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Einleitung

| Einleitung

1 Entziindung

Die Entzindung oder Inflammation ist eine komplexe Reaktion des menschlichen
Immunsystems auf schadliche Reize. Mechanische, chemische oder
physikalische Reize sowie exogene Pathogene wie Bakterien, Viren, Parasiten
oder Pilze kdnnen zu einer Schadigung des menschlichen Organismus fuhren.
Ziel der Entzindungsreaktion ist es den schadlichen Reiz zu eliminieren,
geschadigte Zellen zu beseitigen und die Regeneration des Gewebes
einzuleiten, auch wenn dabei eine vorrubergehende Abnahme der
Gewebefunktion in Kauf genommen wird. Die typischen Zeichen einer
ablaufenden Entzindungsreaktion sind Roétung (rubor), Schwellung (tumor),
Uberwarmung (calor), Schmerz (dolor) und funktionelle Einschrankung (functio
laesa) [1]. Eine Entziindungsreaktion kann an einem bestimmten Ort im Korper
begrenzt ablaufen (lokal) oder den gesamten Organismus (generalisiert)
betreffen. Zudem wird je nach zeitlichem Verlauf zwischen akuten und
chronischen Entzindungen unterschieden [2].

Die akute Entzindungsreaktion kann als erste Verteidigungslinie gegen
Verletzungen durch schadliche Reize angesehen werden. Die Ausschuittung von
proinflammatorischen Mediatoren im geschadigten Gewebe fuhrt zu einer
Vasodilatation, = wodurch  die Durchblutung  gesteigert  und die
Blutflussgeschwindigkeit gesenkt wird. Durch eine Zunahme der Permeabilitat
von Endothelzellen der Mikrovaskulatur kommt es zum Austritt von Flussigkeit
und Proteinen aus dem Blutplasma. Gleichzeitig wird dadurch die Migration von
Leukozyten aus den aus den postkapillaren Venolen in das Gewebe gefordert
(Extravasation), welche durch chemische Botenstoffe (Chemokine) an den Ort
des schadlichen Reizes geleitet wird. Dort beseitigen die Leukozyten Pathogene
und beschadigte Zellen mittels Phagozytose und leiten die Heilung des Gewebes
ein. Die Entzindungsreaktion wird durch eine komplexe Kaskade von sowohl
pro- als auch antiinflammatorischen Mediatoren gesteuert. Durch eine zu
schwache Entzundungsreaktion kann es zu einer ungenugenden lokalen

Bekampfung des schadlichen Reizes, wie beispielsweise einem pathogenen
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Mikroorganismus, kommen, was wiederum zu schweren, lebensbedrohlichen
Infektionen durch generalisierte Ausbreitung des Krankheitserregers im Koérper
fuhren kann. Eine UberschieRende Entzindungsreaktion kann wiederum zu einer
langer anhaltenden Gewebedysfunktion und folglich zum Organversagen fuhren.
Chronische Formen einer solch Uberschielienden Entziindungsreaktion spielen
zum Beispiel in Erkrankungen wie der Arteriosklerose [3-6], der rheumatoiden
Arthritis [7-11] oder Darmerkrankungen wie Morbus Chron und Colitis ulcerosa
[12] eine zentrale Rolle. Akute Formen der UberschielRenden
Entzindungsreaktion sind klinische Szenarien wie die Sepsis, wo eine akute,
unregulierte Produktion von proinflammatorischen Mediatoren zu multiplem
Organversagen und infolgedessen haufig zum Tod fuhren kann [13-15]. Eine
Sonderform der akuten UberschieRenden Entzindungsreaktion ist der Ischamie-

Reperfusionsschaden (IRS).

2 Ischamie-Reperfusion (I/R)

Der Ischamie-Reperfusionsprozess ist einer der Hauptmechanismen fir die
Funktionsstorung und das Versagen von Organen nach Myokardinfarkt,
Schlaganfall und Transplantation [16]. Er stellt eine Sonderform der aseptischen,
also nicht durch exogene Pathogene ausgeldsten, Entziindung dar. Auf eine
initiale Ischamiephase folgt nach Wiederherstellung der Durchblutung eine

Entzindugsexazerbation, welche zu zusatzlichen Gewebeschaden fuhren kann.

In der Ischamiephase kommt es durch eine Unterbrechung der Blutversorgung,
beispielsweise durch einen arteriellen Thrombus oder bei
Organtransplantationen durch Abklemmen von Gefalten, zu einem lokalen
Sauerstoffmangel und folglich einem sinkenden ATP-Spiegel in den betroffenen
Zellen. Der intrazellulare pH-Wert fallt infolge des anaeroben Stoffwechsels und
der Laktatakkumulation ab. Nach einer gewissen Zeit kommt es zu einer
Dysfunktion der ATP-abhangigen lonentransporter der Zellmembran, welche
normalerweise das Membranpotential und damit die Zellintegritat

aufrechterhalten [17]. Dadurch steigt die Konzentration von Calcium- und
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Natriumionen in der Zelle. Calcium I6st eine Reihe zellularer Effekte aus, u.a.
eine Aktivierung von endogenen Phospholipasen, was zur Schadigung der
Zellmembran und durch FlUussigkeitseinstrom zur Zellschwellung fuhrt [18].
Zellorganelle, wie die Mitochondrien, werden zersetzt und freie Radikale sowie
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) freigesetzt, wodurch
es schlieBlich zum Zelltod kommt [17]. Das Ausmal} der Gewebeschadigung
hangt stark von der Ischamiedauer ab [19].

Klinisch gesehen ist daher die Wiederherstellung der Durchblutung (Reperfusion)
das primare Therapieziel bei ischamischen Ereignissen, wenngleich es dadurch
wiederum zu einer ausgepragten Entzindungsreaktion mit konsekutiven
Gewebeschaden kommen kann, das sogenannte ,reflow-Paradoxon® [20, 21].
Wahrend der Ischamie durch Zelluntergang in den Extrazellularraum freigesetzte
intrazellulare  Makromolekule aktivieren das Immunsystems, welches
normalerweise intrazellularen Makromolekulen nicht ausgesetzt ist und somit
keine Immuntoleranz besteht. Gewebestandige Mastzellen und Makrophagen
reagieren darauf mit Ausschittung von proinflammatorischen Mediatoren was
u.a. zu einer Aktivierung der Endothelzellen und einer gesteigerten Permeabilitat
der Mikrozirkulation fuhrt [22-25]. Durch die gesteigerte Prasentation von
Adhasionsmolekilen an der Endothelzelloberflache sowie Ausschittung von
plattchenaktivierendem Faktor (PAF) kommt es im Rahmen der Reperfusion in
der Mikrovaskulatur zu einer gesteigerten Rekrutierung von Leukozyten und
Thrombozyten [17, 24, 26, 27]. Aufgrund der erhéhten Gefalpermeabilitat und
des konsekutiven Extrazellularddems steigt zusatzlich der Gewebedruck, was zu
einem erhohten Widerstand fuhrt und damit den Blutfluss behindert. Die Folge ist
ein ,Verstopfen“ der kleinen Gefale und ein erneuter postischamischer
Perfusionsausfall (,no-reflow-phenomenon®) [28, 29]. Bei der Reoxygenierung
des ischamischen Gewebes kommt es zudem zu einem Anstieg von ROS,
welche durch Oxidation des wahrend der Ischamie akkumulierten ATP-
Abbauprodukts Hypoxanthin entstent [30]. ROS haben eine direkte
zellschadigende Wirkung und regen zusatzlich die Extravasation von
neutrophilen Granulozyten an [31-33]. Extravasierte neutrophile Granulozyten

setzen wiederum ihrerseits reaktive Sauerstoffradikale, Proteasen und
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proinflammatorische Botenstoffe frei was zu einer weiteren Schadigung des
Gewebes fluhrt [34].

3 Immunsystem

Das Immunsystem ist ein korpereigenes Abwehrsystem, dessen Ziel es ist
eingedrungene Pathogene zu erkennen und zu zerstoren, entartete oder kaputte
korpereigenen Zellen zu eliminieren und die Heilung von Gewebe zu induzieren.
Dabei unterscheidet man angeborene, unspezifische und erworbene, spezifische
Abwehrmechanismen [35, 36]. Beide Mechanismen verfugen Uber zellulare
Komponenten, die Leukozyten, und humorale, nicht-zellulare Komponenten.
Leukozyten werden primar im Knochenmark gebildet, wo sie aus
hamatopoetischen  Stammzellen hervorgehen und sich in weitere
Subpopulationen differenzieren. Die Ausreifung der Zellen findet teils im

Knochenmark, teils in anderen Organen statt.

3.1 Angeborenes Immunsystem

Effektorzellen der angeborenen Abwehr sind Granulozyten, Zellen des
mononukledren Phagozytensystems (MPS), Mastzellen und natlrliche
Killerzellen. Zur humoralen Komponente zahlen verschiedenen Proteine und
Signalsubstanzen. Auch die Deckflachen der Haut und Schleimhaute mit ihren
Barrierefunktionen werden zur unspezifischen Abwehr gezahlt. Ziel der
angeborenen Abwehr ist es innerhalb von Minuten eingedrungene Pathogene zu
erkennen und zu eliminieren, ohne eine grélere inflammatorische Reaktion
auszuldsen. Primar sind hierbei gewebestandige Mastzellen und Makrophagen
beteiligt, welche bei Bedarf Phagozyten, wie neutrophile Granulozyten oder
Monozyten und naturliche Killerzellen Uber die Blutbahn zum Ort der Infektion

rekrutieren kbnnen.
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3.1.1 Granulozyten

Entsprechend der Kernmorphologie und des Farbeverhaltens des Zytoplasmas
unterscheidet man neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten. Sie
werden im Knochenmark gebildet und an das Blut abgegeben. Dort haben sie
eine Lebenszeit von wenigen Stunden (neutrophile Granulozyten) bis zu 1-2

Wochen (eosinophile und basophile Granulozyten) [36, 37].

Neutrophile Granulozyten sind phagozytosebefahigt und haben dadurch eine
entscheidende Bedeutung in der Bekampfung von Bakterien [38]. Bei einer
akuten Entzindungsreaktion sind sie die ersten Zellen die vor Ort rekrutiert
werden. Dazu werden die im Blut zirkulierenden Zellen mit chemotaktischen
Botenstoffen, wie Tumornekrosefaktor (TNF) und Interleukin-13 angelockt,
welches von aktivierten gewebestandigen Makrophagen sezerniert wird [39]. Am
Entzindungsherd interagieren neutrophile Granulozyten in den postkapillaren
Venolen uber Adhasionsmolekile (Selektine, Selektinliganden, Integrine) mit
aktivierten Endothelzellen, woraufhin es in mehreren Schritten zu einer
Rekrutierung der Leukozyten (Vgl. 11/3.3) in das perivaskulare Gewebe kommt
[40-42]. Dort wandern sie entlang eines chemotaktischen Gradienten zum Ort
des Geschehens, um das Pathogen zu eliminieren, wofur ihnen unterschiedliche
,Waffen“ zur Verflgung stehen. Zum einen phagozytieren sie Pathogene und
toten sie mit Hilfe von NADPH-Oxygenase-abhangigen Mechanismen (ROS)
sowie antibakteriellen Proteinen (Cathepsine, Defensine, Laktoferrin und
Lysozym) ab [43-45]. Die antibakteriellen Proteine werden aus den neutrophilen
Granula dabei entweder in Phagosomen oder in das extrazellulare Milieu
freigesetzt und wirken so auf intra- und extrazellulare Pathogene. Zusatzlich
kénnen neutrophile Granulozyten Bakterien und Pilze durch die Ausbildung von
extrazellularen Netzen (NETs fur neutrophil extracellular traps) unschadlich
machen [46]. NETs werden von den neutrophilen Granulozyten aktiv gebildet,
wobei sie selbst absterben (NETose). Sie bestehen aus freigesetzter DNS, an
die Histone und Enzyme, welche aus neutrophilen Granula freigesetzt werden,
gebunden sind. NETs immobilisieren Krankheitserreger und verhindern so deren

Ausbreitung und erleichtern zusatzlich auch die anschlieRende Phagozytose der
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gefangenen Mikroorganismen. Zusatzlich nimmt man an, dass sie
Krankheitserreger direkt durch antimikrobielle Histone und Proteasen eliminieren
[47-49]. Neben den physiologischen Eigenschaften vermutet man, dass NETs
auch bei pathophysiologischen Prozessen wie der atherosklerotischen

Plaquebildung und der arteriellen Thrombose eine wichtige Rolle spielen [50].

Eosinophile Granulozyten Ubernehmen vor allem in der Abwehr von Wurmern
und anderen Parasiten eine wichtige Rolle. Sie setzen nach Bindung von IgE
oder IgG zytotoxisch wirkende Substanzen frei, welche das Pathogen lahmt und
abtotet [51, 52]. Zudem sind sie entscheidend in der Pathogenese von atopischen
Erkrankungen beteiligt [53, 54].

Basophile Granulozyten spielen ebenfalls bei allergischen Reaktionen sowie
Abwehr von Parasiten eine Rolle und sind in vielen Eigenschaften verwand mit
den Mastzellen, einer weiteren Zellart des angeborenen Immunsystems. Beide
Zelltypen sezernieren eine Reihe an groldtenteils proinflammatorischen

Mediatoren wie beispielsweise vasoaktives Histamin [55, 56].

3.1.2 Mononukleares Phagozytensystem

Zellen des MPS sind zur Phagozytose befahigt und sind damit einerseits in der
Lage Pathogene zu bekampfen, andererseits aufgenommene Antigene nach
proteolytischem intrazellularen Abbau an ihrer Zelloberflache zu prasentieren,
was wiederum die Zellen des spezifischen Immunsystems aktiviert. Zudem sind
sie in der Lage Zytokine, Chemokine, Proteasen und Wachstumshormone zu
sezernieren, was ihnen eine wichtige Funktion in der Modulation von
Immunreaktionen gibt [57]. Dabei gibt es verschiedene Subtypen, die eine teils
eher pro-inflammatorisch, teils eher anti-inflammatorische Aktivitat aufweisen
[58]. Vorlauferzellen sind Monozyten, welche vom Knochenmark ins Blut
abgegeben werden, um daraufhin in verschiede Gewebe einzuwandern und sich

dort zu residenten Makrophagen differenzieren [59]. In den verschiedenen
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Organen bilden sich spezialisierte Subtypen aus, welche eine Uberlebenszeit von

mehreren Monaten haben.

3.1.3 Natiirliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen stammen aus lymphoiden Progenitorzellen ab und sind an
der frihen Bekampfung von virusinfizierten oder entarteten Zellen beteiligt [60,
61]. Im Gegensatz zu B- oder T-Lymphozyten besitzen sie keinen Rezeptor
welcher spezifischen Antigene erkennt, sondern identifizieren potenzielle
Zielzellen lediglich an fehlendem oder verandertem MHC-I| an der Zelloberflache
(Vgl. 11/3.2.1) und toten diese mittels Freisetzung von Perforinen und Granzymen
aus ihren Granula ab. Zudem haben sie durch die Freisetzung von Zytokinen

TNF und Interferon-y immunmodulatorische Funktionen [62].

3.1.4 Unspezifische humorale Abwehr

Zur unspezifischen humoralen Abwehr zahlen verschiedenen Proteine und
Signalsubstanzen (Zytokine). Das Protein Lysozym kommt in vielen
Korperflissigkeiten vor und kann Zellwande von Pathogenen enzymatisch
spalten und sie damit, bevor sie weiter in den Korper eindringen, abtoten [63].
Bestimmte Zytokine wie Interferone oder TNF nehmen Einfluss auf die zellulare
Proteinbiosynthese und tragen zusammen mit Interleukinen auch direkt zur
Zellaktivierung und -differenzierung bei. Chemokine sind chemische Lockstoffe
die entscheidend fur die Migration von Immunzellen zum Entziindungsherd sind
[64, 65]. All diese Stoffe werden von vielen verschiedenen Zellen des Korpers,
vor allem von Immunzellen, gebildet und sind wichtige Mediatoren bei
immunologischen Reaktionen und Entzindungsprozessen [66].

Das Komplementsystem wird ebenfalls der unspezifischen humoralen Abwehr
zugeordnet. Es besteht aus mehr als 30 Plasmaproteinen, welche komplementar
zu spezifischen Antikérpern wirken [67, 68]. Sie binden an Zelloberflachen und

induzieren eine Enzymkaskade was zur Zerstorung der Zielzelle fuhrt. Daruber
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hinaus haben sie opsonierende Eigenschaften und wirken als Chemokine, was
wiederum andere Immunzellen aktiviert. Sie sind primar fur die schnelle
Bekampfung von Pathogenen zustandig, tragen jedoch unreguliert durch ihre
zellzerstorende Wirkung in der Pathogenese vieler Krankheiten zu
Gewebeschaden bei [69-72].

3.1.5 Angeborenes Immunsystem bei I/R

In der Literatur herrscht Einigkeit dartber, dass neutrophilen Granulozyten eine
zentrale Rolle beim IRS zukommt [17, 27, 73, 74]. In der Reperfusionsphase
kommt es durch Interaktion mit den aktivierten Endothelzellen zur Adhasion von
neutrophilen Granulozyten in den postkapillaren Venolen und anschlie3end zu
einer massiven Rekrutierung in das postischamische Gewebe [75]. Dort
sezernieren sie eine Vielzahl von gewebeschadigenden Stoffen wie ROS,
Proteasen oder Zytokine und fihren zudem durch die Produktion von Interleukin-
17 zu einer Aktivierung von naturlichen Killer-T-Zellen [76]. Eine Depletion von
neutrophilen Granulozyten oder eine Blockade der Endothelzellinteraktion haben
in vielen Studienmodellen einen protektiven Effekt auf den IRS gezeigt und

scheinen ein vielversprechender therapeutischer Ansatz zu sein [77-81].

Eosinophile Granulozyten scheinen im IRS eine untergeordnete Rolle zu spielen,
jedoch lassen neuere Studien darauf schlieRen, dass sie eine wichtige Rolle im
Heilungsprozess nach I/R haben [82, 83]. Basophile Granulozyten haben, ahnlich

wie Mastzellen vermutlich eine primar regulatorische Funktion [17].

Durch die verschiedenen Subtypen und ihre wichtige Funktion in der Modulation
von Immunreaktionen, haben Zellen des MPS einen grof3en Einfluss auf den IRS
sowie den anschlieRenden Heilungsprozess [17, 24, 84, 85]. Insbesondere das
vorwiegend von Makrophagen produzierte Zytokin TNF nimmt eine wichtige
proinflammatorische Rolle in der initialen Phase ein, indem es die lokale
Produktion von Chemokinen und ROS steigert als auch Transkriptionsfaktoren

wie NFkR aktiviert. In Endothelzellen fuhrt das zu einer vermehrten Expression
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von Adhasionsmolekulen und damit zur gesteigerten Leukozytenaktivierung und

-rekrutierung [17].

Das Komplementsystem tragt ebenfalls nachgewiesenermallen zum
Gewebeschaden bei I/R bei [86, 87], spielt jedoch flr die in dieser Arbeit

untersuchten Mechanismen eine untergeordnete Rolle.

