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1 Einleitung

1.1 Die akute Entzindungsreaktion

Die akute Entziindungsreaktion bezeichnet eine adaptive Gewebeantwort, welche durch
pathogene Erreger oder Gewebeschaden ausgeldst wird [1]. Die klinischen Kardinalsympto-
me der Entziindung wurden erstmals von C. Celsus im 1. Jahrhundert n. Chr. beschrieben:
rubor et tumor cum calore et dolore (Rétung und Schwellung mit Uberwarmung und
Schmerz) [2]. Diese wurden spater von R. Virchow um die funktionelle Einschrankung
(functio laesa) erganzt [3, 4]. J. Hunter pragte im 18. Jahrhundert die moderne Sichtweise
der Entziindung, indem er sie nicht mehr als Krankheit per se, sondern als Reaktion auf eine
Gewebeverletzung bezeichnete [5, 6]. Die technischen Errungenschaften des 20. Jahrhun-
derts erlaubten die spezifische Untersuchung der zelluldren und molekularen Mechanismen
sowie ldentifikation der Hauptkomponenten der akuten Entziindungsreaktion: Erhoéhter
lokaler Blutfluss, gesteigerte mikrovaskulare Permeabilitdt sowie die Rekrutierung von
Leukozyten [1, 6, 7].

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) werden im Knochenmark mit einer
taglichen Rate von bis zu 2 x 10" Zellen vor allem unter Kontrolle des
Granulocyte-colony Stimulating Factor (G-CSF) produziert und mit einer Lebensdauer von
wenigen Stunden bis Tagen in den Kreislauf freigesetzt [8-12]. Reife PMN sind durch einen
segmentierten Kern, einen Durchmesser von 7-10 uym sowie Granula und sekretorische
Vesikel im Zytoplasma charakterisiert [10, 12, 13]. Sie sind im humanen Kreislauf mit
50-70% die vorherrschende Leukozytensubpopulation, wahrend sie im murinen System nur
10-25% der Leukozyten darstellen [12, 14-16]. Die absolute Anzahl im Kreislauf fluktuiert
zudem im Rahmen einer zirkadianen Rhythmik [17].

Wahrend der akuten Entziindungsreaktion wandern PMN innerhalb einer fein abgestimmten
Kaskade aus dem Blutstrom an den Ort der Entziindung. Dort angekommen kdnnen sie
Infektionen mit einem breiten Arsenal an Mechanismen, welche u.a. Phagozytose, Produkti-
on von Reactive Oxygen Species (ROS), Freisetzung von antimikrobiellen Peptiden sowie
die Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETs) umfassen, bekampfen [18-21]. Die
besondere Bedeutung der PMN zeigt sich durch eine schwere Immundefizienz bei einem
kritischen Abfall ihrer Anzahl im menschlichen Organismus [12, 22, 23]. Die erfolgreiche
Beseitigung des schadlichen Agens leitet die Aufldsung der Entziindung und Reparation des
Gewebes ein [24]. Darlber hinaus spielen PMN auch eine Rolle bei anti-inflammatorischen
Prozessen, Wundheilung, Autoimmunerkrankungen, Atherosklerose, Angiogenese,
Hamostase, bei der Steuerung des erworbenen Immunsystems sowie bei Tumorwachstum
und Metastasierung [21, 25-31].



1.2 Die physiologische Rekrutierungskaskade der Leukozyten

1.2.1 Die Schritte der Leukozytenrekrutierung

Ein zentraler Bestandteil der Entzindungsreaktion ist die orchestrierte Rekrutierung von
PMN an den Entziindungsort. Die drei Schritte der Auswanderung von Leukozyten, Rollen,
Adhasion sowie Transmigration, wurden bereits im 19. Jahrhundert beschrieben, jedoch
konnte erst mit Entdeckung der Selektine, Integrine und Chemokine ein vollstandiges Kon-
zept auf molekularer Ebene entwickelt werden [13]. Dieses umfasst in den meisten Geweben
eine konsekutive Abfolge der Schritte, Einfangen, Rollen, Induktion der Adhasion, Abflachen
und Verstarkung der Adhasion, intraluminale Migration, Transmigration, abluminale Migration
sowie interstitielle Migration (Abbildung 1) [12, 13, 32]. Die Auswanderung der PMN findet
vor allem in den postkapillaren Venolen der Mikrozirkulation statt, jedoch konnte im Fall der
Atherosklerose auch eine Rekrutierung im arteriellen System beobachtet werden [33, 34].
Ein genaues Verstandnis der Auswanderung von Leukozyten mit den beteiligten Adhasi-
onsmolekilen und Signalkaskaden ist fur die Entwicklung von therapeutischen Interventio-
nen bedeutsam [13]. So verhindern z.B. monoklonale Antikérper spezifisch die Auswande-
rung von Leukozyten und ermdglichen dadurch die Behandlung von chronischen Entzin-

dungszustanden [13].

fB,-Integrine
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Abbildung 1: Die Rekrutierungskaskade von PMN modifiziert nach Schymeinsky et al.,
2011 [35]. Die Darstellung zeigt die aufeinanderfolgenden Schritte der Rekrutierung von
PMN, welche als Rollen, Adhasion, Abflachen/Verstarkung der Adh&sion, intraluminale Mig-
ration, Transmigration, abluminale Migration sowie interstitielle Migration bezeichnet werden.
Am Ort der Entziindung beseitigen die PMN Pathogene mit verschiedenen Mechanismen
z.B. Phagozytose.



1.2.1.1 Bedeutung der Selektine und Entziindungsmediatoren

Die Initiierung der ,klassischen® Rekrutierungskaskade erfolgt durch eine Reihe von Signa-
len, welche von geschadigten Zellen (Damage-associated Molecular Patterns, DAMPs) oder
pathogenen Erregern (Pathogen-associated Molecular Patterns, PAMPs) stammen [36, 37].
Gewebestandige Leukozyten wie Mastzellen, Makrophagen und Dendritische Zellen erken-
nen diese anhand spezifischer Muster und setzen inflammatorische Mediatoren frei [32, 37,
38]. Eine Folge ist die Aktivierung von Endothelzellen, die mit einer erhdhten Expression von
P- und E-Selektinen auf der intraluminalen Zelloberflache einhergeht [37, 39]. Selektine sind
eine Familie aus Calcium-abhangigen, Typ 1-transmembranaren Glykoproteinen und werden
entsprechend ihrem Expressionsort als E-Selektin (Endothel), P-Selektin (Plattchen, En-
dothel) sowie L-Selektin (Leukozyten) bezeichnet [13, 40-42]. P-Selektin wird in sekretori-
schen Granula, den Weibel-Palade-Korperchen (Endothel) oder a-Granula (Plattchen) ge-
speichert und kann durch Fusion mit der Plasmamembran innerhalb von Minuten auf die
Zelloberflache transportiert werden, wahrend E-Selektin innerhalb von 90 min de novo syn-
thetisiert werden muss [32, 43-45]. Die hamodynamischen Veranderungen mit reduziertem
Fluss in den entziindeten postkapillaren Venolen erhéhen die Chance der PMN mit dem En-
dothel in Kontakt zu gelangen [6, 46]. Durch Bindung an den Liganden P-Selectin Glycopro-
tein Ligand 1 (PSGL-1) auf den PMN vermitteln P- und E-Selektin das Einfangen sowie den
nachfolgenden Schritt des Rollens auf dem Endothel [32, 47]. Trotz verzbégerter Expression
Uberlappen die Funktionen der beiden Adhasionsmolekiile, wobei E-Selektin spezifisch zu
einem langsamen Rollen der PMN flhrt [13, 42, 48]. Im Gegensatz zu P- und E-Selektin,
welche zum direkten Einfangen der PMN beitragen, vermittelt L-Selektin das sekundare Ein-
fangen von PMN im Blutstrom Uber bereits rollende Leukozyten [12, 13, 49]. Wahrend des
Rollens ist sowohl eine schnelle Bildung als auch Lésung der Bindungen zwischen PMN und
Endothelzellen notwendig, da sie einer Schubspannung von 1-10 dyne/cm? ausgesetzt sind
[12, 50]. Zur Verlangsamung und Stabilisierung des Rollprozesses tragen lange Membran-
ausstulpungen bei, welche sich am hinteren Zellabschnitt ausbilden (Tethers) [12]. Wahrend
des Rollens kdnnen sie Uber die Zelle hinweg nach vorne schwingen und anschlieRend wie-
der am Endothel adharieren (Slings) [12, 32, 51-53]. Das Rollen ermdglicht PMN den Kon-
takt mit Chemokinen, welche als positiv geladene Molekule an dem negativ geladenen Hepa-
ransulfat der Endothelzellen immobilisiert sind und einen intraluminalen Gradienten ausbil-
den [12, 54]. Das Heparansulfat bildet dabei einen Teil der Glykokalyx und schutzt die Mole-
kile vor einem Abwaschen durch den Blutstrom [12]. Die Bindung der Chemokine an spezifi-
sche G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) z.B. C-X-C Chemokine Receptor Type 2
(CXCRZ2) fuhrt innerhalb von Millisekunden zu einer Voraktivierung der Zelle [13, 37, 55].
Dabei wird eine Vielzahl an Mechanismen, wie Hochregulation der Integrinexpression,

zytoskelettale Reorganisation, metabolische Aktivitdt sowie Expression von Rezeptoren und
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weiteren Molekilen induziert [37, 56-58]. Die vollstandige Zellaktivierung erfolgt nach Kon-
takt mit weiteren inflammatorischen Stimuli z.B. N-formyl-L-Methionyl-L-Leucyl-Phenylalanin
(fMLP) und umfasst die Abwehrmechanismen, welche im Kapitel 1.2.4 beschrieben werden
[37, 56, 59].

1.2.1.2 Bedeutung der Integrine

Der entscheidende Schritt fur die Induktion der Adhasion von rollenden PMN ist die Aktivie-
rung der B.-Integrine. Dies sind nichtkovalent verbundene afp-Heterodimere, welche jeweils
aus einer grol3en extrazelluldaren Ektodoméane sowie einer transmembrandren und einer kur-
zen zytoplasmatischen Domane bestehen [60, 61]. PMN exprimieren neben einer kleinen
Menge an B4- und Bs-Integrinen vor allem B,-Integrine [61, 62]. Die Familie der p,-Integrine
hat eine herausragende Bedeutung flir zahlreiche Rekrutierungsschritte der PMN und um-
fasst vier verschiedene op-Heterodimere: o, (CD11a/CD18; Lymphocyte Function
associated Antigen 1, LFA-1), aupB2 (CD11b/CD18; Macrophage-1 Antigen, Mac-1), oxf2
(CD11¢/CD18; p150-95) und apf2 (CD11d/CD18) [63-66]. An der kurzen intrazellularen Do-
mane erfolgt die Bindung von Signalmolekilen oder Adapterproteinen des Zytoskelettes,
wahrend das extrazellulare N-terminale Ende der a-Kette die Liganden-bindende I-Domane
enthalt [60, 61]. Dies erlaubt Integrinen eine bidirektionale Kommunikation zwischen Zyto-
plasma und extrazellularen Liganden [66, 67]. Die Ligandenbindung bendtigt dabei Metallio-
nen wie Ca®* oder Mg®* als Cofaktoren, weshalb die entsprechende Domane der a-Kette
auch als Metal lon-Dependent Adhesion Site (MIDAS) bezeichnet wird [60, 61]. Die beiden
fur Adhasion und Migration essenziellen B,-Integrine LFA-1 und Mac-1 binden verschiedene
Liganden, zeigen jedoch mit Intercellular Adhesion Molecule (ICAM) 1, 2 und 4 sowie Kol-
lagen auch gemeinsame Bindungspartner [42, 68, 69]. Nach Kontakt mit einem Stimulus,
z.B. Chemokinen, ermdglichen Signalwege aus der Zelle an die Zelloberflache die Aktivie-
rung der Bo-Integrine (/Inside-out Signaling) [66]. Dies erlaubt eine Konformationsénderung
der Integrine, fuhrt jedoch nicht direkt zu deren Umverteilung in der Plasmamembran
(Clustering) [66]. Durch die Bindung von Liganden an B,-Integrine kommt es wiederum zu
einer Signaltransduktion in die Zelle mit zahlreichen Effekten auf die Zellfunktionen
(Outside-in Signaling) [66, 70]. In diesem Zusammenhang bezeichnet die Affinitat die Starke
einer einzelnen Rezeptor-Liganden-Bindung, wahrend Aviditat die Gesamtheit der Affinitaten
beschreibt [61]. Es sind vier relevante Konformationszustande der B,-Integrine bekannt: ab-
gewinkelte Ektodoméane mit geschlossenem Kopfteil (E-H-; Ruhezustand mit niedriger Affini-
tat), extendierte Ektodomane mit geschlossenem Kopfteil (E+H-; intermediare Affinitat),
extendierte Ektodomane mit offenem Kopfteil (E+H+, hohe Affinitat) sowie eine Struktur mit
abgewinkelter Ektodomane und offenem Kopfteil (E-H+) [66, 68, 71-74]. Die Abfolge der

Konformationszustdnde wahrend der Aktivierung wird durch das konventionelle
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~Schnappmesser‘- sowie das alternative ,Schlossriegel“-Modell beschrieben (Abbildung 2)
[68]. Bei dem konventionellen Modell ist die Ektodom&nen-Extension mit nachfolgender Um-
ordnung der MIDAS-Domane fur eine Kopfteil6ffnung notwendig und geht der hoch-affinen
Ligandenbindung voraus [60, 73, 75]. Im Gegensatz dazu erklart das alternative Modell, dass
Interaktionen zwischen Kopfteil und Schaft B,-Integrine in der abgewinkelten Konformation
arretieren [68, 76]. Eine Extension der Ektodomane ist demzufolge nur nach Offnung des
Kopfteils moglich [68]. Die Hypothese unterstitzen Ergebnisse, die auf rollenden humanen
PMN Cluster an f,-Integrinen in der abgewinkelten hoch-affinen Konformation (E-H+) zeigen
[73, 77]. Diese interagieren mit ICAM-1 auf der gleichen Zelle, wodurch die Bindung des ge-
genuberliegenden, endothelialen ICAM-1 und damit die Adhasion der PMN verhindert wer-
den kann [73, 77]. Somit kann die abgewinkelte hoch-affine Konformation (E-H+) die Ent-
ziindungsreaktion durch einen endogenen anti-inflammatorischen Mechanismus abschwa-
chen [73, 77].

® geschlossenes Kopfteil
w gedffnetes Kopfteil

B.E'H

C.E*H*

A.EH

D. E'H*

Abbildung 2: Die vier Konformationszustidnde der B,-Integrine modifiziert nach Fan et
al., 2015 [68]. Das konventionelle ,Schnappmesser“-Modell fihrt von der niedrig-affinen Kon-
formation mit abgewinkelter Ektodomane und geschlossenem Kopfteil (A) Uber die interme-
diar-affine Konformation mit extendierter Ektodomane und geschlossenem Kopfteil (B) zur
hoch-affinen Konformation mit extendierter Ektodoméane und offenem Kopfteil (C). Die hoch-
affine B.-Integrin-Konformation wird im alternativen ,Schlossriegel“-Modell Gber eine Konfor-
mation mit abgewinkelter Ektodomane und offenem Kopfteil (D) erreicht.

1.2.1.2.1 Inside-out Signaling
Wie bereits erwahnt aktivieren auf dem Endothel immobilisierte Chemokine tGber GPCR auf

rollenden PMN eine Inside-out-Signalkaskade, die zur Konformationsanderung der
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Bo-Integrine fuhrt und im Folgenden nach dem konventionellen Modell beschrieben wird [13,
37, 60, 66]. Das B,-Integrin LFA-1 kann bei niedrigen Chemokinkonzentrationen von der
niedrig-affinen (E-H-) in die intermediar-affine (E+H-) Konformation wechseln und durch In-
teraktion mit ICAM-1 der Endothelzellen ein langsames Rollen vermitteln [37, 74]. Hohe
Chemokinkonzentrationen ermdéglichen die hoch-affine (E+H+) Konformation und damit Ad-
hasion der PMN an ICAM-1 [78]. Bei niedrigen Chemokinkonzentrationen verstarken zudem
Interaktionen von endothelialem P- oder E-Selektin mit neutrophilem PSGL-1 die LFA-1-
Aktivierung in die intermediar-affine (E+H-) Konformation, wahrend diese bei hohen Konzent-
rationen Selektin-unabhangig erfolgt [68, 78]. Sowohl Selektine als auch Chemokine bewir-
ken den Wechsel der niedrig-affinen (E-H-) Konformation in die intermediar-affine (E+H-)
LFA-1-Konformation durch Rekrutierung des Adapterproteins Talin-1 an den zytoplasmati-
schen Teil der B-Untereinheit [12, 37, 78-80]. Dies flhrt zu einer rdumlichen Veranderung
des B,-Integrins mit Separation der a- und B-Untereinheit sowie Extension der Ektodomane,
wodurch das langsame Rollen der PMN ermdglicht wird [37, 60, 81]. Die Offnung des Kopf-
teils und damit das Erreichen der hoch-affinen (E+H+) LFA-1-Konformation erfordert neben
Talin-1 auch die Bindung des Adapterproteins Kindlin-3 an die B-Untereinheit [37, 80]. Eine
weitere Voraussetzung fir den Wechsel in die hoch-affine (E+H+) Konformation und damit
die Adhasion ist zudem die zytoskelettale Verankerung der p,-Integrine mit dem kontraktilen
Aktin-Myosin Apparat [66, 82]. Zytoskelettale Veranderungen fiihren durch laterale Zugkrafte
nach Bindung von immobilisierten Liganden zu einem ,Ausschwingen® der B-Untereinheit,
das die Konformationséanderung des Kopfteiles einleitet [66, 72, 83]. Spezifisch fir humane
PMN konnte eine Aktivierung der hoch-affinen (E+H+) LFA-1-Konformation nach Clustering
von E-Selektin/L-Selektin-Bindungen beschrieben und damit ein Chemokin-unabhangiger
Weg der Induktion der Adhasion an ICAM-1 aufgezeigt werden [84, 85].

