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1. Vorwort

Im Rahmen dieser kumulativen Habilitation wurden Mechanismen der Wanderung von
Leukozyten und Thrombozyten zu ihrem Bestimmungsort sowie Anwendungen synthetischer
Nanomaterialien bei Entzindung und Krebs analysiert und beschrieben. Samtliche
experimentellen Untersuchungen wurden an der Klinik und Poliklinik far Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde (Direktor Herr Prof. Dr. Martin Canis) und am Walter-Brendel-Zentrum fUr
Experimentelle Medizin (Direktorin Prof. Dr. Daphne Merkus) der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen in den Arbeitsgruppen von Herrn Prof. Dr. Fritz Krombach und Herrn Prof.

Dr. Christoph Reichel sowie in der eigenen Arbeitsgruppe durchgefiihrt.

Das gesamte Schriftenverzeichnis umfasst 36 Eintrage (kumulierter Impact-Faktor der
Originalarbeiten von 274,962), davon

- 33 Originalarbeiten, davon 08 als Erst- oder Letztautor
- 01 Kasuistiken

- 02 Ubersichtsarbeiten



2. Einleitung

In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde stellen Krankheiten des entzindlich-infektiosen
Formenkreises sowie bosartige Tumoren zwei der wichtigsten Behandlungsschwerpunkte dar.
Zu den entzundlich-infektidsen Pathologien werden beispielsweise Infektionen der Kopf-Hals-
Region, das Cholesteatom, die chronische Rhinosinusitis und Autoimmunkrankheiten gezahit.
Bei den Malignomen der Kopf-Hals-Region Uberwiegen Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome
(Head and Neck Squamous Cell Carcinoma; HNSCC), welche weltweit die siebthaufigste
Tumorentitat bilden. Insbesondere in fortgeschrittenen Stadien sind diese Erkrankungen der
Kopf-Hals-Region noch immer eine groRRe therapeutische Herausforderung und mit einer
ausgepragten krankheitsassoziierten Belastung sowie einer zum Teil hohen Mortalitat
assoziiert (Symvoulakis et al. 2006; Jemal et al. 2011; Simard, Torre, and Jemal 2014;
Johnson et al. 2020; Medzhitov 2010). Das Immunsystem besitzt eine Schliisselrolle bei der
Abwehr dieser Erkrankungen. Unter bestimmten Bedingungen kann es jedoch entzindliche
und onkologische Prozesse auch verstarken, beispielsweise bei Uberschieflenden
Entziindungsreaktionen im Rahmen von Infektionen und Autoimmunerkrankungen oder bei
der Verstarkung von Tumorwachstum und -metastasierung. WeiRe Blutkérperchen
(Leukozyten) stehen als Effektorzellen im Mittelpunkt der meisten dieser den Organismus
schutzenden und schadigenden Funktionen des Immunsystems. Um ihre Aufgaben
wahrnehmen zu kénnen, missen Leukozyten zumeist aus dem MikrogefaRsystem in das
erkrankte Gewebe rekrutiert werden. In der Mikrozirkulation sammeln sich im Rahmen von
Immunreaktionen neben Leukozyten aber auch Blutplatichen. Interessanterweise deuten
neuere Forschungsergebnisse darauf hin, dass Blutplattchen und Leukozyten in der
Mikrozirkulation interagieren und sich fur eine effektive Immunantwort gegenseitig
beeinflussen. Die spezifische Modulation der Rekrutierung von Leukozyten und/oder von
Thrombozyten in der Mikrozirkulation des erkrankten Gewebes kdnnte deshalb einen neuen,
vielversprechenden Ansatzpunkt fur die Therapie dieser schweren Krankheitsbilder darstellen

(Greten and Grivennikov 2019; Grivennikov, Greten, and Karin 2010; Medzhitov 2010).



Fir das Fachgebiet der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde besitzt das Immunsystem aufgrund der
engen Verknipfung mit verschiedensten physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen der Kopf-Hals-Region eine besondere Bedeutung. Aufgrund des anatomischen
Aufbaus spielt die Kopf-Hals-Region mit dem dort vorhandenen Iymphoepithelialen
Tonsillengewebe als dem Ort des Erstkontakies von korpereigenen Immunzellen mit
Antigenen von Fremdkorpern aus der Umgebung eine Schllsselrolle fur die Pragung des
Immunsystems (Hellings, Jorissen, and Ceuppens 2000). Gleichzeitig jedoch fuhrt die
dauerhafte Exposition der Kopf-Hals-Region gegeniber Krankheitserregern zum haufigen
Auftreten von Infektionen in den Unterregionen, welche sich beispielsweise als Otitis externa,
Otitis media, (Rhino-)Sinusitis, Tonsillitis oder Laryngitis manifestieren. Bis heute lassen sich
diese Infektionen einschlieRlich der Uberwiegenden Mehrheit ihrer assoziierten
Komplikationen durch eine antibiotische Behandlung, teilweise kombiniert mit chirurgischen
Eingriffen, erfolgreich behandeln. Dennoch treten selten sehr schwerwiegende und tddliche
Verlaufe auf, bei welchen gegenwartige Therapiekonzepte unwirksam sind. Zudem finden sich
zunehmend antibiotikaresistente Erreger als Ausloser der Infektionen, welche deren
Behandlung in der Zukunft deutlich erschweren kdnnten (Russell and Russell 2018; Yadav
and Kapley 2021). Neben Pathogenen ist der Kopf-Hals-Bereich fortwahrend Allergenen
ausgesetzt, weshalb sich auch allergische Reaktionen regelmafRig im Kopf-Hals-Bereich
prasentieren. Trotz Verbesserungen in den Behandlungskonzepten kénnen die fir dieses
Krankheitsbild bestehenden Therapieansatze, wie die spezifische Immuntherapie oder
nebenwirkungsarmere  Medikamente  zur  Symptomkontrolle, die  auftretenden
Allergiebeschwerden haufig lediglich reduzieren (Papadopoulos 2020). Darlber hinaus
kénnen sich in der Kopf-Hals-Region verschiedene chronisch-entzindliche Erkrankungen, wie
das Cholesteatom, die chronische Rhinosinusitis mit Nasenpolypen, die Granulomatose mit
Polyangiitis (Morbus Wegener) oder das Sjogren-Syndrom manifestieren, welche
medikamentds bzw. chirurgisch nicht immer zufriedenstellend behandelbar sind (Knopf et al.
2011; Xu et al. 2021). Auch die Wundheilung stellt einen entziindlich assoziierten Prozess dar,

welcher maf3geblich durch Leukozyten als Effektorzellen des Immunsystems gesteuert wird.



In der Kopf-Hals-Chirurgie ist eine regelrecht ablaufende Wundheilung nach traumatischen
Verletzungen oder nach chirurgischen Eingriffen entscheidend flr den Behandlungserfolg.
Stoérungen dieses Prozesses, wie sie typischerweise nach Revisionseingriffen in vernarbtem
Gewebe oder in bestrahltem Gewebe nach Radiotherapie auftreten, sind oft mit einer
abnormen lokalen Immunreaktion verbunden und kénnen aufgrund der anatomischen Nahe
zu Gehirn und Mediastinum zu einer vitalen Gefahr fir Patienten werden (Kwon et al. 2018).
Bisher sind wirkungsvolle Konzepte zur Therapie oder Optimierung einer gestorten

Wundheilung, welche relevante sekundare Komplikationen effektiv verhindern, rar.

Insgesamt ist das zellulare Immunsystem wesentlich fir den Verlauf dieser unterschiedlichen
entziindlichen, allergischen oder infektiosen Erkrankungen sowie flr eine regelrechte
Wundheilung. Aktuell angewandte immunmodulatorische Behandlungen fur diese
Krankheitsbilder beeinflussen die Immunantwort jedoch oft eher unspezifisch. Dadurch
ergeben sich fir die eingesetzten Therapeutika (z. B. Kortikosteroide) bei limitierter
Wirksamkeit oft ein schwergradiges Nebenwirkungsprofil, weshalb ihre
Anwendungsmaoglichkeiten bisher stark begrenzt sind (Bascones-Martinez et al. 2014;

Kroschinsky et al. 2017).

Krebserkrankungen weisen weltweit eine zunehmende Inzidenz auf und sind inzwischen die
zweithaufigste Todesursache. Bdsartige Tumore der Kopf-Hals-Region stellen als weltweit
siebthaufigste Untergruppe mit jahrlich knapp 900.000 Neuerkrankungen eine hochrelevante
Krebsentitat dar, wobei es sich in der Mehrzahl um Plattenepithelkarzinome (englisch: head
and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) handelt. Das Gesamtuberleben von Patienten
mit HNSCC hat sich in den letzten Jahrzehnten trotz gro3er Bemuhungen nur leicht verbessert
und liegt im Langzeitverlauf noch immer bei ungefahr 66 %. Insbesondere Patienten mit
fortgeschrittener  Krebserkrankung  weisen  sogar eine  deutlich  schlechtere
Uberlebenswahrscheinlichkeit auf (Jemal et al. 2011; Simard, Torre, and Jemal 2014; Johnson
et al. 2020). Pathophysiologisch spielen das Immunsystem und die mikrovaskulare
Rekrutierung von Leukozyten eine herausragende Rolle fir Entstehung, Wachstum und
Metastasierung von malignen Tumoren (Kroschinsky et al. 2017). Beim fernmetastasierten
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HNSCC und anderen Krebserkrankungen stellen immunonkologische Strategien deshalb
bereits eine Erganzung zu etablierten systemischen Therapien, wie beispielsweise der
Anwendung von Zytostatika oder Anti-Hormon-Therapien, dar. |hre klinische Anwendung ist
jedoch bisher noch Uberwiegend durch eine oft unzureichende Wirksamkeit bei teilweise

gravierenden Nebenwirkungen eingeschrankt (Kroschinsky et al. 2017).