3.2 Erworbenes Immunsystem

Die erworbene Abwehr wird erst verzdgert aktiv, bekampft eingedrungene
Pathogene daflr deutlich spezifischer. Zu den Zellen der erworbenen Abwehr
werden antigen-prasentierende Zellen wie Makrophagen oder dendritische
Zellen sowie Lymphozyten, wo zwischen T- und B-Lymphozyten unterschieden
wird, gezahlt [88]. Lymphozyten reifen, nach Bildung im Knochenmark, in den
primaren lymphatischen Organen (Thymus und Knochenmark) aus und wandern
dann teilweise in sekundare lymphatische Gewebe (Lymphknoten, Milz, mukosa-
assoziiertes lymphatisches Gewebe) ein. Ein entscheidendes Merkmal ist, dass
sie zwischen ,eigen” und ,fremd“ unterscheiden kdnnen, was im Gegensatz zu
den Zellen des angeborenen Immunsystems eine zielgerichtetere Reaktion auf

schadliche Reize zulasst.

3.2.1 T-Lymphozyten

Fir die spezifische zellulare Abwehr sind primar die T-Zellen verantwortlich,
welche nach der Ausreifung im Thymus mittels T-Zell-Rezeptoren Antigene an
Zelloberflachen erkennen, die von Haupthistokompatibilititskomplex-Molekilen
(MHC) | und Il prasentiert werden. MHC-I-Molekule kommen mit Ausnahme der
Erythrozyten auf allen Kérpereigenen Zellen vor, MHC-II-Molekile kommen auf
antigenprasentierenden Zellen vor [89]. T-Zellen lassen sich anhand von
Oberflachenmarkern und Funktion in Subpopulationen einteilen [90, 91]. CD4-

positive, sogenannte T-Helferzellen, erkennen exogene Antigene nur in

19



Einleitung

Verbindung mit MHC-II-Molekilen und haben priméar regulatorische Aufgaben.
Sie verstarken die Immunantwort durch die Sekretion von Zytokinen wie
Interferon-y, was zu einer Aktivierung von Makrophagen fuhrt, oder Interleukin-4
und -10 was Uber die Aktivierung von B-Lymphozyten die Antikérperproduktion
induziert [92]. CD8-positive  zytotoxische T-Lymphozyten erkennen
Antigenbruchsticke in Verbindung mit MHC-I-Molekilen auf infizierten,
korperfremden oder veranderten, beispielsweise entarteten, Zellen und zerstéren
diese nach Bindung durch Ausschuttung von Perforinen und Granzymen [93, 94].
Ferner gibt es weitere Unterformen, welche primar regulatorische Aufgaben

ubernehmen.

3.2.2 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten besiedeln nach der Ausreifung im Knochenmark sekundar
lymphatische Organe und konnen dort mithilfe von Immunglobulinen
(Antikdrpern) auf ihrer Oberflache freie Antigene erkennen. Nachdem sie durch
Antigenbindung aktiviert werden, proliferieren sie und differenzieren zu
Immunglobulin-produzierenden Plasmazellen [35]. Jede Plasmazelle kann nur
einen spezifischen Antikorper produzieren, welcher wiederum nur mit einem
spezifischen Antigen reagiert. Neben den Plasmazellen entstehen nach
Antigenkontakt auch Gedachtniszellen, welche Uber Jahre in lymphatischen
Geweben verweilen. Nach erneutem Antigenkontakt differenzieren sie zu
Plasmazellen und l6sen so eine schnellere spezifische Immunantwort aus [95,
96].

3.2.3 Erworbenes Immunsystem bei I/R

Mehrere Studien haben die Rolle von Lymphozyten im IRS untersucht, mit teils
widerspruchlichen Ergebnissen. Wahrend sich eine B-Zell-Depletion in machen
Studien protektiv auf den IRS in Niere und Darm auswirkte, zeigten andere

Studien genau das Gegenteil [97-100].
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Eine Defizienz an T-Lymphozyten hat in Studien protektive Effekte nach I/R
gezeigt [101-103]. Gleichzeitig konnte in mehreren anderen Untersuchungen ein
protektiver Effekt von regulatorischen T-Lymphozyten im IRS der Niere und
Gehirn nachgewiesen werden [104-109]. Eine Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
eine Defizienz an T-Lymphozyten als auch eine Defizienz an B-Lymphozyten den
IRS in der Niere im Mausmodell reduzieren, wahrend die kombinierte Defizienz
an B- und T-Lymphozyten keinen protektiven Effekt aufwies, was auf eine
komplexe Interaktion zwischen den verschiedenen Lymphozyten im IRS hinweist
[110].

Man kann insgesamt davon ausgehen, dass der Effekt der Lymphozyten im IRS
je nach Phase divergiert und stark zwischen den jeweiligen Subpopulationen
variiert [111, 112]. Zudem spielen Lymphozyten vermutlich auch eine wichtige

Rolle im Heilungsprozess nach I/R [113].

3.3 Leukozytenrekrutierung

Ein SchlUsselereignis in der Entziindungsreaktion beim IRS ist die Rekrutierung
von intravasalen Leukozyten, insbesondere neutrophilen Granulozyten, in das
postischamische Gewebe [40]. Dieses Ereignis findet vorwiegend an der
Gefallwand postkapillarer Venolen statt. Bei der Ischamie-induzierten
Gewebeschadigung sezernieren residente Makrophagen proinflammatorische
Zytokine wie zum Beispiel TNF und IL-1p3. Diese Zytokine und freigesetzte
Sauerstoffradikale aktivieren Endothelzellen, welche daraufhin endoluminal
vermehrt Oberflachenadhasionsmolekiile sowie chemotaktische Zytokine
exprimieren [41, 48, 114]. Zirkulierende Leukozyten beginnen nun mit dem
Endothel zu interagieren. Im ersten Schritt werden Leukozyten eingefangen und
Rollen in der Folge auf den Endothelzellen entlang des Blutstroms. Dieser
Prozess wird primar Uber Selektine gesteuert, welche mit ihren Liganden
interagieren [115]. Endothelseitig exprimiertes P-Selektin und E-Selektin binden

ihren wichtigsten Liganden PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) an der
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Leukozytenoberflache, was den Leukozyten ermoglicht, trotz der Scherkrafte des
Blutflusses am entziindeten Endothel zu haften [116, 117]. Zusatzlich flhrt die
Wechselwirkung von PSGL-1 mit L-Selektin, welches von den meisten
Leukozyten exprimiert wird, zu einer Leukozyten-Leukozyten-Interaktion,
wodurch weitere Leukozyten eingefangen werden [118, 119]. In den rollenden
Leukozyten werden nun durch obengenannte Wechselwirkung sowie Bindung
von Chemokinen Tyrosin- und MAP-Kinase (MAPK fur mitogen-activated protein
kinase)-abhangige intrazellulare Signalkaskaden aktiviert, was zu einer
Konformationsanderung von membranstandigen Integrinen fuhrt [120-125].
Hierbei spielt u.a. die Tyrosinkinase SYK (spleen tyrosin kinase) eine wichtige
Rolle [126-128]. Die Aktivierung und folgende Konformationsanderung wird
zusatzlich durch endothelial an Glykosaminoglykane gebundene Chemokine
verstarkt [129-133]. Die hochaffinen Integrine binden nun endothelseitige
Molekile was zum Stillstand und zur festen intraluminalen Adharenz der
Leukozyten fuhrt. Hier sind vorrangig die Integrine VLA-4 (very late antigen 4,
auch o4B1-integrin), welches mit VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule 1)
interagiert, sowie LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1, auch alL32-
integrin) und Mac-1 (macrophage-1 antigen, auch aMp2-integrin), welche
vorrangig mit ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) interagieren, involviert
[134-138]. Im nachsten Schritt kriechen (,,crawling®) die Leukozyten MAC1/ICAM-
1-anhangig auf dem Endothel, bis sie die geeignete Stelle zur Transmigration
finden [139-141]. Wegweisend sind hierbei luminal prasentierte Chemokine
[142]. Die Transmigration kann entweder transzellular (durch die Endothelzelle)
oder parazellular (zwischen zwei Endothelzellen) erfolgen, wobei neutrophile
Granulozyten vorzugsweise den parazellularen Weg nehmen [143-146]. Die
Transmigration von neutrophilen Granulozyten wird durch Wechselwirkungen
zwischen den Integrinen LFA-1, Mac-1, VLA-4, PECAM-1 (platelet/endothelial
cell adhesion molecule-1) und CD99 in den Neutrophilen sowie den
Adhasionsmolekilen ICAM-1, ICAM-2, JAMs (junctional adhesion molecules),
PECAM-1 und CD99 auf den Endothelzellen vermittelt [147]. Durch die
Leukozyten-Endothel-Interaktion und ein verandertes Genexpressionsmuster
von aktivierten Endothelzellen, kommt es zu einer Auflockerung der Endothelzell-

Endothelzell-dJunktionsmolekile, was die Transmigration der Leukozyten
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erleichtert [41, 148]. Wahrend der Transmigration geben neutrophile
Granulozyten zusatzlich Elastase ab, was die Junktionsmolekule weiter abbaut
[137, 143, 146]. Nachdem die Leukozyten die Endothelzellschicht durchdrungen
haben, mussen sie den Raum zwischen und Basalmembran und Perizyten
uberwinden. Die Basalmembran ist ein Proteinnetzwerk aus Kollagenen und
Lamininen, der extrazellularen Matrix (EZM), welche Uber Molekillbindungen
miteinander verknupft sind. Neutrophile Granulozyten beherbergen spezifische
Gruppen von Proteasen, wie Matrix-Metalloproteinasen (MMP) oder
Serinproteasen (Cathepsin G, neutrophile Elastase und Proteinase 3), die
enzymatische Aktivitat gegen die Molekule der EZM besitzen [40, 149-151].
Perizyten sind kontraktile Perivaskularzellen, die sich um Endothelzellen wickeln
und scheinen eine wichtige Rolle in der Navigation von neutrophilen
Granulozyten zu haben [152-154]. Sie wandern entlang der Perizytenschicht
(,abluminales Kriechen®) um von dort tiefer ins Gewebe vorzudringen, wobei
Chemokingradienten und Lipidmediatoren wie Leukotrien B4 (LTB4) oder PAF
die Migrationsrichtung bestimmen [155, 156]. In Abbildung 1 sind die Teilschritte
der Leukozytenrekrutierung am Beispiel eines neutrophilen Granulozyten

schematisch dargestelit.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Teilschritte der Leukozytenrekrutierung.
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4 Grundlagen der Thrombusbildung

Um nachfolgend das fibrinolytische System zu verstehen, soll ein kurzer
Uberblick Uber die Hamostase gegeben werden. Die Hamostase ist ein wichtiger
biologischer Vorgang, welcher Verletzungen der Blutgefalle und dadurch
entstehende Blutungen rasch entgegenwirkt. Man unterscheidet dabei die
primare, zellulare und sekundare, plasmatische Hamostase, welche miteinander

in enger Wechselwirkung stehen.

4.1 Primare Hamostase

Effektorzellen der primaren Hamostase sind die Blutplattchen (Thrombozyten).
Thrombozyten sind Zellfragmente, welche durch Abschnirung aus
Megakaryozyten im Knochenmark entstehen und in gro3er Zahl im Blutkreislauf
vorhanden sind. Bei einer GefalRverletzung heften sich im Blut zirkulierende
Thrombozyten an frei gelegte subendotheliale Kollagenfasern. Dies passiert
durch die Wechselwirkung von endothelialem von-Willebrand-Faktor (VWF),
Fibronektin und Laminin mit dem Rezeptorkomplex Glykoprotein GPIba/V/IX der
Thrombozytenmembran. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Thrombozyten
[157, 158]. Es folgt die Sekretion von Inhaltsstoffen der Thrombozytengranula
wie Adenosindiphosphat (ADP), Calcium-lonen, Serotinin und Thromboxan A2
was weitere Thrombozyten anlockt und aktiviert. Es kommt zu einer
Vasokonstriktion, um den Blutzufluss zu drosseln. Zusatzlich verformen sich die
initial glatten, scheibenférmigen Thrombozyten zu kugelférmigen Gebilden mit
langen Fortsatzen, sogenannte Pseudopodien, mit deren Hilfe sich aktivierte
Thrombozyten untereinander verzahnen. Der auf der Zellmembran von
aktivierten Thrombozyten bereitgestellte Rezeptorkomplex GPIIb/llla bindet an
Plasmafibrinogen und an aus thrombozytaren a-Granula freigesetzten
,Haftstoffe“ (Fibronektion, Thrombospondin, vVWF), was innerhalb kiirzester Zeit

zur Ausbildung eines Thrombozytenaggregats, des sogg. ,weilken Thrombus®,
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fuhrt. Der gesamte Prozess dauert nur wenige Minuten und fihrt zur initialen

Blutstillung.

4.2 Sekundare Himostase

In der sekundaren Hamostase wird der labile Thrombozytenthrombus durch
Fibrin und die Einlagerung von Erythrozyten stabilisiert und folglich als ,roter
Thrombus® bezeichnet. Dieser Prozess wird auch Gerinnungskaskade genannt
und Iasst sich in drei Phasen unterteilen [159-161]. In der Aktivierungsphase wird
eine durch Serinproteasen katalysierte Kaskade angestof3en, wobei
Vorlauferenzyme, soggenannte Gerinnungsfaktoren, wiederum andere
Gerinnungsfaktoren aktivieren und am Ende Prothrombin zu Thrombin gespalten
wird. In der darauffolgenden Koagulationsphase spaltet Thrombin inaktives
Fibrinogen in einzelne Fibrinmolekille, welche sich durch die Wirkung des
aktivierten Faktor Xllla zu stabilen Fibrinpolymeren zusammenschlieen. Diese
lagern sich in der Retraktionsphase mittels des Membranrezeptors GPlIb/llla an
den Thrombozytenthrombus an und quervernetzen diesen. Zirkulierende
Erythrozyten lagern sich in das Maschenwerk ein und es kommt zu einer
zunehmenden Kontraktion der Thrombozyten, wodurch sich der Thrombus

zusammenzieht und weiter verfestigt.

4.3 Immunthrombose

Die Immunthrombose bezeichnet eine angeborene Immunantwort, welche durch
das Zusammenspiel des angeborenen Immunsystems und den Prozessen der
Blutgerinnung zu einer Abwehr von intravaskularen Pathogenen flhrt [162-164].
Dabei bilden sich insbesondere in Mikrogefalden Thromben, die mit Immunzellen
ein intravaskulares Gertst bilden, welches die Erkennung, Eindammung und
Zerstorung von Krankheitserregern erleichtert. Durch die Interaktion von
Thrombozyten, Leukozyten und Endothelzellen, u.a. Uber P-Selektine, PSGL-1

und GPIlba, kommt es unter Einbeziehung von tissue factor zur Entstehung eines
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Thrombus und Aktivierung der Gerinnungskaskade. Hierbei sind insbesondere
neutrophile Granulozyten und Makrophagen involviert, jedoch konnte zuletzt
gezeigt werden, dass auch eosinophile Granulozyten eine Rolle spielen [165-
168]. Durch neutrophile Granulozyten gebildete NETs verstarken die
Gerinnungskaskade, aktivieren weitere Thrombozyten und flihren so zu eine
Kompartimentalisierung von Krankheitserregern. Die Ausbreitung des Pathogens
wird dadurch behindert und die lokale Bekampfung erleichtert (Vgl. 1/3.1.1) [162,
169, 170]. Wahrend der Immunthrombose ist die Pathogen-Bekampfung auf das
intravaskulare Kompartiment beschrankt und flhrt somit nur zu einer minimalen
Schadigung des Parenchyms des Organismus. Eine Dysregulation der
Immunthrombose kann jedoch zu ausgedehnten Organschaden bis hin zum
Organversagen fuhren und scheint eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
thrombotischen Erkrankungen wie dem Myokardinfarkt, der disseminierten
intravasalen Koagulopathie bei Sepsis oder der tiefen Venenthrombose zu
spielen [162, 171-174].

5 Fibrinolytisches System

5.1 Uberblick

Die Fibrinolyse ist ein grundlegender biologischer Prozess, welcher als
Gegenspieler der Hamostase die unnotige Akkumulation von intravaskularem
Gerinnungsprodukten verhindert als auch Blutgerinnsel auflést und somit die
Gewebeperfusion aufrechterhalt [175]. Die Serinprotease Plasmin ist der
wichtigste Effektor im fibrinolytischen System, welcher die Auflosung von
Fibrinpolymeren vermittelt. Sein Zymogen Plasminogen, welches in der Leber
gebildet wird, wird von tissue-type plasminogen activator (tPA,
gewebespezifischer Plasminogenaktivator) und Urokinase-Typ Plasminogen
Aktivator (UPA) durch hydrolytische Spaltung aktiviert [176, 177].

Endothelzellen setzen kontinuierlich limitiert aktive Einzelstrang-tPA frei, welche
in  Anwesenheit von Fibrin aktiviet wird und zur gesteigerten
Plasminogenspaltung fuhrt. Enzymatisch weitgehend inaktive Einzelstrang-uPA
(pro-uPA) wird in deutlich geringeren Mengen ebenfalls durch das Endothel
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sezerniert. Uber Feedbackmechanismen kann aktives Plasmin die
Einzelstrangform von tPA und uPA in die enzymatisch deutlich aktivere
Doppelstrangform spalten.

Der den Serpinen zuzuordnendem Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) ist
der Hauptinhibitor der Plasminogenaktivatoren, welcher eine Ubermafige
fibrinolytische Aktivitat verhindert [178]. Er bildet ein Pseudosubstrat fir die
Plasminogenaktivatoren, um  deren  proteolytische  Aktivitat  durch
Komplexbildung zu senken [179]. PAI-1 wird von Hepatozyten und
mikrovaskularen Endothelzellen ausgeschieden und zirkuliert im Blut
hauptsachlich in Thrombozyten, wo es im Rahmen der Thrombozytenaktivierung
wahrend einer Gerinnungsphase vermehr sezerniert wird [180, 181]. Er weist
grundsatzlich eine kurze Halbwertszeit auf, da seine reaktiven Mittelschleife
spontan in das Hauptblatt des Molekuls inseriert, wodurch es inaktiv wird [182,
183]. Dieser Ubergang in die inaktive (latente) Form wird durch Bindung an das
Glykoprotein Vitronektin (VTN), welches sowohl im Plasma als auch in der
extrazellularen Matrix vorhanden ist, verlangsamt und aktives PAI-1 und seine
Funktion dadurch stabilisiert [184-189]. Weitere antifibrinolytisch wirksame
Molekule sind die direkten Plasmininhibitoren a2-Makroglobulin (a2M), a2-
Antiplasmin (a2AP), und der Thrombin-aktivierbarer-Fibrinolyse-Inhibitor (TAFI)
[190-192]. Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung des fibrinolytischen

Systems.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des fibrinolytischen Systems. a2AP, a2-Antiplasmin;
azM, a2-Makroglobulin; PAI-1, Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1; TAFI, Thrombin-
aktivierbarer-Fibrinolyse-Inhibitor; tPA, tissue-type plasminogen activator (gewebespezifischer
Plasminogenaktivator); uPA, Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator; VTN, Vitronektin.

5.2 Nicht-fibrinolytische Eigenschaften des fibrinolytischen Systems

Neben ihrer bekannten Rolle in der Fibrinolyse sind die obengenannten Molekule
des fibrinolytischen Systems, als auch deren Substrat Fibrin(ogen) in zahlreiche
andere physiologische und pathophysiologische Prozesse, beispielsweise
Entzindungsreaktion, Tumormetastasierung, Wundheilung und Angiogenese
involviert [193-196].