1.2.1.2.2 Outside-in Signaling

Durch die Integrin-Ligandenbindung kommt es wahrend der Adhasion zur Umverteilung und
zum Clustering der po-Integrine sowie zur Signaltransduktion nach intrazellular
(Outside-in Signaling) [60, 66]. Diese steuert verschiedene Zellfunktionen und tragt zur Ver-
starkung der Adhasion sowie den nachfolgenden Schritten der Rekrutierung bei [13, 86]. Ein
wichtiger Effekt ist die Anderung der Zellmorphologie durch Umordnung des Zytoskeletts,
welche zur Abflachung und Polarisation fuhrt [12, 87]. Das Abflachen reduziert die dem Blut-
strom und damit Scherkraften ausgesetzte Zelloberflache [37]. Polarisation bedeutet dabei
die Ausbildung von Lamellipodien und Polymerisation von Aktin an der Zellfront, wahrend es
am Hinterende der Zelle (Uropod) zu Aktin-Myosin-Kontraktionen und einer Retraktion der
Membran kommt [12, 88, 89]. Diese Polarisation stellt die Voraussetzung fur die sich an-

schlieBende Zellmigration dar [12]. PMN migrieren im Blutgefal® auf der Suche nach einem
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passenden Ort der Transmigration zum Teil senkrecht zum Blutstrom entlang eines
Gradienten an Chemokinen und Adhasionsmolekilen [12, 90]. Dadurch kénnen sie En-
dothelzellen auf kurzestem Weg Uberqueren, da diese langs dem Blutstrom ausgerichtet sind
[12, 90, 91]. Die Interaktion von Mac-1 mit endothelialem ICAM-1 ist fir die Migration essen-
ziell und Mac-1 wird daflr aus intrazellularen Speichern auf die Zelloberflache umverteilt [12,
37, 90, 92]. Um die Adhasion wahrend des Migrationsprozesses aufrechtzuerhalten, missen
an der Zellfront neue Mac-1/ICAM-1-Verbindungen gebildet sowie am Uropod vorbestehen-
de geldst werden [12]. Dafur ist die Interaktion der ,-Integrine mit dem Zytoskelett Gber Sig-
nalfaktoren wie dem Vav-1-Protein oder Aktin-bindenden Proteinen wie dem Mammalian
Actin-binding Protein 1 notwendig [12, 93-95].

1.2.1.3 Transmigration aus dem BlutgefaR an den Ort der Entziindung

Die Transmigration stellt den finalen Schritt der Auswanderung aus postkapillaren Venolen
dar [13]. Leukozyten transmigrieren bevorzugt an trizellularen Berthrungspunkten der En-
dothelzellen, da die Verbindungsmolekile z.B. Cadherine dort diskontinuierlich angeordnet
vorliegen [12, 32, 96]. Emigrierende Leukozyten mussen drei Barrieren Uberwinden: En-
dothelzellen, Basalmembran sowie Perizyten [13]. Das Uberwinden der Endothelzellbarriere
erfolgt zu 90% Uber die parazellulare Route innerhalb von 2-5 min, wahrend 10% transzellu-
lar migrieren [12, 13, 37, 97]. Das Durchdringen der Basalmembran, welche von Endothel-
zellen und Perizyten gebildet wird, erfordert 5-15 min [12, 32, 90]. Die parazellulare Trans-
migration wird durch eine ansteigende Konzentration der intrazellularen Calciumionen in En-
dothelzellen erleichtert, indem durch die ausgeloste Zellkontraktion Endothelzellkontakte
geodffnet werden [13, 37, 98]. Zudem wird durch schnelles Lésen und Wiederaufbauen der
interendothelialen Verbindungen eine rasche Diapedese gewahrleistet sowie eine erhdhte
Permeabilitat verhindert [12, 99]. An der erfolgreichen Transmigration ist eine Vielzahl an
molekularen Interaktionen beteiligt. Neben der Bindung von Integrinen an ICAM-1, ICAM-2
sowie Vascular Cell Adhesion Molecule 1 spielen die Adhasionsproteine Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule 1 sowie CD99 eine wichtige Rolle [12, 100]. Schlisselstrukturen sind
auch Adhasionskontakte mit dem Vascular Endothelial-(VE)-Cadherin sowie Barrierekontak-
te mit den Junctional Adhesion Molecules A-C [37, 69, 100]. Obwohl der Grolteil der Leuko-
zyten den parazelluldaren Migrationsweg von luminal nach abluminal durchlduft, wurde auch
eine reverse Migration nach intraluminal nachgewiesen [37, 101]. Die beteiligten Membran-
proteine der transzellularen Migrationsroute bestehen mit Ausnahme des VE-Cadherins aus
den beschriebenen Molekulen der parazellularen Route [13, 102, 103]. Die Formation von
vesikulo-vakuolaren Organellen in Endothelzellen bildet zusammen mit dem Aktin-
Zytoskelett ,Kanale®, welche die leukozytare transzelluldare Emigration erlauben [13, 104].
Die PMN zeigen dabei eine hohe Flexibilitdt und passen sich durch eine lang gezogene

Form an den Migrationskanal an [12, 105]. Endothelzellen bilden zur para- und
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transzellularen Migration spezifische Mikrovilli-dhnliche Strukturen, welche PMN nahezu voll-
standig mit einer Kuppel (Dome) umhillen kénnen [12, 32, 106, 107]. PMN werden dabei
jedoch nicht in das intrazellulare Kompartiment aufgenommen. Somit ermdglicht diese
endotheliale Struktur eine Transmigration bei intakter vaskularer Barriere [12, 108]. Nach
Penetration der Endothelzellbarriere missen PMN die Basalmembran- als auch Perizyten-
barriere Gberwinden [13]. Die Basalmembran besteht im Wesentlichen aus einem Netzwerk
aus Laminin und Kollagen Typ IV, welches u.a. durch Heparansulfat-Proteoglykane verbun-
den wird [13, 109]. Innerhalb der Basalmembran gibt es Regionen mit niedriger Expression
bestimmter Matrixproteine [13]. In Kombination mit groReren Abstdnden benachbarter Peri-
zyten erleichtert dies die Emigration von PMN [13, 37, 110]. Perizyten kdnnen in entzinde-
tem Gewebe nach Kontakt mit DAMPs oder PAMPs Macrophage Migration-inhibitory Factor
freisetzen und dadurch die Interaktion von ICAM-1 auf Perizyten mit leukozytarem LFA-1 und
Mac-1 férdern [13, 111, 112]. PMN migrieren entlang eines chemotaktischen Gradienten an
den Ort der Infektion oder Verletzung und mussen daflr endotheliale von interstitiellen Che-
mokingradienten unterscheiden kénnen [12, 54]. Dies erfolgt durch eine hierarchische Eintei-
lung, wodurch PMN ,intermediare“ Chemokine wie Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 8
(CXCLS8) oder Leukotrien B4 von ,Endziel-Signalen® wie fMLP oder der Komplementkompo-
nente C5a unterscheiden [12, 37, 113, 114]. PMN untersuchen zudem die extrazellulare Mat-
rix nach dem Weg des geringsten Widerstandes und nutzen dafiir den Zellkern als grofites
Zellkompartiment zur Unterscheidung der Porengréf3en [115]. Am Ort der Entziindung besei-
tigen sie eindringende Organismen oder Gewebeschaden mit einem Arsenal an hocheffekti-

ven Abwehrmechanismen (siehe Kapitel 1.2.4).

1.2.2 Abweichungen von der , klassischen“ Rekrutierungskaskade

Die meisten Studien zur Erforschung der Rekrutierungskaskade wurden intravitalmikrosko-
pisch an Geweben des Musculus cremaster (M. cremaster) oder des Mesenteriums im
Mausmodell durchgefuhrt [12, 42]. Mit verbesserten Methoden und Untersuchungen ver-
schiedener Organe konnte eine von der ,klassischen“ Kaskade abweichende Rekrutierung
beobachtet werden [12, 32]. In der Leber erfolgt die Rekrutierung von Leukozyten primar
Selektin-unabhangig und ohne Rollen in sinusoidalen Kapillaren [12, 116, 117]. In der Lunge
hangt der Einfluss der Selektine und Integrine auf die Auswanderung in den Kapillaren vom
anwesenden Stimulus sowie dem verwendeten Entziindungsmodell ab [34]. Fur die Rekru-
tierung in der Niere ist eine kritische Rolle fir Plattchen beschrieben, wobei in der Nierenrin-
de PMN vor der Adhasion rollen, wahrend diese in den Glomeruli ohne vorhergehendes Rol-
len erfolgt [118, 119].



1.2.3 Leukozyten-Adhasions-Defekte und ihre klinische Bedeutung

Die Relevanz der Adhasionsmolekile fur eine effiziente Leukozytenrekrutierung zeigt sich
besonders bei Adhasionsdefiziten [120]. So sind die Syndrome des Leukozyten-Adhasions-
Defektes (LAD) durch einen Defekt der Adhasions-abhangigen Funktionen von PMN und
Monozyten gekennzeichnet [120]. Der Mangel oder Defekt an bedeutenden Molekulen durch
genetische Mutationen fuhrt dabei zu schweren Komplikationen im humanen Organismus
wie eingeschrankter Wundheilung oder schweren wiederkehrenden Infektionen [120, 121].
Das LAD-I Syndrom ist durch Mutationen im Gen der B-Untereinheit der p,-Integrine
gekennzeichnet. Dies fihrt zu einer verminderten Anzahl oder ganzlich fehlenden
Bo-Integrinen auf der leukozytaren Zellmembran mit den klinischen Symptomen der Leukozy-
tose, Infektionen, Parodontitis und verzogerter Ablésung des Nabelschnurstumpfes [121,
122]. Unbehandelt kénnen diese Patienten an fur den immunkompetenten Organismus
harmlosen bakteriellen Infektionen versterben [121, 122]. Mutationen des GDP-Fukose-
Transporters (SLC35C1) resultieren in einem Mangel an Fukose, das fur die Synthese von
Selektinliganden von Bedeutung ist [120]. Dieses LAD-II Syndrom zeigt ein Fehlen des P-, E-
und L-Selektin-abhangigen Rollens der Leukozyten sowie eine Leukozytose, Infektionen,
Parodontitis und durch die Abwesenheit von Fukose auf allen Glykoproteinen weitere Effekte
wie mentale Retardierung [123-125]. Das LAD-IlIl Syndrom wird durch eine funktionelle Null-
mutation im fur Kindlin-3 kodierenden Genom (FERMT3) beschrieben und verhindert die
Aktivierung der hoch-affinen Konformation von B,-Integrinen [120, 126, 127]. Dies fuhrt bei
unbeeintrachtigtem Rollen zu einem Defekt der Integrin-vermittelten PMN-Adhasion und
—Migration [21]. Klinisch zeigen sich — wie bei LAD | und Il — eine deutliche Leukozytose
sowie rezidivierende Infektionen [21]. Da die Defekte auch die Integrinaktivierung in Platt-
chen umfassen, ist eine erhdhte Blutungsneigung feststellbar [21]. Spezifisch fur Monozyten
konnte ein LAD-IV gezeigt werden, das bei Patienten mit zystischer Fibrose und damit Muta-
tionen im Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator auftritt [128]. Neben den
Symptomen der zystischen Fibrose zeigte sich eine defekte Aktivierung der Integrine o, 32,

aMBQ sowie OL4B1 [128]

1.2.4 Effektorfunktionen der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN)

Ende des 19. Jahrhunderts wurde von E. Metchnikoff erstmals die Bedeutung der Phagozy-
tose fur die Immunreaktion demonstriert und die beteiligten Zellen entsprechend dem
Erscheinungsbild des Kernes als polymorphonukledre Leukozyten bezeichnet [129, 130].
PMN beseitigen Pathogene sowohl durch intra- als auch extrazelluldre Prozesse, welche
neben der Rezeptor-vermittelten Phagozytose folgende drei weitere Mechanismen umfas-

sen: Produktion von hochtoxischen ROS, Degranulation von Proteasen und antimikrobieller



Peptide sowie Auswerfen der mit antimikrobiellen Peptiden und Enzymen dekorierten DNA
(NETs) [21, 130].

1.2.4.1 Phagozytose

Die Phagozytose ist der Hauptmechanismus der PMN zur Beseitigung von Pathogenen oder
Zelldebris [130]. Es ist ein aktiver, Rezeptor-vermittelter Prozess, der Partikel in einer Vakuo-
le — dem Phagosom —, einschlie3t [130, 131]. Die Interaktion mit dem Pathogen beginnt
entweder direkt Uber die Erkennung von PAMPs oder indirekt Opsonin-vermittelt [130].
Opsonierung bezeichnet dabei die Bindung von 1gG oder Komplementfaktoren an Pathogene
und erlaubt die Interaktion mit spezifischen PMN-Rezeptoren [132, 133]. Nach Aufnahme in
die PMN werden durch Fusion mit Granula zwei Hauptmechanismen des Phagosoms akti-
viert: Produktion von ROS sowie Transport von antimikrobiellen Peptiden und Enzymen in
die Vakuole [130, 134]. Das somit ausgereifte Phagosom der PMN besitzt einen neutralen
pH-Wert, der sich im Vergleich zu den sauren Phagosomen der Makrophagen durch einen
massiven oxidativen Burst durch Bildung von ROS erklaren lasst und ein optimales Milieu fur
Proteasen schafft [21, 135]. Einige Pathogene haben Strategien gegen das toxische Milieu
entwickelt, so stért z.B. Helicobacter pylori die Bildung der Nicotinsdureamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat-(NADPH)-Oxidase am Phagosom [130, 136]. Phagozytose ist
ein effektiver Mechanismus zur Bekampfung von Infektionen, jedoch kann die Fusion von
Granula mit Phagosomen vor dem vollstandigen Membranverschluss zu Schaden im umlie-
genden Gewebe fuhren [21, 137].

1.2.4.2 Reactive Oxygen Species (ROS)
Nach Zellaktivierung werden am Phagosom die Bestandteile der NADPH-Oxidase zusam-

mengefuhrt und der Sauerstoffverbrauch der PMN steigt mit Beginn der ROS-Bildung um
den 50- bis 100-fachen Wert an (oxidativer Burst) [21, 138]. ROS, z.B. O, , HO- oder H,0,,

werden in die Vakuole gepumpt und bekéampfen sowohl durch direkte (Decarboxylierung,
Deaminierung oder Peroxidierung) als auch indirekte Interaktion (Modulation der Proteaseak-
tivitat) die Pathogene [12, 21, 139]. Ein weiteres Oxidantien-produzierendes Enzym ist die
Myeloperoxidase (MPO), welche aus Hypochlorsaure (HOCI) H,O, produziert [12, 21, 140].
Fir die Bekampfung bestimmter Erreger z.B. Aspergillus species ist die
NADPH-Oxidase-Aktivitat unabhangig von antimikrobiellen Peptiden oder Proteasen not-
wendig und Patienten mit einem Mangel leiden an persistierenden Entzindungen mit

Granulombildung (Chronic Granulomatous Disease) [12, 21, 141].

1.2.4.3 Degranulation
PMN speichern Proteasen und antimikrobielle Peptide in Granula, welche in das Phagosom

oder nach extrazellular freigesetzt werden kdnnen [21]. Generell werden vier Arten an
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Granula unterschieden. Primare oder azurophile Granula werden als Erste wahrend der
PMN-Reifung produziert und enthalten mit MPO ein wichtiges Enzym des oxidativen Burst
[12, 130, 142]. Zudem sind sie mit Defensin, Lysozym sowie zahlreichen Serinproteasen wie
Elastase, Protease 3 und Cathepsin beladen [130, 143]. Die sekundaren oder spezifischen
Granula sind durch den Eisenchelator Laktoferrin charakterisiert [130]. Sie werden wahrend
der PMN-Reifung zeitlich nach den azurophilen Granula gebildet und enthalten neben
Lysozymen eine grof3e Bandbreite an antimikrobiellen Substanzen [130, 143]. Tertiare oder
Gelatinase-Granula dienen vor allem als Speicherort fir Matrix-Metalloproteasen (MMP) wie
Gelatinase oder Leukolysin und werden wie die sekretorischen Vesikel gegen Ende der Zell-
reifung produziert [10, 130]. Die sekretorischen Vesikel unterscheiden sich von den ,klassi-
schen® Granula durch ihre Bildung. Sie werden nicht wie primare, sekundare und tertiare
Granula aus dem Golgi-Apparat gebildet, sondern entstehen durch Endozytose und enthal-
ten dadurch Plasma-assoziierte Proteine wie Albumin oder membrangebundene Adhasi-
onsmolekile [130, 144]. Die Mobilisierung und Freisetzung der Granula folgt in Abhangigkeit
vom Status der Zellaktivierung und -Rekrutierung einer bestimmten Reihenfolge [12, 130,
145]. Nach Kontakt mit dem Endothel stimulieren Selektine und Chemokine die Freisetzung
von sekretorischen Vesikeln, deren Faktoren die Induktion der Adhasion unterstitzen [10,
130]. Wahrend der Transmigration aus dem Blutgefa} werden tertiare Granula freigesetzt
und ermoglichen mit MMP die lokale Zersetzung der Basalmembran [130, 146]. Am Ort der
Entzindung kommt es nach vollstandiger Zellaktivierung zum oxidativen Burst und Freiset-
zung der primaren und sekundaren Granula [130]. Eine Uberschielfende Degranulierung
besonders der primaren Granula kann zu einer systemischen Entziindungsreaktion fuhren,

welche durch einen Anstieg des Markers MPO im Plasma gekennzeichnet ist [120, 147].