Fir die Weiterentwicklung der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde und Kopf-Halschirurgie und die
Identifikation verbesserter Behandlungskonzepte ist es deshalb entscheidend, die
zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen dieser entziundlichen und onkologischen
Krankheitsbilder im Kopf-Hals-Bereich mechanistisch im Detail aufzuschlisseln. Wie bereits
erwahnt, stellen die mikrovaskulare Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten zentrale
pathophysiologische Prozesse dieser Krankheitsbilder dar. Neue spezifische Strategien zur
Modulation dieser Prozesse kdnnten deshalb die Basis fir die Entwicklung von Therapeutika
mit einer erhéhten Effektivitat bei gleichzeitig reduziertem Auftreten unerwlinschter

Nebenwirkungen darstellen.

Der Prozess der Rekrutierung von Leukozyten aus der Mikrozirkulation in das geschadigte
Gewebe wird im Regelfall durch eine initiale Aktivierung des mikrovaskularen Gefalkendothels
und einer damit einhergehenden Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen
eingeleitet, welche lose Interaktionen mit Leukozyten aus dem Blutstrom initiieren. Diese
leukozytar-endothelialen Wechselwirkungen werden Uber endotheliale Selektine (z.B. P-
Selektin) und leukozytare Integrine (z.B. LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b oder VLA-4/CD49d) in
niedriger Affinitatskonformation vermittelt und als ,Einfangen‘ und ,Rollen’ bezeichnet. Im
nachsten Schritt interagieren langsamer auf dem Endothel rollende Leukozyten uber
Chemokinrezeptoren auf ihrer Oberflache mit auf dem Endothel prasentierten Chemokinen,
welche Uber intrazellulare Signalwege (z.B. PI3-Kinasen oder die Tyrosinkinase Syk) eine
Aktivierung und damit einhergehend Konformationsanderungen von leukozytaren Integrinen
(z.B. LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b oder VLA-4/CD49d) induzieren. Die Immunzellen
interagieren nun Uber Integrine im aktivierten Konformationszustand mit endothelialen
Adhasionsmolekilen (z.B. Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie (z.B. ICAM-1/CD54
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oder VCAM-1/CD106)) und koénnen dadurch die sogenannte ,feste Adharenz’ am
Gefallendothel vermitteln. Im nachsten Schritt verstarken und verbreitern Leukozyten ihren
Kontakt mit dem Endothel (,Spreading‘), bevor sie intraluminal zu geeigneten Orten fir eine
Emigration aus der Mikrozirkulation kriechen (,Intraluminales Kriechen). AnschlieRend
Uberwinden Leukozyten die Endothelzellbarriere durch weitere Interaktionen zwischen
leukozytaren und endothelialen Adhasionsmolekilen (z. B. ICAM-2/CD102, PECAM-1/CD31,
JAM-A, JAM-C, ESAM, CD99, CD99L2), durchdringen die perivaskulare Basalmembran und
kriechen abluminal auf der Perizytenschicht der Gefalwand weiter, bevor sie schlief3lich das
perivaskuldare Gewebe erreichen und interstitiell zum Ort der Schadigung wandern kdnnen

(Vestweber 2012; Nourshargh and Alon 2014).
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Abbildung 1: Leukozytenrekrutierung. Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen Leukozyten (L) und
Endothelzellen (EZ), Basalmembran (BM) oder Perizyten (PZ) bei den einzelnen Schritten des leukozytaren
Extravasationsprozesses (modifiziert nach (Reichel, Kanse, and Krombach 2012; Zuchtriegel et al. 2016)).

Beim Prozess der Thrombozytenrekrutierung in der Mikrozirkulation beginnen die
Blutplattchen im Bereich einer geschadigten oder aktivierten GefalRwand, z.B. nach Freilegung
von extrazelluldren Matrixkomponenten und/oder der Freisetzung von von-Willebrand-Faktor
(VWF), auf dieser zu rollen, indem sie gering-affine Interaktionen (z.B. zwischen vVWF und dem
thombozytaren GPIb-V-IX-Komplex) nutzen. Diese gering-affinen Bindungen der
Thrombozyten mit dem Endothel wiederum flhren Uber intrazellulare Signalwege zur

Aktivierung von Integrinen auf ihrer Oberflache, welches sich in einer Konformationsanderung



dieser Oberflachenmolekiile widerspiegelt. Sekundar werden dadurch starkere Interaktionen
mit der GefalBwand (Adhasion), beispielsweise Uber die Interaktion zwischen dem
Glykoprotein llb/llla und Fibrinogen, etabliert. AnschlieRend werden einerseits pro-
koagulatorische Faktoren freigesetzt und andererseits erhdht die zunehmende Ausbildung
eines intravaskularen Thrombus die Scherkrafte lokal im Gefaly, wodurch die Rekrutierung von
zusatzlichen Thrombozyten, die Aggregation und damit das weitere Thrombuswachstum
unterstitzt wird. Zusatzlich beeinflussen rekrutierte Thrombozyten die mikrovaskulare
Rekrutierung von Leukozyten und damit direkt und indirekt die entzindliche Immunreaktion

(Sorrentino et al. 2015; Gaertner and Massberg 2019; Furie and Furie 2008).
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Abbildung 2: Thrombozytenrekrutierung. Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen Thrombozyten
(T) und der aktivierten bzw. geschadigten GefalBwand (Endothelzellen (EZ); Basalmembran (BM); Perizyten (PZ)
bei den einzelnen Schritten des thrombozytéren Adhasionsprozesses (modifiziert nach (Zuchtriegel et al. 2016;
Golebiewska and Poole 2015)).

Die allgemeinen Mechanismen der Rekrutierung von Leukozyten aus der Mikrozirkulation zu
ihrem Bestimmungsort wurden in den letzten Jahrzehnten intensiv untersucht. Dennoch sind
viele Mechanismen im Detail noch unzureichend verstanden. Insbesondere sind die
spezifischen Mechanismen der Leukozytenrekrutierung beziglich der Erkrankung, dem
betroffenen Organ und der Subpopulationen derzeit noch unzulanglich charakterisiert
(Vestweber 2012; Nourshargh and Alon 2014). Vergleichbar dazu wurden die Mechanismen
der Rekrutierung von Thrombozyten im Rahmen der Thrombusbildung in den letzten
Jahrzehnten intensiv untersucht, wahrend die Bedeutung und die Mechanismen der
Rekrutierung von Thrombozyten bei Entzindung oder bei malignen Tumoren in
unterschiedlichen Geweben noch unzureichend verstanden ist (Sorrentino et al. 2015;

Gaertner and Massberg 2019; Furie and Furie 2008). Das tiefgreifende Verstandnis dieser
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Prozesse konnte jedoch die Grundlage fir die ldentifikation neuer Zielmolekile fir eine
wirkungsvollere und nebenwirkungsarmere Therapie entzundlicher oder onkologischer

Erkrankungen darstellen.

In der klinischen Routine werden zur Behandlung immunologisch assoziierter Erkrankungen
bisher tberwiegend ,klassische Arzneimittel’ mit immunmodulatorischen Eigenschaften, wie
beispielsweise nichtsteroidale Antirheumatika, Glukokortikoide oder Methotrexat, eingesetzt.
Diese Arzneimittel beeinflussen zum Beispiel intrazelluldre Signalwege, welche
pathophysiologisch mit der assoziierten Immunreaktion verknlpft und zugleich fiir den
Krankheitsprogress relevant sind. In den letzten Jahrzehnten wurden bereits verschiedene
neue Strategien entwickelt, die das Immunsystem wirksamer und nebenwirkungsarmer
beeinflussen sollen. Dazu zahlt beispielsweise die Anwendung von monoklonalen Antikdrpern
oder niedermolekularen Inhibitoren, welche auf fur die Immunreaktion relevante Molekile
zielen (Li, Zheng, and Chen 2017; Osipov et al. 2019). Eine besonders vielversprechende
Méoglichkeit zur Verbesserung von Diagnostik und Therapie immunologisch assoziierter
Erkrankungen konnte darliber hinaus die Anwendung synthetisch hergestellter
Nanomaterialien darstellen. Aufgrund ihrer aullergewohnlichen physikalischen und
chemischen Eigenschaften kdnnen sie einerseits direkt als Diagnostika oder Therapeutika
eingesetzt werden. Bekannte Beispiele sind die Anwendung als visuelle (intraoperative) oder
radiologische Kontrastmittel sowie als Effektoren einer regionalen, magnetischen
Hyperthermie beziehungsweise Thermoablation bei malignen Tumoren. Andererseits konnen
synthetisch hergestellte Nanomaterialien auch zur Optimierung bereits existierender
Behandlungsmethoden genutzt werden, beispielsweise um die Biokompatibilitat von
Medikamenten zu erhéhen, ihren Abbau durch das retikuloendotheliale System zu vermindern
oder um Arzneimittel gerichtet zu Zielorganen oder -zellen zu transportieren. Die Anwendung
synthetisch hergestellter Nanomaterialien konnte somit vielversprechende Moglichkeiten
erdffnen, um den Prozess der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten beispielsweise

fur eine effektivere und nebenwirkungsarmere Therapie entziindlich-infektiéser oder maligner



Erkrankungen zu modifizieren (Gupta 2011; 'Nano-enabled immunomodulation' 2021; Shi and

Lammers 2019).