Plasmin spaltet als proteolytisches Enzym direkt und indirekt (lUber die
Aktivierung von MMP) Bestandteile der extrazellularen Matrix und
Zelladhasionsmolekule wie E-Cadherin, was die Migration von Leukozyten und
Tumorzellen erleichtert und die mikrovaskulare Permeabilitat steigert [176, 197,
198]. Die aktivierten MMP wiederum beeinflussen durch enzymatische Spaltung
direkt die Funktion und Aktivitat von diversen Zytokinen und deren Rezeptoren
[199-203]. Plasmin steigert auch die Aktivitdt des wichtigsten humanen
Lockstoffs von neutrophilen Granulozyten, IL-8 bzw. CXCL8, durch translationale
Modifikationen und aktiviert das Komplementsystem durch Interaktion mit den
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Komplementfaktoren C3 und C5 [204, 205]. Des Weiteren kann Plasmin die
biologische Aktivitat von Thrombopoetin senken, einem Hormon das Einfluss auf
die Produktion von Thrombozyten hat, sowie die Erythropoese und Myelopoese
uber Beeinflussung von Wachstumshormonen reguliert [206]. Die Ubrigen
Molekule des fibrinolytischen Systems haben einerseits durch Modulation der
Plasminaktivitat Einfluss auf diese Vorgange, andererseits nehmen sie auch
direkten Einfluss auf bestimmte Prozesse im Korper. So konnten Studien unter
anderem zeigen, dass beispielsweise PAI-1 direkt Uber seine VTN-bindende
Eigenschaft und indirekt Uber die Hemmung von Plasmin einen Einfluss auf die
Angiogenese und Tumorgenese hat [178, 207-210]. Ferner koordiniert PAI-1
uber die Interaktion mit dem LRP (low density lipoprotein receptor-related
protein)-Rezeptor zusammen mit tPA die Mac-1-abhangige Migration von
Makrophagen [211]. Auch uPA spielt zusammen mit seinem Rezeptor uPAR
(urokinase-type plasminogen activator receptor) eine Rolle in diversen
physiologischen und pathophysiologischen Ablaufen, unter anderem durch die

Beeinflussung der Leukozytenrekrutierung [212-216].

5.3 Rolle des fibrinolytischen Systems bei der I/R

Insbesondere der Einfluss des fibrinolytischen Systems auf
Entziindungsvorgange wurde in vielen Studien untersucht und es wird
mittlerweile angenommen, dass das inflammatorische und das fibrinolytische
System eng miteinander verbunden sind und sich gegenseitig stark beeinflussen
[217]. So konnte auch gezeigt werden, dass die verschiedenen Faktoren des
fibrinolytischen Systems in der Pathogenese des IRS und des darauffolgenden
Heilungsprozesses unterschiedlicher Organe involviert sind.

Im Tiermodell konnte nach einer fokalen zerebralen Ischamie und Reperfusion
immunohistochemisch eine im Vergleich zur kontralateralen Seite deutlich
gesteigerte  Plasminogenaktivierung in der ischamischen Hemisphare
nachgewiesen werden [218]. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden,
dass nach Suppression der fibrinolytischen Aktivitat durch Tranexamsaure,

einem synthetischen Plasmin- und tPA-Inhibitor, ein geringer ausgepragtes
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Lungenddem nach pulmonaler I/R auftrat [219]. Des Weiteren beobachtete man
nach Verabreichung des Serinprotease-Inhibitors Aprotinin und I/R des Myokards
eine signifikant reduzierte Leukozyteninfiltration in das postischamische Gewebe
und verringerte Apoptoseraten der Kardiomyozyten. Die Genexpressionsanalyse
zeigte eine Suppression proinflammatorischer Gene u.a. eine verminderte
Expression von ICAM-1 und TNF [220]. Unsere Arbeitsgruppe konnte in
vorausgegangenen Studien verschiedene Mechanismen von Plasmin im IRS
analysieren. Zirkulierendes Plasmin(ogen) extravasiert in der initialen
Reperfusionsphase in das Gewebe und aktiviertet residente proinflammatorische
Mastzellen. Diese setzen vermehrt Mediatoren wie LTB4 und PAF frei, welche
zur gesteigerten Adharenz und Transmigration von neutrophilen Granulozyten
fuhren. Zusatzlich unterstitzt Plasmin und von Plasmin aktivierte MMP die
Leukozytenmigration durch Initiierung von Umbauprozessen der EZM [221].
Auch der Einfluss von Plasminogenaktivatoren und deren Rezeptoren wurde in
mehreren Studien untersucht. So konnte gezeigt werden, dass tPA einen
direkten, nicht plasminabhangigen Einfluss auf die Leukozytenrekrutierung im
IRS der Lunge und Niere hat [222, 223]. Unsere Arbeitsgruppe konnte in in-vivo-
Versuchen am postischamischen Kremastermuskel die zugrundeliegenden
Mechanismen weiter aufschlisseln. So fanden wir heraus das tPA die
Transmigration von neutrophilen Granulozyten nach I/R durch proteolytische
Aktivierung von Plasmin und anderen Proteasen fordert. Durch die gesteigerte
Gefallpermeabilitat nach perivaskular transmigriertes tPA, verstarkte wiederum
die postischamische Leukozytenrekrutierung durch nicht-proteolytische
Aktivierung von Mastzellen und Induktion der Lipidmediatoren-Synthese [224].
Des Weiteren konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass uPA Uber CD11b/Mac-
1-Interaktion einen entscheidenden Einfluss auf die postischamische
Leukozytenrekrutierung durch gesteigerte intravaskulare Adharenz und
Erleichterung der parazellularen Transmigration hat. Die pharmakologische
Blockade von uPA verminderte die Leukozytenrekrutierung nach I/R der Leber
und schwachte Gewebeschaden wirksam ab [225].

Ferner konnten Studien einen Einfluss von PAI-1 auf den IRS nachweisen. PAI-
1 hat durch Einfluss auf die mikrovaskulare Permeabilitdt und den

postischamischen Umbau (Remodeling) einen kardioprotektiven Effekt beim
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Myokardinfarkt im Mausmodell gezeigt [226-228]. Beim ischamischen
Schlaganfall fuhrte die Inhibition von PAI-1 in Mausen zu einem reduziertem
Hirngewebeschaden, insbesondere bei einer Koinhibition von TAFI [229, 230].
PAIl-1-defiziente Mause zeigten auRerdem einen reduzierten Gewebeschaden
nach I/R der Lunge, gleichzeitig war in einem anderen Modell eine gesteigerter
PAI-1-Expression nach [I/R der Lunge mit einem ausgedehnteren
Gewebeschaden assoziiert [231, 232]. Die zugrunde liegenden Mechanismen

sind jedoch noch nicht ausreichend geklart.
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Zielsetzung der Arbeit

| Zielsetzung der Arbeit

Folgende Ziele wurden fir diese Arbeit definiert:

1) Die Rolle von PAI-1 auf die einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung
in das perivaskulare Gewebe nach I/R analysieren und die zugrunde

liegenden Mechanismen aufschllsseln.

2) Den Einfluss von PAI-1 auf die mikrovaskulare Hamostase untersuchen,
um daraus Rulckschlisse auf mdgliche Nebenwirkungen einer PAI-1-

Hemmung ziehen.
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]| Material und Methoden

1 Genehmigung und Vorbemerkung

Alle Tierexperimente sind in der Zeit von Januar 2012 bis Dezember 2017 am
Walter-Brendel-Zentrum flr experimentelle Medizin der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen unter den Tierversuchsantragen AZ 55.2-1-54-2531.84/09
und 55.2-1-54-2532-115-12 gemall dem deutschen Tierschutzgesetz mit der

Genehmigung der Regierung von Oberbayern durchgefuhrt worden.

2 Versuchstiere

Zur Durchfihrung der Experimente wurden Wildtyp (WT) C57BL/6J Mause
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) und PAI-1-defiziente (PAI-17-) Mause mit
genetischem C57BL/6J Hintergrund (The Jackson Laboratory, Bar Harbor,
Maine, USA) verwendet [233]. Alle Versuchstiere waren mannlich, im Alter von
10-12 Wochen, mit einem Korpergewicht von 20 bis 30g. Die Tiere wurden unter
standardisierten Laborbedingungen mit freiem Zugang zu Futter und Wasser im

Tierstall des Walter-Brendel-Zentrums fur Experimentelle Medizin gehalten.

3 Narkose

Die Mause wurden unter Verwendung eines Ketamin (100 mg/kg)/Xylazin (10
mg/kg)-Gemisches in Verdinnung mit Natriumchlorid 0,9% (Verhaltnis: 2,5 : 0,5
: 7) betaubt, welches durch intraperitoneale Injektion verabreicht wurde. Die
Narkose wurde durch wiederholte Injektionen bis zur Beendigung des Versuchs
aufrechterhalten. Die Korpertemperatur der Versuchstiere wurde wahrend der
Praparation und Intravitalmikroskopie mithilfe von Warmeplatten und
Warmestrahlern konstant gehalten. Fur intraskrotale oder intravendse Injektionen
uber die Kaudalvene wurde eine kurz anhaltende Gasnarkose mit Isofluran
(Forene, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und N20 mit Sauerstoff (FiO2
0,35) eingesetzt.
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4 In-vivo-Modelle

4.1 Chirurgische Verfahren und Injektionstechniken

4.1.1 Kaudalveneninjektion

Die Kaudalvenen am Schwanz der Maus eignen sich zur intravendsen
Verabreichung von Antikdrpern oder Inhibitoren. Nach Einleitung einer
Kurznarkose mit Gas wurde die Maus fixiert und die Venen durch Kompression
gestaut. Nach Desinfektion folgte die Kanulierung mit einer 30G Nadel und die
Injektion der zu applizierenden Substanzen Uber einen konnektierten
Polypropylenkatheter. Im Anschluss wurde die Nadel entfernt und ein mogliches

Nachbluten mittels Kompresse verhindert.

4.1.2 Katheterisierung der Arteria femoralis

Ein intraarterieller Zugang durch retrograde Kanulierung der A. femoralis eignete
sich wahrend der durchgefuhrten Experimente zur Verabreichung von
Reagenzien, wie beispielsweise Antikorpern oder Mikrospharen. Die chirurgische
Praparation wurde unter Verwendung eines Lichtmikroskops (Leitz, Wetzlar,
Deutschland) mit 16-facher VergroRerung durchgefiihrt. Nach intraperitonealer
Narkoseeinleitung wurde die Maus auf dem Rucken fixiert und die Haut der linken
Leistenregion eroffnet. Die Faszien der GefalR-Nerven-Scheide wurden mittels
stumpfer Praparation voneinander getrennt und die A. femoralis retrograd mit
einem Polypropylenkatheter (Innendurchmesse 0,28 mm, Portex, Lythe,
GrolRbritannien) kanuliert. AnschlieRend wurde der Katheter mittels Ligaturen

fixiert und der Hautschnitt mit Einzelknopfnahten verschlossen.
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4.1.3 Praparation des Musculus cremaster

Durch die chirurgische Praparation des Kremastermuskels hat man die
Moglichkeit einen Einblick in die Mikrozirkulation eines lebenden Organismus zu
erlangen. Sie wurde unter Verwendung eines Lichtmikroskops (Leitz, Wetzlar,
Deutschland), wie urspringlich von Baez beschrieben, mit geringfigigen
Modifikationen durchgefuhrt [234, 235]. Nach Narkotisierung und Fixierung des
Versuchstiers wurde der rechte Kremastermuskel durch eine ventrale Inzision
des Hodensacks freigelegt. Daraufhin wurde der Muskel in einer relativ
avaskularen Zone ventral erdffnet und auf einen transparenten Sockel
aufgespannt. Nebenhoden und Hoden wurden vom Kremastermuskel gelést und
in die Bauchhohle zurtck verlagert. Sorgfaltige Elektrokauterisation wurde zur
Blutstillung angewendet. Wahrend des gesamten Verfahrens und wahrend der
darauffolgenden in-vivo-Mikroskopie wurde der Muskel mit warmer, gepufferter

Kochsalzlésung umspdilt.

4.1.4 Stimulation des Musculus cremaster durch intraskrotale Injektion

Eine vorangehende intraskrotale Injektion diente der Stimulation von lokalen
Prozessen, die nach Praparation des Kremastermuskel in vivo untersucht
werden konnten. Nach einer Kurznarkose mit Gas wurde die entsprechend dem
Versuchsprotokoll zu applizierende Substanz (Vgl. Kap. Il1/6.2) mit einer 30G
Kanule in das Skrotum injiziert. Das maximal injizierte Volumen betrug dabei
400ul.

4.1.5 I/IR des Musculus cremaster

FUr die Analyse der Auswirkungen einer temporaren Ischamie und
anschlielender Reperfusion auf die Mikrozirkulation, wurde der praparierte
Kremastermuskel (Vgl. Kap. 111/4.1.3) mit einer GefalRklemme (Martin, Tuttlingen,
Deutschland) an seiner Basis abgeklemmt. Die Stagnation des Blutflusses der
zu- und abfuhrenden GefalRe wurde durch in-vivo-Mikroskopie verifiziert. Nach
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30 Minuten Ischamie wurde die Gefallklemme entfernt und die Reperfusion flr
eine, je nach angewandtem Versuchsprotokoll definierte Zeit wiederhergestellt
(Vgl. Kap. 1lI/6). Untersuchungszeitpunkte und -modalitdten richteten sich
ebenfalls nach dem jeweiligen Versuchsprotokoll. Fur scheinoperierte
Kontrolltiere wurde dasselbe chirurgische Protokoll benutzt, die GefalRklemme an
der Basis des Kremastermuskels jedoch nur fir ein paar Sekunden angesetzt

und geschlossen.

4.1.6 Warme I/R der Leber

Nach Narkotisierung der Tiere und zusatzlicher intraperitonealer
Opioidapplikation, wurde die Bauchhohle durch eine mediane Laparotomie
eroffnet. Eine warme Ischamie des linken Leberlappens wurde flr 90 Minuten
durch reversibles Festklemmen der Versorgungsgefalle mit einer Gefallklemme
(Martin, Tuttlingen, Deutschland) induziert [236]. Nach 120 Minuten Reperfusion
wurden am Ende des Experiments Blut- und Gewebeproben enthommen. Die
Blutproben wurden unmittelbar 10 Minuten bei 2000 g zentrifugiert und bei -80
°C gelagert. Die Serumaktivitdten der Aspartat-Aminotransferase (AST) und
Alanin-Aminotransaminase (ALT) wurden maschinell (Hitachi 917; Roche-
Boehringer Mannheim, Co, Deutschland) unter Verwendung standardisierter
Testsysteme (HiCo GOT und HiCo GPT; Roche-Boehringer Mannheim, Co)
gemessen. Der linke Leberlappen wurde zur weiteren Analyse flr

immunhistochemische Farbungen fixiert und in Paraffin eingebettet.

4.1.7 Gewinnung und Transfer von Knochenmarksleukozyten

Um zwischen dem Beitrag von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 an
der postischamischen Leukozytenrekrutierung zu differenzieren, wurde eine
etablierte Zelltransfertechnik eingesetzt [237]. Leukozyten wurden aus getoteten
Spendermausen isoliert, indem die Oberschenkel- und Schienbeinknochen mit
PBS (phosphate buffered saline) gespult wurden. Die dadurch aus dem
Knochenmark gewonnenen Zellen (> 90% neutrophile Granulozyten) wurden
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gesiebt (Cell Strainer, 70 um PorengroRe, White; BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) und gezahlt (Coulter AC-T-Serie; Coulter Corporation, Miami,
FL, USA), in PBS resuspendiert und mit dem Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM
(10 pmol/L Endkonzentration) bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen 120 Minuten vor
Operationsbeginn (Vgl. Kap. 111/4.1.3) intravents Uber die Kaudalvene (107
Zellen/Maus) in die Empfangermause injiziert und anschlief3end quantifiziert (Vgl.
IV/4.2.2).

4.1.8 Depletion von neutrophilen Granulozyten

Die Depletion von neutrophilen Granulozyten wurde mit einem monoklonalen
Anti-Maus-AK erreicht (monoklonaler Anti-Ly6G-Antikorper; Klon 1A8; 100 ug,
BD Biosciences), welcher 24 und 6 Stunden vor dem Beginn eines Experiments
mittels ~ Kaudalveneninjektion  verabreicht wurde. Die erfolgreiche
Neutrophilendepletion wurde mittels Differentialblutbild an einem Hamatologie-
Analysegerat (ProCyte Dx cell counter; IDEXX Laboratories, Westbrook, ME,
USA) bestatigt und als eine Reduktion der zirkulierenden Neutrophilen um mehr
als 95% im Vergleich zu den mit einem Isotyp-Kontrollantikdrper behandelten

Tieren definiert.

4.1.9 Blutentnahme und Toétung der Tiere

Am Ende von jedem Tierversuch wurde eine Blutentnahme durch direkte
Herzpunktion durchgefiihrt. Hierfir wurde eine mediane Inzision der Haut im
Bereich des Oberbauchs am narkotisierten Tier vorgenommen und das Herz
transdiaphragmal mit einer 20G-Kanule punktiert. Das Blut wurde in eine mit
Heparin (10 pl; Heparin-Natrium-25000-ratiopharm; Ratiopharm, Ulm,
Deutschland) praparierte Spritze aufgenommen und fir weitere Messungen
verwendet. Die Tiere wurden im Anschluss durch Ausbluten und zervikale

Dislokation getotet.
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4.2 Intravitalmikroskopie (IVM)

Zur intravitalen Visualisierung der Mikrozirkulation mit Durchfuhrung
unterschiedlicher Analysen, wurde eine Kombination von Transilluminations- und
Fluoreszenzmikroskopie benutzt. Zur Untersuchung der Leukozytenrekrutierung
und der mikrovaskularen Permeabilitat wurde ein Axiotech Vario 100 Mikroskop
(Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen, Deutschland) verwendet, welches sich
neben der Fluoreszenzmikroskopie auch flr die reflected light oblique
transillumination (RLOT)-Mikroskopie (siehe unten) eignet [238]. Zusatzlich war
es mit einer Colibiri LED-Lichtquelle (Zeiss Microlmaging GmbH) fur die
Fluoreszenz-Epiilluminationsmikroskopie ausgestattet. Das Licht wurde Uber
einen Filtersatz 62HE (Zeiss Microlmaging GmbH), welcher mit dichroitischen
und Emissionsfiltern (TFT 495+610 [HE]; abstimmbarer Bandpass 527+LP615
[HE]) ausgestattet war, auf das Objekt gelenkt. Die Mikroskopiebilder und -
videoclips wurden mit einer AxioCam Hsm-Digitalkamera unter Verwendung
eines Wasserimmersionsobjektivs mit 20-facher VergroRerung (0,5 numerische
Apertur [NA]; Zeiss Micolmaging GmbH) aufgenommen.

Die RLOT-Mikroskopie wurde durch die Positionierung eines schrag
eingebrachten spiegelnden Reflektors direkt unter dem Objekt erreicht. Der
Reflektor bestand aus einem runden Deckglas (Dicke 0,19-0,22 mm;
Durchmesser 11,8 mm), das mit Aluminiumdampf (Freichel, Kaufbeuren,
Deutschland) beschichtet und in direkten Kontakt mit dem daruber liegenden
Objekt gebracht wurde. Dadurch entsteht ein relativ hoher Bildkontrast, welcher
beispielsweise die Darstellung von intravaskularen und in das umgebende
Gewebe transmigrierten Leukozyten ohne den Einsatz von
Fluoreszenzfarbstoffen erlaubt.