1.2.4.4 Neutrophil Extracellular Traps (NETs)

Die Bildung von NETs bezeichnet einen evolutionar hochkonservierten Prozess der extrazel-
lularen Pathogenabwehr, bei welchem PMN nach Anheftung von zytoplasmatischen und
granuldren Proteinen aktiv ein Netzwerk an Chromatin auswerfen (NETose) [20, 120]. Dabei
lassen sich mit der sogenannten ,suizidalen NETose" und der ,vitalen NETose“ Stimulus-
abhangig zwei unterschiedliche Mechanismen unterscheiden [148]. Die Aktivierung der ,sui-
zidalen NETose* beginnt mit einer Zellstimulation durch z.B. Zytokine oder Bindung von
PAMPs an Toll-like Rezeptoren. Die anschlieRende Produktion von Oxidantien fuhrt zusam-
men mit den Enzymen Elastase und MPO zum Abbau der nuklearen Hille sowie der DNA-
Dekondensation und Freisetzung in die Zelle [149]. Eine zentrale Rolle spielt das Enzym
Peptidyl Arginine Deiminase Type 1V, welches durch Citrullinierung von Histonen die Dekon-
densation ermdglicht [150]. Die negativ geladene DNA bildet schlieRlich das Gerust fir die
Anlagerung der weiteren NET-Komponenten. Nach ihrer Bildung werden die NETs durch die

lysierte Zellmembran ausgestoflen und der Zellrest abgebaut. Im Vergleich zur
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ROS-Produktion oder Degranulation ist die ,suizidale NETose" ein langsamer Prozess und
kann bis zu 2 h dauern [21, 151].

Die ,vitale NETose" kann durch bakterielle Erreger, z.B. Staphylococcus aureus, aber auch
Lipopolysaccharide (LPS) induziert und innerhalb von 30 min abgeschlossen sein [151].
Dabei bleibt die Integritdt der Plasmamembran bestehen, da die NETs in Vesikeln vom Nuk-
leus abgeschnirt und ohne lytische Zersetzung der Membran nach extrazellular transportiert
werden [148, 152]. Funktionell sind diese anukledren PMN weiterhin zur Chemotaxis und
Phagozytose von Bakterien fahig, jedoch zeigen sie abnormale Migrationsmuster und Zell-
morphologien, was auf das Fehlen des Kernes und damit der zytoskelettalen Verankerung
zurtckgefuhrt werden koénnte [12, 153].

Die antimikrobielle Funktion der NETs beruht sowohl auf der Lokalisation und dem Einfangen
von Pathogenen mithilfe des Chromatinnetzwerkes, als auch der Freisetzung der angehefte-
ten hochkonzentrierten Peptide und Enzyme [21]. Neben MPO und Elastase zahlt hierzu
insbesondere auch der Chelator Laktoferrin [21, 154]. Einige Bakterien besitzen Abwehrme-
chanismen und kénnen durch Expression von DNAsen NETs abbauen oder durch Modifika-
tion ihrer Kapsel deren Bindung reduzieren [21, 155, 156]. Exzessive NET-Produktion ist mit
einer Vielzahl an klinischen Pathologien verknlpft, welche u.a. Sepsis, Thrombose und Myo-
karditis umfassen [21, 151, 157, 158]. Fur Patienten mit einer Pneumonie durch Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) konnte gezeigt werden, dass
aktivierte PMN und NETs in mikrovaskularen Thromben enthalten sind und an der systemi-

schen Hyperkoagulabilitat dieser Patienten beteiligt sein kénnten [159, 160].
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1.3 Das Zytokin Midkine (MK)

Die Entdeckung des Zytokins MK erfolgte im Jahr 1988 in embryonalen Karzinomzellen der
Maus [161]. Eine Zugabe von Retinsaure ermoglichte in diesem Modell die Untersuchung
der frihen embryonalen Stadien der Zelldifferenzierung [162, 163]. Die MK-Expression war
dabei ausschlieRlich wahrend der Midgestation-Periode der murinen Embryogenese erhdht
[161, 164]. Dieser Nachweis fuhrte zusammen mit der vorherrschenden Expression von MK
in den Nieren des gesunden adulten Organismus zur Proteinbezeichnung Mid-kine
(Mid-gestation, Ki-dney) [161, 164].

Auch funktionell ist MK nicht auf die embryonale Entwicklung begrenzt. In zahlreichen Stu-
dien war eine hohe MK-Expression in Tumorzellen mit einer schlechten Prognose fir die
Patienten assoziiert [161, 165-168]. Eine MK-Uberexpression verstarkte Wachstum und In-
vasion sowie Angiogenese von Tumorgewebe [161, 169-171]. In septischen Patienten waren
besonders bei Infektionen mit gram-positiven Bakterien MK-Serumkonzentrationen signifi-
kant erhoht [161, 172]. Verschiedene Mechanismen erlauben MK zudem eine Verstarkung
von akuten und chronischen Entziindungszustéanden, welche nach einem Uberblick tber

Struktur und Rezeptoren von MK dargestellt werden [163].

1.3.1 Struktur von MK

Das humane MK-Protein ist ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor mit einem Molekular-
gewicht von 13 kDa und besteht aus einer N-terminalen (Aminosauren 1-52) sowie einer
C-terminalen Domane (Aminosauren 62-121) [161, 173]. Diese sind durch eine Interdomane
(Aminosauren 53-61) verbunden und enthalten jeweils drei antiparallele B-Strange
(Abbildung 3) [163, 173]. Zehn hochkonservierte Cysteinreste bilden funf Disulfidbricken
(zwei in der C-terminalen sowie drei in der N-terminalen Domane) und stabilisieren die Terti-
arstruktur der Domanen [161, 173]. MK ist ein positiv geladenes Protein und enthalt am
C-Terminus zwei Heparin-bindende Cluster mit den basischen Aminosauren Arginin (R) und
Lysin (K) (Cluster 1: K79, R81, K102; Cluster 2: K86, K87, R89) [163, 173]. Durch die Inter-
aktion der positiv geladenen Heparin-bindenden Cluster mit Heparin-ahnlichen
Glykosaminoglykanen auf Endothelzellen kann MK auf der GefalRwand immobilisiert werden
[161, 174, 175]. Nach Gabe von Heparin waren die MK-Konzentrationen im Plasma im Ver-
gleich zu den niedrigen MK-Konzentrationen bei gesunden Patienten signifikant erhdht [161,
175]. Dies deutet darauf hin, dass MK durch Heparin kompetitiv aus der Endothelbindung
verdrangt und in den Kreislauf freigesetzt wird [161, 175]. Fur die Vermittlung von einigen
Funktionen wie die Verstarkung der Plasminogen Aktivator-Aktivitat ist eine MK-
Dimerisierung notwendig, bei welcher Heparin durch die Heparin-Bindestellen von zwei MK-
Molekullen umschlossen wird [163, 173, 176]. MK bildet zusammen mit Pleiotrophin (PTN)

eine eigene Familie an Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren und besitzt keine
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strukturellen Ahnlichkeiten mit anderen Proteinfamilien [161, 177]. Die Heparin-bindenden
Stellen sind in beiden Proteinen hochkonserviert und unterscheiden sich nur in einer basi-
schen Aminosaure (K84 in MK, R84 in PTN) [161, 178]. Eine phylogenetische Analyse zeigte
fur humanes MK eine 87% Sequenzidentitat mit murinem MK, wahrend bei Vergleich von
humanem MK mit PTN 50% der Sequenz identisch waren [161, 179].

| 32 62 79 86 89 102 121

81 87

Abbildung 3: Schema der Primarstruktur von Midkine nach Weckbach et al., 2011 [163].
Das Protein besteht aus einer N-terminalen Domane (blau) sowie einer C-terminalen Doma-
ne (rot), welche durch eine Interdomane (weil3) verbunden sind. Die Heparin-bindenden Stel-
len bestehen aus basischen Aminosauren und liegen in der C-terminalen Domane (grin).

1.3.2 Rezeptoren von MK

MK vermittelt seine Funktionen Uber zahlreiche Rezeptoren, welche in Komplexen mit
Co-Rezeptoren und weiteren Molekilen organisiert sind [163, 180]. Das transmembranare
Protein Receptor-like Protein Tyrosine Phosphatase f/Protein Tyrosine Phosphatase ¢
(RPTPAIPTPY) stellt einen wichtigen MK-Rezeptor dar und vermittelt die Migration von emb-
ryonalen Neuronen [163, 181, 182]. Dabei gibt es Hinweise, dass in die Signaltransduktion
Phosphatidylinositol 3-Kinase, Mitogen-activated Protein Kinase, die Src-Familie sowie die
Proteinkinase C involviert sind [161, 183]. Auch Mitglieder der Low Density Lipoprotein
(LDL)-Rezeptorenfamilie (LRP1, LRP2, LRP6 sowie apoE-Rezeptor 2) wurden als Kompo-
nenten eines MK-Rezeptorkomplexes identifiziert [161, 184]. LRP1 verbesserte nach MK-
Bindung die Lebensdauer von embryonalen Neuronen und fuhrte auf PMN zu einer Konfor-
mationsanderung von p,-Integrinen [163, 184, 185]. Obwohl keine direkte Bindung an
B4-Integrine nachgewiesen werden konnte, vermittelt MK die Migration von UMR-106 Osteo-
blasten-ahnlichen Zellen tber a4f+-Integrine sowie die Aussprossung von Neuriten embryo-
naler Neurone Uber ogB+-Integrine [161, 186]. Die Tatsache, dass nach Gabe von Heparin
MK vermehrt im Plasma nachgewiesen wurde, deutet auf eine Interaktion mit Glykosamino-
glykanen hin [163, 175, 187]. Ebenso konnten Mitglieder der Heparansulfat-
Proteoglykanfamilie der Syndecane und Glypicane als MK-Rezeptoren wahrend der neuro-
nalen Entwicklung nachgewiesen werden [161, 188, 189]. Die Bindung von MK an das
Transmembranprotein Notch2 induziert den NF«kB-Signalweg und deutet auf eine Rolle von
MK in der Regulation der Entziindungsreaktion hin [161, 163, 190].
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1.3.3 MK als Modulator der Entziindungsreaktion

Unter physiologischen Bedingungen wird MK im gesunden adulten Organismus restriktiv
exprimiert [163]. Dies andert sich im inflammatorischen Zustand und MK konnte wahrend der
Entziindungsreaktion in zahlreichen Organen nachgewiesen werden [163]. In Nierengewebe
von Patienten mit diabetischer Nephropathie wurde in den entziindeten Glomeruli, Tubuli
sowie dem Interstitium eine signifikant erhdhte MK-Expression im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe gefunden [163, 191]. Zudem war in einem Streptozotocin-induzierten Diabe-
tes-Mausmodell der tubulointerstitielle Schaden in MK-defizienten Mausen verglichen mit
den Kontrolltieren reduziert [163, 191, 192]. Eine erhdhte MK-Expression konnte auch in ent-
ziindetem synovialem Gewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis im Vergleich zur ge-
sunden Kontrollgruppe dargestellt werden [163, 193]. Weiterhin zeigte ein murines Arthritis-
Modell nach Induktion der Entzindungsreaktion durch Injektion eines anti-Typ |l Kollagen
Antikérpers sowie LPS eine schwere Arthritis, wahrend diese in MK-defizienten Mausen na-
hezu abwesend war [163, 194, 195]. Bei der chronisch-entzindlichen Darmerkrankung Mor-
bus Crohn wurde eine positive Korrelation zwischen hohen MK-Serumkonzentrationen sowie
dem Klinischen Aktivitatsindex nachgewiesen [163, 196]. MK stellt in diesem Zusammenhang
einen sensitiven Biomarker dar, dessen diagnostischer Wert bei Morbus Crohn mit dem
Goldstandard C-reaktives Protein vergleichbar ist [163, 196]. In einem Mausmodell der expe-
rimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), welches sich fir das Studium der Multip-
len Sklerose eignet, war die MK mRNA im Rickenmark im Vergleich zu Kontrollmausen
signifikant erhoht [161, 197]. Zudem fihrte eine MK-Defizienz zu einer Expansion von regu-
latorischen T-Zellen mit nachfolgender Suppression der autoreaktiven T-Helferzellen TH1
und TH17, welche eine zentrale Rolle in der Entwicklung der Autoimmunreaktion im EAE-
Modell spielen [163, 198]. Im Gefallsystem fiihren Endothelschaden nach Stentimplantation
zu einer Entzindungsreaktion mit Umbildung der Intima, welche zu einer Restenose flhren
kann [163, 199]. In einem Mausmodell wurde nach Endothelschadigung bei experimenteller
Intervention im Vergleich zu Kontrollgeféal3en eine erhdhte MK-Expression in der Gefalwand
dargestellt [161, 200]. Zudem konnte in MK-defizienten Mausen nahezu keine Neointima-
Formation nachgewiesen werden [163, 200]. Diese Beispiele zeigen eine erhdohte MK-
Expression unter inflammatorischen Bedingungen und deuten auf eine Verstarkung der Ent-
zundungsreaktion durch MK hin [161].

Ein gemeinsames Merkmal der genannten Entzindungsmodelle war bei MK-defizienten
Tieren eine reduzierte Leukozyteninfiltration mit Abschwachung der Entziindungsreaktion
[161, 195, 198, 200]. Der zugrundeliegende Mechanismus konnte von Weckbach et al. 2014
aufgezeigt werden [185]. Im M. cremaster, einem etablierten Modell zur Untersuchung der
Leukozytenrekrutierung in  vivo, konnte in entzindeten postkapillaren Venolen

MK-defizienter Tiere eine Reduktion der Adhasion sowie der nachfolgenden Extravasation
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von PMN im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden [161, 185]. In vitro verstarkte immo-
bilisiertes MK die Adhasion von PMN durch Induktion der hoch-affinen Konformation der
Bo-Integrine [185]. Hinweise auf den verantwortlichen Rezeptor ergaben sich, nachdem eine
Blockade des LDL-Rezeptors LRP1 mit Low Density Lipoprotein Receptor-related
Protein-associated Protein (LRPAP) die MK-vermittelte Induktion der hoch-affinen
Bo-Integrin-Konformation verhinderte [158, 161, 185].

1.4 Der Transmembranrezeptor LRP1

Im Jahr 1988 wurde von J. Herz erstmals ein hepatischer Rezeptor mit groRer Ahnlichkeit zu
dem bereits bekannten LDL-Rezeptor identifiziert und als LDL Receptor-related Protein
(LRP) bezeichnet [201, 202]. Fur diesen Rezeptor, spater auch LRP1 oder CD91 genannt,
konnte zudem eine Bindung an Apolipoprotein E (ApoE) gezeigt und damit eine Rolle im
Lipoproteinmetabolismus nachgewiesen werden [202, 203]. Parallel hierzu wurde in der Le-
ber ein Rezeptor fir die Aufnahme des a,-Makroglobulin-Proteasekomplexes isoliert [202,
204, 205]. Eine Sequenzierung zeigte 1990 fir beide Rezeptoren identische DNA-
Sequenzen [202, 206, 207]. Wahrend LRP1 urspriinglich als Endozytoserezeptor identifiziert
wurde, konnten mit verschiedenen Mechanismen der Signaltransduktion weitere Funktionen
aufgezeigt werden [202]. Inzwischen wurden Uber 100 Liganden mit hoch-affiner Bindung

identifiziert und der Einfluss auf zahlreiche biologische Prozesse nachgewiesen [202, 208].

1.4.1 Struktur von LRP1

LRP1 ist Teil der LDL-Rezeptorenfamilie, welche strukturell hochkonservierte Rezeptoren mit
modularem Aufbau umfasst [202]. Diese sind neben LRP1 der LDL- sowie Very-low-density
Lipoprotein-Rezeptor, ApoE Rezeptor 2 (LRP8), Multiple Epidermal Growth Factor-like
Domains 7, Glykoprotein 330 (LPR2, Megalin) sowie LRP1B [202]. Nach Synthese des
glykosylierten transmembranaren LRP1-Proteins mit 600 kDa im Endoplasmatischen Retiku-
lum (ER) erfolgt die weitere Prozessierung im trans-Golgi Apparat [209]. Durch Bindung des
39 kDa Chaperons LRPAP wird im ER eine korrekte Proteinfaltung ermdglicht und eine vor-
zeitige Ligandenbindung wahrend des Transports aus dem ER zum Golgi-Apparat verhindert
[202, 210-212]. Dort dissoziiert LRPAP als Folge eines niedrigen pH-Wertes durch Protonie-
rung von Histidinseitenketten [202, 213, 214]. LRP1 wird im trans-Golgi-Netzwerk durch eine
Furin-Protease in die 515 kDa o-Kette sowie die 85 kDa schwere (-Kette gespalten, welche
nicht-kovalent assoziieren und eine funktionelle Einheit bilden [215]. Der reife Rezeptor setzt
sich somit aus der extrazelluldren o-Kette und der B-Kette zusammen, welche aus einem
kurzen extrazellularen Teil, einer transmembrandren Domane sowie der 100 Aminosauren
langen intrazytoplasmatischen Domane (ICD) besteht (Abbildung 4) [202, 208]. Die Interakti-