3. Zielsetzung

Die Ziele des vorliegenden Habilitationsprojektes sind daher

i) Mechanismen der Wanderung von Leukozyten und Thrombozyten zu ihrem
Bestimmungsort bei Entziindung zu charakterisieren,

ii) Mechanismen der Wanderung von Leukozyten zu ihrem Bestimmungsort in
malignen Tumoren zu erforschen

iii) und die Anwendung synthetischer Nanomaterialien bei Entzindung und Krebs
zu untersuchen.
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4. Mechanismen der Wanderung von Leukozyten und Thrombozyten zu ihrem

Bestimmungsort bei Entziindung

4.1 Allgemeine Mechanismen der Wanderung von Leukozyten und Thrombozyten zu

ihrem Bestimmungsort bei Entziindung

Zugeordnete Publikationen

Immiler, R., Lange-Sperandio, B., Steffen, T., Beck, H., Rohwedder, |., Roth, J., Napoli, M.,
Hupel, G., Pfister, F., Popper, B., Uhl, B., Mannell, H., Reichel, C.A., Vielhauer, V.,
Scherberich, J., Sperandio, M., and Pruenster, M., Extratubular Polymerized Uromodulin
Induces Leukocyte Recruitment and Inflammation In Vivo. Front Immunol, 2020. 11: p. 588245.

Zuchtriegel, G., Uhl, B., Pick, R., Ramsauer, M., Dominik, J., Mittmann, L.A., Canis, M., Kanse,
S., Sperandio, M., Krombach, F., and Reichel, C.A., Vitronectin stabilizes intravascular
adhesion of neutrophils by coordinating beta2 integrin clustering. Haematologica, 2020

Zuchtriegel, G., Uhl, B., Puhr-Westerheide, D., Pornbacher, M., Lauber, K., Krombach, F., and
Reichel, C.A., Platelets Guide Leukocytes to Their Sites of Extravasation. PLoS Biol, 2016.
14(5): p. €1002459.

Zuchtriegel, G., Uhl, B., Hessenauer, M.E., Kurz, A.R., Rehberg, M., Lauber, K., Krombach,
F., and Reichel, C.A., Spatiotemporal expression dynamics of selectins govern the sequential
extravasation of neutrophils and monocytes in the acute inflammatory response. Arterioscler
Thromb Vasc Biol, 2015. 35(4): p. 899-910.

Reichel, C.A., Puhr-Westerheide, D., Zuchtriegel, G., Uhl, B., Berberich, N., Zahler, S.,
Wymann, M.P., Luckow, B., and Krombach, F., C-C motif chemokine CCL3 and canonical
neutrophil attractants promote neutrophil extravasation through common and distinct
mechanisms. Blood, 2012. 120(4): p. 880-90.

Berberich, N., Uhl, B., Joore, J., Schmerwitz, U.K., Mayer, B.A., Reichel, C.A., Krombach, F.,
Zahler, S., Vollmar, AM., and Furst, R., Roscovitine blocks leukocyte extravasation by
inhibition of cyclin-dependent kinases 5 and 9. Br J Pharmacol, 2011. 163(5): p. 1086-98.

Wie bereits in der Einleitung dargelegt, zahlen entzindlich-infektiése Erkrankungen, wie
beispielsweise Infektionen der Kopf-Hals-Region, das Cholesteatom, die chronische
Rhinosinusitis und Autoimmunkrankheiten, zu den relevanten Krankheitsentitaten der Hals-

Nasen-Ohrenheilkunde. Die Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten aus der
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Mikrozirkulation in das erkrankte Gewebe ist ein zentraler Prozess fiir die Entstehung und das
Fortschreiten dieser Erkrankungen. Die Grundprinzipien dieses Prozesses wurden in den
letzten Jahrzehnten in verschiedenen In-vitro- und In-vivo-Ansatzen intensiv erforscht. Wie
eingangs beschrieben, ermdglichten diese Untersuchungen die Charakterisierung der
funktionellen Bedeutung verschiedener Signal- und Adhasionsmolekile fir den
Rekrutierungsprozess von Leukozyten aus den Mikrogefalden in das perivaskulare Gewebe
(Vestweber 2012; Nourshargh and Alon 2014; Medzhitov 2010). Dennoch sind die
Mechanismen der Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten in der Mikrozirkulation und

ihre Bedeutung fur entzindliche Erkrankungen noch immer nur unzureichend verstanden.

Neutrophile Granulozyten werden im Rahmen einer akuten Entzindungsreaktion
klassischerweise als erste Immunzellpopulation an den Ort der Schadigung rekrutiert. In einer
zweiten Welle wandern nachfolgend Monozyten in das perivaskulare Gewebe aus, wobei sie
die Entzindungsantwort weiter verstarken (Prame Kumar, Nicholls, and Wong 2018;
Soehnlein, Lindbom, and Weber 2009). Unsere Arbeitsgruppe konnte in diesem Kontext
erstmals spezifische Expressionsmuster von Selektinen (Signal- und Adh&sionsmolekule) und
ihren Interaktionspartnern auf neutrophilen Granulozyten, klassischen und nicht-klassischen
Monozyten sowie Endothelzellen nachweisen, welche das intraluminale, sequenzielle
Transmigrieren von neutrophilen Granulozyten und klassischen Monozyten in das
perivaskuldre Gewebe koordinieren (Zuchtriegel et al. 2015). In einem weiteren Projekt
konnten wir die Mechanismen der Thrombozyten-gesteuerten Rekrutierung von Leukozyten
weiter aufschlisseln. Unsere Versuche ergaben, dass im Blutkreislauf zirkulierende
Thrombozyten zu Beginn einer Entzindungsreaktion an speziellen Orten in venularen
MikrogefaBen anheften. Dort kdénnen diese zellularen Blutkomponenten neutrophile
Granulozyten und nachfolgend klassische Monozyten Uber CD40-CD40L-abhangige
Interaktionen ,einfangen‘. Uber zelluldre Interaktionen zwischen PSGL-1 und CD62P/P-
Selektin kommt es zu einer ERK1/2 MAPK-abhangigen Konformationsanderung von

leukozytaren Integrinen, welche die aufeinanderfolgende Extravasation von neutrophilen

12



Granulozyten und Monozyten in das perivaskulare Gewebe férdert (Zuchtriegel et al. 2016).
Diese Signal- und Adhasionsmolekule sowie ihre Interaktionspartner konnten interessante
Ansatzpunkte flir neue immun-modulierende Behandlungskonzepte darstellen, welche gezielt
die zeitlich koordinierte Rekrutierung von Thrombozyten und myeloiden Leukozyten in der

Immunantwort und damit den Verlauf von entziindlichen Erkrankungen modulieren.

Neben zellular exprimierten Adhasions- und Signalmolekullen spielen auch inflammatorische
Zytokine als sezernierte Botenstoffe eine wichtige Rolle bei Entziindungskrankheiten. Eine
wichtige Untergruppe stellen chemotaktische Zytokine, sogenannte Chemokine mit einem
Molekulargewicht von 8 — 14 kDa dar, welche entsprechend ihrer N-terminalen Zysteinreste in
C motif-, C-C motif-, C-X-C motif- und C-X3-C motif-Chemokine unterteilt werden (Turner et al.
2014). Wir konnten in einem Projekt unserer Arbeitsgruppe das Verstandnis um die
Mechanismen der C-C motif-Chemokin-vermittelten Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten weiter vertiefen. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen deuten darauf hin,
dass leukozytar- und nicht-leukozytar exprimierte C-C motif-Chemokinrezeptoren gemeinsam
die C-C motif-Chemokin-vermittelte Extravasation von neutrophilen Granulozyten férdern
(Reichel et al. 2012). Neben klassischen inflammatorischen Signalmolekulen besitzen auch
weitere sezernierte Proteine eine groRe Bedeutung fir das mikrovaskulare Trafficking von
Leukozyten. Wir konnten beispielsweise eine neue Funktion des mulifunktionalen
Makromolekuls Vitronektin, welches in grolen Mengen im Blut und Extrazellularraum
vorhanden ist, im Rekrutierungsprozess von neutrophilen Granulozyten aufdecken. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass dieses Protein fur die Interaktionen zwischen diesen Immunzellen
und mikrovaskularen Endothelzellen die Transition von dynamischen zu statischen
Wechselwirkungen und damit die Verstarkung dieses Prozesses vermittelt (Zuchtriegel et al.
2020). In Kooperationsprojekten mit anderen Arbeitsgruppen konnten wir dartber hinaus
weitere Mechanismen der Leukozytenrekrutierung in entziindetes Gewebe aufschliisseln. In
Zusammenarbeit mit Prof. Furst (Institut fir Pharmazeutische Biologie der Goethe-Universitat

Frankfurt) konnten wir zeigen, dass die intrazelluldren Cyclin-abhangige Kinasen 5 und 9,

13



welche klassischerweise mit der Kontrolle des Zellzyklus assoziiert werden, zusatzlich bei
steriler Entzindung die Extravasation von Leukozyten aus der Mikrozirkulation in das
perivaskulare Gewebe verstarken (Berberich et al. 2011). In einem Kooperationsprojekt mit
Prof. Sperandio (Biomedizinische Centrum (BMC) der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen) konnten wir nachweisen, dass das Protein Uromodulin, welches bei entziindlichen
Prozessen von tubularen Epithelzellen in der Niere verstarkt sezerniert wird und grundsatzlich
am zelluldren Salztransport sowie an der Abwehr von Bakterien beteiligt ist, in der
Entziindungsreaktion als sogenanntes damage associated molecular pattern (DAMP)-Molekil
agiert, welches die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in der Mikrozirkulation des
erkrankten Organs fordert (Immler et al. 2020). Diese Proteine konnten somit ebenfalls
vielversprechende Zielmolekile fir innovative immun-modulatorische Therapiestrategien von

Entzindungserkrankungen darstellen.