Fir die intravitale Analyse von photochemisch induzierten mikrovaskularen
Thrombosen und zur Bestimmung der Blutflussgeschwindigkeit wurde ein
Mikroskop Olympus BX 50 (Olympus Mikroskopie, Hamburg, Deutschland)
verwendet. Das Licht einer 75 Watt Xenon Quelle wurde von einem
galvanometrischen Scanner (Polychrome Il; TILL Photonics, Grafelfing,

Deutschland) auf einen nahezu monochromatischen Strahl mit einer Wellenlange

38



Material und Methoden

von 488 nm geblndelt und Uber einen Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
Filterwurfel, der mit dichroitischen und Emissionsfiltern ausgestattet ist (DCLP
500, LP515; Olympus-Mikroskopie), auf das Objekt geleitet. Die mikroskopischen
Bilder wurden mit Olympus-Wasserimmersionsobjektiven (20x NA 0,5 und 60x
NA 0,9) gewonnen, mit einer ladungsgekoppelten Geratekamera (IMAGO S/N
382KL0O345; TILL Photonics GmbH, Grafelfing, Deutschland) aufgenommen und
einer digitalen Bildanalyse (TILLvisION 4.0; TILL Photonics GmbH) unterzogen.

4.2.1 Quantifizierung der Leukozytenmigration und hamodynamischer

Parameter

Die Analyse der Parameter, welche die aufeinanderfolgenden Schritte der
Leukozytenextravasation beschreiben, wurde mit der Software AxioVision 4.6
(Zeiss Microlmaging GmbH) durchgefuhrt. Fur die weitere Bildverarbeitung und -
analyse wurde die Software ImagedJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD)
verwendet. Zur Messung der mittleren Blutflussgeschwindigkeit wurden grin
fluoreszierende Mikrospharen (0,96 um Durchmesser; Molecular Probes, Leiden,
Niederlande) uber den Femoralarterienkatheter injiziert, und ihr Durchgang durch
die Zielgefalde unter stroboskopischer Beleuchtung (Belichtung, 1 ms; Zykluszeit,
10 ms; 1=488 nm) aufgezeichnet. Zur Bestimmung der mittleren
Blutflussgeschwindigkeit wurden pro Zielgefall drei Mikrospharen verwendet,
welche frei in der Gefallmitte flossen. Die Distanz zwischen einer individuellen
Mikrosphare in zwei aufeinander folgenden Bildern wurde gemessen, woraufhin
die Geschwindigkeit aus dem zeitlichen Abstand der Bildaufnahmen errechnet
werden konnte. Aus der mittleren Blutflussgeschwindigkeit und den
ausgemessenen GefalRdurchmessern wurde die scheinbare Wandschub-
spannung berechnet, wobei ein parabolisches Fliel3geschwindigkeitsprofil Uber
den GefalRquerschnitt angenommen wurde. Rollende Leukozyten wurden als
solche definiert, die sich langsamer als der zugehdrige Blutfluss bewegten und
fur 30 Sekunden lang quantifiziert. Als adharente Zellen wurden solche gewertet,
die langer als 30 Sekunden im Blutfluss eines 100 pm messenden

Gefalabschnitts statisch ruhten und mit dem luminalseitigen GefalRendothel in
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Beziehung standen. Transmigrierte Zellen wurden in einer ROl (region of
interest) gezahlt, welche 75 um auf beiden Seiten eines Gefaltes tber 100 ym
Gefalllange umfasste. Fur alle Parameter wurden Mittelwerte aus Messungen

von 3-5 postkapillaren Venolen pro Versuchstier ermittelt.

4.2.2 Quantifizierung der Rekrutierung von fluoreszenzmarkierten

Leukozyten nach Zelltransfer

Um zwischen dem Beitrag von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 an
der postischamischen Leukozytenrekrutierung zu differenzieren, wurde wie oben
beschriecben eine Zelltransfertechnik eingesetzt (Vgl. 1V/4.1.7). Die
transfundierten fluoreszierenden Zellen wurden in 175 Gesichtsfeldern pro
Kremastermuskel gezahlt; dies entspricht der gesamten quantifizierbaren Flache
eines externalisierten Kremastermuskels. Die Ergebnisse wurden als Anzahl der
adharenten oder transmigrierten Calcein-markierten Zellen pro Gesichtsfeld

dargestellt.

4.2.3 Photochemisch-induzierte mikrovaskulare Thrombusbildung

Um die mikrovaskulare Thrombusbildung zu untersuchen wurde eine
photochemische Endothelzellschadigung in den Arteriolen und Venolen des
Kremastermuskels ausgelost. Nach der chirurgischen Praparation des
Kremastermuskels wurden geeignete Gefalle ausgewahlt, die mittlere
Blutflussgeschwindigkeit bestimmt (Vgl. Kap. 111/4.2.1) und anschlielfend FITC-
Dextran (150 kDa, 2,5%, 6 ml/kg Kérpergewicht, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) Uber den Femoralarterienkatheter appliziert. Die Fotoaktivierung wurde
daraufhin durch die Exposition eines Gefallsegments von 300 um Lange mit
kontinuierlichem Auflicht mit einer Wellenlange von 488 nm unter Verwendung
einer Olympus-Wasserimmersionslinse (X60/NA 0,9) eingeleitet. Eine durch
Sauerstoffradikale bedingte GefalRendothelschadigung flhrte schliel3lich zu einer

lokalisierten Thrombusbildung. Die Thrombusbildung wurde in mehreren Venolen
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(40-55 pm Durchmesser) und Arteriolen (30-40 um Durchmesser) visualisiert und
quantitativ analysiert. Der Beginn der Thrombusbildung (,Beginn“) wurde durch
den Zeitpunkt definiert, an welchem sich die ersten Thrombozyten an der
Gefallwand anlagern. Als Zeit bis zum vollstandigen Verschluss des Gefalles
(,Verschluss®) wurde der Moment des vollstandigen Stillstandes des Blutflusses
fur mindestens 60 Sekunden definiert. Der Grenzwert fur die Dauer der
Messungen bis zum vollstandigen Gefallverschluss wurde fur Venolen mit 20

Minuten und fur Arteriolen mit 40 Minuten festgelegt.

4.2.4 Bestimmung der mikrovaskuldaren Permeabilitat

Als Mal fir die mikrovaskulare Permeabilitdt wurde die Extravasation des
Makromoleklls FITC-Dextran (5 mg in 0,15 ml Kochsalzlésung, relative
Molekularmasse 150 kDa) im Kremastermuskel analysiert. 30 Minuten nach
intraarterieller Applikation von FITC-Dextran wurden 6 zufallig ausgewahlte
postkapillare Venolen mit 20-30 pm Durchmesser und das umgebende
perivaskulare Gewebe bei 488 nm angeregt und die Emission 515 nm mit einer
AxioCam Hsm-Digitalkamera (Zeiss Micolmaging GmbH, Deutschland) unter
Verwendung eines geeigneten Emissionsfilters (LP 515) aufgezeichnet. Die
mittleren Grauwerte der Fluoreszenzintensitat wurden mittels digitaler
Bildanalyse (ImageJ Software; National Institutes of Health) in 6 zufallig
ausgewahlten 50x50 um grofRen Bereichen gemessen, die 50 um von der zu
untersuchenden postkapillaren Venole entfernt waren. Der gemessene Mittelwert
wurde als Maly fur die Extravasation von FITC-Dextran und damit der

mikrovaskularen Permeabilitat verwendet.

4.2.5 Mikrovaskulare Fibrin(ogen) Ablagerung

Um mdgliche Nebeneffekte unserer Experimente auf das fibrinolytische System

in der Mikrozirkulation einschatzen zu koénnen, wurde die Ablagerung von

Fibrin(ogen)  auf  mikrovaskularen Endothelzellen durch in-vivo-
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Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Alexa 488-konjugiertes menschliches
Fibrinogen (17 mg/kg; Molecular Probes, Eugene, OR) wurde 5 Minuten nach
Ischamieinduktion intraarteriell verabreicht (Vgl. Kap. I11/4.1.5 und 1V/4.1.6). Zur
Beurteilung der mikrovaskularen Verteilung von Fibrin(ogen) wurden 3 bis 5
postkapillare Venolen im Kremastermuskel oder 5 Gesichtsfelder in den
Lebersinusoiden bei WT- und PAI-1-/--Tieren, die sich einer I/R-Untersuchung
unterzogen, randomisiert analysiert (30- bzw. 90-minutige Ischamie und 120-
minutige Reperfusion; n=3 pro Gruppe). Die Ablagerung von Alexa 488-
konjugiertem Fibrin(ogen) wurde durch die Messung von Fluoreszenzintensitaten

mit der Software Image J (National Institutes of Health) analysiert.

5 Ex-vivo- und in-vitro-Experimente

5.1 Konfokalmikroskopie

Fir die Analyse der Proteinexpression im Gewebe wurde der Kremastermuskel
mithilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht. Dazu wurde der
in 4 % Parafomaldehyd fixierte Kremastermuskel mit einer Losung aus 10 %
Ziegenserum (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0,5 % Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) und PBS geblockt und permeabilisiert. Im Anschluss erfolgte die
Inkubation mit primaren Antikdrpern gegen verschiedene Zielstrukturen fir 12
Stunden bei 4 °C: Anti-Ly6G-AK (Invitrogen, Carlsbad, CA) zur Identifizierung
von neutrophilen Granulozyten, einem monoklonalen Alexa-Fluor-647-anti-
CD31/PECAM-1-AK (Invitrogen) zur Darstellung der venularen Endothelzellen
und einem Kaninchen Anti-Maus-anti-PAI-1-AK (Abcam, Cambridge, UK) zur
Visualisierung der PAI-1-Verteilung. Danach wurde das Gewebe mit den
sekundaren Alexa-Fluor-488-verknlpften Ziegen-anti-Ratten- oder Alexa-Fluor-
546-verknupften Ziegen-anti-Kaninchen-AK (Invitrogen) fuir 3 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Der immungefarbte Kremastermuskel wurde
daraufhin in Permafluor (Beckman Coulter, Fullerton, CA) auf einen Objekttrager

befestigt und mit einem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (Leica SP5, Leica
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Microsystems, Wetzlar, Deutschland) mit einer Ol-lmmersions-Linse (40x, NA
1,4; Leica) beobachtet.

5.2 Immunhistochemie

Zur Bestimmung des Phanotyps transmigrierter Leukozyten, wurde eine
Immunfarbung von paraffineingebetteten seriellen Gewebeschnitten des
Kremastermuskels oder der Leber durchgefihrt. Die Schnitte wurden mit
primaren Ratte-anti-Maus-anti-Ly6G-AK, Anti-CD45-AK (BD Biosciences), Anti-
F4/80-AK (Serotec, Oxford, UK) IgG oder Isotyp-Kontrollantikbrpern inkubiert.
AnschlieBend wurden die Paraffinschnitte mit kommerziell erhaltlichen
Immunhistochemie-Kits (Ly6G, CD45, Super Sensitive Link-Label ICH detection
system; BioGenex, San Ramon, CA; F4/80, Vectastain ABC kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) gefarbt. Schlieldlich wurden die Schnitte mit
Hamalaunldsung nach Mayer gegengefarbt. Die Anzahl extravasal lokalisierter
Ly6G-, CD45- oder F4/80-positiver Zellen wurde durch Lichtmikroskopie
(VergrofRerung 400x) auf 3 Schnitten (10 Gesichtsfelder pro Schnitt) von 6
unterschiedlichen Tieren pro Versuchsgruppe verblindet quantifiziert. Die Anzahl
der transmigrierten Ly6G-positiven Zellen (neutrophile Granulozyten) und F4/80-
positiven Zellen (Monozyten/Makrophagen) wurde als Prozentsatz der gesamten
CD45-positiven Leukozyten dargestellt.

In Paraffin eingebettete Leberabschnitte wurden zusatzlich mit der terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate-digoxenin
nick-end labeling (TUNEL)-Methode, die der Darstellung von Zellkernen
apoptotischer Zellen dient, durch ein kommerziell erhaltliches Kit (Roche-
Boehringer Mannheim, Co, Deutschland) angefarbt [239, 240]. TUNEL-positive
Zellen wurden verblindet mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Vergrof3erung 400x) in

10 Gesichtsfeldern gezahilt.
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5.3 Bestimmung der makromolekularen Permeabilitat von

Endothelzellschichten

Humane mikrovaskuldare Endothelzellen (HMEC; CDC/EU.HMEC-1; DCD,
Atlanta, GA, USA) wurden in endothelialem Wachstumsmedium (ECGM;
Provitro, Berlin, Deutschland) mit 10 % hitzeinaktiviertem fétalem Kalberserum
(Biochrom, Berlin, Deutschland), Penicillin (100 U/mL)/Streptomycin (100 pg/mL)
und Amphotericin B (0,25 ug/mL) bei 37 °C in befeuchteter Luft (5 % COz2) auf
Transwell-Zellkulturplatteneinsatzen (PorengroRe 0,4 um, Corning, New York,
USA) kultiviert. Die Zellen wurden entweder nicht (Kontrollen) oder mit
unterschiedlichen Konzentrationen von humanem PAI-1 behandelt. In
zusatzlichen Experimenten wurden die Zellen fur 15 Minuten mit rezeptor-
assoziiertem Protein (RAP; 100 g/ml) vorbehandelt, bevor PAI-1 (100ng/ml)
hinzugegeben wurde.

Daraufhin wurde dem oberen Kompartiment FITC-Dextran (40 kDa; 1 mg/mL;
Sigma-Aldrich) bei t=0 Minuten zugegeben. Die Proben wurden aus dem unteren
Bereich bei t=60 Minuten entnommen. Der Fluoreszenzanstieg (Exzitations-
wellenlange: 485 nm; Emissionswellenlange: 535 nm) der Proben wurde mit
einem  Fluoreszenz-Mikroplattenlesegerat  (SpectraFluor  Plus, Tecan,

Crailsheim, Deutschland) gemessen und ausgewertet.

Diese Experimente wurden in Kooperation von der Arbeitsgruppe Professor
Stefan Zahler (Department Pharmazie, Ludwig-Maximilians-Universitat

Munchen, Muanchen/Deutschland) durchgefuhrt.

5.4 Durchflusszytometrie

Zur quantitativen Erhebung der Expression von Oberflachenproteinen auf
neutrophilen Granulozyten, wurde eine durchflusszytometrische Analyse von
antikoagulierten  Vollblutproben von WT-Mausen durchgefihrt. Nach
Blutentnahme durch Herzpunktion (Vgl. Kap. 111/4.1.9), wurden die Proben in

Hank's ausgewogener Salzlésung (Life Technologies, Carlsbad, CA) und mit
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verschiedenen Konzentrationen (1-100 ng/mL) von PAI-1 oder Phorbol Myristat
Acetat (1 ng/mL), als Positivkontrolle, sowie PBS als Negativkontrolle in
Gegenwart von ICAM-1/Fc (10 pg/mL; R&D Systems), VCAM-1/Fc (Fc; 10
pg/mL; R&D Systems) und Phycoerythrin-konjugiertem antihumanen IgG1 (Fc-
spezifisch; Southern Biotechnology) 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. In weiteren
Experimenten wurden die Zellen mit RAP oder Vehikel, Anti-LRP-1-AK oder
Isotyp-Kontrollantikbrper SB203580 (25 umol/L; Sigma Aldrich), SP600125 (5
pmol/L; Sigma Aldrich), FR180204 (15 pmol/L; Sigma Aldrich) oder Vehikel
behandelt. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit Antikérpern gegen CD45,
CD11b, CD115 und Gr1 markiert. Die Expression von ICAM-1/CD54 oder VCAM-
1/CD106 wurde mit einem Durchflusszytometer (Gallios, Beckmann Coulter)
gemessen. In getrennten Experimenten wurde die Expression von PAI-1 und des
PAI-1-Rezeptors LRP-1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1) in
neutrophilen Granulozyten, die aus dem peripheren Blut von Wildtypmausen
isoliert wurden, oder in HMECS unter Verwendung von anti-PAI-1-AK oder LRP-
1-AK analysiert. Die Ergebnisse wurden mit der FlowJo-Software (Treestar)

analysiert.

5.5 Systemische Leukozytenzahl und Differentialblutbild

Nach der in-vivo-Mikroskopie wurde aus heparinisierten Vollblutproben (Vgl. Kap.
[11/4.1.9) die systemischen Leukozytenzahl mit einem Coulter-ACT-Zahler
(Coulter, Corp, Miami, FL) bestimmt oder ein Differentialblutbild mittels einem
Hamatologie-Analysegerat (ProCyte Dx cell counter; IDEXX Laboratories,
Westbrook, ME, USA) erstellt.

5.6 Leberenzyme

Als Maly der Gewebeschadigung nach |/R-Versuchen der Leber (Vgl. Kap.

[11/4.1.6) wurden Transaminasen-Serumspiegel bestimmt. Die mittels

Herzpunktion entnommenen Vollblutproben wurden sofort bei 2000g fir 10
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Minuten zentrifugiert und das Uberstehende Plasma bei -80°C gelagert. Die
Aktivitaten der ALT und AST im Serum wurden bei 37 °C mit einem
automatischen Analysator (Hitachi 917; Roche-Boehringer, Mannheim,
Deutschland) unter Verwendung standardisierter Testsysteme (HiCo GOT und
HiCo GPT; Roche-Boehringer) bestimmt.

5.7 Zellviabilitat von Hepatozyten

Madgliche direkte zytoxische oder zytoprotektive Effekte von PAI-1 wurden durch
Alamar-Blue-Reduktionsanalysen mit primar murinen Hepatozyten
nachgewiesen [241]. Die Hepatozyten wurden aus Mausen durch Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation isoliert und in gelatinebeschichtete Multiwell-
Platten in William E Komplettmedium, erganzt mit 50 ng/mL epidermalem
Wachstumsfaktor, 1 pg/mL Insulin, 10 pg/mL Transferrin und 1,3 pg/mL
Hydrocortison (alles von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), eingesat. Die
Adhasion wurde Uber Nacht zugelassen, und die Zellen 24 Stunden lang
zwischen 0 und 1000 ng/mL PAI-1 ausgesetzt. 10 ymol/L Staurosporin (Sigma-
Aldrich) dienten als positiver Kontroll-Todesreiz. Anschliefend wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen gewaschen und das Reagenz Alamarblau
hinzugefligt. Die metabolische Resazurin-Reduktion wurde 10 Stunden lang
zugelassen, und die Resorufin-Fluoreszenz mit einem Synergy Mx-Mikroplatten-
Lesegerat (BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) bestimmt. Die
Fluoreszenzdaten wurden an unbehandelten Kontrollen kalibriert (100%ige

Lebensfahigkeit).
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6 Versuchsprotokolle

Zur Ubersicht Gber die Versuchsdurchfiihrungen dienen die Ablaufdiagramme,
welche folgend in den Abbildungen 3 bis 9 dargestellt werden.

6.1 I/R des Kremastermuskels

6.1.1 Analyse der Leukozytenrekrutierung im Kremastermuskel nach I/R

Ggf.
Intervention

Losen

Praparation Isch&mieinduktion Kledn‘i;qe 120 min
des durch setzen der — + -
M. cremaster Gefanklemme Ischamie IVM: Reperfusion

IVM:
Leukozytenrekrutierung,
Messung der
Blutflussgeschwindigkeit

Entnahme von
Blut- und
Gewebeproben

Baseline

Abbildung 3: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der Leukozytenrekrutierung im

Kremastermuskel nach I/R. IVM = Intravitalmikroskopie

Zur Untersuchung des Einflusses von I/R auf die einzelnen Schritte der
Leukozytenrekrutierung wurde nach Einleitung der Narkose (Vgl. Kap. 111/3),
Femoraliskatheteranlage und Praparation des Kremastermuskels (Vgl. Kap.
[11/4.1.2/.3) eine 30-minutige Ischamie durch Setzen einer Gefallklemme
induziert. Die Reperfusionsphase nach Entfernung der Klemme betrug 120
Minuten. Je nach Versuchsgruppe wurden optional 5 Minuten vor der
Klemmenentfernung zusatzlich entsprechende Reagenzien intraarteriell Uber
den Femoraliskatheter verabreicht. Hamodynamische Parameter und die
einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung wurden gemafRl den oben
beschriebenen Methoden (Vgl. 111/4.2.1) direkt nach Loésen der Klemme
(,Baseline®) und nach 120 Minuten Reperfusion in 3-5 postkapillaren Venolen
mittels IVM quantifiziert. Im Anschluss wurde die systemische Leukozytenzahl im

Blut bestimmt und Gewebeproben enthnommen.
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6.1.2 Analyse der mikrovaskularen Permeabilitat im Kremastermuskel nach
IIR

Gof.
Intervention

Losen
der
Klemme |Reperfusion

Abbildung 4: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der mikrovaskularen Permeabilitdt im

Applikation
von FITC-

Préparation Isch&mieinduktion -
des durch setzen der ami Fluoresz;nvzlg-ufnahmen ]
M. cremaster GefaRklemme ) lschdmie Dextran

Kremastermuskel nach I/R.