on mit |l6slichen oder membrangebundenen Liganden wird Uuber Cysteine-rich
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Complement-type Repeats (CR) in der a-Kette vermittelt [202]. Diese Ligandenbindungsstel-
len sind in vier Cluster angeordnet und werden von N-terminal als Domanen | — IV bezeich-
net [202]. Die Cluster unterscheiden sich in ihrer Ladungsdichte sowie den hydrophoben Be-
reichen und ermdglichen dadurch eine Cluster-spezifische Ligandenbindung [202, 216].
Durch Bindeexperimente konnten die Cluster Il und IV als bevorzugte Interaktionsstellen
identifiziert werden [202, 217]. Die Liganden umfassen neben Wachstumsfaktoren (Midkine;
Platelet-derived Growth Factor, PDGF) und Zytokinen (Transforming Growth Factor ), Mat-
rixproteine (Thrombospondin-1, Fibronectin) und Proteinkomplexe (Tissue Plasminogen
Activator/Plasminogen Activator Inhibitor-1, tPA/PAI-1; Faktor VIII/Von-Willebrand-Faktor)
[202]. An der hoch-affinen Ligandenbindung an die CR-Domanen sind besonders Lysine in
der Struktur der Liganden beteiligt [202, 218, 219]. Die Bindung von LRPAP an die CR-
Domanen blockiert die Interaktion aller LDL-Rezeptoren mit potenziellen Liganden [202,
212]. Neben den CR-Domanen besitzt die a-Kette B-Propeller-Domanen welche an der pH-
Wert gesteuerten Ligandenablésung in Endosomen beteiligt sind und von EGF-Motiven um-
geben werden [202, 213, 220]. Dadurch wird eine individuelle Sortierung von Rezeptoren
und Liganden in den frihen Endosomen ermoglicht. Die B-Kette enthalt an der C-terminalen
ICD Motive fir die intrazellulare Ligandenbindung, die Steuerung der Rezeptorinternalisie-
rung sowie der Signaltransduktion und schliel3t ein YxxL-, zwei Dileucin- sowie zwei
NPxY-Domanen ein [202]. Die proximale NPxY-Domane ist an friihen Schritten der LRP1-
Biosynthese beteiligt, wahrend das distale NPxY-Motiv mit einem YxxL-Motiv Uberlappt und
das primare Endozytosesignal vermittelt [221-224]. Weiterhin sind am C-terminalen Ende
zwei Dileucin-Motive angeordnet, wovon das distale Motiv unabhangig von der
YxxL-Domane ebenso an der Rezeptorendozytose beteiligt ist [221, 224]. Sorting Nexin 17
(Snx17) ist ein wichtiger Regulator intrazellularer Sortierungsprozesse und konnte als Ligand
des proximalen NPxY-Motives nachgewiesen werden [224-227]. Nach Bindung steuert es
Uber Recycling-Endosome die effiziente Rickflihrung von LRP1 an die Zelloberflache [228].
Die NPxY-Motive stellen neben der Beteiligung am Endozytose-Recycling-Kreislauf einen
wichtigen Interaktionspartner intrazellularer Adapterproteine z.B. Fe65 oder Disabled-1
(Dab1) dar [224, 229-231]. Die Steuerung der intrazelluldaren Ligandenbindung erfolgt dabei
Uber spezifische Phosphorylierungen an den NPxY-Motiven [224, 232]. Die Vielzahl der
intrazellularen Liganden sowie der Phosphorylierungsstatus der ICD ermdglichen eine effizi-

ente Steuerung von Signaltransduktionsprozessen und der Endozytose [224].
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Abbildung 4: Struktur des LDL-Rezeptors und von LRP1 modifiziert nach Lillis et al.,
2008 [202]. LRP1 besteht aus einer 515 kDa a-Kette, welche mit der 85 kDa B-Kette nicht-
kovalent verbunden ist. Vor dem Transport an die Zelloberflache spaltet eine Furin-Protease
(Pfeil) das LRP1-Vorlauferprotein im trans-Golgi-Netzwerk. Die o-Kette enthalt vier Ligan-
den-bindende Cluster (I-IV) sowie B-Propeller-Doméanen und EGF-Motive. Die -Kette bein-
haltet ein NPxY-Motiv, ein NPxYxxL-Motiv sowie zwei Dileucin-Motive und spielt in der Regu-
lation der Endozytose sowie von Signaltransduktionsprozessen eine wichtige Rolle.

1.4.2 Funktionen von LRP1

LRP1 interagiert mit zahlreichen extra- sowie intrazellularen Liganden und ist in verschiede-
ne pathologische Prozesse wie Atherosklerose, Morbus Alzheimer, Acute Respiratory
Distress Syndrom (ARDS) und Myokarditis involviert [158, 202, 233]. Es wird ubiquitar
exprimiert und konnte in Leber, Gehirn, Niere, Lunge, Gefalisystem, Herz und Immunzellen
nachgewiesen werden [202, 234]. Eine systemische Deletion in der Maus fiihrt zu einem
frihembryonalen Tod der Tiere aufgrund massiver Blutungen um den Tag 13,5 der embryo-
nalen Entwicklung und deutet auf eine kritische Rolle von LRP1 fur die Entwicklung eines
stabilen Gefallsystems hin [202, 235, 236]. LRP1 vermittelt seine Funktionen Uber die drei
molekularen Mechanismen Endozytose, proteolytische Prozessierung sowie Aktivierung von

Adaptermolekiilen, welche nachfolgend mit Beispielen erlautert werden.
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1.4.21 Endozytose

Nach Ligandenbindung an reifes LRP1 in der Plasmamembran wird unter Beteiligung des
YxxL- sowie distalen Dileucin-Motives die Clathrin-abhangige Endozytose eingeleitet [221,
237]. In der Leber kdnnen auf diese Weise zahlreiche extrazellulare Molekile aufgenommen
werden, welche a,-Makroglobulin-Proteasekomplexe, Faktor VIII und Lipoproteine wie Chy-
lomikronen aus dem Plasma umfassen [238-241]. Hepatisches LRP1 ist somit an wichtigen
Stoffwechselwegen beteiligt und fur die Aufrechterhaltung der Homdéostase notwendig [202].
LRP1 wird in Neuronen exprimiert und interagiert mit dem Transmembranprotein
Beta-amyloid Precursor Protein (APP) [202]. Das Adapterprotein Fe65 verbindet dabei APP
mit LRP1 am Membran-distalen NPxY-Motiv der ICD [202, 242]. Nach Endozytose ermogli-
chen im Endosom ansassige Proteasen eine vermehrte APP-Proteolyse und damit Produkti-
on von Beta-amyloid (AB) [202, 243]. LRP1 und die AB-Peptide werden an die Zelloberflache
zurtckgeflhrt und freigesetzt [202]. Da die extrazellulare Akkumulation von Ap-Peptiden eine
SchlUsselrolle bei der Entstehung der Morbus Alzheimer spielt, ist LRP1 durch Regulation
der AB-Peptidkonzentration an der Entstehung beteiligt [202, 244-246].

1.4.2.2 Proteolytische Prozessierung

Sobald das reife LRP1 in der Plasmamembran verankert ist, kann durch Proteasen wie
Beta-site APP Cleaving Enzyme 1 (BACE1) oder A Disintegrine And Metalloproteinase
(ADAM) eine l6sliche extrazellulare Domane (soluble, sLRP1) abgespalten werden [237,
247, 248]. Das sLRP1 besteht aus der a-Kette, welche mit einem 55 kDa Fragment der
B-Kette verbunden ist und im Plasma sowie Liquor cerebrospinalis nachweisbar ist [237,
249-251]. In geschadigtem peripherem Nervengewebe konnte sLRP1 nach Abspaltung von
Schwann-Zellen neuropathischen Schmerz durch Blockade der Tumornekrosefaktor-o
(TNFa)-Reaktion abschwachen [241, 252]. Bei entzindlichen Erkrankungen wie rheumatoi-
der Arthritis oder systemischen Lupus erythematodes trug sLRP1 durch Induktion der Ex-
pression inflammatorischer Zytokine von Makrophagen zum Krankheitsfortschritt bei [241,
253]. In bronchoalveolarer Lavage von Patienten mit ARDS war die Konzentration von
sLPR1 erhdéht und fihrte durch Blockade der Endozytose von Matrix-Metalloproteasen zu
einer weiteren Lungengewebsschadigung [233, 241, 254].

Die nach extrazelluldrer Proteolyse in der Membran verbleibende p-Kette kann mittels
Presenilin-abhangiger y-Sekretase abgespalten und nach Translokation in den Zellkern die
Transkription regulieren [202, 255, 256]. Im Gegensatz zu den pro-inflammatorischen Effek-
ten des extrazellularen sLRP1 transloziert die ICD an den Interferon-y-Promotor, unterdrickt
die Expression des Zytokins und damit auch die Entziindungsreaktion [241, 253, 256, 257].

Durch Okklusion der Arteria cerebri media konnte im Mausmodell eine erhohte
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y-Sekretase-Aktivitat festgestellt und die nukleare Translokation der ICD mit apoptotischem
Zelltod der Neurone korreliert werden [241, 258].

1.4.2.3 Bindung von Adaptermolekiilen

Nach extrazellularer Ligandenbindung dienen die NPxY-Motive der ICD als Bindestellen flr
Adaptermolekile und ermdglichen die intrazelluldre Signaltransduktion [237]. So kann z.B.
Dab1 direkt an das distale NPxY-Motiv binden und Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen wie Src
oder Abl aktivieren [237]. Es konnte als wichtiger Signalgeber fur die Positionierung migrie-
render Neurone wahrend der Gehirnentwicklung nachgewiesen werden [208, 231].

LRP1 kann Uber Adaptermolekile andere Membranproteine binden oder deren Aktivitat mo-
dulieren [234]. Dies erlaubt LRP1 die Signalwege anderer Rezeptoren fur die Vermittlung
von Effekten zu nutzen [237]. Neben Tropomyosin Receptor Kinase A wurden APP, Insulin-
like Growth Factor 1 Receptor, N-methyl-D-aspartate, Integrine (siehe 1.4.3) sowie Platelet-
derived Growth Factor Receptor B (PDGFRp) als Corezeptoren identifiziert [202, 237, 242,
259-262]. Wachstumsfaktoren der PDGF-Familie stellen ein potentes Mitogen fir glatte
Muskelzellen (SMC) und Fibroblasten dar [263, 264]. In atherosklerotischen Lasionen stimu-
liert PDGF die Migration von SMC aus der Media in die Intima und regt diese zur Proliferati-
on sowie Produktion von Matrixmolekllen an [199, 202, 265]. LRP1 stellt einen physiologi-
schen Modulator des PDGF-Signalweges dar [202, 260]. Nach Phosphorylierung des dista-
len NPxY-Motives der ICD Uber den PDGF-Rezeptor vermittelt nach Lillis et al. das Adap-
termolekil Shc die Signaltransduktion Uber die Aktivierung von Ras und Mitogen-activated
Protein-Kinase [266]. Eine gewebespezifische Deletion von LRP1 in SMC fihrte in Mausen
mit LDL-Rezeptor-Defizienz zu SMC-Proliferation, Aneurysmabildung sowie Anfalligkeit fir
Cholesterol-induzierte Atherosklerose [202, 266, 267]. Diese Effekte konnten mit dem Inhi-
bitor der PDGF-Signalkaskade Gleevec verhindert werden [202, 266, 267]. LRP1 hat somit
eine wichtige Rolle in der Regulation der PDGF-Rezeptoraktivitdt und wirkt atheroprotektiv
[202, 266].

1.4.3 LRP1 und Integrine

Integrine spielen fir die Zelladhasion- und Migration eine herausragende Rolle und interagie-
ren mit LRP1 [202]. LRP1 kann die Integrin-Funktion durch direkte Interaktion oder Uber Ko-
operation mit anderen Molekulen z.B. Thrombospondin (TSP) modulieren [202]. In einer
Fibrosarkom-Zelllinie konnte LRP1 die Zellmigration durch Vermittlung von Endozytose und
Recycling der Integrine beeinflussen [266, 268]. Dies erfolgte nach Formation eines Komple-
xes aus PAI-1 und Urokinase Plasminogen Activator (UPA)/uPA-Rezeptor an Integrine [202,
266]. Nach Komplexbildung steuerte LRP1 die Internalisierung, welche durch Akkumulation
von B;- und Bs-Integrinen in Endosomen nachgewiesen wurde [202]. Die Aufhebung der Ak-
kumulation durch anti-LRP1-IgG oder LRPAP zeigte, dass LRP1 flir die PAI-1-/uPA-
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induzierte Endozytose von Integrinen verantwortlich war [202, 266, 268]. TSP ist ein Protein
der extrazellularen Matrix und fordert die Zellmigration durch Bildung eines Komplexes mit
LRP1 und Calreticulin [202, 266]. Dies fuhrt zum Abbau von fokalen Adhasionskontakten aus
Integrin-Clustern mit Ablésung der Zelle von der Matrix [266, 269, 270]. Die Abhangigkeit der
TSP-vermittelten Zellmigration von LRP1 und Calreticulin wurde durch Blockade der TSP-
vermittelten Migration durch LRPAP sowie mit Calreticulin- und LRP1-defizienten
Fibroblasten gezeigt [202, 266, 271].

In murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) konnte bei Abwesenheit von LRP1 eine redu-
zierte B+-Integrin Oberflachenexpression gezeigt werden [202, 272]. Im Gegensatz dazu war
der zellulare Gesamtgehalt unverandert und B4-Integrine wurden vermehrt im ER nachge-
wiesen [202, 272]. Dies deutet auf eine Rolle von LRP1 in der posttranslationalen Prozessie-
rung sowie dem Transport von B4-Integrinen an die Zelloberflache hin [202, 272]. LRP1 ver-
mittelt auch die Endozytose von fBs-Integrinen [224]. Dies konnte durch Akkumulation von
LRP1 und B4-Integrin auf der Oberflache von MEF mit einer knock-in (ki) Mutation am dista-
len LRP1-NPxYxxL-Motiv gezeigt werden, welches zugleich als Interaktionsdomane identifi-
ziert wurde [224]. Funktionell fihrte die vermehrte p4-Integrin-Oberflachenexpression zu ge-
steigerter Zelladhasion sowie reduzierter Migration. Dies kann durch vermehrte fokale Adha-
sionspunkte, eine gesteigerte Phosphorylierung der fokalen Adhasionskinase sowie reduzier-
te MMP-Aktivitat erklart werden [224, 273].

Auf Leukozyten wurde eine direkte Interaktion von LRP1 mit den B,-Integrinen LFA-1 und
Mac-1 beobachtet [202, 274-276]. LRP1 interagiert mit den I-Domanen der ,-Integrine und
ist in der monozytaren Zelllinie U937 am LFA-1 Clustering sowie der Zelladhasion beteiligt
[202, 274]. Weckbach et al. konnten 2014 das Zytokin Midkine als potenziellen Vermittler
zwischen LRP1 und B.-Integrinen identifizieren [185]. Durch LRP1-Blockade konnte die Sta-
bilisierung der hoch-affinen Konformation von B,-Integrinen Uber immobilisiertes Midkine ver-
hindert werden [185, 277]. Trotz dieser Hinweise ist der genaue molekulare Mechanismus,
wie MK in Abhangigkeit von LRP1 B,-Integrine und davon abhangige Schritte der Rekrutie-

rung beeinflusst, unklar [185].
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1.5 Fragestellung

Der Transmembranrezeptor LRP1 ist Teil der LDL-Rezeptorenfamilie und vermittelt neben
der Endozytose zahlreiche Signaltransduktionsprozesse. Durch Interaktion mit extra- sowie
intrazellularen Liganden und die Fahigkeit andere Transmembranrezeptoren wie Integrine
regulieren zu koénnen, ist LRP1 an einer Vielzahl physiologischer und pathologischer

Prozesse beteiligt. In Vorarbeiten konnte eine pharmakologische Blockade von LRP1 die
MK-vermittelte Induktion der hoch-affinen B,-Integrin-Konformation auf PMN in vitro verhin-

dern. Dies fUhrte zu der Hypothese, dass LRP1 als funktionell relevanter Rezeptor der
MK-vermittelten und B,-Integrin-abhangigen Rekrutierung von PMN im Rahmen der akuten
Entziindungsreaktion agiert [185]. Um die exakte Rolle von LRP1 zu untersuchen, sollte im
ersten Schritt dieser Arbeit die Etablierung eines LRP1-defizienten Maus- und Zellmodells
erfolgen. Hierzu sollten LysM-Cre/LRP1""- sowie Vav-iCre/LRP1"-M&use genotypisch und
phanotypisch charakterisiert werden. Darluber hinaus sollte die LRP1-Expression in
Hoxb8-SCF-Zellen nach Generation aus Vav-iCre/LRP1"-Mausen sowie in Hoxb8-FL-Zellen
nach Ausschaltung des LRP1-Gens mittels CRISPR/Cas9 untersucht werden. In einem
zweiten Schritt sollten LRP1 und B,-Integrine auf PMN molekular charakterisiert werden.
Hierzu sollte mittels Durchflusszytometrie die LRP1-Expression und Regulation analysiert
sowie die Rolle von LRP1 fur die Expression von ,-Integrinen aufgeklart werden. In dem
dritten Schritt sollten die generierten LRP1-defizienten Zellen einer funktionellen Charakteri-
sierung zugefiuhrt werden. Hierzu sollte die exakte Lokalisation von LRP1 und B,-Integrinen
wahrend der Induktion der Adhasion konfokalmikroskopisch dargestellt werden. Schlielich
sollte die Regulation der hoch-affinen Konformation der 3,-Integrine durch das Bindeverhal-
ten von ICAM-1 und Fibrinogen durchflusszytometrisch analysiert werden. Abschliel3end
sollte der Einfluss von LRP1 auf die einzelnen Schritte der Rekrutierungskaskade in
Mikroflusskammern in Abhangigkeit verschiedener Stimuli untersucht werden.