4.2 Stimulus-, organ- und subpopulationsspezifische Mechanismen der Wanderung

von Leukozyten und Thrombozyten zu ihrem Bestimmungsort bei Entziindung

Neuere Untersuchungen zum Leukozytentrafficking deuten auf eine grolde mechanistische
Spezifitat hinsichtlich des betroffenen Gewebes bzw. Organs, des inflammatorischen Stimulus
und der Leukozytensubpopulation hin. Wahrend Leukozyten beispielsweise in vielen Geweben
zunachst am GefalRendothel ,rollen’ missen, um daran adhérieren zu konnen, adhéarieren
Leukozyten in Lebersinusoiden, in Nierenglomeruli oder MikrogefalRen des zentralen
Nervensystems direkt an der Gefallwand ohne auf derartige lose Endothelzellinteraktion
angewiesen zu sein (Maas, Soehnlein, and Viola 2018; Doring et al. 2007; Vajkoczy,
Laschinger, and Engelhardt 2001; Devi et al. 2013; Berlin et al. 1993). Hinsichtlich der
molekularen Mechanismen koénnen solche Unterschiede beim Leukozytentrafficking
zumindest teilweise durch den differentiellen Einsatz bestimmter Adhasions- und
Signalmolekiile oder Proteasen (z.B. CD62P/P-Selektin, CD62E/E-Selektin, CD31/PECAM-1,
JAM-A, JAM-C, Neutrophilenelastase oder MMP-9) erklart werden. Interessanterweise
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scheinen auch fir Thrombozyten spezifische Rekrutierungsmechanismen zu bestehen
(Beaulieu et al. 2015). Das detaillierte Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen der
Rekrutierung von Leukozyten(subpopulationen) und Thrombozyten unter unterschiedlichen
Bedingungen ist jedoch die Voraussetzung, um diese komplexen Prozesse fur neuartige

Therapien von Entziindungserkrankungen gezielt — und damit effektiv — modulieren zu kénnen.

4.2.1 Mechanismen der Wanderung von Leukozyten zu ihrem Bestimmungsort beim

Ischamie-Reperfusionsschaden

Zugeordnete Publikationen

Praetner, M., Zuchtriegel, G., Holzer, M., Uhl, B., Schaubacher, J., Mittmann, L., Fabritius, M.,
Furst, R., Zahler, S., Funken, D., Lerchenberger, M., Khandoga, A., Kanse, S., Lauber, K.,
Krombach, F., and Reichel, C.A., Plasminogen Activator Inhibitor-1 Promotes Neutrophil
Infiltration and Tissue Injury on Ischemia-Reperfusion. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2018.
38(4): p. 829-842.

Funken, D., Ishikawa-Ankerhold, H., Uhl, B., Lerchenberger, M., Rentsch, M., Mayr, D.,
Massberg, S., Werner, J., and Khandoga, A., In situ targeting of dendritic cells sets tolerogenic
environment and ameliorates CD4(+) T-cell response in the postischemic liver. FASEB J,
2017. 31(11): p. 4796-4808.
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Endogenous and exogenous pentraxin-3 limits postischemic acute and chronic kidney injury.
Kidney Int, 2013. 83(4): p. 647-61.
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Anders, H.J., Histones from dying renal cells aggravate kidney injury via TLR2 and TLR4. J
Am Soc Nephrol, 2012. 23(8): p. 1375-88.
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Reichel, C.A., Uhl, B., Lerchenberger, M., Puhr-Westerheide, D., Rehberg, M., Liebl, J.,
Khandoga, A., Schmalix, W., Zahler, S., Deind|, E., Lorenzl, S., Declerck, P.J., Kanse, S., and
Krombach, F., Urokinase-type plasminogen activator promotes paracellular transmigration of
neutrophils via Mac-1, but independently of urokinase-type plasminogen activator receptor.
Circulation, 2011. 124(17): p. 1848-59.

Reichel, C.A., Lerchenberger, M., Uhl, B., Rehberg, M., Berberich, N., Zahler, S., Wymann,

M.P., and Krombach, F., Plasmin inhibitors prevent leukocyte accumulation and remodeling
events in the postischemic microvasculature. PLoS One, 2011. 6(2): p. e17229.

Eine Sonderform der sterilen Entziindungsreaktion stellt der Ischamie-Reperfusionsschaden
(IRS) dar, welcher durch eine passager unterbrochene (Ischdmie) und nachfolgend
wiederhergestellte Blutversorgung (Reperfusion) eines Gewebes beziehungsweise Organs
charakterisiert ist. In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde spielt diese Form der
Entziindungsreaktion insbesondere bei freien Gewebetransplantaten der rekonstruktiven
Kopf-Hals-Chirurgie eine wesentliche Rolle. Dartber sind verschiedene weitere Erkrankungen
wie beispielsweise Herzinfarkt, Schlaganfall oder hamorrhagischer Schock mit einem IRS
verknUpft. Pathophysiologisch ergibt sich im betroffenen Gewebe wahrend der Ischamiephase
ein im Vergleich zum Bedarf relevant vermindertes Angebot an Sauerstoff und Nahrstoffen,
welches wiederum zu einem Gewebeschaden und einer ausgepragten mikrovaskularen
Entzindungsreaktion fuhrt. Die nachfolgende Reperfusion des Gewebes verstarkt
paradoxerweise die bereits initiierte Entziindungsreaktion und sekundar den ischamischen
Gewebeschaden (Eltzschig and Eckle 2011). Wahrend die Relevanz der mikrovaskularen
Rekrutierung von Leukozyten — und insbesondere von neutrophilen Granulozyten — in das
geschadigte Gewebe fir die Entzindungsreaktion beim IRS gut belegt ist, sind die

zugrundeliegenden Mechanismen noch unzureichend verstanden.

Als Proteasen werden Enzyme bezeichnet, die Proteine oder Peptide spalten kdnnen. Im
Organismus von Saugetieren finden sie sich intra- und extrazellular. Dort sind sie
beispielsweise an der proteolytischen Aktivierung oder Inaktivierung von Zytokinen,
Rezeptoren und anderen Enzymen, dem Abbau von Peptiden oder an der posttranslationalen

Regulation des Proteingehalts der Zelle beteiligt. Im Hinblick auf die Leukozytenrekrutierung
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finden sich zunehmend Hinweise, dass Proteasen auch diesen Prozess entscheidend
beeinflussen. Neuere Untersuchungen deuten an, dass insbesondere Matrix-
Metalloproteasen (MMPs), welche unter anderem Strukturmolekile der extrazellularen Matrix
und der Basalmembran von GefalRen degradieren kdnnen, und Serinproteasen, eine der
grofiten Proteasenklassen mit vielfaltigen physiologischen Funktionen, in diesem Kontext eine
wesentliche Bedeutung besitzen koénnten. lhre Rolle fir das mikrovaskulare
Leukozytenextravasation ist jedoch bisher nicht ausreichend verstanden (Gidday et al. 2005;

Briasoulis et al. 2012; Das, Pluskota, and Plow 2010).

In einer Kooperation mit Prof. Massberg (Medizinische Klinik | der Ludwig-Maximilians-
Universitat Midnchen) und Prof. Lauber (Klinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) konnten wir nachweisen, dass MMPs essentiell fur
den Extravasationsprozess und die interstitielle Migration von neutrophilen Granulozyten sind.
Im Gegensatz dazu zeigten unsere Untersuchungen, dass Serinproteasen zwar an der
Extravasation, nicht aber an der interstitiellen Migration von neutrophilen Granulozyten
beteiligt sind. Unsere Ergebnisse deuten in diesem Zusammenhang darauf hin, dass MMPs
die interstitielle Migration neutrophiler Granulozyten U(ber die Regulation der
Oberflachenexpression leukozytarer Integrine sowie Uber die Modifikation der Aktivitat von
Chemokinen und deren Interaktionen mit Chemokinrezeptoren beeinflussen.
Interessanterweise konnten wir in diesem Projekt zudem zeigen, dass sich interstitiell
migrierende neutrophile Granulozyten mit einem amdboiden Migrationsverhalten auf dem Weg
des geringsten Widerstandes durch das interstitielle Gewebe bewegen, ohne das

Kollagennetzwerk des Interstitiums zu degradieren. (Lerchenberger et al. 2013).

In einem weiteren Projekt unserer Arbeitsgruppe analysierten wir die Rolle der Serinproteasen
des fibrinolytischen Systems fur die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in
entziindetes Gewebe. Die Fibrinolyse ist ein grundlegender biologischer Prozess, welcher die

Durchblutung im Gewebe aufrechterhalt, indem er eine Uberschiel3ende Thrombusbildung in
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BlutgefaRen verhindert. Die Serinprotease Plasmin steht als Enzym, welches die Auflésung
von Fibrinpolymeren vermittelt, im Zentrum des fibrinolytischen Systems. Die Serinproteasen
urokinase-type plasminogen activator (UPA) und tissue-plasminogen activator (tPA) férdern
die proteolytische Aktivierung des enzymatisch inaktiven Zymogens Plasminogen zur
Effektorprotease Plasmin. Die proteolytische Aktivitat der beiden Plasminogenaktivatoren uPA
und tPA wiederum wird durch die Heteromerisierung mit ihrem wichtigsten Inhibitor
plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) kontrolliert. Im Gegensatz dazu fungieren a»-
Antiplasmin (A2AP) und thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFl) als direkte
Inhibitoren der Plasmin-vermittelten Fibrinolyse. In den letzten Jahrzehnten konnte gezeigt
werden, dass die einzelnen Bestandteile des fibrinolytischen Systems, neben ihrer bekannten
Rolle in der Fibrinolyse, auch weitere wichtige biologische Vorgange wie die Adhasion,
Migration und Proliferation von Zellen regulieren. In der Literatur finden sich dartber hinaus
vermehrt Hinweise, dass die Serinproteasen Plasmin, uPA, tPA und PAI-1 auch fir das
Trafficking von Leukozyten in der sterilen Entzindungsreaktion relevant sind. Die
zugrundeliegenden Mechanismen blieben jedoch weitgehend ungeklart (Reichel, Kanse, and
Krombach 2012; Das, Pluskota, and Plow 2010; Del Rosso et al. 2008; Del Rosso et al. 2011;

Smith and Marshall 2010; Syrovets, Lunov, and Simmet 2012).