Zur Untersuchung des Einflusses von Ischamie und Reperfusion auf die
mikrovaskulare Permeabilitat wurde, nach einer 30-minutigen Ischamie und 150
Minuten Reperfusion Uber den Femoraliskatheter das Makromolekul FITC-
Dextran intraarteriell appliziert. Nach 30 weiteren Minuten wurde die
mikrovaskulare Permeabilitat durch intravitalmikroskopische
Fluoreszenzaufnahmen in 6 zufallig ausgewahlten postkapillaren Venolen

gemessen (Vgl. l11/4.2.4).

6.1.3 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden den folgenden Gruppen zugeordnet (n=4-6 pro Gruppe):
Scheinoperierte WT-Mause, WT-Mause, PAI-17--Mause und WT-Mause, welche
5 Minuten vor der Reperfusion mit Anti-LRP-1-AK, dem PAI-1-Inhibitor TM5275
(40 mg/kg Korpergewicht; intraarteriell) oder der Isotyp-Kontrollantikbrper

behandelt wurden.
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6.2 Stimulation des Kremastermuskels durch intraskrotale Injektion

6.2.1 Analyse der Leukozytenrekrutierung im Kremastermuskel nach

intraskrotaler Stimulation

Ggf.
Intervention

IVM:
} ] Entnahme von
Intraskrotale Praparation des Leukozytenrekrutierung, Blut- und
Injektion Stimulation M. cremaster Messung der Gewebeproben

Blutflussgeschwindigkeit

Abbildung 5: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der Leukozytenrekrutierung im
Kremastermuskel nach intraskrotaler Stimulation.

Zur Untersuchung des Einflusses von lokal applizierten Substanzen auf die
einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung wurde dem Versuchstier 4
Stunden vor Beginn der Praparation wahrend einer Kurznarkose (Vgl. Kap. 111/3)
der zu untersuchende Stimulus intraskrotal injiziert (Vgl. 111/4.1.4). Entsprechend
der jeweiligen Versuchsgruppe wurden optional Interventionen oder
entsprechende Kontrollen vor der Injektion des Stimulus durchgefuhrt. Nach
Femoraliskatheteranlage und Praparation des Kremastermuskels wurden
hamodynamische = Parameter und die  einzelnen  Schritte  der
Leukozytenrekrutierung in 3-5 postkapillaren Venolen mittels IVM quantifiziert. Im
Anschluss wurde die systemische Leukozytenzahl im Blut bestimmt und

Gewebeproben entnommen.
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6.2.2 Analyse der mikrovaskularen Permeabilitat im Kremastermuskel nach

intraskrotaler Stimulation

Ggf.
Intervention

Intraskrotale
Injektion

Applikation
von FITC-
Dextran

Praparation des 30 min IVM:
Stimulation M. cremaster Fluoreszenzaufnahmen

Abbildung 6: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der mikrovaskuldren Permeabilitadt im
Kremastermuskel nach intraskrotaler Stimulation.

Zur Untersuchung des Einflusses von intraskrotal applizierten Substanzen auf
die mikrovaskulare Permeabilitat wurde nach der Praparation des
Kremastermuskels das Makromolekul FITC-Dextran intraarteriell appliziert. Nach
30 weiteren Minuten wurde die mikrovaskulare Permeabilitat durch
intravitalmikroskopische Fluoreszenzaufnahmen in 6 zufallig ausgewahlten

postkapillaren Venolen gemessen (Vgl. 111/4.2.4).

6.2.3 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden den folgenden Gruppen zugeordnet (n=4 pro Gruppe): WT-
Mause erhielten eine intraskrotale Injektion von PBS (200 ul; erganzt mit 0,01 %
BSA), verschiedene Dosen von murinem (aktivem) PAI-1 (0,01, 0,1, 1,0 ug;
verdunnt in 200 yl PBS, erganzt mit 0,01 % BSA), oder latentem (inaktivem) PAI-
1 (1,0 yg; verdinntin 200 yl PBS, erganzt mit 0,01 % BSA). Zusatzliche Versuche
(n=5 pro Gruppe) wurden an WT-Mausen durchgeflihrt, die RAP, Anti-LRP-1-AK
oder eine Vehikel-/Isotypkontrolle des Medikaments intravends erhielten und mit
rekombinantem murinem PAI-1 (1,0 yg intraskrotal) stimuliert wurden. Weitere
Versuche (n=6 pro Gruppe) wurden an WT-Mausen durchgefihrt, die entweder
mit dem Neutrophilendepletierenden monoklonalen Anti-Ly6G-AK 1A8 oder einer
Isotypkontrolle vorbehandelt wurden (Vgl. Kap. 111/4.1.8) und mit rekombinantem

murinem PAI-1 (1,0 pg intraskrotal) stimuliert wurden.
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6.3 Analyse der Rekrutierung von transfundierten fluoreszenzmarkierten

Leukozyten im Kremastermuskel nach I/R

6.3.1 Versuchsablauf

Entnahme von

Knochenmarksleukozyten I-\Erﬁpfglnka;ﬁig;n 2h Praparation des
aus Spendertier und . ptang M. cremaster
Uber Kaudalvene

Fluoreszenzfarbung

Losen
der
Klemme
+
IVM:
Baseline

A 4

IVM:
[ Ischamieinduktion durch

Leukozytenrekrutierung,
Messung der
Blutflussgeschwindigkeit

Entnahme von
Blut- und
Gewebeproben

120 min

setzen der GefaRklemme Ischimie Reperfusion

Abbildung 7: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der Rekrutierung transfundierter

fluoreszenzmarkierter Leukozyten nach I/R.

Um zwischen dem Einfluss von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 auf
die postischamische Leukozytenrekrutierung zu differenzieren, wurden dem
Versuchstier (Empfangertier) 2 Stunden vor Praparation des Kremastermuskels
die aus den getdteten Spendermausen isolierten und fluoreszenzmarkierten
Leukozyten (Vgl. Kap. 1lI/4.1.7) intravends Uber die Kaudalvene appliziert (Vgl.
Kap. 1ll/4.1.1). Nach Praparation wurde eine 30-minltige Ischamie mittels
Gefallklemme induziert. Die Reperfusionsphase nach Entfernung der Klemme
betrug 120 Minuten. Die Analyse der Rekrutierung der transfundierten
Leukozyten wurden direkt nach Lésen der Klemme (,Baseline®) und nach 120
Minuten Reperfusion im gesamten Kremastermuskel mittels Intravitalmikroskopie
durchgefuhrt (Vgl. 111/4.2.2). Zusatzlich wurden hamodynamische Parameter
erhoben (Vgl. 111/4.2.1). Im Anschluss wurde die systemische Leukozytenzahl im

Blut bestimmt und Gewebeproben enthnommen.

51



Material und Methoden

6.3.2 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden den folgenden Gruppen zugeordnet (n=5 pro Gruppe): WT-
Mause, welche fluoreszierende Leukozyten von WT- oder PAI-17-
Spendermausen erhielten. PAI-17--Mause, die fluoreszierende Leukozyten von

WT-Spendermausen erhielten.

6.4 |I/R der Leber

6.4.1 Analyse des Gewebeschadens und der Leukozytenrekrutierung in der
Leber nach I/IR

Ggf.
Intervention

Praparation Ischamieinduktion 90 min L5sen der 120 min Entnahme von
des linken durch setzen der — Klemme - Blut- und
Leberlappens Gefakklemme Ischamie Reperfusion Gewebeproben

Abbildung 8: Versuchsprotokoll zur Untersuchung des Gewebeschadens und der

Leukozytenrekrutierung in der Leber nach I/R.

Um den Effekt von I/R auf die Leukozytenrekrutierung und den Gewebeschaden
der Leber zu untersuchen, wurde nach Praparation der Leber (Vgl. I11/4.1.6) eine
90-minutige Ischamie induziert. Die darauffolgende Reperfusionsphase nach
Entfernung der Klemme betrug 120 Minuten. Je nach Versuchsgruppe wurden
optional 5 Minuten vor der Klemmenentfernung zusatzlich entsprechende
Reagenzien intraarteriell Uber den Femoraliskatheter verabreicht. Am Ende der
Reperfusionszeit wurde die systemische Leukozytenzahl im Blut bestimmt und

Gewebeproben entnommen.
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6.4.2 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden den folgenden Gruppen zugeordnet (n=4-6 pro Gruppe):

Scheinoperierte WT-Mause, WT-Mause, PAI-17--Mause und WT-Mause, die mit

dem PAI-1-Inhibitor TM5275 oder Vehikel behandelt wurden.

6.5 Quantifizierung der mikrovaskularen Thrombusbildung

6.5.1 Versuchsablauf

Praparation IVM: Applikation IVM:
des Messung der von FITC- Thromboseinduktion Blutentnahme
M. cremaster Blutflussgeschwindigkeit Dextran und -quantifizierung

Abbildung 9: Versuchsprotokoll zur Visualisierung und Quantifizierung der mikrovaskularen
Thrombusbildung im Kremastermuskel.

Um den Einfluss von PAI-1 auf die mikrovaskulare Thrombusbildung zu
untersuchen wurde nach Praparation des Kremastermuskels das Makromolekul
FITC-Dextran intraarteriell Uber den Femoraliskatheter appliziert. Die
Thrombusbildung wurde daraufhin in 3-5 Venolen und 3 Arteriolen durch eine
phototoxische Schadigung des Gefalkendothels ausgelost,
intravitalmikroskopisch visualisiert und die Zeiten bis zum Beginn der
Thrombusbildung bzw. bis zum vollstdndigen Verschluss des Gefaldes erfasst
(Vgl. l11/4.2.3). Um die Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen zu gewahrleisten,
wurden in allen Experimenten die mikrohdmodynamischen Parameter, die

Fluoreszenzintensitat und die systemischen Leukozytenzahlen gemessen.

6.5.2 Versuchsgruppen

Die Tiere wurden den folgenden Gruppen zugeordnet (n=5 pro Gruppe): WT-
Mause und PAI-17--Mause.
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7 Statistische Versuchsauswertung

Alle Auswertungen der in-vivo-Experimente und Datenanalysen wurden
verblindet durchgeflhrt. Zur Datenanalyse wurde ein statistisches Softwarepaket
(SigmaStat fur Windows; Jandel Scientific, Erkrath, Deutschland) verwendet.
Nach Testung der Daten auf Normalverteilung mittels dem Shapiro-Wilk-Test
wurde die einfaktorielle Varianzanalyse, gefolgt vom Student-Newman-Keuls-
Test (>2 Gruppen) oder dem t-Test (2 Gruppen) fur die Schatzung der
stochastischen Wahrscheinlichkeiten in Intergruppenvergleichen verwendet.
Mittelwerte (MW, mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of
mean, SEM) wurden angegeben. P-Werte <0,05 wurden als signifikant

angesehen.
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IV Ergebnisse

1 Rolle von PAI-1 fiir die postischamische Leukozytenrekrutierung

1.1 Verteilung von PAI-1 im postischamischen Gewebe

Um die Rolle von PAI-1 in der Ischamie-Reperfusion zu verstehen, wurde
zunachst dessen Verteilung im postischamischen Gewebe durch Immunfarbung
des Kremastermuskels mithilfe der Konfokalmikroskopie dargestellt (Abbildung
10).

CD31 Ly-6G PAI-1 iiberlagert

scheinoperiert

IIR

Abbildung 10: Die Verteilung von PAI-1 im postischamischen Gewebe. Reprasentative
konfokalmikroskopische Aufnahmen der Expression von PAI-1 (grun) auf neutrophilen
Granulozyten (Ly6G; rot) und Endothelzellen in postkapillaren Venolen (CD31; blau) des
Kremastermuskels von scheinoperierten WT-Mausen und von WT-Mausen nach I/R (30/120

min).

Nach I/R konnte PAI-1 auf der Oberflache von PECAM-1/CD31-positiven
venularen Endothelzellen und auf Ly6G-positiven neutrophilen Granulozyten
nachgewiesen werden. Aullerdem fand sich in das perivaskulare Gewebe
extravasiertes PAI-1, wahrend es in Venolen von scheinoperierten Tieren kaum
nachgewiesen wurde.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen war in der Durchflusszytometrie die
Expression von PAI-1 sowohl in neutrophilen Granulozyten, welche aus dem

peripheren Blut von WT-Mausen isoliert wurden, als auch in unstimulierten
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mikrovaskularen Endothelzellen gering. Nach Aktivierung mit TNF hingegen war
die PAI-1-Expression in diesen Zellen signifikant erhoht (Abbildung 11). Darlber
hinaus war die Expression des PAI-1-Rezeptors LRP-1 bei Stimulation mit TNF

in Neutrophilen und Endothelzellen signifikant erhoht (Daten nicht gezeigt).

Anzahl Zellen

Fluoreszenzaktivitat

Anzahl Zellen

axany § FPFPPPPPPPREY

Fluoreszenzaktivitat

Abbildung 11: Expression von PAI-1 auf neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen.
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die Expression von PAI-1 auf murinen neutrophilen
Granulozyten (N) und Endothelzellen (EZ) analysiert, die einer Exposition mit PBS (Kontrolle,
gestichelte Linien) oder TNF (durchgezogene Linien) ausgesetzt waren.
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In  weiteren konfokalmikroskopischen Aufnahmen des Kremastermuskels
konnten wir jedoch keine Beeintrachtigung der mikrovaskularen PAI-1-
Expression durch eine Depletion der neutrophilen Granulozyten oder eine

Antikorperblockade seines Rezeptors LRP-1 nachweisen (Abbildung 12).

CD31 PAI-1 uberlagert

IIR +
anti-LRP-1

IIR +
Neutrophilen-
Depletion

Abbildung 12: Die Rolle von LRP-1 und neutrophilen Granulozyten bei der Ablagerung von
PAI-1 auf mikrovaskuldaren Endothelzellen nach I/R. Durch Verwendung von Immunfarbung
und Konfokalmikroskopie wurde die Verteilung von PAI-1 ex vivo in den postkapillaren Venolen
des Kremastermuskels von WT-Mausen nach I/R analysiert, die einen blockierenden Anti-LRP-
1-AK, neutrophilendepletierende monoklonale Anti-Ly6G-AK oder Istoyp-Kontrollantikérper
erhalten haben. Reprasentative Bilder von PECAM-1/CD31-positiven Zellen (Endothelzellen,
Leukozyten; blau) und PAI-1 (grin).
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1.2 Einfluss von PAI-1 auf Rollen, feste Adharenz und Transmigration von

Leukozyten

Da die Rekrutierung von Leukozyten in das postischamische Gewebe eine
Schlusselrolle im IRS Ubernimmt, wurde versucht die funktionelle Bedeutung von
PAI-1 far die einzelnen Schritte des Extravasationsprozesses von Leukozyten im
Kremastermuskel herauszuarbeiten (Vgl. 111/4.2). Dazu wurden RLOT-
Mikroskopieaufnahmen von postkapillaren Venolen im Kremastermuskel von
WT- und PAI-1"--M&usen quantitativ ausgewertet (Abbildung 13).

scheinoperiert

Abbildung 13: Schritte der Leukozytenextravasation. Reprasentative In-vivo-
Transilluminationsmikroskopie-Aufnahmen von intravaskular adhérenten und transmigrierten
Leukozyten in postkapillaren Venolen des Kremastermuskels bei scheinoperierten WT-Mausen
und bei WT- oder PAI-1-defizienten Mausen nach I/R.

Nach 30 Minuten Ischamie und 120 Minuten Reperfusion zeigte sich kein
signifikanter Anstieg der Anzahl von intravasal rollenden Leukozyten im Vergleich
zu scheinoperierten Tieren. Auch in PAIl-1-defizienten Mausen war kein
Unterschied im Leukozytenrollen zu sehen (Daten nicht gezeigt).

Vor Induktion der Ischamie fanden sich nur wenige adharente Leukozyten an der
GefalRwand der postkapillaren Venolen. Im Gegensatz dazu gab es nach I/R eine
signifikante Erhdéhung der Anzahl fest adharenter Leukozyten im Vergleich zu
scheinoperierten Kontrollen. Diese Erhéhung war bei PAI-1/--Mausen wiederum
signifikant reduziert.

Ebenfalls fanden sich zur Baseline nur wenige transmigrierte Leukozyten im
perivaskuldren Gewebe. Nach [|/R stieg die Anzahl der transmigrierten
Leukozyten im Vergleich zu den scheinoperierten Kontrollen signifikant an.

Ahnlich wie bei den Ergebnissen zur festen Adharenz, zeigte sich bei PAI-17--
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Mausen eine signifikant geringe postischamische Zunahme der Anzahl

transmigrierter Leukozyten (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Einfluss von PAI-1 auf feste Adhdrenz und Transmigration von Leukozyten
nach I/R. Quantitative Daten zur intravaskularen Adharenz und Transmigration von Leukozyten
in das postischamische Gewebe im Kremastermuskel bei scheinoperierten WT-Mausen und bei
WT- oder PAI-1-defizienten Mausen nach I/R (Mittelwert + SEM fir n = 4 pro Gruppe; # p < 0,05,
vs. scheinoperiert; * p < 0,05, vs. WT).
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1.3 Bedeutung von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 fir die

postischamische Leukozytenrekrutierung

Um die funktionelle Bedeutung von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1
an der postischamischen Leukozytenrekrutierung zu differenzieren, wurden
Zelltransferexperimente durchgefuhrt. Hier zeigte sich in den postkapillaren
Venolen des Kremastermuskels nach I/R eine signifikant verminderte Anzahl
adharenter und transmigrierter fluoreszenzmarkierter WT-Spender-Leukozyten
bei PAI-1-Empfangermausen im Vergleich zu WT-Empfangermausen (175
Gesichtsfelder pro Kremastermuskel). Ebenso war die Zahl der adharenten und
transmigrierten Leukozyten von PAI-1---Spendern bei WT-Empfangermausen

signifikant niedriger (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Bedeutung von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 fir die
postischamische Leukozytenrekrutierung. Intravaskuldare Adharenz und perivaskulare
Transmigration von transfundierten, fluoreszenzmarkierten Leukozyten im postischamischen
Kremastermuskel. Ergebnisse fur WT-Mause, die Leukozyten von WT- oder PAI-1-defizienten
Spendern erhielten, sowie fur PAI-1-defiziente Mause, die Leukozyten von WT- oder PAI-1-
defizienten Spendern erhalten (Mittelwert £+ SEM fiir n = 6 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. WT—-WT).