Zusammenfassend soll diese Studie zu einem besseren Verstandnis der funktionellen
Bedeutung von LRP1 fur die MK-vermittelte Rekrutierung von PMN im Rahmen der akuten
Entzindungsreaktion beitragen und dadurch die Entwicklung neuer Strategien fir die

Behandlung von akuten und chronischen Entziindungszustanden ermoglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Produkt

Hersteller

2-Estradiol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Acrylamid (30%)/Bis-Lésung

Applichem, Darmstadt, DEU

Agarose

Genaxxon bioscience, Uim, DEU

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

BD FACS Lysing Solution (10 x Konzentrat)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Bromphenolblau

Applichem, Darmstadt, DEU

Calciumchlorid (CaCl,)

Roth, Karlsruhe, DEU

Diisopropylfluorophosphat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid

Applichem, Darmstadt, DEU

Dithiothreitol

Applichem, Darmstadt, DEU

dNTP Mix (je 10 mM)

New England Biolabs, Ipswich, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Biochrom, Berlin, DEU

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

AppliChem, Darmstadt, DEU

Fetales Kalberserum (FKS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fettfreies Trockenmilchpulver

Topfer, Dietmannsried, DEU

Ficoll-Paque Plus

GE Healthcare, Chicago, USA

GeneRuler 1 kbp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Glukose

Roth, Karlsruhe, DEU

Glycerol

Applichem, Darmstadt, DEU

Glycin

Applichem, Darmstadt, DEU

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Biochrom, Berlin, DEU

Heparin-Natrium 25.000

Ratiopharm, Ulm, DEU

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)

Roth, Karlsruhe, DEU

KAPA2G Fast HotStart ReadyMix

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ketamin

Inresa, Freiburg, DEU

Lipofektamin 2000

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Magnesiumchlorid (MgCl,)

AppliChem, Darmstadt, DEU

Manganchlorid (MnCl,)

AppliChem, Darmstadt, DEU

Methanol

Th.Geyer, Renningen, DEU

Midori Green

Nippon, Tokyo, Japan

Natriumacetat

Applichem, Darmstadt, DEU

Natriumchlorid (NaCl)

AppliChem, Darmstadt; DEU

Natriumdesoxycholat

Applichem, Darmstadt, DEU

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Applichem, Darmstadt, DEU

Natriumfluorid

Applichem, Darmstadt, DEU

Natriumorthovanadat

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Opti-MEM | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin Biochrom, Berlin, DEU

Percoll Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PermaFluor Eindeckmedium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Phosphate Buffered Saline (PBS)

Biochrom, Berlin, DEU

Ponceau S Lésung

Applichem, Darmstadt, DEU

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Puromycin Dihydrochlorid

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Random Hexamer Primer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RNaseOUT Recombinant Ribonuclease
Inhibitor

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RPMI 1640 (mit NaHCO; Phenolrot und
Glutamin)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Streptomycin

Biochrom, Berlin, DEU

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Applichem, Darmstadt, DEU

Tris-HCI

Applichem, Darmstadt, DEU

TritonX-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trizma base (Tris) AppliChem, Darmstadt, DEU
Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin, DEU
Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Xylazin Bayer, Leverkusen, DEU

2.1.2 Rekombinante Proteine

Produkt

Hersteller

Alexa Fluor 647-konjugiertes humanes Fibri-
nogen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Interleukin-8 (IL8)

R&D Systems, Minneapolis, USA

Murines (m)G-CSF

PeproTech, Rocky Hill, USA

mliL-3 PeproTech, Rocky Hill, USA
miL-6 PeproTech, Rocky Hill, USA
fMLP Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Rekombinantes (r) humanes (h)TNFa

R&D Systems, Minneapolis, USA

rmTNFa

R&D Systems, Minneapolis, USA

rhLRPAP

Antibodies-online, Aachen, DEU

Rekombinantes (r) humanes (h) MK

PeproTech, Rocky Hill, USA

rmCXCL1

R&D Systems, Minneapolis, USA

rmGM-CSF PeproTech, Rocky Hill, USA
rmICAM-1 ohne Fc Stemcell, Vancouver, Kanada
rmICAM-1/Fc R&D Systems, Minneapolis, USA
rmLRPAP R&D Systems, Minneapolis, USA

Rekombinantes (r) murines (m) MK

PeproTech, Rocky Hill, USA

rmP-Selektin/FC

R&D Systems, Minneapolis, USA
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2.1.3 Puffer, Losungen und Medien

Produkt

Additive

10 % Trenngel

33 % (v/v) Acrylamid /Bis Lésung

0,375 M Tris-HCI, pH 8,8

0,1 % (w/v) SDS

0,05 % Ammoniumpersulfat (APS)

0,05 % Tetramethylethylendiamin (TEMED)
in HQO

5 % Sammelgel

16,5 % (v/v) Acrylamid /Bis Lésung

62.5 mM Tris-HCI, pH 6,8

0,1 % (w/v) SDS

0,05 % Ammoniumpersulfat (APS)

0,05 % Tetramethylethylendiamin (TEMED)
in H20

Adhasionsmedium |

20 mM HEPES
0,25 % BSA
0,1 % Glukose
in HBSS

Adhasionsmedium I

20 mM HEPES
0,25 % BSA
0,1 % Glukose
1,2 mM CaCl,
1 mM MgCl,

in HBSS

Agarosegel

1,5 % Agarose
1 pg/ml Midori Green
in 1 x TAE Puffer

BD FACS Lysing Solution (1 x)

1:10 Verdiinnung mit H,O des
10 x Konzentrates

FACS Puffer

1 mM CaCl,
1 mM MgCl,
1% BSA
in HBSS

FL-Proliferationsmedium

1 UM 2-Estradiol

30 yM 2-Mercaptoethanol

5 % FLT3L Uberstand (B16-Zellen)
in RPMI 1640

Laufpuffer

2 M Gilycin
250 mM Tris
1% (w/v) SDS
in Hzo

Lysepuffer

25 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NaCl

0,5 mM EDTA

1 % TritonX-100

1 % Natriumdesoxycholat

1 mM Dithiothreitol

1 x Protease Inhibitor Cocktail
1 mM Diisopropylfluorophosphat
100 uM Natriumfluorid

200 pM Natriumorthovanadat
in HZO

Monozyten-Isolationspuffer

0,5 % BSA
2mM EDTA
in PBS
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RPMI 1640+

10 % (v/v) FKS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
in RPMI 1640

SCF-Proliferationsmedium

1 UM 2-Estradiol

30 uM 2-Mercaptoethanol

2 % SCF Uberstand (CHO-Zellen)
in RPMI 1640

SDS Probenpuffer (2 x)

200 mM Tris-HCI

400 mM Dithiothreitol

8 % (w/v) SDS

0,4 % (w/v) Bromphenolblau
40 % (v/v) Glycerol

20 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
in H,O, pH 6,8

Transferpuffer

192 mM Glycin

25 mM Tris

20% (v/v) Methanol
in Hzo

Tris gepufferte Kochsalzldsung mit
Tween 20 (TBST)

25 mM Tris-HCI

150 mM NaCl

0.02% (v/v) Tween 20
in Hzo

Tris-Acetat-EDTA- (TAE) Puffer
(50 x Konzentrat)

2 M Tris

1 M Natriumacetat
62.5 mM EDTA
bei pH 8.5 in H,O

SCF-Differenzierungsmedium

10 % FKS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

20 ng/ml murines G-CSF

30 uM 2-Mercaptoethanol

2 % SCF Uberstand (CHO-Zellen)
in RPMI 1640

FL-Differenzierungsmedium

10 % FKS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
10 ng/ml rmGM-CSF

in RPMI 1640

21.4 Kits

Produkt

Hersteller

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen, Hilden, DEU

Monocyte Isolation Kit (BM) mouse

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, DEU

Monocyte Isolation Kit I

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, DEU

PCRBIO Rapid Extract PCR Kit

PCRBiosystems, London, GBR

Pierce ECL Western Blotting Substrate Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, DEU

RNeasy Micro Kit

Qiagen, Hilden, DEU

SuperScript Il RT Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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2.1.5 Antikorper

Antigen Spezies Konjugat | Isotyp Klon Hersteller
B-Aktin Ziege anti- Polyklonal Santa Cruz Biotech-

human/Maus IgG nology, Dallas, USA
CD11a Ratte anti- APC lgG2a, k 2D7 BD Biosciences,

Maus Franklin Lakes, USA
CD11a Ratte anti- IgG2a, K 2D7 eBioscience,

Maus San Diego, USA
CD11a Maus anti- Alexa Flu- | IgG1k HI111 Biolegend,

human or 594 San Diego, USA
CD11b Ratte anti- PE IgG2b, K M1/70 Thermo Fisher Scien-

Maus tific, Waltham, USA
CD11b Ratte anti- IgG2b, K M1/70 | eBioscience,

Maus San Diego, USA
CD11b Maus anti- PE IgG1k ICRF44 | eBioscience,

human San Diego, USA
CD18 Ratte anti- FITC IgG2a C71/16 | BD Biosciences,

Maus Franklin Lakes, USA
CD18 Maus anti- PE IgG1k 6.7 eBioscience,

human San Diego, USA
CD31 (PE- | Hase anti- lgG1 EPR17 | Abcam,
CAM-1) Maus 259 Cambridge, GBR
Gr-1 Ratte anti- APC IgG2b, K RB6- Biolegend,

Maus 8C5 San Diego, USA
IgG (Fc- Maus anti- PE IgG2b, K H2 Southern Biotech,
spezifisch) | human Birmingham, USA
Isotyp- Maus FITC IgG1 PPV-06 | Immunotools,
Kontrolle Friesoythe, DEU
Isotyp- Ratte APC IgG2a RTK27 | Biolegend,
Kontrolle 58 San Diego, USA
Isotyp- Ratte PE IgG2b PLRV2 | Immunotools,
Kontrolle 19 Friesoythe, DEU
Isotyp- Ratte FITC IgG2a R35-95 | BD Biosciences,
Kontrolle Franklin Lakes, USA
Isotyp- Maus Alexa Flu- | IgG1k MOPC- | Biolegend,
Kontrolle or 594 21 San Diego, USA
Isotyp- Maus PE IgG1k P3.6.2. | eBioscience,
Kontrolle 8.1 San Diego, USA
Kaninchen | Ziege anti- Peroxi- Polyklonal Sigma-Aldrich,
IgG Kaninchen dase IgG St. Louis, USA
LRP1 Maus anti- FITC IgG1 14C2 Biomac,

human Leipzig, DEU
LRP1 Kaninchen IgG EPR37 | Abcam,

anti- 24 Cambridge, GBR

human/Maus
Sekundar- | Esel anti-Ratte | Alexa Flu- | Polyklonal | A- Thermo Fisher Scien-
antikorper or 594 IgG 21209 | tific, Waltham, USA
Sekundar- | Ziege anti- STAR 635 | Polyklonal | 2-0012- | Abberior,
antikérper Kaninchen IgG 002-7 Géttingen, DEU
Sekundar- | Ziege anti- Alexa Flu- | Polyklonal Thermo Fisher Scien-
antikorper Ratte or 647 IgG tific, Waltham, USA
Sekundar- | Ziege anti- Alexa Flu- | Polyklonal Thermo Fisher Scien-
antikorper Kaninchen or 568 IgG tific, Waltham, USA
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Ziege IgG Kaninchen Peroxi- Polyklonal Calbiochem,
anti-Ziege dase IgG Darmstadt, DEU

2.1.6 Zelllinien

Produkt Beschreibung Herkunft

B16 Murine Melanomzelllinie Ralph Steinman, Rockefeller
University, New York, USA
Chinese Hamster Ova- | Stammzellfaktor (SCF) pro- Hans Hacker, St. Jude Chil-

ry (CHO) duzierende chinesische dren‘s Research Hospital, Mem-
Zwerghamster Ovarzelllinie phis, USA

Human Embryonic Kid- | Humane embryonale Nieren- | American Type Culture Collec-

ney (HEK)-293T zelllinie tion (CRL-11268), Manassas,
USA
WEHI 3-B mIL-3 produzierende murine | Deutsche Sammlung von Mikro-
myelomonozytare Leukamie- | organismen und Zellkulturen
zelllinie (ACC 26), Braunschweig, DEU

2.1.7 Versuchstiere

LRP1"-Mause aus dem 129S7/SvEvBrd-Stamm wurden von Jackson Laboratory (Bar Har-
bor, USA) bezogen. Diese wurden mit Vav-iCre-Mausen mit einem (CBA/Ca x C57BL/10)F2
Hintergrund von Jackson Laboratory gekreuzt, um Vav-iCre*/LRP1"- und Vav-iCre /LRP1""-
Tiere zu ziichten. Um LysM-Cre*/LRP1""- und LysM-Cre/LRP1"-Versuchstiere zu erhalten
wurden LysM-Cre-Mause mit einem 129P2/OlaHsd Hintergrund von Jackson Laboratory

bezogen und mit LRP1""

-Mausen gekreuzt. Fur Kontrollexperimente wurden nur Wurfge-
schwister der genannten Mauslinien verwendet. C57BI/6N Wildtyp-(WT)-Mause wurden von
Charles River Laboratories (Wilmington, USA) bezogen. Dr. Anton Roebroek stellte Kno-
chenmark von LRP1 NPxYxxL knock-in-(LRP1-NPxYxxL“)-Mausen sowie Kontrolltieren
(LRP1-NPxYxxL®™) zur Verfligung. Die Maushaltung erfolgte in Ubereinstimmung mit dem
Tierschutzgesetz im Walter-Brendel-Zentrum fir Experimentelle Medizin der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen. Die Genehmigung fur die Tierversuche dieser Arbeit

wurde von der Regierung von Oberbayern erteilt (AZ: 55.2-1-54-2532-68-15).

Linie Genetischer Hintergrund Referenz

Wildtyp (WT) C57BI/6N

LRP1™ 129S7/SvEVBrd Rohlmann et al., 1996 [278]
LysM-Cre 129P2/OlaHsd Clausen et al., 1999 [279]
Vav-iCre (CBA/Ca x C57BL/10)F2 De Boer et al., 2003 [280]

LysM-Cre/LRP1™"
Vav-iCre/LRP1™
LRP1 NPxYxxL C57BL6/J x 129 Roebroek et al., 2006 [281]
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2.1.8 Gerate

Produkt

Hersteller

100 x /1,4 NA Ol-Immersionsobjektiv

Leica, Wetzlar, DEU

1394 ORCA-ERA Kamera

Hamamatsu Photonics, Herrsching, DEU

20 x /0,75 NA Plan-Apochromat Objektiv

Zeiss, Gottingen, DEU

20 x /1,0 NA Plan Apochromat Wasser-
Immersionsobjektiv

Zeiss, Gottingen, DEU

63 x /1,4 NA Ol-Immersionsobjektiv

Leica, Wetzlar, DEU

Aequoria MDS Dunkelkammer

Hamamatsu Photonics, Herrsching, DEU

Axio vert 200M Mikroskop

Zeiss, Gottingen, DEU

AxioCam HR Digitalkamera

Zeiss, Gottingen, DEU

BD Canto Il Durchflusszytometer

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

BD LSRFortessa Durchflusszytometer

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

CCD Kamera Evolve

Teledyne Photometrics, Tucson, USA

Hochprazisionsspritzenpumpe KDS-232

KD Scientific, Holliston, USA

Konfokaler Scanner CSU-X1

Yokogawa Electric Corporation, Musashino,
JPN

Konfokalmikroskop TCS SP5

Leica, Wetzlar, DEU

Mini-PROTEAN Tetra vertikale Gelelektro-
phoreseapparatur

Biorad, Hercules, USA

Gefrierbehalter

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Operationsmikroskop Stemi 2000-C

Zeiss, Gottingen, DEU

Peglab horizontale Gelelektrophoreseappa-
ratur

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, DEU

Spinning-Disc Konfokalmikroskop Examiner

Zeiss, Gottingen, DEU

STED WeiBlichtlaser Konfokalmikroskop

Leica, Wetzlar, DEU

TCS SP8X

Thermocycler UNO I

Biometra, Géttingen, DEU

Trans-Blot Turbo Transfersystem

Biorad, Hercules, USA

Wasseraufbereitungssystem

Millipore, Burlington, USA

Zentrifuge EBA 12R

Hettich, Bach, CHE

Zentrifuge Multifuge 3 L-R

Heraeus, Hanau, DEU

2.1.9 Software

Produkt

Hersteller

Affinity Designer und Affinity Photo

Serif, Nottingham, GBR

AxioVision 4

Zeiss, Gottingen, DEU

BD FACS Diva

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Chemotaxis und Migrations Tool V2.0

IBIDI, Planegg, DEU

Endnote X8

Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

FlowJo 10 Tree Star, Ashland, USA

ImageJ National Institutes of Health, Bethesda, USA
LAS AF Software Leica, Wetzlar, DEU

LAS X Software Leica, Wetzlar, DEU

SigmaPlot 12.5

Systat Software, Erkrath, DEU

Slidebook 6.0.8

Intelligent Imaging Innovations, Denver, USA

Wasabi Software

Hamamatsu Photonics, Herrsching, DEU
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2.2 Methoden

2.21 Isolation von murinen PMN

Murine (m)PMN aus dem Knochenmark von C57BI/6-Wildtypmausen sowie
LysM-Cre*/LRP1"- LysM-Cre/LRP1""- Vav-iCre*/LRP1"- und Vav-iCre/LRP1""-Mé&usen
wurden mithilfe eines diskontinuierlichen Percoll-Dichtegradienten isoliert [282]. Dieser
wurde durch Verdunnung der Percoll-Lésung mit PBS auf 52%, 62% und 72% sowie nach-
folgendem vorsichtigem Aufschichten hergestellt. Nach Praparation und Spilen von
Humerus, Femur und Tibia mit PBS erfolgte das Filtern (0,2 um) der Zellsuspension und Pi-
pettieren auf den dreischichtigen Percoll-Gradienten (52%/62%/72%). Nach Zentrifugation
(1000 x g, 30 min, 4°C) ohne Bremse wurden die PMN an der 64%/72%
Percoll-Trennschicht entnommen und nach Aufnahme in PBS erneut zentrifugiert (300 x g,
10 min, 4°C). Anschliefend wurden die PMN in RPMI 1640+ Medium, welches zu 20% mit
WEHI 3-B-Uberstand versetzt war, resuspendiert. Der WEHI 3-B-Uberstand enthalt u.a. den
Wachstumsfaktor IL-3, welcher die Zelldifferenzierung stimuliert. Es folgte eine Inkubation

bei 37°C mit 5% CO,. Eine Trypanblau-Farbung zeigte einen Lebendzellanteil von >95%.