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen haben wir die Bedeutung der einzelnen Faktoren des
fibrinolytischen Systems die Rekrutierung von Leukozyten in das geschadigte Gewebe beim
Ischamie-Reperfusionsschaden untersucht. In einem ersten Teilprojekt charakterisierten wir
zunachst die Rolle von Plasmin. Unsere Untersuchungen ergaben, dass im Blutkreislauf
zirkulierendes Plasmin(ogen) wahrend der initialen Reperfusionsphase aus den Gefallen in
das postischamische Gewebe austritt und perivaskulare Mastzellen aktiviert. Dieser Vorgang
fuhrt zur Freisetzung von Lipidmediatoren wie Leukotrien-B4 (LTB4) oder
Plattchenaktivierendem Faktor (PAF), welche sekundéar die mikrovaskuldre Adharenz und
Transmigration von neutrophilen Granulozyten im postischamisch geschadigten Gewebe

induzieren. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Plasmin zudem auch Uber die Aktivierung von
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MMP-2 und MMP-9 die Transmigration neutrophiler Granulozyten in das postischamische
Gewebe fordert. Entsprechend flihrte der Einsatz der Plasmininhibitoren e-Aminocapronsaure
(EACA) oder Tranexamsaure (TXA) zu einer Verminderung der Extravasation von
neutrophilen Granulozyten in das entziindete Gewebe und zu einer Abschwachung des
postischamischen Umbaus der perivenuldren Basalmembran (Reichel, Lerchenberger, et al.
2011). Im fibrinolytischen System wird Plasmin, welches als Effektorprotease die Auflésung
von Fibrinpolymeren vermittelt, von den Plasminogenaktivatoren tPA und uPA aktiviert
(Reichel, Kanse, and Krombach 2012). Deshalb untersuchten wir in einem weiterflihrenden
Projekt die Rolle des Plasminogenaktivators tPA fir die Leukozytenrekrutierung in
entziindetes Gewebe nach Ischamie und Reperfusion. Wir konnten zeigen, dass tPA — analog
zum fibrinolytischen System — Plasmin sowie sekundar MMP-2 und MMP-9 proteolytisch
aktiviert und darUber die Extravasation neutrophiler Granulozyten in das postischamische
Gewebe verstarkt. Im Blutkreislauf zirkulierendes tPA tritt zudem — ahnlich wie Plasmin — bei
erhohter mikrovaskularer Permeabilitat in das postischamische Gewebe aus und aktiviert dort
perivaskulare Mastzellen, welche daraufhin Lipidmediatoren freisetzen und die intravaskulare
Adhéarenz und Transmigration neutrophiler Granulozyten im postischamischen Gewebe
zusatzlich unterstitzen. In weiteren Experimenten konnten wir au3erdem nachweisen, dass
sowohl leukozytar als auch nicht-leukozytar exprimiertes tPA die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in das perivaskulare Gewebe nach Ischdmie und Reperfusion
unterstutzt (Uhl et al. 2014). In Zusammenarbeit mit Prof. Kanse (Universitat Oslo, Norwegen)
und Prof. Declerck (Universitat Leiden, Belgien) konnten wir in einem anderen Teilprojekt
nachweisen, dass neben tPA auch uPA die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das
entziindete Gewebe nach Ischamie und Reperfusion fordert. Interessanterweise scheint uPA
— im Gegensatz zu tPA — diese Prozesse jedoch Uber nicht-proteolytische Eigenschaften zu
vermitteln. Mechanistisch induziert endothelial prasentiertes uPA die intravaskuldre Adharenz
und (nachfolgende) Transmigration von neutrophilen Granulozyten, indem uPA dafur
interessanterweise nicht mit dem uPA-Rezeptor uPAR, sondern mit dem als alternativen uPA-

Rezeptor fungierende B2-Integrin CD11b/Mac-1 interagiert (Reichel, Uhl, et al. 2011).
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Innerhalb des fibrinolytischen Systems verhindert der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-
1) eine UberschieRende Fibrinolyse durch die Bindung und funktionelle Inhibition von tPA und
uPA (Reichel, Kanse, and Krombach 2012). Folglich analysierten wir in einer weiteren Studie
dessen Bedeutung fur die mikrovaskulare Leukozytenrekrutierung. Interessanterweise
ergaben unsere Ergebnisse, dass PAI-1 das mikrovaskuldre Leukozytentrafficking in der
postischamischen Mikrozirkulation ebenfalls verstarkt und damit die Wirkung von Plasmin, tPA
und uPA bei diesem Prozess nicht — wie in der Fibrinolyse — antagonisiert. Die detaillierte
Analyse ergab, dass PAI-1 nach Ischamie und Reperfusion auf Endothelzellen akkumuliert
und dort intravaskular rollende neutrophile Granulozyten Gber eine Affinitdtserhdhung der 32-
Integrine auf ihrer Oberflache aktiviert. Zusatzlich verstarkt PAI-1 die mikrovaskulare
Hyperpermeabilitat im postischamischen Gewebe. Uber diese Prozesse wird die Extravasation
dieser Immunzellen in das postischdmische perivaskulare Gewebe schlielllich verstarkt
(Praetner et al. 2018).

Zusammengefasst gewahren unsere Untersuchungen neue Einblicke in die Mechanismen der
Leukozytenrekrutierung in das geschadigte Gewebe nach Ischamie und Reperfusion. Wir
konnten zeigen, dass die Hauptbestandteile des fibrinolytischen Systems neben den
klassischen Funktionen in der Blutgerinnung eine grundlegende Bedeutung fir die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in das postischamische perivaskulare Gewebe
besitzen. Unsere Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass diese Faktoren des
fibrinolytischen Systems einen interessanten Ansatzpunkt fur immunmodulatorische

Behandlungsregime bei Entzindungserkrankungen darstellen kdnnte.
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Abbildung 3: Das fibrinolytische System. Schematische Darstellung der Interaktionen der einzelnen Faktoren des
fibinolytischen Systems (Aktivierung (+) bzw. Inhibition (-) der Protease oder des Prozesses (Reichel, Kanse, and Krombach
2012)).

Plasmin tPA uPA PAI-1
) ) + + + -
Fi brlnolyse proteolytisch proteolytisch proteolytisch nicht-proteolytisch

(Komplexbildung)

+ + + +
proteolytisch proteolytisch nicht-proteolytisch nicht-proteolytisch
LEUkOZyten' nicht-proteolytisch {Ohne Komplexbildung)
traffickin
g nicht-leukozytar leukozytédr leukozytar leukozytédr
nicht-leukozytar nicht-leukozytar nicht-leukozytar

Abbildung 4: Fibrinolytische und nicht-fibrinolytische Eigenschaften von Plasmin, uPA, tPA und PAI-1. Schematische
Darstellung der Effekte (Férderung (+) oder Inhibition (-) des Prozesses) von Plasmin, uPA, tPA und PAI-1 auf Fibrinolyse und
Leukozytentrafficking sowie der zugrundeliegenden Mechanismen einschliellich der verantwortlichen Eigenschaft (proteolytisch
vs. nicht-proteolytisch) bzw. der Quelle (leukozytér vs. nicht-leukozytadr) der entsprechenden Protease oder des
Proteaseninhibitors.

In Kooperationsprojekten mit anderen Arbeitsgruppen konnten wir dartber hinaus die
Mechanismen der Leukozytenextravasation nach Ischamie wund Reperfusion in
unterschiedlichen Organen weiter aufschlisseln. In Zusammenarbeit mit Prof. Khandoga
(Klinik far Allgemein-, Viszeral-, Gefall- und Transplantationschirurgie der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen) konnten wir nachweisen, dass dendritische Zellen in der

postischamischen Leber mit CD4" T-Lymphozyten interagieren und den assoziierten
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Gewebeschaden intensivieren. (Funken et al. 2017) Kooperationsprojekte mit Prof. Anders
(Medizinische Klinik 1V der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) ergaben, dass in der
postischamischen Niere die Freisetzung von Histonen durch absterbende Zellen tber die Toll-
like-Rezeptoren-2 und -4 eine proinflammatorische Reaktion einschlief3lich der Rekrutierung
von Leukozyten in das entziindete Gewebe vermittelt und den postischamischen
Nierenschaden verstarkt. (Allam et al. 2012) Darlber hinaus weisen unsere Daten einer
nachfolgenden Kooperationsstudie darauf hin, dass Pentraxin-3, ein I8slicher Rezeptor, in der
postischamischen Niere durch monozytare Phagozyten freigesetzt wird. Wir konnten zeigen,
dass dieses Molekll die postischamische Entzindungsreaktion einschlieBlich der
Leukozytenextravasation aus dem Mikrogefalisystem limitiert. Interessanterweise konnte eine
systemische Gabe dieses Rezeptors im Sinne einer pharmakologischen Therapie die
postischamische Entzindungsreaktion und damit einhergehend die Leukozytenrekrutierung in
das entziindete Gewebe und den Nierenschaden ebenfalls verringern. (Lech et al. 2013)

Diese neuen Erkenntnisse zu den Mechanismen der Leukozytenrekrutierung im
postischamischen Gewebe konnten die Identifikation vielversprechender neuer Ansatzpunkte

fur eine immunmodulatorische Therapien dieses Krankheitsbildes ermdglichen.

4.2.2 Mechanismen der Wanderung von Leukozyten und Thrombozyten zu ihrem

Bestimmungsort bei viralen und bakteriellen Infektionen
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Neutrophils promote venular thrombosis by shaping the rheological environment for platelet
aggregation. Sci Rep, 2019. 9(1): p. 15932.

Uhl, B., Vadlau, Y., Zuchtriegel, G., Nekolla, K., Sharaf, K., Gaertner, F., Massberg, S.,
Krombach, F., and Reichel, C.A., Aged neutrophils contribute to the first line of defense in the
acute inflammatory response. Blood, 2016. 128(19): p. 2327-2337.