Daraufhin wurde die Auswirkung von exogen appliziertem PAI-1 untersucht. Zu
diesem Zweck wurde rekombinantes murines PAI-1 in unterschiedlichen Dosen
direkt in das Skrotum von WT-Mausen injiziert (Vgl. 111/6.2.1). Nach 240 Minuten
PAI-1-Stimulation zeigte sich im Kremastermuskel, im Vergleich zu den PBS-
behandelten Kontrollen (Vehikel), ein dosisabhangiger Anstieg der Anzahl fest
adharenten und transmigrierten Leukozyten. Das Leukozytenrollen war nicht

signifikant verandert (Abbildung 16A). In weiteren Versuchen zeigte sich kein
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signifikanter Unterschied zwischen aktivem PAI-1 oder latentem (inaktivem) PAI-
1 ohne antifibrinolytische Aktivitat (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Einfluss von PAI-1 auf die feste Adhédrenz und Transmigration von
Leukozyten nach intraskrotaler Stimulation. A Leukozytenrekrutierung nach 240 Minuten
intraskrotaler Stimulation mittels Injektion von unterschiedlichen Dosen rekombinantem PAI-1
oder Vehikel. Quantitative Daten fir intravaskuldres Rollen und feste Adhasion sowie die
Transmigration von Leukozyten in das perivaskulare Gewebe des Kremastermuskels (Mittelwert
+ SEM fir n = 5 pro Gruppe; # p < 0.05, vs. Kontrolle). B Wirkung von aktivem bzw. latentem PAI-
1, ohne antifibrinolytische Aktivitat, auf die Leukozytenrekrutierung. Quantitative Daten fir
intravaskulares Rollen und feste Adhasion sowie die Transmigration von Leukozyten in das
perivaskulare Gewebe (Mittelwert + SEM fiir n = 3 pro Gruppe).

1.4 Phanotypisierung der transmigrierten Leukozyten

Mittels immunhistochemischen Farbungen gegen CD45 (Panleukozytenmarker),
Ly6G (neutrophile Granulozyten) und F4/80 (Monozyten/Makrophagen), wurde
der Phanotyp der transmigrierten Leukozyten in Gewebeschnitten des nach den
Versuchen entnommenen Kremastermuskels identifiziert. Nach [I/R oder

intraskrotaler Stimulation mit PAI-1, waren mehr als 85 % der transmigrierten
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Leukozyten positiv fur Ly6G und ca. 15 % der transmigrierten Leukozyten positiv
fur F4/80 (Daten nicht gezeigt).

1.5 Mikrohamodynamische Parameter und systemische

Leukozytenzahlen

Um die Vergleichbarkeit der Versuchsgruppen zu gewahrleisten, wurden die
GefalRdurchmesser, die mittleren Blutflussgeschwindigkeiten und die
Wandschubspannung der analysierten postkapillaren Venolen ermittelt sowie die
systemischen Leukozytenzahlen quantifiziert. Hier zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen allen Versuchsgruppen (Tabelle 1).

Tier Stimulus Behandlung GefaR- Blutfluss- = Wandschub- Systemische
durchmes- geschwin- spannung Leukozyten-
ser digkeit [s™] zahl
[um] [mm s*] [n x 106 plI-"]

WT scheinoperiert 24,7+0,4 1,1+0,1 1781,1+770 52+13

WT IIR 25,7+0,7 1,1+0,1 1640,2+60,7 4,7+0,9

PAI-17- IR 24,3+0,6 1,1+£0,1 17639+889 45+0.7

WT PBS 248+0,4 1,0+0,1 1532,4+87,0 43+1.2

WT PAI-1 Vehikel 26,1+1,2 1,1+0,3 1652,1+980 6,0+1,6

WT PAI-1 RAP 23,8+1,3 1,1+0,1 1811,7+30,2 56117

WT PBS 25,0+0,5 1,0+0,1 1518,2+422 26+0,3

WT PAI-1 Vehikel 254 +1,1 1,0+0,1 1476,6 £60,8 2,4+04

WT PAI-1 Anti-LRP-1 26,2+ 0,6 09+0,1 1410,8+92,5 2,2+0,2

WT scheinoperiert 241 +0,6 1,0£0,1 1620,8 + 86,3 55+25

WT IIR Vehikel 26,7+1,2 1,1+0,2 16158+653 69+15

WT IIR RAP 244 +1,0 1,0+0,1 1606,6 £39,2 4,4+1,0

WT scheinoperiert 232+04 0,9+0,1 1591,0+£96,5 2,2+0,3

WT IIR Vehikel 224 +1,6 0,8+0,1 1473,5+153,4 4,0+1,1

WT IIR Anti-LRP-1 228+1,2 09+0,1 15245+154,1 3,1+0,6

Tabelle 1: Leukozytenrekrutierung - Mikrohamodynamische Parameter und systemische
Leukozytenzahlen fiir die verschiedenen Versuchsgruppen (Mittelwert + SEM firn =4 -6
pro Gruppe).
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2 Mechanismen der PAI-1 abhdngigen Leukozytenrekrutierung

21 Rolle des PAI-1 Rezeptors LRP-1 fiur die Regulation der

postischamischen Leukozytenrekrutierung

Mehrere Studien haben gezeigt, dass PAI-1 in der Lage ist mit dem zellularem
Membranrezeptor LRP-1 zu interagieren [211, 242-244]. Eine Reihe von
zusatzlichen Experimenten wurde durchgefuhrt um die funktionelle Bedeutung
von LRP-1 fiur die Leukozytenrekrutierung nach I/R zu analysieren. Die
intraarterielle Verabreichung von RAP (rezeptor-assoziiertes Protein), einem
Inhibitor von LRP-1 und anderen Vertretern der low density lipoprotein-
Rezeptoren, oder spezifisch gegen LRP-1 gerichteten Antikdrpern, 5 Minuten vor
Induktion der Reperfusionsphase, fiihrte zu einer signifikanten Verringerung der
intravaskularen Adharenz und der Transmigration von Leukozyten in
postischamisches Gewebe, hatte jedoch keinen Einfluss auf das intravaskulare

Leukozytenrollen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Rolle des PAI-1 Rezeptors LRP-1 fiir die postischamische
Leukozytenrekrutierung. Quantitative Daten zur intravaskularen Adharenz und Transmigration
von Leukozyten in das postischamische Gewebe im Kremastermuskel nach I/R in
scheinoperierten WT-Mausen und in WT-Mausen, die mit LRP-1-AK oder Isotyp-
Kontrollantikdrper behandelt wurden (Mittelwert £ SEM fur n = 6 pro Gruppe; # p < 0,05, vs.
scheinoperiert; * p < 0,05, vs. WT).

63



Ergebnisse

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde durch die vorgeschaltete
intraarterielle Injektion von RAP oder spezifischer LRP-1-AK, die intravaskulare
Adharenz und Transmigration von neutrophilen Granulozyten in PAI-1
stimulierten Mausen fast vollstandig aufgehoben (Abbildung 18A und 18B).
Hierbei erreichte die spezifische Hemmung durch LRP-1-AK mehr als 50% der
hemmenden Wirkung von RAP, was nahelegt, dass LRP-1 als Hauptrezeptor fur
die PAI-1-abhangige Leukozytenrekrutierung dient.

Um den Mechanismus weiter aufzuschlisseln wurden zusatzliche Experimente
mit einer spezifischen Antikdrperblockade gegen bestimmte Membranproteine
durchgefuhrt. Hier zeigte sich nach der Blockade der 32-Integrine Mac-1/CD11b
oder in geringerem MalRe von LFA-1/CD11a eine nahezu aufgehoben PAI-1-
abhangige intravaskulare Adharenz von Leukozyten, wahrend die Leukozyten-
Transmigration in das perivaskulare Gewebe bei der Antikérperblockade von
Mac-1/CD11b, nicht aber von LFA-1/CD11a signifikant reduziert wurde
(Abbildung 18C).
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Abbildung 18: Mechanismen der PAI-1-abhéngigen Leukozytenrekrutierung. Quantitative
Daten fir intravaskulares Rollen und feste Adhasion sowie Transmigration von Leukozyten im
Kremastermuskel von WT Mausen, die eine intraarterielle Injektion von RAP (A), LRP-1-AK (B),
anti-LFA-1/CD11a-AK, anti-Mac-1/CD11b-AK (C) oder Vehikel bzw. Isotyp-Kontrollantikdrper, vor
Stimulation durch intraskrotale Injektion von 1ug PAI-1, erhalten haben (Mittelwert + SEM fir n =
5 pro Gruppe; # p < 0.05, vs. Kontrolle/unstimuliert; * p < 0,05, vs. Vehikel-/Isotyp-Kontrolle).

2.2 Einfluss von PAI-1 auf die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten

und Endothelzellen

Wahrend den Vorgangen der intravaskularen Adharenz und anschlieRenden
Transmigration von Leukozyten in das perivaskulare Gewebe spielen
Interaktionen  von  Leukozyten-Integrinen  und  ihren  endothelialen
Bindungspartnern eine entscheidende Rolle. Da wir durch die vorangegangenen

Experimente zeigen konnten, dass die durch PAI-1 hervorgerufene
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intravaskulare Adharenz der neutrophilen Granulozyten von (2-Integrinen
abhangig war (Vgl. Kap. IV/2.1), wurde die Hypothese aufgestellt, dass PAI-1
eine Affinitatsanderung der 32-Integrine von neutrophilen Granulozyten induziert.
Als MaR fur die Konformationsanderungen der 2-Integrine wurde die Bindung
von ICAM-1/CD54, welches Uberwiegend mit B2-Integrinen interagiert, und des
vaskularen Zelladhasionsmolekils VCAM-1/CD106, welches mit den B1-
Integrinen interagiert, an neutrophilen Granulozyten (CD45*, CD11b*, Gr-17,
CD115 Zellen), die aus dem peripheren Blut von WT-Mausen isoliert wurden,

mittels Mehrkanal-Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Gating-Strategie zur Identifizierung von Neutrophilen. APC, Allophycocyanin;
FITC, Fluoresceinisothiocyanat; SSC, side-scattered light (Seitwartsstreulicht).

Die direkte Stimulation der Zellen mit PAI-1 induzierte im Vergleich zu PBS-
behandelten Kontrollen eine signifikante Erhéhung der Bindung von ICAM-
1/CD54 an neutrophilen Granulozyten, wahrend die Oberflachenexpression von
B2-Integrinen/CD18 und die Bindung von VCAM-1/CD106 an den neutrophilen
Granulozyten unverandert blieb. Dieser Anstieg der ICAM-1/CD54-Bindung
konnte durch die Anwendung von RAP und durch spezifische LRP-1-AK
signifikant reduziert werden. Auch durch die Blockade von Kinasen des MAPK-
Signaltransduktionsweges (p38, ERK 1 und 2, JNK) mittels spezifischer
Inhibitoren (SB203580, FR180204, SP600125), konnte die ICAM-1/CD54-
Bindung nach PAI-1-Stimulation signifikant reduziert werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Einfluss von PAI-1 auf die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten.
Quantitative Daten zur Oberflachenexpression von 32 Integrinen/CD18 (A) und fur die Bindung
von ICAM-1/CD54 oder VCAM-1/CD106 (B und C) an neutrophilen Granulozyten, die aus WT-
Mausen durch Mehrkanal-Durchflusszytometrie isoliert wurden. Diese wurden vor Stimulation
durch PAI-1 mit RAP, LRP-1-AK, verschiedene Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-
Inhibitoren (FR180204, ERK1/2-Inhibitor; SB203580, p38-Inhibitor; SP600125, JNK-Inhibitor)
oder Vehikel/lsotyp-Kontrollantikbrpern inkubiert (Mittelwert + SEM fiir n = 4-6 pro Gruppe; # p <
0,05, vs. Kontrolle; * p < 0,05, vs. Vehikel/lsotyp-Kontrolle). MFI, mittlere Fluoreszenzintensitat.

Zu beachten ist, dass die Exposition gegenuber MAPK-Inhibitoren oder
blockierenden LRP-1-AK die [ICAM-1/CD54-Bindung an unstimulierten
neutrophilen Granulozyten nicht signifikant veranderte (Abbildung 21A). Ebenso
wurden keine signifikanten Unterschiede in der Oberflachenexpression von (32-
Integrinen/CD18 oder der Bindungskapazitat fur ICAM-1/CD54 oder VCAM-
1/CD106 zwischen neutrophilen Granulozyten von WT- und PAI-1-defizienten
Mausen, die PAI-1 ausgesetzt waren, festgestellt (Abbildung 21B).

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen anderte sich die Expression von ICAM-
1/CD54 und VCAM-1/CD106 auf mikrovaskularen Endothelzellen nach
Stimulation mit PAI-1 nicht (Abbildung 21C).
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Abbildung 21: A Wirkung von MAPK-Inhibitoren auf die ICAM-1/CD54-Bindung an
unstimulierten neutrophilen Granulozyten. Quantitative Daten von unstimulierten neutrophilen
Granulozyten aus dem peripheren Blut von WT-Mausen, die mit PBS (Kontrolle), verschiedenen
MAPK-Inhibitoren oder LRP-1-AK vorinkubiert, und durch Mehrkanal-Durchflusszytometrie
analysiert wurden (Mittelwert + SEM fir n = 3 pro Gruppe). B Auswirkung der PAI-1-Deffizienz
auf die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Quantitative Daten zur
Oberflachenexpression von 32 Integrinen/CD18 und flr die Bindung von ICAM-1/CD54 oder
VCAM-1/CD106 an neutrophilen Granulozyten, die aus dem peripheren Blut von WT- oder PAI-
1---Mausen durch Mehrkanal-Durchflusszytometrie isoliert und mit rekombinantem murinem PAI-
1 stimuliert wurden (Mittelwert + SEM fiir n = 4 pro Gruppe). C Wirkung von PAI-1 auf die
Expression von Adhadsionsmolekiilen auf mikrovaskuldren Endothelzellen. Quantitative
Daten zur Expression von ICAM-1/CD54 oder VCAM-1/CD106 auf mikrovaskularen
Endothelzellen der Maus, die einer Exposition mit rekombinantem murinen PAI-1 oder Vehikel
ausgesetzt waren und mittels Durchflusszytometrie analysiert wurden (Mittelwert + SEM fir n =

4 pro Gruppe).
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3 Einfluss von PAI-1 auf die postischamische mikrovaskuldre

Permeabilitat

Neben der Extravasation von neutrophilen Granulozyten, ist die Zunahme der
mikrovaskularen Permeabilitat ein weiteres SchlUsselereignis in der
Pathogenese des IRS. Als Mal fir die mikrovaskulare Permeabilitat wurde der

Austritt von hochmolekularem FITC-Dextran aus den Gefallen in den

postischamischen Kremastermuskel mittels In-vivo-Fluoreszenzmikroskopie
analysiert (Abbildung 22).

Abbildung 22: Einfluss von PAI-1 auf die postischamische mikrovaskuldre Permeabilitat.
Reprasentative In-vivo-Fluoreszenzmikroskopiebilder, welche den Austritt von FITC-Dextran im
Kremastermuskel von WT- und PAI-1-defizienten Mausen nach I/R zeigen.

Nach I/R (150/30 min) kam es bei WT-Tieren im Vergleich zu den
scheinoperierten Kontrollen zu einem signifikanten Anstieg des Extravasation
von FITC-Dextran. Interessanterweise fiel bei PAI-17-- und WT-Mausen, die mit
blockierenden LRP-1-AK behandelt wurden, dieser Anstieg signifikant geringer
aus (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einfluss von PAI-1 auf die postischamische mikrovaskuldare Permeabilitat.
Quantitative Daten fur den FITC-Dextran-Austritt im Kremastermuskel in scheinoperierten WT
Mausen, in WT oder PAI-1-defizienten Mausen nach I/R (30/150 min), sowie in WT Mausen nach
I/R, die mit LRP-1-AK oder Isotyp-Kontrollantikérper behandelt wurden (Mittelwert + SEM fur n =
4-6 pro Gruppe; # p < 0.05, vs. scheinoperiert; * p < 0,05, vs. WT). MFI, mittlere
Fluoreszenzintensitat.

Zur Analyse der genauen Mechanismen des PAIl-1-vermittelten Effekts auf die
mikrovaskulare Permeabilitdt, wurden weitere Experimente durchgefiihrt. Die
Stimulation durch intraskrotale Injektion von PAI-1 flhrte zu einer signifikanten
Permeabilitatssteigerung im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen. Nach
Depletion der neutrophilen Granulozyten und intraskrotaler PAI-1-Stimulation war
diese Steigerung wiederum fast vollstandig aufgehoben. In vitro induzierte die
Stimulation konfluenter HMEC Endothelzellschichten mit PAI-1 eine
dosisabhangige Reduktion der makromolekularen Permeabilitdt. Dieser Effekt
konnte durch die Anwendung von RAP nicht aufgehoben werden (Abbildung
24).
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Abbildung 24: Einfluss von PAI-1 auf die mikrovaskulare Permeabilitit nach Stimulation.
A Quantitative Daten fiir den FITC-Dextran-Austritt im Kremastermuskel in unstimulierten WT-
M&usen sowie in WT-Mausen, die mit Neutrophilen-depletierenden anti-Ly6G-AK oder Isotyp-
Kontrollantikbrper behandelt wurden und eine intraskrotale Stimulation mit rekombinantem
murinen PAI-1 erhielten (Mittelwert + SEM flir n = 4-6 pro Gruppe; # p < 0.05, vs. PBS; * p < 0,05,
vs. Isotyp-Kontrolle). B Quantitative Daten fir die Analyse der makromolekularen Permeabilitat
fur FITC-Dextran in vitro, in konfluenten HMEC-Endothelzellschichten, die unterschiedlichen
Dosen von rekombinantem humanem PAI-1 sowie RAP oder Vehikel ausgesetzt waren
(Mittelwert + SEM fir n = 3-4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. PBS).
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4 Rolle von PAI-1 bei der warmen Ischamie der Leber

Um oben genannte Erkenntnisse in ein klinisches Setting zu Ubertragen, wurde
die Rolle von PAI-1 im I/R-Modell der Leber analysiert (Vgl. Kap. 111/4.1.6). Die
Anzahl der TUNEL-positiven Zellen, die der Darstellung von Zellkernen
apoptotischer/nekrtoischer Zellen dient (Vgl. Kap. 111/5.2), wurde als Mal} fur den
Zelltod in Lebergewebsschnitten quantifiziert. In scheinoperierten Tieren wurden
nur wenige TUNEL-positive Zellen nachgewiesen. Nach I/R (90/120 min) der
Leber war die Anzahl erwartungsgemaf signifikant erhoht. Diese Erhéhung war
bei PAI-1--Mausen wiederum signifikant vermindert (Abbildung 25A). In den
Lebern von scheinoperierten Kontrollmausen wurde nach
immunhistochemischer Farbung nur eine geringe Anzahl extravasierter
Leukozyten im perivaskularen Gewebe gefunden. Nach I/R kam es zu einem
signifikanten Anstieg der Zahl der in das Lebergewebe eingewanderten
Leukozyten. Dabei waren mehr als 70% Ly6G-positive neutrophile Granulozyten.
Dieser Anstieg war bei PAI-17"--Mausen wiederum signifikant reduziert
(Abbildung 25B).
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Abbildung 25: Einfluss von PAI-1 auf den Zelltod und die Leukozytenrekrutierung nach I/R
der Leber. Quantitative Daten fur (A) TUNEL- und (B) CD45-positive Zellen in der Leber von
scheinoperierten WT-Mausen sowie WT- und PAI-1-defizienten Mausen nach I/R (90/120 min)
(Mittelwert + SEM fiir n = 6 pro Gruppe; # p < 0.05, vs. scheinoperiert; * p < 0,05, vs. WT).