2.2.2 Isolation von humanen PMN

Humane PMN wurden aus dem mit Citrat (0,3%) antikoagulierten Vollblut gesunder Spender
unter Berucksichtigung der Deklaration von Helsinki und der Richtlinien der Ethikkommission
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen isoliert [283]. Die Sedimentierung der Erythro-
zyten erfolgte in Anwesenheit von 40% (v/v) autologem Plasma fir 1 h. Anschliellend wurde
die leukozytenreiche Plasmaphase auf einen diskontinuierlichen isotonen Percoll-Gradienten
(55%/74%) aufgetragen. Dieser wurde durch Verdlinnung von isotonem Percoll (0,9% NacCl)
mit PBS auf 55% und 74% mit anschlieRendem Aufschichten hergestellt. Nach Zentrifugation
mit 600 x g fir 20 min ohne Bremse wurde die Leukozyten enthaltende Schicht gesammelt,
mit PBS gewaschen und nach Aufnahme in Adhasionsmedium Il den Versuchen zugeflhrt.

Eine Trypanblau-Farbung zeigte einen Lebendzellanteil von >99%.

2.2.3 lIsolation von murinen Monozyten

Die Isolation von murinen Monozyten erfolgte aus dem Knochenmark von
C57BI/6-Wildtypmausen mithilfe der Magnetic-activated Cell Sorting-(MACS)-Technik. Das
Prinzip der MACS-Separation beruht dabei auf negativer Selektion durch primare Markierung
der nicht gewiinschten Population mittels Biotin-konjugierter Antikorper. Eine sekundare
Markierung mit anti-Biotin Antikdrper gekoppelten paramagnetischen Mikropartikeln erlaubt
die Separation mithilfe eines Magneten. Nach Praparation und Spulen von Humerus, Femur
und Tibia mit Monozyten-Isolationspuffer, wurde die Zellsuspension gefiltert (0,2 pm) und

gewaschen (300 x g, 10 min, 4°C). Es wurde die Zellzahl bestimmt und die Isolation der
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Monozyten gemall dem Protokoll des Monocyte Isolation Kit (BM) mouse der Firma Miltenyi
Biotech durchgefuhrt.

2.2.4 Isolation von humanen Monozyten

Humane Monozyten wurden aus dem mit Citrat (0,3%) antikoagulierten Vollblut gesunder
Spender mithilfe der MACS-Technik unter Bertcksichtigung der Deklaration von Helsinki und
der Richtlinien der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Muinchen isoliert.
Nach Verdinnung von 25 ml antikoaguliertem Vollblut mit 10 ml PBS erfolgte eine Isolation
der Monozyten mittels Dichtegradientenzentrifugation. Nach dem Schichten auf 10 ml
Ficoll-Paque Plus wurde die Probe mit 400 x g fir 20 min ohne Bremse bei RT zentrifugiert.
Die Monozyten wurden aus der Interphase abgenommen, mit PBS gewaschen und die Zell-
zahl bestimmt. Nach Aufreinigung mithilfe der MACS Technik entsprechend dem Protokoll
des Monocyte Isolation Kit Il der Firma Miltenyi Biotech wurden die Zellen den Versuchen

zugefuhrt.

2.2.5 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl zu bestimmen wurden die Zellen mit Trypanblau gefarbt und mithilfe einer
Neubauer Zahlkammer lichtmikroskopisch quantifiziert. Daftir wurde die Zellsuspension zu-
erst 1:10 mit Trypanblau verdinnt und anschlieRend in eine Neubauer Zahlkammer pipet-
tiert. Nach Auszahlen von 4 GroRquadraten von je 1 mm? Flache und 0,1 mm Tiefe konnte
mit einer Division der Zellzahl durch 4 sowie einer Multiplikation mit 10° die durchschnittliche

Zellzahl pro ml Zellsuspension berechnet werden.

2.2.6 Isolation von genomischer DNA

Fir die Genotypisierung der Versuchstiere wurde die genomische DNA aus Ohr- oder
Schwanzbiopsien von LysM-Cre*/LRP1"- LysM-Cre/LRP1"- Vav-iCre*/LRP1"- und
Vav-iCre/LRP1""-Mausen isoliert und nach Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Gelelekt-
rophorese analysiert. Die DNA-Isolation wurde gemal dem Protokoll des PCRBIO Rapid
Extract PCR Kit der Firma PCRBiosystems durchgefihrt. Die genomische DNA wurde an-
schliefend der PCR zugefuhrt oder bei -20°C gelagert.

2.2.7 Isolation von mRNA

Um RNA aus murinen und humanen PMN sowie humanen Monozyten nach reverser
Transkription und Gelelektrophorese analysieren zu kénnen, wurde die RNA aus den euka-
ryotischen Zellen isoliert. Es wurden 2 x 10° Zellen je Versuchsansatz eingesetzt und ent-
sprechend dem Protokoll des RNeasy Micro Kit der Firma Qiagen bearbeitet. Die
MRNA-Konzentration wurde mit einem Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA) bestimmt und die RNA der reversen Transkription zugefihrt.
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2.2.8 Reverse Transkription

Die reverse Transkription ermdglicht die Herstellung der zur mRNA komplementaren DNA
(cDNA) durch eine RNA-abhangige DNA-Polymerase. Diese reverse Transkriptase benétigt
zur Initiation der cDNA Synthese ein DNA Stick mit freiem 3‘-Hydroxyende, den Primer,
welcher zugegeben wird. Zusatzlich werden freie Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)
und Puffer fur die Synthese des zur eukaryotischen mRNA komplementaren DNA Stranges
hinzugefugt. Entsprechend dem Protokoll des SuperScript II RT Kits der Firma Thermo
Fisher Scientific wurden initial zur Primerhybridisierung 1 yl Random Hexamer Primer, 100
ng mMRNA, 1 pyl ANTP Mix (je 10 mM) in ein Tube pipettiert und nach Auffillen mit
RNAse-freiem H,0 auf 12 pl fur 5 min bei 65°C inkubiert. Auf Eis wurden anschliel3end 4 pl
5x First-Strand Puffer, 2 ul Dithiothreitol (0,1 M) sowie 1 pyl RNAse OUT Recombinant
Ribonuclease Inhibitor zugegeben und fir 2 min bei 25°C inkubiert. Die DNA-Polymerisation
erfolgte nach Zugabe von 1 ul SuperScript Il Reverser Transkriptase fur 10 min bei 25°C
sowie fir 50 min bei 42°C. Um die Enzyme zu deaktivieren, wurden die Reaktionsgefalle flr
15 min auf 70°C erhitzt. Mithilfe der Reversen Transkriptase wurde somit aus der einzel-
strangigen mMRNA eine cDNA synthetisiert und im nachfolgenden Schritt der Amplifikation
mittels PCR zugeflihrt oder bei -20°C gelagert.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Vervielfaltigung der genomischen DNA oder cDNA mittels PCR wurde nach Zugabe spe-
zifischer Primer (Tabelle 1) der Firma Metabion mit dem Thermocycler UNO II der Firma
Biometra durchgefuhrt. Die PCR-Protokolle mit spezifischen Bedingungen fur das LRP1-,
LysM-Cre- sowie Vav-iCre-Amplifikat beinhalten jeweils einen initialen Denaturierungsschritt,
um die doppelstrangige DNA zu trennen. Daran schlie3t sich ein Zyklus aus Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation zur exponentiellen Vervielfaltigung an. Ein finaler
Elongationsschritt beendet die PCR. Die PCR-Produkte wurden bei 4°C gekuhlt und der Auf-
trennung mittels Gelelektrophorese zugefihrt. Um den Genotyp von LRP1-WT- und
LPR1"-Mausen zu unterscheiden, wurde ein die loxP-Stelle flankierendes Primerpaar ge-
wahlt. PCR-Produkte mit einer Lange von 350 base pairs (bp) zeigten dabei loxP-Allele an,
wahrend das WT-Allel bei einer Lange von 291 bp detektiert wurde (Abbildung 5). Die Ampli-
fikation der cDNA nach reverser Transkription erfolgte mit Primern welche in Exon 1 und 5
der LRP1 WT-Sequenz binden und ein PCR-Produkt von 510 bp ergeben. Die Lokalisation
der Primer in den Exons ist notwendig, da die mRNA und somit auch die cDNA keine
Intron-Abschnitte enthalt (Abbildung 6). LysM-Cre -Allele wurden bei einer Lange von 350 bp
erkannt. LysM-Cre*-Mause mit einer Primerbindestelle in der Cre-Sequenz in Exon 1
resultierten in der PCR mit einer Lange von 700 bp (Abbildung 7). Die PCR zur Genotypisie-
rung der Vav-iCre-Mause erlaubt keine Unterscheidung zwischen homozygoten oder hetero-

zygoten Improved Cre (iCre) Allelen. Die iCre-Rekombinase stellt eine genetisch modifizierte
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Variante der Cre-Rekombinase mit gesteigerter Expressionsrate dar [284]. Da die Primer im

iCre-Locus binden, ist nur bei Vav-iCre’-Mausen ein 800 bp Produkt zu detektieren

(Abbildung 8).

Tabelle 1: Lange der PCR-Amplifikate und Primersequenzen

Primer Amplifikatlange 5‘-3‘ Sequenz
LRP1 WT: 291 bp Fw: CATACCCTCTTCAAACCCCTTCCTG
Floxed: 350 bp Rv: GCAAGCTCTCCTGCTCAGACCTGG
LRP1 WT: 510 bp Fw: TGACCCCGCCGTTGCTCCTG
Rv: TGAAGGAGCCGTCTGTGTTG
LRP1 (CRISPR) | WT: 417 bp Fw: CGGGGAGAGGAAGATAAAGG
Rv: CTTTTCCTACCCAGGCCTCT
LysM-Cre WT: 350 Fw: CTTGGGCTGCCAGAATTTCTC
LysM-Cre: 700 bp | Rv WT: TTACAGTCGGCCAGGCTGAC
Rv LysM-Cre: CCCAGAAATGCCAGATTACG
Vav-iCre Vav-iCre: 800 bp Fw: GCCTGCCCTCCCTGTGGATGCCACCT

Rv: GTGGCAGAAGGGGCAGCCACACCATT

Tabelle 2: PCR-Komponenten und Bedingungen

Produkt | Komponenten Protokoll
LRP1 KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (2x) | 1x 94°C 3 min
Fw Primer (10 pM) 0,5uM | 94°C 10 s
Rv Primer (10 pM) 0,5uM | 65°C 15 s } 30 Zyklen
DNA oder cDNA 50ng | 72°C30s
H,O (bis finales Volumen erreicht) N/A 72°C 7 min
LysM-Cre | KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (2x) | 1x 94°C 3 min
Fw Primer (10 pM) 0,5uM | 94°C 20 s
Rv Primer (10 uM) 0,5uM | 65°C 15s } 10 Zyklen
DNA 50ng | 72°C10s
H,O (bis finales Volumen erreicht) N/A 94°C 15 s
60°C 15s } 28 Zyklen
72°C10s
72°C 2 min
Vav-iCre | KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (2x) | 1x 95°C 3 min
Fw Primer (10 uM) 0,5uM | 95°C 30 s
Rv Primer (10 M) 0,5uM | 65°C 30 s } 38 Zyklen
DNA 50ng | 72°C 1 min
H,O (bis finales Volumen erreicht) N/A 72°C 7 min
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der PCR-Strategie fiir LRP1-WT- und LRP1-
floxed-Allele. Die roten Pfeile zeigen die Bindestellen spezifischer Primer an. Nach Insertion
einer loxP-Sequenz verlangert sich das PCR-Produkt von 291 bp auf 350 bp.

Exon 1

2 3 4 5
LRP1TWT L H Ij—

PCR-Produkt: 510 bp

|_> Primerbindestelle

I Exon

Abbildung 6: Schematische Darstellung der PCR-Strategie zum Nachweis des LRP1-
WT-Allels nach reverser Transkription. Die spezifischen Primerbindestellen innerhalb von

Exon 1 und 5 zeigen bei einer Produktlange von 510 bp die Anwesenheit des LRP1-WT-
Allels.

Exon

1
LysM-Cre- L) (_l

PCR-Produkt: 350 bp
Exon 1 2

——
- 0
-——

w
~

LysM-Cre*

PCR-Produkt: 700 bp

C—1 cre-Sequenz

|_> Primerbindestelle
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der PCR-Strategie fiir LysM-Cre’- und LysM-
Cre*-Allele. Durch Wahl der Primerbindestellen in Exon 1 oder der eingefiigten Cre-Sequenz
wird die Unterscheidung von LysM-Cre™- und LysM-Cre*-Allelen anhand der Lange der PCR-
Produkte ermdglicht.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der PCR-Strategie fiir Vav-Cre*-Allele. Das
Primerpaar bindet innerhalb der iCre-Sequenz und erlaubt bei einer Produktlange von 800
bp die ldentifikation des Vav-iCre*-Genotyps, jedoch keine Differenzierung zwischen ho-
mozygoten oder heterozygoten Allelen.

%

2.2.10 DNA-Gelelektrophorese

Nach der Amplifikation wurden die DNA-Fragmente entsprechend ihrer Gréfe mithilfe einer
horizontalen Gelelektrophoreseapparatur der Firma Biorad aufgetrennt. Das Gel wurde mit
1,5 % Agarose in 1 x TBE-Laufpuffer unter Zugabe von Midori Green (1 pg/ml) hergestellt
und mit den PCR-Produkten sowie einer 100 bp oder 1 kilo (k)op DNA-Leiter geladen. Nach
Anlage einer Spannung von 100 V fur 1 bis 1,5 h erfolgte die Analyse unter einer UV-Lampe
(260 nm).

2.2.11 Zelllyse

Um LRP1 in murinen PMN aus dem Knochenmark von LysM-Cre*/LRP1"- LysM-Cre’
ILRP1™- Vav-iCre*/LRP1""- Vav-iCre/LRP1""-M&usen, murinen Monozyten aus dem Kno-
chenmark von C57BI/6-Mausen, hPMN und Monozyten sowie Hoxb8-Zellen nachweisen zu
kénnen, wurde jeweils eine Zelllyse durchgefuhrt. Nach Bestimmung der Zellzahl und Zentri-
fugation (300 x g, 5 min, RT) erfolgte die Aufnahme von je 10 x 10° Zellen in 300 pl 4°C
kaltem Lysepuffer, welcher mit einem Protease Inhibitor Cocktail der Firma Sigma-Aldrich,
1 mM Diisopropylfluorophosphat, 100 uM Natriumfluorid und 200 uM Natriumorthovanadat,
versetzt war. Die Zellen wurden bei 4°C fur 30 min auf dem Drehrad lysiert und anschlieend
mechanischem Stress durch Aspiration mit einer 2 ml Spritze ausgesetzt. Es folgte die Zent-
rifugation bei 13.000 x g fiir 5 min bei 4°C, um den Zelldebris von den im Uberstand geldsten
Gesamtprotein der Zelle abzutrennen. Nach Abnahme des Uberstandes wurde 1 pl der Pro-
be mit 199 ul des Qubit-Messpuffers verdinnt und die Proteinkonzentration mit dem
Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bestimmt. Der Proteiniber-

stand wurde bei -20°C gelagert oder mit dem anionischen denaturierenden
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2x SDS-Probenpuffer flir 10 min bei 95°C erhitzt. Dies dient der Auflésung der Sekundar-,
Tertidr- und Quartarstruktur der Proteine. SDS denaturiert dabei durch Umhullung des
Polypeptidruckgrates, wahrend durch Zusatz von 2-Mercaptoethanol stabilisierende
Disulfidbriicken reduziert werden. Das anionische SDS fuhrt zudem zu einer stark negativen
Ladung der Proteine mit gleicher Ladungsdichte pro Langeneinheit. Dies erlaubt in der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli unabhéngig von der intrinsischen
elektrischen Ladung eine Separation in Abhangigkeit des Molekulargewichtes [285]. Um den
Separationsprozess zu Uberwachen, wird dem SDS-Puffer der anionische Farbstoff

Bromphenolblau zugesetzt. Dieser bildet bei der Elektrophorese die Lauffront.

2.2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese wurde mit einem Gel auf Polyacrylamidbasis in einer vertikalen Appara-
tur der Firma Biorad durchgefiihrt. Die Gellésung setzt sich aus dem Gelbildner Acrylamid
(5% Sammelgel, 10% Trenngel), Methylenbisacrylamid als Quervernetzer, einem Trenn-
oder Sammelgelpuffer sowie SDS und H,O zusammen. APS und der Katalysator TEMED
initiieren die Polymerisation. Die Separation der Molekile wird von der Porengréfie des Gels
bestimmt, welche von der Menge an Acrylamid und Methylenbisacrylamid abhangt. Nach
Ausharten des Gels wurde es in die Elektrophoreseapparatur gehangt und von einem
1x Laufpuffer umgeben. Das Laden der Taschen erfolgte mit maximal 30 ug/Tasche. Die
Elektrophorese wurde mit 100 V gestartet und in Abhangigkeit der Lauffront — angezeigt

durch den Bromphenolblaufarbstoff — nach ca. 60 min beendet.

2.2.13 Elektrotransfer auf Nitrozellulosemembran und immunologischer Nachweis
(Western-Blot)
Nach Ende der Gelelektrophorese wurde das Gel mit den Proteinen unverziglich dem
Transfer auf Nitrozellulosemembran mittels Semi-dry-Verfahren zugefihrt. Um einen einheit-
lichen Pufferfluss durch das Gel zur Membran 2zu gewahrleisten, wurden
Whatman-Filterpapiere und die Nitrozellulosemembran mit Transferpuffer befeuchtet und in
der Reihenfolge Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier von der Kathode zur Anode ange-
ordnet. Die Anlage des elektrischen Feldes erfolgte mit einer Stromstarke von 80 mA fir 2 h
senkrecht zum Gel um das Wandern der negativ geladenen Proteine in Richtung Anode und
damit zur Membran zu erméglichen. Im Anschluss wurde die Membran fur 30 s mit Ponceau
S Loésung inkubiert und durch Anfarbung der Proteinbanden der erfolgreiche Transfer tUber-
pruft. Das Blocken von unspezifischen Antikdrperbindestellen auf der Membran erfolgte fur
1 h mit 5% fettfreiem Milchpulver in TBST. Nach dem Waschen mit TBST fur 5 min wurde die
Membran mit dem anti-LRP1-(Klon EPR3724, 1:3000) oder anti-B-Aktin-(polyklonal, 1:1000)-
Primarantikorper jeweils in 5% Milchpulver in TBST Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Dem

dreimaligen Waschen fir 3 x 10 min schloss sich eine Inkubation mit dem
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Peroxidase-konjugierten anti-Kaninchen IgG-(polyklonal, 1:1000) oder dem
Peroxidase-konjugierten anti-Ziege 1gG-(polyklonal, 1:1000)-Sekundarantikérper jeweils in
TBST fur 60 min bei RT an. Fur die Detektion mittels Chemilumineszenz wurde die Membran
mit dem Enhanced Chemiluminescence-(ECL)-Substrat aus dem Kit der Firma Pierce
inkubiert. Die Analyse erfolgte nach Auftragen der Reagenz mit einer Hamamatsu 1394
ORCA-ERA-Kamera in der Aequoria-Dunkelkammer unter Verwendung der Wasabi-

Software.