In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde stellen virale und bakterielle Infektionen der Kopf-Hals-
Region haufige Erkrankungen dar, welche sich mit konservativen und chirurgischen Methoden
meistens erfolgreich behandeln lassen. In seltenen Fallen entwickeln sich jedoch trotz
entsprechender Therapie schwer kontrollierbare Verlaufe, wie beispielsweise das
lebensbedrohliche Krankheitsbild einer Sepsis, welches mit einer (berschielenden
systemischen Entziindungsreaktion, einer (Multi-)Organdysfunktion und einer hohen Mortalitat
assoziiert ist. Zudem bilden sich zunehmend Antibiotikaresistenzen, welche die Behandlung
bakterieller Infektionen in Zukunft deutlich erschweren durften. Diese medizinischen
Herausforderungen kénnen wahrscheinlich nur durch die Entwicklung neuer
Therapiestrategien gelést werden. Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten aus der
Mikrozirkulation in das perivaskuldare Gewebe ist ein pathogenetisches Schlisselereignis
infektioser Erkrankungen. So kdnnen diese Immunzellen einerseits wesentlich zur Elimination
eingedrungener Pathogene, zur Geweberegeneration und zur Wundheilung beitragen, aber
andererseits auch die Entzindungsreaktion und einen assoziierten Gewebeschaden
verstarken (Russell and Russell 2018; Yadav and Kapley 2021; Symvoulakis et al. 2006;
Medzhitov 2010; Nourshargh and Alon 2014; Pons et al. 2020). In den letzten Jahren
kristallisierte sich zunehmend heraus, dass neutrophile Granulozyten — im Gegensatz zum
Verstandnis vor Jahrzehnten — keine einheitliche, schlichte Immunzellpopulation darstellen.
Ganz im Gegenteil konnte gezeigt werden, dass verschiedene Phanotypen und
Subpopulationen mit deutlich unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften existieren

(Silvestre-Roig, Hidalgo, and Soehnlein 2016). Einen besonders bedeutsamen Phanotyp
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entwickeln reife neutrophile Granulozyten unter homdéostatischen Bedingungen nach Eintritt in
den Blutkreislauf. Danach verandern sie wahrend des Aufenthaltes im Gefallsystem ihren
molekularen und funktionellen Phanotyp, bevor sie als chronologisch und biologisch ,gealterte’
neutrophile Granulozyten aus der Blutzirkulation rekrutiert und abgebaut werden (Zhang et al.
2015). Wir konnten erstmalig zeigen, dass diese in der Blutzirkulation gealterten Immunzellen
einen spezifischen, hoch-reaktiven Phanotyp entwickeln, welcher dadurch die ,erste
Verteidigungslinie® der zellularen Immunantwort in einer bakteriellen septischen Infektion bildet
(Uhl et al. 2016). Die pharmakologische Modulation dieses Alterungsprozesses von
neutrophilen Granulozyten wiederum, konnte — insbesondere auch hinsichtlich der
zunehmenden Anzahl der Antbiotikaresistenzen — ein vielversprechender Ansatzpunkt fir
neuartige Therapien dieses gefahrlichen Krankheitsbildes sein.

In einem weiteren Projekt haben wir die Rolle des multifunktionalen adhasiven Glykoproteins
Vitronektin fir die Thrombozytenrekrutierung und mikrovaskulare Thrombusbildung wahrend
der akuten Entziindungsreaktion untersucht. Es wurde bereits beschrieben, dass Vitronektin
essentiell fur Zellmigration, -adhasion und proliferation ist und Uber diese Mechanismen
pathophysiologisch eine wichtige Rolle bei Entziindungskrankheiten, bei der Thrombusbildung
oder bei bdsartigen Tumoren spielt (Preissner and Reuning 2011). Wir konnten in unserem
Projekt nun nachweisen, dass Vitronektin unter entzindlichen Bedingungen auf dem Endothel
von Venolen akkumuliert dort die Thrombusbildung fordert. Dies vermittelt VTN jedoch nicht
Uber eine direkte Aktivierung von Thrombozyten, sondern vielmehr bildet es auf dem Endothel
eine adhasive Matrix fir die Rekrutierung von Thrombozyten (Uhl et al. 2023). Die Modulation
dieses Prozesses konnte einen neuen Ansatz darstellen, um die entzindlich induzierte
mikrovaskulare Thrombusbildung bei systemischen Infektionen wie beispielsweise bei COVID-
19 oder einer bakteriellen Sepsis, welche mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat assoziiert

ist, zu reduzieren.
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4.2.3 Mechanismen der Wanderung von Leukozyten zu ihrem Bestimmungsort in den

Kopf-Hals-Speicheldriisen

Zugeordnete Publikationen

Uhl, B., Braun C., Dominik J., Luft J., Canis M., Reichel C.A., A Novel Experimental Approach
for In Vivo Analyses of the Salivary Gland Microvasculature. Front Immunol, 2021. 11:604470.

Erkrankungen der Kopf-Hals-Speicheldrisen kénnen beispielsweise durch Infektionen,
Tumorerkrankungen oder nach einer Strahlentherapie auftreten. Gemeinsam ist diesen
Krankheiten eine Schadigung der Mikrozirkulation (lizuka et al. 2015; Mizrachi et al. 2016;
Cavanaugh et al. 2003; Fukumura et al. 2010; Zanatta et al. 2019). Die zugrundeliegenden
Mechanismen von mikrovaskuldren Funktionsstérungen sind in den Kopfspeicheldriisen
jedoch noch grofitenteils ungeklart. Diese Verstandnisliicke beruht unter anderem auch auf
dem Mangel eines adaquaten In-vivo-Modells zur Analyse mikrovaskularer Prozesse in

diesem Organ.

Wir haben nun einen neuen experimentellen Ansatz etabliert, welcher Untersuchungen der
Mikrozirkulation in Kopf-Hals-Speicheldrisen der Maus in vivo in Echtzeit ermdglicht. Unter
Anwendung von unterschiedlichen intravitalmikroskopischen Techniken wie der
Multiphotonenmikroskopie konnten wir mit diesem Modell erstmalig intravaskulare
Interaktionen von verschiedenen Immunzellsubpopulationen sowie die GefaRpermeabilitat in
der Mikrozirkulation der entzindeten Unterkieferspeicheldrise visualisieren und quantitativ
analysieren. Im Rahmen dieses Projektes konnten wir wichtige Adhasions- und
Signalmolekule identifizieren, welche das subpopulationsspezifische, mikrovaskulare
Trafficking von Leukozyten und die assoziierte mikrovaskulare Permeabilitat in der
entzindeten Speicheldrise kontrollieren (Uhl et al. 2020). Dieses neu etablierte Modell
ermoglicht somit eine detaillierte mechanistische Charakterisierung mikrovaskularer
Immunreaktionen, welche die Grundlage fir neue immuntherapeutische Strategien fur

Erkrankungen der Kopf-Hals-Speicheldriisen bilden kénnte.
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5. Mechanismen der Wanderung von Leukozyten zu ihrem Bestimmungsort in

malignen Tumoren

Zugeordnete Publikationen

Mittmann, L., Haring, F., Schaubaecher, J., Hennel, R., Smiljanov, B., Zuchtriegel, G., Canis,
M., Gires, O., Krombach, F., Holdt, L., Brandau, S., Vogl, T., Lauber, K., Uhl, B*, and Reichel,
C.A.*, Uncoupled biological and chronological ageing of neutrophils in cancer promotes tumor
progression. J Immunother Cancer, 2021. (*geteilte Letztautorenschaft)

Uhl, B., Mittmann, L., Dominik, J., Hennel, R., Smiljanov, B., Haring, F., Schaubacher, J.,
Braun, C., Padovan, L., Pick, R., Canis, M., Schulz, C., Mack, M., Gutjahr, E., Sinn, P., Heil,
J., Steiger, K., Kanse, S.M., Weichert, W., Sperandio, M., Lauber, K., Krombach, F., Reichel,
C.A., uPA-PAI-1 heteromerization promotes breast cancer progression by attracting
tumorigenic neutrophils. EMBO Mol Med, 2021. 16:e13110.

Weltweit sind Krebserkrankungen inzwischen die zweithaufigste Todesursache, wobei ihre
Anzahl in der Tendenz weiterhin stetig zunimmt. Maligne Tumoren der Kopf-Hals-Region
stellen mit jahrlich knapp 900.000 Neuerkrankungen die weltweit siebthaufigste Krebsart dar.
Die Mehrzahl sind Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (> 90 %; HNSCC). Diese
Krebsart zeichnet sich wegen der betroffenen oberen Luft- und Speisewege durch eine hohe
krankheits- und therapieassoziierte Belastung aus. Zudem hat sich das Gesamtiiberleben von
Patienten mit HNSCC in den letzten Jahrzehnten trotz grofler Bemuhungen nur leicht
verbessert und liegt Uber alle Stadien betrachtet noch immer bei nur ungefahr 66 %. Patienten
mit fortgeschrittener Krebserkrankung weisen eine noch schlechtere Uberlebens-
wahrscheinlichkeit auf (Jemal et al. 2011; Simard, Torre, and Jemal 2014; Johnson et al.

2020). Zur Verbesserung der Therapieergebnisse dieser Malignome sind deshalb effizientere

und nebenwirkungsarmere Behandlungsstrategien dringend erforderlich.

Das Immunsystem ist neben der Abwehr von Pathogenen auch essentiell fur den Schutz des
Organismus vor der Entstehung, Progression und Metastasierung maligner Tumoren (Nicolas-
Avila, Adrover, and Hidalgo 2017). Diese Aufgabe gewahrleistet das Immunsystem unter
anderem durch spezialisierte Leukozytenpopulationen des adaptiven Immunsystems.