Dartber hinaus wurden die Serumspiegel der ALT und AST als weiteres Mal fur

die Lebergewebeschadigung bestimmt. Nach I/R gab es im Vergleich zu den
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scheinoperierten Kontrollen einen signifikanten Anstieg der Serumspiegel von
ALT und AST. In PAI-1-defizienten Mausen wurde dieser Transaminasen-
Anstieg nach I/R abgeschwéacht; die Abnahme der AST erreichte jedoch im

Gegensatz zur ALT keine statistische Signifikanz (Abbildung 26).

# I -
I/IR I/IR
A AR E X XAARAR)
I O]
#x R #

0 2000 4000 6000 8000 0 1000 2000 3000 4000 5000
ALT [UN] AST [uA]

Abbildung 26: Einfluss von PAI-1 auf das AusmaR der Lebergewebeschadigung nach I/R.
Quantitative Daten fiir die Serumspiegel der Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-
Aminotransferase (AST) in scheinoperierten WT-Mausen sowie WT- und PAI-1-defizienten
Mausen nach I/R der Leber (Mittelwert + SEM fir n = 6 pro Gruppe; # p < 0.05, gegen
scheinoperiert; * p < 0,05, gegen WT).

Madgliche direkte zytoxische oder -protektive Effekte von PAI-1 wurden durch
Alamar-Blue-Reduktionsanalysen (Vgl. Kap. 1lI/5.7) mit aus WT-Mausen
isolierten Hepatozyten untersucht. Hier hatte die Exposition mit PAI-1 keinen
Einfluss auf die Zellviabilitat, wahrend die Exposition mit der Positivkontrolle
Staurosporin die Zellviabilitat in dosisabhangiger Weise signifikant reduzierte
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Einfluss von PAI-1 auf die Zellviabilitat von Hepatozyten. Quantitative Daten
der Viabilitdt von Hepatozyten die aus WT-Mausen isoliert wurden und unterschiedlichen Dosen
von rekombinantem murinen PAI-1, Staurosporin (Positivkontrolle) oder Vehikel ausgesetzt
waren (Mittelwert £ SEM fir n = 3 pro Gruppe; * p <0,05, gegenuber der Kontrolle).
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5 Rolle von PAI-1 bei der mikrovaskuldaren Thrombusbildung

Im Hinblick auf seine hemmende Wirkung auf die Plasminogenaktivatoren uPA
und tPA, konnte ein Mangel an PAI-1 UberschieBende fibrinolytische Effekte
haben, welche eine Stérung des physiologischen Gleichgewichts zwischen
mikrovaskularer Fibrinolyse und Hamostase zur Folge hatte. Um den Einfluss auf
von PAI-1 auf diese Prozesse zu analysieren, wurde die mikrovaskulare
Thrombusbildung im Kremastermuskel durch photochemische Schadigung des
Gefalkendothels in Arteriolen und Venolen ausgelést und untersucht (Vgl. Kap.
[11/4.2.3). Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen PAI-1--- und
WT-Mausen bezlglich der Zeit bis zum Beginn der Thrombusbildung, als auch
der Zeit bis zum kompletten Verschluss der Gefalie (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Rolle von PAI-1 bei der mikrovaskuldren Thrombusbildung. (A)
Reprasentative Bilder des Verlaufs einer photochemisch-induzierten Thrombusbildung in einer
postkapillaren Venole. (B) Quantitative Daten fiir den Beginn der Thrombusbildung und dem
Stillstand des Blutflusses (Verschluss) in Venolen und Arteriolen in WT- und PAI-1-defizienten
Mausen (Mittelwert + SEM flr n = 4 pro Gruppe).
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Um die Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen zu gewahrleisten, wurden bei
allen Experimenten die mikrohamodynamischen Parameter (Gefalddurchmesser,
mittlere Blutflussgeschwindigkeiten, Wandschubspannung) gemessen und die
Fluoreszenzintensitat von FITC-Dextran sowie die systemischen Leukozyten-
und Thrombozytenzahlen bestimmt. Es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (Tabelle 2).

Tier GefaB- Mittlere Systemische @ Systemische
durchmesser  Fluoreszenzintensitit = Thrombo- Leukozytenzahl
[um] [Grauwert] zytenzahl [n x 106 pI-"]

[n x 108 pl-']

WT Arteriolen | 33,7 £0,9 596,2 + 59,8 570,4 £+119,1 6,9+0,4

PAI-17-  Arteriolen | 36,0+1,7 537,6 +51,8 709,4 £ 75,7 6,8+ 1,1

WT Venolen 51,7145 774,6 £ 83,0 570,4+119,1 6,9+0,4

PAI-17-  Venolen 451+2,6 712,6 £ 80,0 709,4 + 75,7 6,8+1,1

Tabelle 2: Mikrovaskulare Thrombusbildung - FITC-Dextran Fluoreszenzintensitit,
systemischen Leukozyten- und Thrombozytenzahlen, sowie mikrohdgmodynamische
Parameter der verschiedenen Versuchsgruppen (Mittelwert £+ SEM fir n = 4 - 5 pro Gruppe).
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6 Einfluss von PAI-1 auf die postischamische Ablagerung von

Fibrin(ogen) nach I/R

Da in einigen frUheren Studien die Bedeutung des fibrinolytischen Systems auf
den IRS hauptsachlich dem Einfluss auf intravaskulare Fibrinablagerungen
zugeschrieben wurde [229, 245-247], wurde die postischamische Ablagerung
von Alexa488-konjugiertem Fibrin(ogen) in den postkapillaren Venolen des
Kremastermuskel und den Lebersinusoiden untersucht. Hier gab es keinen
signifikanten unterscheid zwischen WT- und PAI-1--Mausen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Auswirkung des PAI-1-Mangels auf die postischamische intravaskulare
Ablagerung von Fibrin(ogen). Quantitative Daten fir die mittlere intravaskulare
Fluoreszenzintensitat (MFI) von Alexa488-konjugierten Fibrin(ogen) in den postkapillaren
Venolen des Kremastermuskels und den Lebersinusoiden bei WT- oder PAI-1-defizienten
Mausen nach I/R (30 bzw. 90 min Ischamie, 120 min Reperfusion) (Mittelwert + SEM flirn = 3
pro Gruppe).

76



Ergebnisse

7 Wirkung des PAI-1-Inhibitors TM5275 auf die postischamische

Leukozytenrekrutierung und Leberschadigung

In weiteren Versuchen wurde die Wirkung des spezifischen PAI-1-Inhibitors
TM5275 auf die Leukozytenrekrutierung und Leberschadigung nach I/R getestet.
Die intraarterielle Verabreichung dieses Praparats 5 Minuten vor Beginn der
Reperfusionsphase verringerte die intravaskulare Adharenz und anschliel3ende
Transmigration von neutrophilen Granulozyten in das perivaskulare Gewebe im
Kremastermuskel von WT-Mausen signifikant im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Ein Einfluss auf das Rollen der Leukozyten war nicht nachzuweisen (Abbildung
29).
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Abbildung 30: Wirkung des PAIl-1-Inhibitors TM5275 auf die postischiamische
Leukozytenrekrutierung im Kremastermuskel. Quantitative Daten fir intravaskulares Rollen
und Adharenz, sowie die Transmigration von Leukozyten im postischamischen Kremastermuskel
in WT-Mausen nach I/R, die mit TM5275 oder Vehikel behandelt wurden (Mittelwert £ SEM fir n
= 5 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Vehikel).

Im Gegensatz dazu zeigten sich die Anzahl der extravasierten neutrophilen
Granulozyten in der postischamischen Leber sowie die Serumspiegel der ALT
und AST durch die Anwendung von TM5275 nur geringflgig, jedoch nicht
signifikant verandert (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Wirkung von TM5275 auf die postischamische hepatische
Leukozytenrekrutierung und Gewebeschéadigung. (A) Reprasentative Aufnahme von Ly6G-
positiven Leukozyten (Pfeile), die in die postischamische Leber rekrutiert wurden (VergréRerung
x 400). Quantitative Daten fur (B) Ly6G-Positive Zellen in der postischamischen Leber und fur
(C) Serumwerte von AST und ALT in WT-Mausen, die mit TM5275 oder Vehikel behandelt
wurden (Mittelwert £ SEM fir n = 5 pro Gruppe).
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\" Diskussion

PAI-1 ist ein Serinprotease-Inhibitor welcher primar dem fibrinolytischen System
zugeordnet wird, wo er als wichtigster Inhibitor der Plasminogenaktivatoren tPA
und uPA die Fibrinolyse hemmt. Das fibrinolytische System schutzt den Korper
endogen vor intravaskularen Thrombosen in dem die Effektorprotease Plasmin
Fibrinpolymere, die als Gerinnungsprodukte Blutungen stillen, abbaut. In letzter
Zeit sind zunehmend Wechselwirkungen zwischen dem fibriolytischen System
und dem Immunsystem im Ischamie-Reperfusionsprozess bekannt geworden,
sodass PAI-1 mittlerweile auch als wichtiger Modulator in dessen Pathogenese
anerkannt wird [226-232]. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind jedoch
bislang kaum verstanden. SchlUsselereignisse der postischamischen
Entzindungsreaktion sind die Akkumulation von Leukozyten in der
Mikrovaskulatur und deren Infiltration des perivaskularen Gewebes, sowie die
Stoérung der mikrovaskularen Endothelzellintegritat, wodurch die ordnungsgemale
Reperfusion beeintrachtigt und die ischamische Gewebeschadigung verstarkt
wird [27, 248]. Um den Beitrag von PAI-1 an diesem Prozess zu analysieren und
die dahintersteckenden Mechanismen genauer zu charakterisieren, haben wir
verschiedene In-vivo- und Ex-vivo-Mikroskopietechniken in teils genetisch

veranderten Mausen eingesetzt.

1 Diskussion der verwendeten Methoden

1.1 Versuchstiere

Da der Ischamie-Reperfusionsprozess einem hochkomplexen Zusammenspiel
unterschiedlicher Mechanismen unterliegt und somit vom intakten
Gesamtorganismus abhangig ist, eignen sich In-vivo-Tiermodelle hervorragend
dazu, einzelne Teilschritte dieses Prozesses gezielt zu untersuchen. Unsere
Experimente wurden an Mausen durchgeflihrt, da die Maus immunologisch gut
charakterisiert ist, eine starke Ubereinstimmung mit dem humanen Immunsystem
besteht und eine breite Palette spezifischer Antikorper als auch genetisch

veranderte Tiere verfugbar sind [249-251]. So kann die biologische Relevanz
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einzelner molekularer Mechanismen gezielt untersucht werden. In unseren
Experimenten wurden WT und PAI-1-defiziente C57BL/6J Stamme verwendet,
welche phanotypisch identisch waren. Laut Zuchter (The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, Maine, USA) sind die PAI-1-deffizienten Mause normal lebensfahig
und fruchtbar. Unterschiede sind der milde hyperfibrinolytische Zustand und eine
beschleunigte Hautwundheilung [233, 252].

1.2 Versuchsmodelle

Das sogenannte Kremastermuskelmodell wird haufig fur In-vivo-Untersuchungen
der Mikrozirkulation verwendet, da der Kremastermuskel wichtige
Besonderheiten wie eine fast zweidimensionale Gefal3struktur und eine hohe
Gefaldichte bietet. Zudem gibt es, im Gegensatz zu parenchymalen Organen,
im Muskelgewebe einen gut definierten perivaskularen Raum, was von
besonderer Bedeutung fur die Analyse der interstitiellen Migration von
Leukozyten ist [253]. Durch die anatomisch gunstige Lokalisation der
zufuhrenden Gefalle kann mit Hilfe einer GefalRklemme vergleichsweise einfach
eine temporare Ischamie und anschlieliende Reperfusion des Gewebes erzielt
werden. Darlber hinaus lassen sich durch diverse Applikationswege
unterschiedliche Entziindungsformen induzieren, wie beispielsweise eine
systemische Entzundung durch intraperitoneale Applikation oder eine lokale
Entzindung durch direkte intraskrotale Injektion von Entzindungsmediatoren.
Die chirurgische Praparation der Kremastermuskels wurde wie ursprunglich von
Baez beschrieben, mit geringfugigen Modifikationen durchgefuhrt [234, 235].
Durch die geringe Dicke des murinen Kremastermuskels lassen sich nach
sogfaltiger Praparation Arteriolen, Venolen und das perivaskulare Gewebe
uberlagerungsfrei mittels IVM in hervorragender Bildqualitat darstellen und
Prozesse wie die Leukozytenrekrutierung, mikrovaskulare Permeabilitats-
Veranderungen oder die Thrombusbildung visualisieren [254]. Ein Nachteil des
Kremastermodells ist, dass bereits durch die Praparation eine geringe
Entzindungsreaktion im Sinne eines leichten Leukozytenrollens hervorgerufen

wird, wodurch dieser Parameter etwas eingeschrankt zu beurteilen ist. Der
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Einfluss der chirurgischen Praparation auf die in dieser Arbeit relevanteren
Parameter der Leukozytenadharenz und -migration scheint jedoch zu
vernachlassigen zu sein.

Mit anderen Modellen wie beispielsweise dem murinen Ohrmodell lassen sich
mittels 2-Photonen-Mikroskopie ebenfalls inflammatorische Prozesse in der
Mikrozirkulation visualisieren [255, 256]. Vorteile sind hierbei die technisch
einfachere Praparation und dadurch kaum festzustellende Induktion einer
praparationsassoziierten Entzindung sowie die Mdoglichkeit langerer
Beobachtungszeitraume der Mikrozirkulation als beim Kremastermuskelmodell.
Nachteile des Ohrmodells ist die eingeschrankte Bildqualitdt. Um initiale
Erkenntnisse aus den Versuchen am Kremastermuskel in ein weiteres klinisches
Setting zu Ubertragen, wurde die Rolle von PAI-1 im I/R-Modell der Leber
analysiert. Dieses Modell ist zur Untersuchung von Entzindungsvorgangen in
der hepatischen Mikrozirkulation etabliert [26, 257-261].

Um den Einfluss von PAI-1 auf die mikrovaskulare Thrombusbildung zu
untersuchen wurde das Modell der photochemischen Endothelzellaktivierung im
Kremastermuskel verwendet. Durch Injektion von FITC-Dextran und
anschlieBender Bestrahlung mit einer Wellenlange von 488 nm wird im
belichteten Areal ein photochemischer Schaden des Gefallendothels
hervorgerufen, welcher zu einer gut reproduzierbaren Thrombose flhrt [256, 262,
263]. Das etablierte Modell erlaubt die Untersuchung der Thrombusbildung in
Echtzeit, was eine einfache Erfassung quantitativer Parameter wie
beispielsweise der Dauer bis zum kompletten Gefallverschluss ermdglicht. Dabei
kommt es lediglich zu einer Endothelzellaktivierung und keiner héhergradigen
Endothelschadigung [264]. Im Gegensatz dazu fihren andere Methoden wie die
durch Eisenchlorid-induzierte Thrombose oder Laser-Modelle zur Schadigung
des Endothels mit Freilegung von subendothelialen Strukturen, was die
Thrombusbildung durch Interaktion mit Thrombozyten beeinflussen kann [265,
266].

Um zwischen dem Beitrag von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 an

der postischamischen Leukozytenrekrutierung zu differenzieren, wurde eine
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etablierte Zelltransfertechnik eingesetzt [237]. Hierfur werden
Knochenmarksleukozyten aus getoteten Spendermausen (WT oder PAI-17)
isoliert, gefarbt, intravends in die Empfangermause injiziert und anschliel3end
quantifiziert. Da die Knochenmarkszellen zu >90% aus neutrophilen
Granulozyten bestehen, lassen sich anschliefend, mittels IVM des
Kremastermuskels, das Leukozytenrollen, die Adharenz und die Rekrutierung ins
perivaskulare Gewebe gut untersuchen [267]. Ein Nachteil ist, dass die exogenen
Zellen moglicherweise bereits wahrend der Aufbereitung aktiviert werden und so
zu einer Verfalschung der Ergebnisse fuhren kann. Bei Alternativtechniken, wie
der Erstellung von Chimaren durch Knochenmarkstransplantation ist der Vorteil,
dass es sich um endogene Zellen handelt. Jedoch kommt es durch eine
Ganzkorperbestrahlung vor Transplantation zu einer starken Immunsuppression,
wodurch es zu Komplikationen wie ungewollten Infektionen kommen kann.
Zudem konnen direkte Strahlenschaden zu entziindlichen Veranderungen bis hin
zum Schock fuhren [268].

1.3 Intravitalmikroskopie

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist ein etabliertes Verfahren zur
Untersuchung physiologischer und pathophysiologischer Vorgange in
verschiedenen Organen [261, 269, 270]. Mittels Fluoreszenzfarbstoffen lassen
sich verschiedenste Zielstrukturen darstellen und deren Interaktionen
beobachten. Ein limitierender Faktor der Fluoreszenz-IVM ist der schwache
Bildkontrast, welcher durch die Benutzung der sogenannten reflected light
oblique transillumination (RLOT)-Mikroskopie umgangen werden kann. Bei dem
an unserem Institut etablierten Verfahren wird nah-infrarotes Licht nachdem es
das Objektiv und das Untersuchungspraparat durchdringt an einem
darunterliegenden schragen Spiegel reflektiert, um erneut das Praparat zu
durchdringen und im Gewebe in unterschiedliche Phasengradienten zu brechen.
Dadurch ergeben sich diverse Vorteile. Durch das nah-infrarote Licht wird in
unserem Modell einerseits die Myoglobinextinktion im Kremastermuskel reduziert

und transmigrierte Leukozyten kdnnen kontrastreicher visualisiert werden,
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andererseits sind durch die Benutzung von langwelligem Licht langere
Beobachtungszeiten bei gleichzeitiger Minimierung der Phototoxizitat moglich.
Durch die Lichtbrechung in unterschiedliche Phasengradienten wird die
Bildqualitat zusatzlich verbessert, sodass sich auch ohne Einsatz von
Fluoreszenzfarbstoffen dynamische Prozesse wie die transendotheliale
Leukozytenmigration oder die mikrovaskulare Thrombusbildung analysieren
lassen. Ein Nachteil ist, dass sich die RLOT-Mikroskopie kaum auf andere
Modelle Ubertragen Iasst, da sie voraussetzt, dass sich das Untersuchungsobjekt

transilluminieren lasst.

1.4 Durchflusszytometrie

Zur quantitativen Erhebung der Expression von Oberflachenproteinen auf
neutrophilen  Granulozyten, wurden durchflusszytometrische Analysen
durchgefuhrt. Die Durchflusszytometrie ist ein etabliertes Verfahren zur
Quantifizierung und Differenzierung von Zellen bzw. Zellbestandteilen [271].
Zellen werden dabei einzeln an einem Laserstrahl vorbeigeflihrt, wobei das Licht
des Laserstrahls abhangig von der Zellgrole gebeugt (Vorwartsstreulicht,
forward scatter) und abhangig von der Granularitat der Zelle absorbiert bzw.
gebrochen (Seitwartsstreulicht, sideward scatter) wird, wodurch sich die Zellen
sortieren lassen. Durch den zusatzlichen Einsatz von fluoreszenzmarkierten
Antikorpern gegen bestimmte Oberflachenstrukturen lassen sich einzelne Zellen
noch spezifischer charakterisieren. Ein Nachteil ist jedoch, dass sich keine
Ruckschlusse auf die genaue Verteilung der Oberflachenstrukturen ziehen
lassen. Die Durchflusszytometrie ist sowohl in der Grundlagenforschung als
auch in der klinischen Routine ein anerkanntes Verfahren zur Phanotypisierung

von Einzelzellen [272].
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1.5 Konfokalmikroskopie

Die Konfokalmikroskopie ist ein etabliertes Verfahren, um Hochkontrast-
Aufnahmen zu erstellen [273]. Hierbei wird nicht das ganze Praparat auf einmal
beleuchtet, sondern jeweils kurzzeitig nur ein kleiner Teil. Die Aufnahme
mehrerer zweidimensionaler Bilder in unterschiedlichen Tiefen in einer Probe
ermoglicht dann die Rekonstruktion hochaufgeloster dreidimensionaler
Strukturen innerhalb eines Objekts. Der Vorteil der Konfokalmikroskopie liegt
darin, mit Hilfe von Fluoreszenz-Markierung alle mdglichen Zellen bzw. an
diversen Prozessen beteiligte Oberflachenrezeptoren mit praziser ortlicher
Auflésung in ihrer physiologischen Umgebung zu visualisieren. Zusammen mit
den in-vivo-Versuchen lassen sich so Ruckschlisse auf deren Interaktionen
ziehen [274]. Nachteile sind in erster Linie die begrenzte Anzahl von
Anregungswellenlangen und die lange Aufnahmezeit, da die Bilder abgerastert
werden mussen. Zudem schrankt die schadliche Natur der hochintensiven

Laserbestrahlung die Aufnahmen von lebenden Organismen ein [275].