2.2.14 Generierung und Differenzierung von Hoxb8-SCF- und Hoxb8-FL-Zellen

Um neben den Primarzellen Uber ein weiteres Zellsystem zu verfugen, wurden etablierte
immortalisierte hdmatopoetische Vorlauferzelllinien verwendet [286]. Diese stellen Vorlaufer-
zellen aus dem Knochenmark dar, in welche durch retrovirale Transduktion ein Fusionspro-
tein aus der Ostrogen-bindenden Domiane des Ostrogenrezeptors und dem
Hoxb8-Transkriptionsfaktor eingebracht wurde. Die unter Kontrolle des
Hoxb8-Transkriptionsfaktors exprimierten Proteine arretieren die Differenzierung der
myeloischen Vorlauferzellen und erlauben in Anwesenheit von Ostrogen zusammen mit den
Zytokinen SCF (Hoxb8-SCF) bzw. FLT3L (Hoxb8-FL) eine Expansion der immortalisierten
Zellen in Kultur. Durch Wegnahme von Ostrogen und Zugabe spezifischer Zytokine
differenzieren Hoxb8-SCF-Zellen in der myeloischen Reihe zu PMN, wahrend die
Hoxb8-FL-Zellen in Abhangigkeit des Zytokins neben PMN und Makrophagen auch
Dendritische Zellen (DC) ausbilden kénnen (Abbildung 9). Die Hoxb8-SCF-Zellen wurden
aus dem Knochenmark von Vav-iCre*/LRP1"-(Hoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"™), Vav-iCre’
/LRP1""_(Hoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1"™) sowie LRP1-NPxY*-(Hoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL")
und LRP1-NPxY"-(Hoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL®")-Mausen, die Hoxb8-FL-Zellen aus dem
Knochenmark von WT-Mausen (Hoxb8-FL-WT) — wie in der Literatur beschrieben — generiert
[287, 288]. Die Plasmide fur die Generierung der Hoxb8-Zellen wurden von Hans Hacker (St.
Jude Children’s Research Hospital, Memphis, TN, USA) zur Verfigung gestellt. In der vorlie-
genden Arbeit wurden Hoxb8-Zellen verwendet, die bereits in der Arbeitsgruppe generiert
worden waren. Zur Ausdifferenzierung wurden 2,5 x 10° Hoxb8-Zellen in PBS mit 1% FKS
gewaschen und je nach Zelllinie ohne Ostrogen fiir 4 Tage in SCF-Differenzierungsmedium

oder 5 Tage in FL-Differenzierungsmedium inkubiert.
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Abbildung 9: Schema der Immorta-
lisierung und Differenzierung von
Hoxb8-SCF- und Hoxb8-FL-Zellen
modifiziert nach Liebermann und
Hoffman, 2006 [289]. Nach Isolation

Isolation hamatopoetischer Vorlauferzellen aus
héamatopoetischer ‘lf dem Knochenmark der Versuchstiere
Voranisrzalien ‘ (siche 2.2.14) erfolgte die retrovirale
( ! y Transduktion mit dem Fusionsprotein

aus Ostrogen-Rezeptor und Hoxb8-
Transkriptionsfaktor. Die Etablierung
der Zelllinie war nach Kultivierung fir

Retrovirale
Transduktion mit dem 4 Wochen in Proliferationsmedium mit
Ostrogen-regulierten Ostrogen und SCF- oder FLT3L-
> e ™ 3 Uberstand abgeschlossen. Die Ausdif-
C(Q{) C(ggz ferenzierung wurde durch Wegnahme
v von Ostrogen und Zugabe spezifi-
| Expansion in vitro mit: | scher Zytokine in den Differenzie-
SCF + Ostrogen FLT3L + Ostrogen rungsmedien eingeleitet. Hoxb8-SCF-

| | Zellen differenzieren durch Zugabe
von SCF und G-CSF zu reifen PMN,

Differenzierung in Abwesenheit von

Ostrogen wahrend die Hoxb8-FL-Zelllinie nach

Zugabe von GM-CSF neben PMN

\Ir l auch Makrophagen und Dendritische
PMN PMN Makrophagen DC Zellen (DC) hervorbringen kann. Nach

4 (dHoxb8-SCF) oder 5 (dHoxb8-FL)
Tagen wurden die Zellen den Versu-
chen zugefihrt.

@ ® ® 7

2.2.15 Zellkultur

2.2.15.1 Kultur von HEK-293T-, CHO- und B16-Zellen

Die Zelllinien HEK-293T sowie B16 wurden in DMEM versetzt mit 10% FKS sowie 100 U/ml
Penicillin/100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Die Proliferation von CHO-Zellen erfolgte in
RPMI 1640 Medium mit 10% FKS, 100 U/ml Penicillin/100 pg/ml Streptomycin sowie 30 uM
2-Mercaptoethanol. Die Monolayer-Kulturen wurden regelmafig nach Kontrolle im Lichtmik-
roskop mithilfe einer Trypsin/EDTA-L&ésung von den Zellkulturflaschen gelést und nach
einem Waschvorgang (300 x g, 5 min, RT) in dem Medium der jeweiligen Zelllinie resuspen-
diert.

2.2.15.2 Kryokonservierung und Rekultivierung

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte nach dem Waschen bei 300 x g fir 10 min durch
Aufnahme in steril gefiltertes Medium bestehend aus 10% (v/v) Dimethylsulfoxid sowie
90% (v/v) FKS. Nach Aufteilung auf die Kryotubes wurden diese mithilfe eines Gefrierbehal-
ters der Firma Thermo Fisher Scientific mit einer konstanten Rate von -1°C/min gekuhlt. Sie

wurden bei -80°C fur 2 Tage gelagert und anschlielend in Flussigstickstoff Uberfuhrt. Flr die
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Rekultivierung wurden die Kryotubes bei 37°C im Wasserbad erwarmt und schlief3lich vor

Aufnahme in die Kultur mit 10 ml des jeweiligen Mediums gewaschen.

2.2.16 CRISPR/Cas9

Das Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)/CRISPR-
associated Protein (Cas)-System bezeichnet einen Teil des Immunsystems, welches in Pro-
karyoten die Abwehr fremden Erbguts aus Plasmiden oder Phagen ermoglicht. Das
Cas-Protein nutzt nach Transkription des Zell-eigenen Genoms RNA-Sequenzen um kom-
plementare fremde pathogene DNA spezifisch erkennen und schneiden zu kénnen. Zur
Editierung des humanen Genoms wurde das Typ Il CRISPR-System adaptiert, welches aus
der Nuklease Cas9 sowie der single-guide RNA (sgRNA) besteht. Die sgRNA enthalt neben
einem RNA-Gerust eine spezifische 20 bp Erkennungssequenz, welche die Cas9-Nuklease
Uber Watson-Crick-Basenpaarung an die 20 bp DNA-Zielsequenz fuhrt. Das in dieser Arbeit
genutzte CRISPR/Cas9-System stammt aus Streptococcus pyogenes und erfordert flr ein
effektives Binden der Cas9 eine der Ziel-DNA 3° unmittelbar vorausgehende
5-NGG Protospacer Adjacent Motif (PAM)-Sequenz. Durch gezielte Modifikation der
20 bp Erkennungssequenz kann Cas9 an nahezu jede Stelle der Ziel-DNA gesteuert werden.
Die Cas9-Nuklease schneidet die Ziel-DNA spezifisch ca. 3 bp in 5-Richtung der
PAM-Sequenz und erzeugt einen Doppelstrangbruch (DSB). Die Reparatur des DSB kann
Uber zwei zellulare Hauptmechanismen erfolgen: das fehleranfallige Non-homologous
End-joining (NHEJ) oder die Homology Directed Repair (HDR). In Abwesenheit einer homo-
logen Matrize werden die DSB Uber den NHEJ-Prozess ligiert, welcher zu Mutationen in
Form von Insertionen oder Deletionen fihren kann. Eine Verschiebung des Leserahmens
ermoglicht daraufhin die Entstehung von vorzeitigen Stoppcodons mit Abbruch der Tran-
skription und knockout des Zielgens. Das CRISPR/Cas9-System stellt somit eine effektive

Méglichkeit der Sequenz-spezifischen Modifikation des Genoms dar. [290]
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Abbildung 10: Schema der RNA-gesteuerten Cas9-Nuklease modifiziert nach Ran et al.,
2013 [290]. Die Cas9-Nuklease (gelb) wird mithilfe einer sgRNA, welche eine exemplarisch
dargestellte 20 bp Zielsequenz (blau) enthalt, an das Genom geflhrt. Cas9 vermittelt einen
DSB (roter Pfeil) ca. 3 bp in 5'-Richtung der PAM-Sequenz (rot).
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Abbildung 11: Darstellung der Reparaturmechanismen nach DSB modifiziert nach Ran
et al.,, 2013 [290]. Durch Cas9 induzierte DSB kdnnen mittels zweier Hauptmechanismen
repariert werden. Das fehleranfallige NHEJ verbindet die DSB-Enden durch endogene DNA-
Reparaturmechanismen, welche zu Mutationen an der Verbindungsstelle fihren kdnnen.
Eine Verschiebung des Leserahmens ermoglicht die Entstehung von vorzeitigen
Stoppcodons mit einem knockout des Zielgens. Bei Vorliegen einer Reparatur-Matrize kann
der DSB alternativ Uber die prazise HDR beseitigt werden.

2.2.16.1 Guide-RNA-Design und Vektor-Klonierung

Bei der Auswahl der 20-nt guide-Sequenz ist sowohl auf die 5'-NGG PAM-Sequenz als auch
eine Minimierung von off-target-Effekten zu achten. Dies wurde durch Verwendung des onli-
ne CRISPR-Design Tools (http://tools.genome-engineering.org) bericksichtigt. Die beiden
ausgewahlten Oligonukleotid-Paare wurden schlief3lich nach dem Protokoll von Dr. Zhang in
je ein lentiCRISPRv2-Plasmid kloniert [291]. Der Vektor enthalt Expressionskassetten fur
Cas9, die sgRNA sowie eine Puromycin-Resistenz und erlaubt die lentivirale Transduktion in

Hoxb8-FL-Zellen.
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Tabelle 3: LRP1 Guide-RNA-Sequenzen

Zielgen | 5‘-3° Sequenz

LRP1 guide1+ : CACCGTCTGGTCTCCGGGGCCACTA
guide1-: AAACTAGTGGCCCCGGAGACCAGAC
guide2+ : CACCGGCTGCCGCTGCTTTCAGCTC
guide2— : AAACGAGCTGAAAGCAGCGGCAGCC

2.2.16.2 Transfektion und Virusproduktion in HEK293T-Zellen

Um den Lentivirus zu produzieren, wurde das lentiCRISPRv2-Plasmid zusammen mit dem
Verpackungs-Plasmid psPAX2 sowie dem Hull-Plasmid pVSV-G in HEK293T-Zellen
co-transfiziert. Die Plasmide wurden von Addgene, Watertown, USA bezogen.
HEK293T-Zellen wurden in RPMI 1640 (25mM HEPES, 10% FKS) resuspendiert und am
Tag 1 mit 1,5 x 10° Zellen/2 ml/well in 6-well Platten ausgesat. Am Tag 2 erfolgten ein
Medienwechsel sowie die Vorbereitung der Transfektion. Es wurden jeweils 250 ul Opti-MEM
1 mit 12 pl Lipofektamin 2000 sowie 250 pl Opti-MEM 1 mit 1 pg lentiCRISPRv2,
2 ul pVSV-G und 3 pl psPAX2 fur 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden beide Ansat-
ze gemischt und nach einer Inkubationszeit von 20 min bei RT mit 500 pl/well auf die 6-well-
Platten gegeben. Nach einem Medienwechsel nach 5 h mit RPMI 1640 (25mM HEPES,
10% FKS, 1% P/S) konnte der Virus-enthaltende Uberstand am Tag 4 abgenommen durch

Filtration mit einem 0,45 um Filter aufgereinigt werden.

2.2.16.3 Transduktion von Hoxb8-FL-Zellen

Fir die Vorbereitung der Transduktion wurden am Tag 4 2 x 10° Hoxb8-FL-Zellen in 5 ml
RPMI 1640 (25mM HEPES, 10% FKS, 1% P/S) resuspendiert und mit
200.000 Zellen/500 pl/well in  24-well-Platten ausgesat. Nach Zugabe von 500 pl/well
Virus-enthaltenden Uberstands erfolgte eine Inkubation fiir 72 h. Nachdem am Tag 5 erneut
500 pl/well Virus-enthaltenden Uberstands auf die Hoxb8-FL-Zellen gegeben wurden, konn-
ten am Tag 7 die Zellen aller Wells mit 300 g fur 5 min bei RT abzentrifugiert werden. An-
schlielfend wurden die Zellen mit 10 ml FL-Proliferationsmedium unter Zusatz von 3 pg/ml
Puromycin zur Selektion in Zellkulturflaschen inkubiert. Die Proliferation erfolgte ab Tag 11
nach dem Waschen der Zellen und einer Resuspendierung in FL-Proliferationsmedium ohne
Puromycin in Zellkulturflaschen. Nach 2 Wochen konnten die Hoxb8-FL-Zellen in 96-well

Platten subkloniert werden.

2.2.16.4 Analyse der Subklone

Die Analyse der Subklone wurde mittels Sequenzierung sowie Western-Blot durchgeflhrt.
Nach DNA-Isolation entsprechend dem Protokoll des DNeasy Blood and Tissue Kit wurde
diese der PCR zugefuhrt (sieche 2.2.9). Das Primerdesign erfolgte mit dem online

CRISPR-Design Tool (http://tools.genome-engineering.org) unter Berlcksichtigung der Lage
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der guide-Sequenzen. Nach Aufreinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit wurde die
DNA von GATC nach Sanger sequenziert. Zum Nachweis von LRP1 auf Proteinebene wurde

ein Western-Blot wie im Kapitel 2.2.11 beschrieben durchgefuhrt.

2.2.17 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht eine qualitative und quantitative Einzelzellanalyse ba-
sierend auf Lichtstreuung sowie Zell-assoziierter Fluoreszenz [292]. Um die Antigenspezifitat
eines Fluorochrom-gekoppelten Antikérpers zu ermitteln, ist eine Isotypenkontrolle notwen-
dig. Diese ist ein unspezifischer Antikorper desselben Isotyps und damit gleicher Affinitat zu
Fc-Rezeptoren. Die Markierung mit demselben Fluorochrom ermdglicht auRerdem unspezifi-
sche Fluoreszenzfarbstoff-abhangige Interaktionen auszuschlielen. Die Messwerte der
Isotyp-Antikorper wurden in der Auswertung von den Fluoreszenzintensitaten der entspre-

chenden Antikdrper subtrahiert.

2.2.17.1 Expression von LRP1 auf PMN

Die Oberflachenexpression von LRP1 wurde auf isolieten humanen PMN sowie murinen
PMN von C57BI/6 WT-Mausen analysiert. Murine PMN (1,0 x 10°/Probe) wurden in Adhési-
onsmedium Il resuspendiert und fur 30 min bei 37°C mit rmTNFa (100 ng/ml), rmCXCL1
(100 ng/ml), fMLP (10 uyM), smMK (1 pg/ml), MnCl, (3 mM) sowie Adhdsionsmedium Il zur
Kontrolle inkubiert. AnschlieRend wurden die Rohrchen sofort auf Eis transferiert und far
20 min mit dem FITC-konjugierten anti-LRP1-(Klon 14C2, 1:50), dem zugehérigen Isotyp-
Antikorper (1:50) oder Adhasionsmedium |l zur Kontrolle versetzt. Die nachfolgende Fixie-
rung erfolgte mit der BD FACS Lysing Solution (1:10 Vorverdiinnung mit H,O) im Verhaltnis
1:10 flr 10 min auf Eis. Die Zellen wurden schlieBlich zweimal mit eisgekihltem PBS gewa-
schen (Zentrifugation mit 800 x g, 10 min, 4 °C) und unverzlglich der Analyse mittels
BD LSRFortessa Gerat und FlowJo Software zugefihrt.