Wesentlich sind hierfir die CD8* zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs), welche entartete
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Zellen erkennen und direkt eliminieren kdnnen. Th1-polarisierte CD4* T-Helfer-Lymphozyten
unterstitzen CTLs bei der zytotoxischen Elimination von Tumorzellen, férdern die anti-
tumorigene Aktivitat von peritumoralen Makrophagen und steigern die Antigenprasentation
von neoplastischen Zellen. Im Gegensatz dazu werden diese anti-tumorigenen T-
lymphozytaren Prozesse durch Th2-polarisierte CD4* T-Helfer-Lymphozyten und
regulatorische T-Lymphozyten (Tregs) gehemmt. Die Leukozytenpopulation der B-Lymphozyten
scheinen eine pro-tumorigene Immunantwort dagegen unter vielen pathologischen
Bedingungen eher zu fordern. In klinischen Studien hat sich die Verstarkung einer anti-
tumorigenen, CTL-vermittelten Immunzellantwort (z. B. Uber Immun-Checkpoint-Inhibitoren)
oder der Transfer von genetisch veranderten CTLs (z. B. CAR T-Zellen) bereits als effektive
Strategie fiur die Therapie maligner Tumoren erwiesen (Martins et al. 2019; Brown and Mackall

2019; Ruffell et al. 2010; Chraa et al. 2019).

In den letzten Jahren rickte die Bedeutung myeloider Leukozyten des angeborenen
Immunsystems (z. B. neutrophile Granulozyten oder Monozyten) fiur Entstehung, Wachstum
und Metastasierung maligner Tumoren weiter in den Vordergrund. Myeloide Leukozyten
kénnen sowohl pro-tumorigene als auch anti-tumorigene Eigenschaften aufweisen, wobei
zumeist die pro-tumorigenen Effekte dieser Immunzellen Gberwiegen — beispielsweise Uber
die Sekretion pro-proliferativer, pro-angiogenetischer oder immunsuppressiver Faktoren
(Coffelt, Wellenstein, and de Visser 2016; Young, Ardestani, and Li 2010). Wahrend sich das
Verstandnis um diese individuellen anti- und pro-tumorigenen Funktionen verschiedener
myeloider Leukozytensubpopulationen in den letzten Jahren vergréfRert hat, sind die
Mechanismen der mikrovaskularen Rekrutierung von Leukozyten zu malignen Lasionen

weiterhin unzureichend verstanden.

In einem translationalen Ansatz nutzten wir das aus unseren Vorarbeiten zu den Mechanismen
der Leukozytenrekrutierung in entziindetes Gewebe erworbene Vorwissen fiir die Erforschung

der Bedeutung des mikrovaskularen Traffickings von myeloiden Blutzellen zu malignen
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Tumoren. Wir konnten hierbei zeigen, dass sowohl niedrig immunogene solide Tumore
(HNSCC) wie auch stark immunogene Malignome (Mammakarzinom) schon in frihen
Krankheitsstadien einen exzessiven biologischen Alterungsprozess in zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten induzieren, welcher diesen Immunzellen des angeborenen
Immunsystems einen pro-tumorigenen Phanotyp verleiht. Die gezielte Unterbrechung dieser
tumorinduzierten Alterung hingegen flihrte zu einer deutlichen Abschwachung des
Tumorwachstums und ist bereits heute pharmakologisch gezielt zu beeinflussen (Mittmann et
al. 2021). Darlber hinaus konnten wir nachweisen, dass die Heteromerisierung von uPA und
PAI-1, deren intratumorale Expression beispielsweise beim Mammakarzinom unabhangig von
der histologischen Entitat mit einer besonders schlechten Prognose korreliert, die Rekrutierung
pro-tumorigener neutrophiler Granulozyten in maligne Lasionen fordert. Die pharmakologische
Blockade der Komplexbildung von uPA und PAI-1 mit Hilfe eines neuartigen small-molecule-
Inhibitors fuhrte beim Mammakarzinom sogar zu einer deutlichen Regredienz von

Tumorwachstum und -metastasierung (Uhl et al. 2021).

Anhand unserer Untersuchungen konnten wir somit neue und hochrelevante
immunzellassoziierte Mechanismen des Tumorwachstums und der Tumormetastasierung
aufdecken. Darlber hinaus konnten wir bereits zeigen, dass diese Prozesse fir eine effektive

anti-tumorale Therapie pharmakologisch adressiert werden kénnen.
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6. Untersuchungen zur Anwendung synthetischer Nanomaterialien bei Entziindung

und Krebs

Zugeordnete Publikationen

Uhl, B., Hirn, S., Mildner, K., Coletti, R., Massberg, S., Reichel, C.A., Rehberg, M., Zeuschner,
D., and Krombach, F., The surface chemistry determines the spatio-temporal interaction
dynamics of quantum dots in atherosclerotic lesions. Nanomedicine (Lond), 2018. 13(6): p.
623-638.

Uhl, B., Hirn, S., Immler, R., Mildner, K., Mockl, L., Sperandio, M., Brauchle, C., Reichel, C.A.,
Zeuschner, D., and Krombach, F., The Endothelial Glycocalyx Controls Interactions of
Quantum Dots with the Endothelium and Their Translocation across the Blood-Tissue Border.
ACS Nano, 2017. 11(2): p. 1498-1508.

Méckl, L., Hirn, S., Torrano, A.A., Uhl, B., Brauchle, C., and Krombach, F., The glycocalyx
regulates the uptake of nanoparticles by human endothelial cells in vitro. Nanomedicine
(Lond), 2017. 12(3): p. 207-217.

Praetner, M., Rehberg, M., Bihari, P., Lerchenberger, M., Uhl, B., Holzer, M., Eichhorn, M.E.,
Furst, R., Perisic, T., Reichel, C.A., Welsch, U., and Krombach, F., The contribution of the

capillary endothelium to blood clearance and tissue deposition of anionic quantum dots in vivo.
Biomaterials, 2010. 31(26): p. 6692-700.

Fur die Therapie von entzindlichen und malignen Tumorerkrankungen stehen verschiedene
Behandlungsmodalitaten zur Verfigung. Synthetisch hergestellte Nanomaterialien stellen
aufgrund ihrer aulRergewdhnlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften eine
vielversprechende Option flr neuartige Diagnostika und Therapeutika dar. Beispielsweise
kénnen Nanomaterialien direkt als Effektoren einer regionalen, magnetischen Hyperthermie
und Thermoablation bei malignen Tumoren oder als neue radiologische Kontrastmittel bei
Entzindungserkrankungen eingesetzt werden. Daruber hinaus kdnnen sie zur Optimierung
bereits existierender Behandlungsregime genutzt werden, beispielsweise um die
Biokompatibilitat von Medikamenten zu erhéhen, deren Abbau durch das retikuloendotheliale
System zu vermindern oder um diese gerichtet zu Zielorganen oder -zellen zu transportieren.
Die Heterogenitat synthetisch hergestellter Nanomaterialien, z. B. hinsichtlich des
Grundmaterials (Metalle, Peptide, DNS), der Form (Kugeln, Ro&hrchen) oder der

Oberflachenbeschaffenheit (z. B. Modifikation der Oberflache mit funktionellen Carboxyl-,
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Amin- oder Polyethylenglycolgruppen), erfordert fiir dieses relativ neue Forschungsfeld eine
grindliche Analyse der unterschiedlichen Nanomaterialien unter anderem hinsichtlich
Toxizitat, Biokompatibilitat, Biodistribution und Interaktivitat im spezifischen pathologisch
veranderten Gewebe beziehungsweise Organismus als Grundlage fur mdogliche klinische
Anwendungen (Gupta 2011; 'Nano-enabled immunomodulation' 2021; Shi and Lammers

2019).

Das Gefallendothel besitzt eine herausragende Bedeutung flr die Regulation der
Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten, ein Prozess, welche wiederum hochrelevant
fur die Entstehung und Progression entzindlicher und maligner Erkrankungen ist. Diese
mikroanatomische Struktur stellt somit einen vielversprechenden Ansatzpunkt flr
nanomedizinische Therapien dar (Vestweber 2012; Nourshargh and Alon 2014; Sorrentino et
al. 2015; Gaertner and Massberg 2019; Furie and Furie 2008). Der gerichtete Transport von
synthetischen Nanomaterialien zu bestimmten Zielzellen ist jedoch wesentlich fir viele
therapeutische Anwendungen. Das Verstandnis um die Mechanismen der Interaktionen von

Nanopartikeln mit vaskularem Endothel und Blutzellen stellen dafir jedoch die Grundlage dar.

In Kooperation mit Prof. Welsch (Anatomische Anstalt der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen) und Prof. Farst (Institut fir Pharmazeutische Biologie der Goethe Universitat
Frankfurt)  untersuchten  wir daher den Einfluss dreier  unterschiedlicher
Oberflachenbeschichtungen (Carboxyl-, Amin- oder Polyethylenglycolfunktionalisierung) von
Modelnanopartikeln (,Quantum Dots‘) auf die Biodistribution und die Interaktivitdt mit dem
Gefalkendothel in verschiedenen Abschnitten der Mikrozirkulation im lebenden Organismus.
Interessanterweise veranderte die Oberflachenmodifikation die Halbwertszeit der Partikel im
Blut, die Interaktivitat der Partikel mit dem mikrovaskularen Endothel sowie den Abbau der
Partikel durch das retikuloendotheliale System und das mononukledre Phagozytensystem
(Praetner et al. 2010). In einem weiterfuhrenden Projekt konnten wir zudem belegen, dass die
Oberflachenmodifikation von Nanopartikeln mit Carboxyl-, Amin- oder
Polyethylenglycolfunktionalisierung auch die Akkumulation in chronisch-entziindlichen
atherosklerotischem Gefal3en beeinflusst (Uhl et al. 2018). Diese Modifikationen bieten somit
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interessante Moglichkeiten zur Modulation der biologischen Eigenschaften von synthetisch
hergestellten Nanomaterialien in der Mikro- und Makrozirkulation. In weiteren Projekten
konnten wir nachweisen, dass die sogenannte endotheliale Glykokalix (eGCX), eine
kohlenhydratreiche extrazelluldare Schicht auf dem GefalRendothel, die Interaktionen von
unterschiedlichen Nanopartikeln mit Endothelzellen in vitro und in vivo kontrolliert.
Insbesondere konnten wir zeigen, dass die eGCX im entziindeten Gewebe nach Ischamie und
Reperfusion abgebaut wird und dies die Akkumulation von Nanopartikeln auf und im Endothel

des erkrankten Gewebes fordert (Uhl et al. 2017; Mockl et al. 2017).

