (damage
associated molecular pattern)
Desoxyribonukleinséure

Escherichia coli

Endotheliales zellselektives Adhasionsmolekdl
(endothelial cell-selective adhesion molecule)
E-Selektin-Ligand

Bindender Teil eines IgG Antikdrpers
(Fragment antigen binding)
Fluorescinisothiocyanat

Gramm

Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
Guanosindiphosphat

Glykoprotein lbo/V/1X

Glykoprotein lla/lllb

Guanosintriphosphat

Stunde

Hauptgesichtsfeld (high-power field)
intra-arteriell

intraperitoneal
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i.S.
i.V.

ICAM

IL-1B
I.E.
IVM
JAM

LAD

LFA

LPS
LY96
M. cremaster
mAb
Mac
mg

min

ml

NA
NADPH
ND
NET

ng
nm

PAF

intraskrotal

intravenos

interzellulares Zelladhasionsmolekdil (intercellular
adhesion molecule)

Interleukin-13

internationale Einheiten

Intravitalmikroskopie

junktionales Adhéasionsmolekdl (junctional adhesion
molecule)
Leukozyten-Adhasions-Defizienz-Erkrankungen
(Leukocyte adhesion deficiancy)
Lymphozytenfunktion-assoziiertes Antigen
(leukocyte function associated molecule)
Lipopolysaccharid

Lymphozytenantigen 96

Musculus cremaster

monoklonaler Antikérper (monoclonal antibody)
Makrophagen-Antigen (macrophage antigen)
Milligramm

Minute

Milliliter

nummerische Apertur
Nicotinamindadenindinukleotidphosphat

kirzester Abstand (nearest distance)

neutrophile Granulozyten Netz-Struktur (neutrophil
extracellular trap)

Nanogramm

Nanometer

Plattchen-aktivierender Faktor (platelet activating

factor)
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PAMP

PBS

PDMS
PECAM

P13-Kinase
PKB
PSGL

PTx
RLOT

SEM

Src-Kinase

TFPI

TLR
TNF
VCAM

VLA
Vmean
Vcenterline
VWF

WBC

WT

Pathogen-assoziierte Molekule (pathogen
associated molecular pattern)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (phosphate
buffered saline)

Polydimenthylsiloxan-Kunststoff
Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekdl
(platelet endothelial cell adhesion molecule)
Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase B

P-Selektin Glykoprotein Ligand (p-selectin
glykoprotein ligand)

Pertussistoxin

Mikroskopietechnik mit schrag reflektiertem Licht
(reflected light oblique transillumination)
Sekunde

Standardfehler des Mittelwerts (standard error of
mean)

Sarkom-Kinase

Inhibitor des Gewebefaktors (tissue factor pathway
inhibitor)

Toll-like-Rezeptor

Tumornekrosefaktor

vaskulares Zelladhasionsmolekil (vascular cell
adhesion molecule)

o4p1-Integrin (very late antigen)

mittlere Geschwindigkeit

Geschwindigkeit in der Gefal3mitte
von-Willebrand-Faktor

Leukozytenzahl (white blood cell count)

Wildtyp
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