2 Diskussion der Ergebnisse

21 Bedeutung von PAI-1 fiir die Leukozytenrekrutierung im

postischamischen Gewebe

Da die Leukozytenrekrutierung aus den postkapillaren Venolen in das
ischamische Gewebe eine zentrale Rolle im IRS einnimmt, wurde zunachst der
Einfluss von PAI-1 auf diesen Prozess untersucht. Zu Beginn wurde dessen
Verteilung im postischamischen Gewebe nach I/R mittels Konfokalmikroskopie
untersucht. Neben im Blutplasma frei zirkulierendem PAI-1, kann PAI-1
bekanntermallen an Glykoproteine der Zelloberflache binden, u.a. VTN, was
seine biologische Aktivitat erhoht [184-189].

PAI-1 wurde in unseren konfokalmikroslopischen Aufnahmen nach I/R sowohl an

Endothelzellen der postkapillaren Venolen als auch an infiltrierenden
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neutrophilen  Granulozyten gefunden, wahrend es in Venolen von
scheinoperierten Tieren kaum nachgewiesen wurde, was flir eine insgesamt

erhohte postischamische Aktivitat von PAI-1 spricht.

In unseren in-vivo-Versuchen im Kremastermodell von WT- und PAI-1-
defizienten Mausen, férderte PAI-1 nach I/R die postischamische Adharenz von
neutrophilen Granulozyten am mikrovaskularen Endothel und steigerte die
anschlieBende Transmigration dieser Immunzellen in das umliegende Gewebe.
Ein Einfluss auf das intravaskulare Rollen konnte nicht beobachtet werden.
Ahnliche Effekte konnten wir auch nach intraskrotaler Stimulation mit
rekombinanten PAI-1 ohne I/R sehen, wo sich ein dosisabhangiger Anstieg der
Anzahl fest adharenter und transmigrierter Leukozyten im Kremastermuskel
zeigte, was die wichtige Rolle von PAI-1 in der Leukozytenrekrutierung bestatigt.
Diese Ergebnisse erweitern friihere Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe
bezuglich der Rolle des fibrinolytischen Systems in der Leukozytenrekrutierung
nach I/R. Hier zeigte sich in uPA- und tPA-defizienten Mausen die
postischamische intravaskulare Adharenz als auch die Transmigration von
Leukozyten im Vergleich zu WT-Tieren signifikant verringert [224, 225]. Zumal
PAI-1 als Hauptinhibitor von uPA und tPA aber ebenfalls eine
proinflammatorische Rolle im IRS einnimmt, ist davon auszugehen, dass diese
Mechanismen unabhangig von den bekannten fibrinolytischen Eigenschaften

sind.

2.2 Einfluss von leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 auf die

Leukozytenrekrutierung

Da wir sowohl ex vivo nachweisen konnten, dass PAI-1 nach I/R auf
Endothelzellen und auf neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, als auch in
vitro die Expression von PAI-1 nach Stimulation mit TNF auf Endothelzellen und
neutrophilen Granulozyten erhdéht war, untersuchten wir den Beitrag des
leukozytarem PAI-1 im Vergleich zu nicht-leukozytarem PAI-1 far die

Rekrutierung von Leukozyten. In Zelltransferversuchen konnten wir zeigen, dass
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sowohl das leukozytare als auch das nicht-leukozytare PAI-1 die
postischamische Extravasation von Leukozyten ab der Ebene der Adharenz

beeinflussen.

2.3 Charakterisierung der Mechanismen der PAIl-1-abhdngigen

Extravasation von neutrophilen Granulozyten

Neben seiner hemmenden Wirkung auf tPA und uPA, interagiert PAI-1 unter
anderem mit dem Membranrezeptor LRP-1, einem Mitglied der Familie der /low-
density-Lipoproteinrezeptoren, welche bekanntermallen als multifunktionale
zellulare  Membranrezeptoren in  verschiedene biologische Prozesse,
einschlieBlich des Leukozytenrekrutierung, involviert sind [242-244, 276]. Da
LRP-1 auf der Oberflache von neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, stellten
wir die Hypothese auf, dass PAI-1 die postischamische Leukozytenantwort Uber
diesen Rezeptor vermittelt. Die Blockade von LRP-1 fuhrte nach I/R tatsachlich
zu einer signifikant verminderten intravaskularen Adharenz und anschliel3enden
Transmigration von neutrophilen Granulozyten in das postischamische Gewebe
des Kremastermuskels und der Leber. Dartber hinaus konnten wir zeigen, dass
die durch intraskrotal verabreichtes rekombinantes PAl-1-induzierte
Leukozytenantwort streng von LRP-1 abhangig war. In diesem Zusammenhang
wurden keine Unterschiede zwischen aktivem PAI-1 und latentem PAI-1, ohne
antifibrinolytische Aktivitat, in Bezug auf die Leukozytenextravasation festgestellt.
Dies ist ein weiterer Hinweis daflr, dass PAI-1 unabhangig von seinen bekannten

antifibrinolytischen Eigenschaften Leukozyten rekrutiert.

Um ein umfassenderes, mechanistisches Verstandnis dieser Prozesse zu
bekommen, wurde in weiteren Experimenten versucht die molekulare Grundlage
der PAI-1-abhangigen Reaktion der neutrophilen Granulozyten zu erarbeiten. Die
Adharenz von Leukozyten an mikrovaskulare Endothelzellen stutzt sich
bekanntermafllen auf die Interaktion von Leukozyten-Integrinen mit den
endothelialen Adhasionsmolekilen ICAM-1 und VCAM-1 (Vgl. 1/3.3). Dieser

Prozess folgt auf eine Konformationsanderung, die typischerweise durch
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endothelial prasentierte Chemokine oder andere Entziindungsmediatoren
hervorgerufen wird, um die Affinitat der membranstandigen Leukozytenintegrine
zu steigern [141]. Das Ganze wird durch intrazellulare Signalkaskaden, welche
Tyrosin- und MAP-Kinase-abhangig sind vermittelt. Folglich konnte endothelial
prasentiertes PAI-1 Konformationsanderungen bei den neutrophilen Integrinen
auslosen, um so die postischamische Leukozytenrekrutierung zu regulieren. Zu
dieser Annahme passend konnten wir mittels Mehrkanal-Durchflusszytometrie-
Analysen zeigen, dass PAI-1 eine hohere Affinitat der B2-Integrine in neutrophilen
Granulozyten induziert, jedoch keine mikrovaskularen Endothelzellen aktiviert. Des
Weiteren wurde durch spezifische Blockade bestimmter Membranproteine und
Signaltransduktionwege gezeigt, dass diese Ereignisse LRP-1- und MAPK-gesteuert
sind und dass die PAI-1-abhangige Adharenz von neutrophilen Granulozyten am
mikrovaskularen Endothel durch die 2-Integrine LFA-1/CD11a und Mac-1/CD11b

vermittelt werden.

Zusammenfassend deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass endothelial
prasentiertes PAI-1 als Entzindungsmediator die Rekrutierung rollender
neutrophiler Granulozyten in das postischamische Gewebe durch die Interaktion mit
LRP-1, was wiederum Konformationsanderungen der 32-Integrine der neutrophilen

Granulozyten Uber MAPK-abhangige Signalwege induziert, fordert.

2.4 Einfluss von PAI-1 auf die mikrovaskulare Permeabilitat

Die endotheliale Dysfunktion und die dadurch bedingte gesteigerte mikrovaskulare
Permeabilitat ist neben der Leukozytenrekrutierung ein weiterer Schllsselfaktor des
IRS [27, 248]. Die beiden Prozesse sind dabei eng miteinander verbunden.
Transmigrierende Granulozyten induzieren durch adhasionsabhangige Prozesse
sowie Sekretion von Elastase oder ROS bekanntermalen die Offnung endothelialer
Kontaktstellen und fihren zu Umbauprozessen in der venularen Basalmembran, was
zu einer erhohten mikrovaskularen Permeabilitat fuhrt [277]. Angesichts unserer
bisherigen Ergebnisse, die den Einfluss von PAI-1 auf die Rekrutierung von

Leukozyten nach I/R nachgewiesen haben, stellten wir die Hypothese auf, dass PAI-
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1 auch einen Einfluss auf die postischamische Gefalipermeabilitat hat. Studien im
Mausmodell haben bereits gezeigt, dass PAI-1 Uber Modulation der
Gefallpermeabilitat, bei der der Entstehung der kardialen Fibrose und der
ischamischen Hirnschadigung nach Schlaganfall beteiligt ist [278, 279].

Mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie konnten wir zeigen, dass eine PAI-1-
Defizienz oder eine Blockade des PAI-1-Rezeptors LRP-1 zu einer verringerten
mikrovaskularen Permeabilitat nach I/R fuhrt und damit einen potenziell protektiven
Effekt auf die postischamische Barrierefunktion hat. Umgekehrt fuhrte die exogene
Verabreichung von rekombinantem PAI-1 durch intraskrotale Injektion zu einer
signifikanten Erhéhung der mikrovaskularen Permeabilitat. Interessanterweise liel’
sich in vivo die durch PAI-1 hervorgerufene mikrovaskulare Permeabilitatssteigerung
durch die Depletion von neutrophilen Granulozyten wiederum vollstandig aufheben.
Bei der Stimulation von mikrovaskularen Endothelzellschichten mit rekombinantem
PAI-1 in vitro, kam es sogar zu einer dosisabhangigen Reduktion der

makromolekularen Permeabilitat in einer LRP-1-unabhangigen Weise.

Unsere Ergebnisse legen daher nahe, dass PAI-1 die postischamische
mikrovaskulare Permeabilitat indirekt durch die Rekrutierung von neutrophilen

Granulozyten erhoht, jedoch nicht direkt die mikrovaskulare Integritat beeintrachtigt.

2.5 Auswirkung einer PAI-1-Blockade auf die Leukozytenrekrutierung

und den Gewebeschaden der Leber nach I/R

Um diese Erkenntnisse in ein klinisches Setting zu Ubertragen, wurde die Rolle
von PAI-1 im I/R-Modell der Leber analysiert (Vgl. Kap. 111/4.1.6). Hier hat der
Mangel an PAI-1 zu einer signifikanten Verminderung der Infiltration von neutrophilen
Granulozyten in das postischamische Lebergewebe gefuhrt. Zusatzlich zeigte sich
bei PAI-1-defizienten Mausen eine verringerten Anzahl apoptotischer/nekrotischer
Hepatozyten und einer verringerten Serumkonzentration der Transaminasen ALT
und AST, was auf einen geringeren IRS schlief3en lasst. PAI-1 hat, wie wir in weiteren
in-vitro-Versuchen feststellten, keine direkten zytotoxischen oder zytoprotektiven

Wirkungen auf Hepatozyten. Die Ergebnisse legen daher nahe, dass die spezifische
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Blockade von PAI-1 in der akuten Entzindungsreaktion nach I/R vor
postischamischen Leberschaden durch die Hemmung der Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten schutzt.

Studien haben jedoch interessanterweise gezeigt, dass es in PAIl-1-defizienten
Mause im experimentellen Myokardinfarkt-Modell zu einer gesteigerten
Leukozyteninfiltration des postischamisch Gewebes [228], einer beschleunigten
linksventrikularen Dilatation sowie darauffolgenden Myokardruptur [226] und
einer verstarkten kardialen Fibrose kommt [227]. In einer weiteren Studie
wiederum wurde gezeigt, dass die pharmakologische Hemmung von PAI-1 keine
Wirkung auf postischamische Leberschaden oder den kardialen Umbau nach
Myokardinfarkt hat [280]. Eine Studie zeigte, im Einklang mit unseren
Ergebnissen, dass ein PAI-1-Mangel mit einer reduzierten Gewebeschadigung in
der friihen Phase des IRS der Lunge einherging [231]. Ahnliche Ergebnisse
zeigte sich beim akuten zerebralen IRS nach der Verabreichung eines gegen
PAI-1 und TAFI gerichteten Inhibitors. Die Inhibition fuhrten zu einer Minderung
des Hirngewebeschadens und zu einer Verbesserung der funktionellen
Ergebnisse [229, 230]. Aufgrund dieser teils sehr unterschiedlichen
Beobachtungen scheint der richtige Zeitpunkt flr die Beeinflussung der PAI-1-
Wirkung entscheidend fur seine erfolgreiche Anwendung bei der Behandlung des

IRS zu sein.

2.6 Auswirkung eines PAI-1-Mangels auf die mikrovaskulare Hamostase

Die Manipulation des fibrinolytischen Systems kénnte jedoch nicht nur Wirkungen
auf die Leukozytenrekrutierung und damit auf den postischamischen
Gewebeschaden, sondern auch auf die Hdmostase haben. In machen Studien
kam es in Zusammenhang mit einer hoheren PAI-1-Aktivitat im Vergleich zu PAI-
1-defizienten Kontrollgruppe zu einer verstarkten Thrombusbildung [281-285], in
anderen Studien kam es in Folge einer hochregulierten Fibrinolyse zu einer
verstarkten Blutungsneigung [286]. Solche Nebenwirkungen kénnen wiederum
die postischamische Organfunktion beeintrachtigen, wobei eine Studie im
Schlaganfallmodell der Maus gezeigt hat, dass eine pharmakologische Blockade
von PAI-1 zu profibrinolytischen Effekten fihrt, ohne dass es zu vermehrten
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postinschamischen intrakraniellen Blutungen kommt [230]. Eventuelle
Blutungsneigungen  konnen  moglicherweise  nicht nur durch eine
Hyperfibrinolyse, sondern auch durch eine Verringerung der Leukozyten-
vermittelten prothrombotischen Effekte erklart werden. Leukozyten sind
bekanntermalRen entscheidend an der Thrombusbildung in gréieren Gefallen
beteiligt [287, 288] und haben auch in der Mirkrovaskulatur im entzindeten
Gewebe eine wichtige prothrombotische Funktion, wie unsere Arbeitsgruppe
kurzlich zeigen konnte [263].

In unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass ein Mangel an PAI-1 keinen
Einfluss auf die Thrombusbildung in der Mikrovaskulatur oder die Ablagerung von
Fibrin(ogen) auf dem postischamischen Endothel hat. Folglich deuten diese
Daten darauf hin, dass die medikamentdse Einflussnahme auf PAI-1 im Hinblick
auf potenzielle hamostatische Komplikationen eine sichere Strategie zur

mdglichen Behandlung des IRS im Frihstadium darstellen kdnnte.
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VI Zusammenfassung

Der IRS ist einer der Hauptmechanismen fur die Funktionsstorung und das
Versagen von Organen nach Myokardinfarkt, Schlaganfall, hamorrhagischen
Schock und Transplantation. Der IRS stellt eine Sonderform der aseptischen
Entzindung dar, dessen Schlisselereignisse die postischamische Akkumulation
von Leukozyten in der Mikrovaskulatur und deren Transmigration in das
perivaskularen  Gewebe, sowie die Stérung der mikrovaskularen
Endothelzellintegritdt sind, wodurch die ordnungsgemalie Reperfusion
beeintrachtigt und die ischamische Gewebeschadigung verstarkt wird.

Seit langerem ist bekannt, dass das fibrinolytische System in
Entzindungsvorgangen im Korper eng mit dem Immunsystem verbunden ist und
sie sich gegenseitig stark beeinflussen. So weil3 man auch, dass die
verschiedenen Faktoren des fibrinolytischen Systems, u.a. PAI-1, in der
Pathogenese des |IRS und des darauffolgenden Heilungsprozesses
unterschiedlicher Organe involviert sind. Die genaue Rolle von PAI-1 und die
zugrunde liegenden Mechanismen waren jedoch bislang nur unzureichend
geklart.

Unter  Verwendung  verschiedener  in-vivo-Mikroskopietechniken  am
Kremastermuskel in WT- und PAI-1-deffizienten Mausen nach I/R, als auch nach
intraskrotaler Injektion von rekombinantem PAI-1, wurde die Rolle von PAI-1 in
der postischamischen Leukozytenrekrutierung sowie dessen Einfluss auf die
mikrovaskulare Permeabilitat untersucht. Um den Mechanismus weiter
aufzuschlisseln  wurden  zusatzliche Experimente mit  spezifischer
Antikérperblockade gegen bestimmte Membranproteine durchgefihrt und mit
Hilfe von Zelltransferexperimente versucht zwischen dem Einfluss von
leukozytarem und nicht-leukozytarem PAI-1 zu differenzieren. Die Verteilung von
PAI-1 im postischamischen Gewebe wurde mittels Konfokalmikroskopie
untersucht. Durch Thromboseexperimente wurde zusatzlich die Rolle von PAI-1
in der mikrovaskularen Hamostase untersucht, um daraus Ruickschlisse auf

mogliche Nebenwirkungen einer PAI-1-Hemmung zu ziehen.
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Unsere Ergebnisse zeigen zuvor unbekannte, nicht-fibrinolytische Funktionen
von PAI-1 als Entzindungsmediator im IRS und geben Einblick in die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen. PAI-1 lagert sich nach I/R am
Endothel der postkapillaren Venolen ab und fuhrt dort nach Interaktion mit LRP-
1, Uber MAPK-abhangige Signalwege zur Konformationsdnderungen in [32-
Integrinen von intravaskular rollendenden neutrophilen Granulozyten. Daraufhin
kommt es zu einer Vermehrten Transmigration der neutrophilen Granulozyten in
das postischamische Gewebe. Wahrend dieses Prozesses storen die
neutrophilen Granulozyten die endotheliale Integritat und steigern so die
mikrovaskulare Permeabilitat. Umgekehrt dampft eine PAI-1-Defizienz die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und damit die mikrovaskulare
Dysfunktion sowie den darauffolgenden Gewebeschaden bei experimenteller I/R
effektiv ab, ohne Nebenwirkungen auf die mikrovaskulare Hamostase zu zeigen.
Diese Erkenntnisse konnten fir die Entwicklung vielversprechender neuer

Therapiestrategien zur Vorbeugung und Behandlung des IRS genutzt werden.

Die Ergebnisse dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden in Arteriosclerosis,

Thrombosis, and Vascular Biology verdffentlicht [289].

® PpPAH1
“ Neutrophiler
= S Granulozyt
Y LRP-
<= R2 Integrin, Affinitat |
/=[R2 Integrin, Affinitat 1
Blutfluss ? Adhasionsmolekul
>
Rollen Adhérenz f Transmigration f

Lumen

Endothelzellen

Abbildung 32: Schematische Darstellung der Mechanismen der PAIl-1-induzierten
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das perivaskuldre Gewebe bei I/R.
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