Zusammenfassend konnten wir in unseren Untersuchungen das Verstandnis der Bedeutung
von Nanomaterialoberflachenmodifikationen fur deren Biodistribution und deren
Interaktionsverhalten mit dem intakten und pathologisch veranderten GefalRendothel
erweitern. Darlber konnten wir erstmalig die besondere regulatorische Funktion der e GCX flr
die Interaktionen von systemisch verabreichten Nanopartikeln mit dem Endothel in der intakten
und entzindeten Mikrozirkulation in vivo nachweisen. Unsere Ergebnisse kdonnten dazu
beitragen, die Gestaltung von Nanomaterialien fir spezielle diagnostische oder therapeutische
Anwendungen, beispielsweise zur nanomedizinischen Modulation der mikrovaskularen
Thrombozyten- und Leukozytenrekrutierung bei Entziindungskrankheiten oder malignen

Tumoren, zu optimieren.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Erkrankungen des entzindlich-infektidsen Formenkreises und maligne Tumorerkrankungen
zahlen zu den bedeutendsten Pathologien der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde. Aktuelle
Therapiestrategien vor allem bei fortgeschrittenen Stadien sind oftmals durch eine begrenzte
Effektivitat und ein ausgepragtes Nebenwirkungsprofil limitiert. Leukozyten und Thrombozyten
als Effektorzellen des Immunsystems besitzen eine pathogenetische Schllsselrolle flr diese
Erkrankungen. Insbesondere die Rekrutierung von Leukozyten und Thrombozyten in der
Mikrozirkulation des geschadigten Organs koénnte als grundlegender pathogenetischer
Prozess einen vielversprechenden Ansatzpunkt fir neuartige Therapiestrategien darstellen.
Im Rahmen dieses Habilitationsprojektes wurden deshalb die mikrovaskulare Rekrutierung
von Leukozyten und Thrombozyten sowie die Anwendung synthetischer Nanomaterialien bei
Entziindung und Krebs analysiert und neu entdeckte Mechanismen und Zusammenhange
beschrieben. Ein Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Identifikation von Prozessen, welche in
einem translationalen Ansatz fur Diagnostik und Therapie von Entziindungserkrankungen und

malignen Tumoren angewandt werden kdnnten.

Hierbei untersuchten wir in einem Teilprojekt neue grundlegende Mechanismen der
Wanderung von Leukozyten und Thrombozyten zu ihrem Bestimmungsort in der akuten
Entzindungsreaktion. Erstmalig wiesen wir in diesem Zusammenhang spezifische
Expressionsmuster von verschiedenen Signal- und Adhasionsmolekilen, wie beispielsweise
Selektinen und Integrinen und ihren Interaktionspartnern, auf Thrombozyten, neutrophilen
Granulozyten, klassischen/nicht-klassischen Monozyten und Endothelzellen nach, welche das
intraluminale, sequenzielle Trafficking verschiedener Immunzellpopulationen zu Orten der
Extravasation in das perivaskuldare Gewebe koordinieren. Dariber hinaus konnten wir die
Bedeutung und Mechanismen von verschiedenen in der akuten Entzindungsreaktion
sezernierten Molekllen wie dem Chemokin CCL3, dem mulifunktionalen Makromolekdl
Vitronektin oder dem Protein Uromodulin sowie den intrazellularen Cyclin-abhangige Kinasen

5 und 9 fir die mikrovaskulare Leukozytenrekrutierung in das entziindete Gewebe genauer
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charakterisieren. Diese Prozesse stellen damit vielversprechende neue Zielmolekiile fir die

Behandlung entzundlicher Erkrankungen dar.

In den letzten Jahren zeigte sich, dass insbesondere das Verstandnis der stimulus-, organ-
und subpopulationsspezifischen Mechanismen der mikrovaskularen Rekrutierung von
Leukozyten und Thrombozyten Uber das allgemeine Verstandnis hinaus wesentlich flr
effektivere und nebenwirkungsarme Modulationen dieser pathophysiologischen Prozesse
sind. Wir konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass Matrix-Metalloproteasen und die
zentralen Serinproteasen des fibrinolytischen Systems Plasmin, uPA und tPA sowie des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitors PAI-1 wesentlich flr die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten in das postischamische Gewebe und den assoziierten Gewebeschaden sind.
Darlber hinaus konnten wir die diesen Prozessen zugrundeliegenden Mechanismen genauer
aufschlisseln. In Kooperationen mit weiteren Arbeitsgruppen konnten wir zudem die
Mechanismen des stimulus- beziehungsweise organspezifischen Leukozytentraffickings,
beispielsweise in der postischamischen Leber oder Niere, weiter charakterisieren. Ein weiterer
Fokus dieses Habilitationsprojektes lag auf der subpopulationsspezifischen Rekrutierung von
Immunzellen in das paravaskulare Gewebe und der Relevanz von Interaktionen zwischen
verschiedenen Immunzellen und auch Thrombozyten bei viralen und bakteriellen
Erkrankungen. Wir konnten beispielsweise erstmalig zeigen, dass in der Blutzirkulation
gealterte neutrophile Granulozyten einen spezifischen, hoch-reaktiven Phanotyp entwickeln
und dadurch die ,erste zellulare Verteidigungslinie“ der Immunantwort auf eine bakterielle
Infektion bilden. Weiterhin konnten wir nachweisen, dass das multifunktionale adhasive
Glykoprotein Vitronektin die inflammatorische mikrovaskulare Rekrutierung von Thrombozyten
und dartber die Thrombose bei der infektidsen systemischen Entziindungsreaktion fordert.
Zur organspezifischen Untersuchung der mikrovaskularen Prozesse in der Kopf-Hals-
Speicheldriise haben wir zusatzlich ein neues Modell etabliert, in welchem wir die
Mechanismen der sterilen Entziindungsreaktion erstmalig in vivo genauer analysieren
konnten. Die im Rahmen dieses Projektes neu aufgedeckten stimulus-, organ- und

subpopulationsspezifischen Mechanismen des mikrovaskularen Traffickings von Leukozyten
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und Thrombozyten erdffnen vielversprechende Ansatzpunkte fir potentiell effektivere und

nebenwirkungsarmere Therapiestrategien.

Die mikrovaskulare Rekrutierung von Leukozyten in das geschadigte Gewebe spielt
pathogenetisch nicht nur bei entziindlich-infektiosen Erkrankungen, sondern auch flr
Entstehung, Progression und Metastasierung maligner Tumoren eine Schlisselrolle. In einem
weiteren Teilprojekt konnten wir zeigen, dass gealterte neutrophile Granulozyten, welche
physiologischerweise primar eine entscheidende Rolle fir die Infektionsabwehr spielen
koénnten, in malignen Lasionen akkumulieren und dort eine pro-tumorigene Wirkung entfalten.
Weiterhin konnten wir, aufbauend auf unseren Untersuchungen zur Bedeutung des
fibrinolytischen Systems fur die entzindliche Leukozytenrekrutierung, nachweisen, dass die
Heteromerisierung von uPA und PAI-1 die Extravasation pro-tumorigener neutrophiler
Granulozyten in maligne Lasionen beim Mammakarzinom fordert. Insbesondere konnten wir
bereits zeigen, dass diese neu charakterisierten Prozesse pharmakologisch fur eine effektive
anti-tumorale Behandlung adressiert werden kdnnen. Sie kénnten somit die Basis fur neue,
potentiell effektivere und nebenwirkungsarmere Therapiestrategien gegen maligne Tumore

darstellen.

Fir die Therapie von entzundlichen und malignen Tumorerkrankungen stehen verschiedene
Behandlungsmodalitdten zur Verfugung. Synthetische Nanomaterialien kénnten aufgrund
ihrer aullergewohnlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften eine
vielversprechende Option fur neuartige Diagnostika und Therapeutika darstellen. Im Rahmen
dieses Habilitationsprojektes haben wir deshalb die Auswirkungen unterschiedlicher
Oberflachenfunktionalisierungen von synthetischen Nanomaterialien auf die Interaktivitat im
Organismus analysiert. In diesen Untersuchungen konnten wir die Relevanz der
Oberflachenmodifikationen fur die Biodistribution und das Interaktionsverhalten von
synthetischen Nanomaterialien mit dem intakten und pathologisch veranderten vaskularen

Endothel nachweisen. Zudem konnten wir die spezielle regulatorische Funktion der
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endothelialen Glykokalix fur Interaktionen von systemisch verabreichten Nanomaterialien mit
dem GefalRendothel in der intakten und entzindeten Mikrozirkulation in vitro und in vivo
charakterisieren. Basierend auf unseren Ergebnissen koénnte die Gestaltung von
Nanomaterialien flr spezielle diagnostische oder therapeutische Anwendungen bei

Entziindungserkrankungen und malignen Tumoren potentiell verbessert werden.

Die im Rahmen dieses Habilitationsprojektes durchgefiihrten Untersuchung ermoglichten die
Charakterisierung neuer Schlisselprozesse fiur die mikrovaskuldre Rekrutierung von
Leukozyten und Thrombozyten sowie die Untersuchung von mdglichen Anwendungen
synthetischer Nanomaterialien bei Entzindung und Krebs. Diese Erkenntnisse konnten das
Fundament fur die Entwicklung vielversprechender neuer Strategien fur effektivere und
nebenwirkungsarmere Therapien entzindlich-infektiéser Erkrankungen und maligner Tumore

darstellen.
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