Um die LRP1-Oberflachenexpression auf humanen PMN (1,5 x 105/Probe) zu untersuchen,
wurden die Zellen in Adhasionsmedium |l resuspendiert und mit rhTNFa (100 ng/ml),
IL8 (100 ng/ml), fMLP (100 nM), shMK (1 ug/ml), MnCl, (3 mM) oder Adhasionsmedium Il zur
Kontrolle fur 30 min bei 37 °C stimuliert. Die Proben wurden schlieRlich auf Eis transferiert
und fur 20 min mit dem FITC-konjugierten anti-LRP1-(Klon 14C2, 1:50), dem zugehdrigen
Isotyp-Antikérper sowie Adhasionsmedium Il in der Kontrollprobe versetzt. Es folgte die In-
kubation in BD FACS Lysing Solution (1:10 Vorverdinnung mit H,O) im Verhaltnis 1:10 fur
10 min auf Eis mit anschlieRender zweimaliger Zentrifugation (800 x g, 10 min, 4 °C) nach
Zugabe von PBS. Die Proben wurden mit dem BD LSRFortessa-Gerat und der

FlowJo-Software analysiert.
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2.2.17.2 B,-Integrin-Expression auf PMN nach LRP1-Blockade mit LRPAP

Die Expression der (,-Integrine CD11a (LFA1, aL), CD11b (Mac1, aM) und CD18 (3,) wurde
mittels Durchflusszytometrie nach LRP1-Blockade mit LRPAP untersucht. Murine PMN
(2,5 x 10°/Probe) wurden in Adh&sionsmedium | resuspendiert und zur LRP1-Blockade fiir
20 min bei Raumtemperatur (RT) mit murinem LRPAP (3 uM) oder Adhasionsmedium | zur
Kontrolle versetzt. AnschlieRend erfolgte die Stimulation durch Zugabe der in Adhasionsme-
dium Il gel6ésten Stimuli rmCXCL1 (100 ng/ml), fMLP (10 pM) oder Adhasionsmedium Il zur
Kontrolle fir 30 min bei 37°C. Die Proben wurden auf Eis transferiert und fir 30 min mit dem
APC-konjugierten anti-CD11a-(Klon 2D7; 1:50), dem PE-konjugierten anti-CD11b-
(Klon M1/70; 1:50) sowie dem FITC-konjugierten anti-CD18-(Klon C71/16; 1:50) oder den
entsprechenden Isotyp-Antikorpern gefarbt. Durch Zugabe der BD FACS Lysing Solution
(1:10 Vorverdinnung mit H,O) im Verhaltnis 1:10 fir 10 min erfolgte die Fixierung auf Eis.
Nach zweimaligem Waschen (Zentrifugation bei 800 x g, 10 min, 4 °C) wurden die Proben
unverzlglich  durchflusszytometrisch  mittels BD LSRFortessa-Gerat und der
FlowJo-Software analysiert.

Humane PMN (2,5 x 10°/Probe) in Adhdsionsmedium | wurden nach Zugabe von humanem
LRPAP (3 puM) fur 20 min bei RT inkubiert. Die Stimulation erfolgte durch Zugabe von IL8
(100 ng/ml) oder fMLP (100 nM) mit Adhasionsmedium Il fir 30 min bei 37°C. Danach wur-
den die Proben unverziglich auf Eis gestellt und fir 30 min mit dem Alexa Fluor 549-
konjugierten anti-CD11a-(HI111: 1:50), dem PE-konjugierten anti-CD11b-(ICRF44; 1:50)
oder dem PE-konjugierten anti-CD18-(6.7; 1:50) sowie den passenden Isotyp-Antikdrpern
gefarbt. Anschlielend wurde die BD FACS Lysing Solution (1:10 Vorverdinnung mit H,O) im
Verhaltnis 1:10 fur 10 min zur Fixierung auf Eis zugegeben, gefolgt von einer zweimaligen
Zentrifugation (800 x g, 10 min, 4 °C) und Analyse mittels BD LSRFortessa-Gerat und der

FlowdJo-Software.

2.2.17.3 B2-Integrin-Expression auf PMN in Abwesenheit von LRP1

Murine PMN wurden aus Vav-iCre*/LRP1""- und Vav-iCre/LRP1""-M&usen isoliert und wie
beschrieben fur 24 h kultiviert (siehe 2.2.1). Es folgte die Aufnahme der Zellen in Adhasi-
onsmedium |l (2,5 x 10°/Probe), welches mit Stimuli und Antikérpern versetzt war. Die Inku-
bation erfolgte mit rmCXCL1 (100 ng/ml), rmTNFa (100 ng/ml) sowie dem APC-konjugierten
anti-CD11a-(Klon 2D7; 1:50), dem PE-konjugierten anti-CD11b-(Klon M1/70; 1:50), dem
FITC-konjugierten anti-CD18-(Klon C71/16; 1:50) Antikdrper oder den entsprechenden
Isotyp-Antikérpern fir 30 min bei 37°C. Anschlieliend wurden die Proben fur 10 min mit der
BD FACS Lysing Solution (1:10 Vorverdiunnung mit H,O) im Verhaltnis 1:10 auf Eis fixiert
und zweimal mit 800 x g fur 10 min bei 4°C zentrifugiert. Die Analyse erfolgte mit dem

BD Canto II-Durchflusszytometer sowie der FlowJo-Software.
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2.2.17.4 ICAM-1- und Fibrinogen-Bindeverhalten

Das LFA-1 spezifische rmICAM-1/Fc-Bindeverhalten wurde auf mPMN wie beschrieben
untersucht [80, 293]. Nach Isolation von mPMN aus Vav-iCre*/LRP1"™ und Vav-iCre’
/LRP1"-Mé&usen und Inkubation fiir 24 h (siehe 2.2.1) wurden diese in Adhasionsmedium II
aufgenommen (2,0 x 10°/Probe). Eine funktionelle Blockade von Mac-1 erfolgte in allen
Proben durch Zugabe eines anti-CD11b-(Klon M1/70; 30 ug/ml) Antikérpers fir 15 min bei
RT. Die Kontrollgruppe wurde zur Analyse der LFA-1 spezifischen ICAM-1-Bindung zusatz-
lich mit einem anti-CD11a-(Klon M17/4, 30 pg/ml) Antikdrper zur funktionellen
LFA-1-Blockade inkubiert. Nach Zugabe von rmICAM-1/Fc (20 pg/ml) und dem
PE-konjugierten anti-human IgG+-(Fc spezifisch; Klon H2; 10 pug/ml)-Antikérper erfolgte die
Stimulation mit rmCXCL1 (100 ng/ml), PMA (100 nM) oder MnCl, (3 mM) fur 3 min bei 37°C.
Die Inkubation mit MnCl, diente durch Stabilisierung der hoch-affinen Konformation der
Bo-Integrine als Positivkontrolle. Die Proben wurden mit BD FACS Lysing Solution
(1:10 Vorverdinnung mit H,O) im Verhaltnis 1:10 auf Eis fixiert sowie nach zweimaliger
Zentrifugation mit 800 x g fir 10 min bei 4°C mit dem BD Canto |I-Gerat analysiert. Zur
Auswertung der prozentualen LFA-1-spezifischen rmICAM-1/Fc-Bindung an PMN wurde mit
FlowJo-Software ein Grenzwert der Fluoreszenzintensitat festgelegt. Dieser ergab sich,
indem 95% der PMN in der mit dem anti-CD11a-Antikorper behandelten Kontrollgruppe als
negativ definiert wurden.

Die Mac-1-Affinitat zu Fibrinogen wurde auf mPMN (2,0 x 10°/Probe) aus Vav-iCre*/LRP1""-
und Vav-iCre/LRP1""-M&usen wie beschrieben untersucht [293]. Nach Aufnahme in Adhasi-
onsmedium |l erfolgte zeitgleich zur Stimulation mit rmCXCL (100 ng/ml) und MnCl; (3 mM)
die Inkubation mit Alexa Fluor 647-konjugiertem humanem Fibrinogen (150 pg/ml) far 20 min
bei 37°C. Die Kontrollproben wurden zur Blockade der Mac-1-vermittelten Bindung von
Fibrinogen vor Zugabe der Stimuli und Antikdrper mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA; 2mM)
fur 15 min bei RT inkubiert. Nach zweimaliger Zentrifugation (300 x g, 5 min, 4 °C) mit eiskal-
tem PBS erfolgte die Fixierung mit BD FACS Lysing Solution (1:10 Vorverdinnung mit H,O)
im Verhaltnis 1:10 auf Eis. Die Proben wurden anschlieRend zweimal bei 800 x g fur 10 min
bei 4°C zentrifugiert und der Durchflusszytometrie am BD Canto |I-Gerat sowie Analyse mit-
tels FlowJo-Software zugefuhrt. Um den prozentuellen Anteil der an Fibrinogen bindenden
PMN zu ermitteln, wurde — vergleichbar mit dem Grenzwert fir das ICAM-1-Bindeverhalten —

die Fluoreszenzintensitat von 95% der PMN in der EDTA-Kontrolle als negativ gesetzt.
2.2.18 Mikroskopische Fluoreszenzanalysen

2.2.18.1 Confocal Spinning Disc-(CSD)-Mikroskopie
Die Expression von LRP1 und CD11a auf der Oberflache von isolierten mPMN aus

C57BI/6-Mausen wurde unter Flussbedingungen wahrend der Induktion der Adhasion
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untersucht. Die CSD-Mikroskopie erlaubt durch parallel genutzte Lochblenden auf einer ro-
tierenden Nipkow-Scheibe eine hohe zeitliche Auflésung und eignet sich deshalb fir die
Echtzeitanalyse einzelner Schritte der Rekrutierungskaskade [294]. Nach Zellisolation und
Inkubation (iber Nacht wurden 7,5 x 10° isolierte mPMN gewaschen (300 x g, 5 min, RT) und
fur 10 min bei RT mit dem APC-konjugierten anti-CD11a-(Klon 2D7; 1:50) oder dem APC-
konjugierten anti-Gr-1-(Klon RB6-8C5; 1:50)-Antikorper gefarbt. Der Zentrifugation (300 x g,
5 min, RT) mit PBS schloss sich ein weiterer Farbeschritt fir 10 min bei RT mit dem FITC-
konjugierten anti-LRP1-(Klon 14C2, 1:50)-Antikdrper an. Die Zellen wurden erneut gewa-
schen und in Adhasionsmedium Il resuspendiert verblindet den Mikroflusskammern (IBIDI p-
slides IV 0,1) zugefuhrt. Diese wurden zuvor fur 12h bei 4°C mit rmICAM-1 (12,5 pg/ml),
rmP-Selektin (10 uyg/ml) und rmCXCL1 (5 ug/ml) beschichtet. Die Versuchsdurchfiuhrung zur
Analyse der Induktion der Adhasion erfolgte wie unten beschrieben (siehe 2.2.19.1). Die
Aufnahmen wurden mit dem Konfokalmikroskop Examiner der Firma Zeiss, welches mit dem
Scanner CSU-X1 der Firma Yokogawa Electric Corporation, der CCD Kamera Evolve der
Firma Photometrics sowie einem 20 x /1,0 NA Wasser-Immersionsobjektiv Plan Apochromat
der Firma Zeiss ausgestattet war, durchgefiihrt. Es wurden zwei Laser mit einer Anregungs-
wellenlange von 488 nm sowie 640 nm verwendet. Die Analyse der Fluoreszenzintensitaten
sowie Kolokalisationsparameter (Pearsons’s Korrelationskoeffizient) erfolgte mit der
Slidebook 6.0.8 Software sowie dem Fiji/lmaged Plugin coloc2. Die generierten Intensitats-
werte wurden nach folgender Gleichung normalisiert: [I(t) — I(min)] / [I(max) — I(min)], mit
| = Fluoreszenzintensitat, t = Zeitpunkt, min = minimale Fluoreszenzintensitat,

max = maximale Fluoreszenzintensitat.

2.2.18.2 Stimulated Emission Depletion-(STED)-Mikroskopie

Die Kolokalisation von LRP1 und CD11a in vitro wurde mittels STED-Mikroskopie dargestellit.
Durch einen ringférmigen Ausschaltefokus kénnen Fluoreszenzsignale aus einem zentralen
Bereich detektiert werden, der kleiner als der Anregefokus ist. Somit werden Auflésungen in
einem Bereich von unter 100 nm mdglich, was eine deutliche Verbesserung im Vergleich zu
der beugungsbegrenzten Lichtmikroskopie darstellt [295]. Nach Differenzierung in der Zell-
kultur wurden 7,5 x 10° Hoxb8-Vav-iCre/LRP1"-Kontrolizellen fir 10 min mit dem
anti-LRP1-(Klon EPR3724, 1:50) und APC-konjugierten anti-CD11a-(Klon 2D7; 1:50)-
Primarantikérper sowie dem Alexa Fluor 594-konjugierten anti-Ratte-(Klon A-21209, 1:100)
und dem Abberior STAR 635-konjugierten anti-Kaninchen-(Klon 2-0012-002-7; 1:100)-
Sekundarantikorper gefarbt. Nach Zentrifugation (300 x g, 5 min, RT) und Resuspendierung
in Adhasionsmedium Il wurden die Zellen Mikroflusskammern (IBIDI p-slides IV 0,1)
zugefiihrt. Diese wurden Uber Nacht mit rmICAM-1, rmP-Selektin sowie rmMK wie im
Protokoll zur Induktion der Adhasion beschrieben (siehe 2.2.19.1) beschichtet. Die Kammern

wurden bei 37°C mit einer Schubspannung von 1 dyne/cm? perfundiert und im Anschluss
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durch 4% Paraformaldehyd (PFA) Infusion fixiert. Die Analyse erfolgte mit einem Leica TCS
SP8 X Weildlichtlaser STED-Mikroskop, welches mit einem 100 x /1,4 NA
Ol-Immersionsobjektiv der Firma Leica ausgestattet war, in sequentieller Aufnahmetechnik.
Die Fluoreszenzsignale der Alexa Fluor 594- sowie Abberior STAR 635-Farbstoffe wurden
mit einem Hybridphotonendetektor aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit der

LAS X-Software der Firma Leica sowie ImageJ.

2.2.18.3 Confocal Laser Scanning-(CLS)-Mikroskopie

Um eine Kolokalisation von LRP1 und CD11a in vivo nachzuweisen, wurde das
Kremastermodell in C57BI/6-Mausen angewandt. Nach Narkotisierung des Versuchstieres
mit Ketamin und Xylazin 2% erfolgte die Lagerung auf eine 37°C Warmeplatte und chirurgi-
sche Praparation des M. cremaster wie in der Literatur beschrieben [185, 296]. Um die
CXCL1-abhangige Adhasion zu induzieren wurde durch einen in die Arteria carotis eingeleg-
ten Portex-Katheter (Innendurchmesser 0,28 mm) der Firma Smiths Medical, Grasbrunn
600 ng rmCXCL1 infundiert. Nach 10 min wurde das Versuchstier mittels Entbluten Uber die
Vena cava sowie Genickbruch getdtet. Der M. cremaster wurde abprapariert und flr 10 min
in 4% Paraformaldehyd (PFA)- Losung fixiert. Um unspezifische Antikorperbindestellen zu
blocken und den isolierten M. cremaster zu permeabilisieren, folgte eine Inkubation in
PBS-Losung (2h, RT), welche zu 10% mit FKS und 0,5% mit TritonX-100 versetzt war.
AnschlieRend wurde der Kremastermuskel tber Nacht bei 4°C mit dem anti-CD11a-(Klon
2D7; 1:50) und anti-CD31-(Klon EPR17259; 1:50)-Primarantikérper gefarbt. Nach 4 Wasch-
schritten fur 3 h bei 4°C erfolgte eine Inkubation mit dem FITC-konjugierten anti-LRP1-(Klon
14C2, 1:50) sowie dem Alexa Fluor 647-konjugierten anti-Ratte-(polyklonal, 1:100) und Alexa
Fluor 568-konjugierten anti-Kaninchen-(polyklonal 1:100)-Antikérper. Nach weiteren
4 Waschschritten wurde der Kremastermuskel mit PermaFluor auf einem Objekttrager ein-
gedeckt und die postkapillaren Venolen konfokalmikroskopisch untersucht. Dafur wurde ein
Leica TCS SP5 Mikroskop mit einem 63 x /1,4 NA Ol-Immersionsobjektiv verwendet. Die

Bildanalyse erfolgte mit der Leica LAS AF-Software sowie ImageJ.

2.2.19 Funktionelle Analyse in Mikroflusskammern

Die funktionelle Untersuchung von dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1"- dHoxb8-SCF-Vav-iCre’
ILRP1""- sowie dHoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL"“- und dHoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL*"-Zellen
erfolgte in IBIDI-Mikroflusskammern (u-slides IV 0,1) mit unterschiedlichen Beschichtungen
und Schubspannungen. Nach Beschichtung mit den Adhasionsmolekulen rmP-Selektin/FC
(10 pg/ml), rmICAM-1 (12,5 pg/ml), rmCXCL1 (5 pg/ml) oder rmMK (10 pg/ml) far 12 h bei
4°C wurden die Flusskammern flr 2 h bei RT mit 10% Casein geblockt. Anschlieend wur-
den 7,5 x 10° Zellen / ml in Adh&sionsmedium Il resuspendiert und durch die Hochprazisi-

onsspritzenpumpe KDS-232 der Firma KD Scientific mit von dem jeweiligen Protokoll
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abhangigen Schubspannungen infundiert. Die Zeitraffer-Aufnahmen erfolgten mit einem
Zeiss Axio Vert 200M-Mikroskop ausgestattet mit einem Plan-Apochromat 20 x /0,75 NA
Objektiv sowie der AxioCam HR-Digitalkamera in einer Warmekammer bei 37°C. Die

Analyse wurde mit der Imaged und AxioVision 4-Software durchgefihrt.

2.2.19.1 Induktion der Adhasion

Um die Induktion der Adhésion zu untersuchen, wurden 7,5 x 10° Zellen/ml in Adh&sionsme-
dium Il mit einer konstanten Schubspannung von 1 dyne/cm? fiir 9 min in die beschichteten
Flusskammern infundiert. Mithilfe des Mikroskops wurden auf 18 verschiedenen Positionen
je 3 Bilder im Abstand von 1 s zu 5 Zeitpunkten aufgenommen. Die Zahlen der rollenden
sowie adharenten PMN wurden quantitativ ermittelt. Der prozentuale Anteil der rollenden
oder adharenten dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"-Zellen wurde in Abhangigkeit der rollenden
oder adharenten dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""-Kontrolizellen (100%) nach 9 min angege-
ben. Die Bestimmung der Gesamtzahl der adharenten dHoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL-Zellen

erfolgte zu 5 verschiedenen Zeitpunkten.

2.2.19.2 Verstarkung der Adhasion

Fur die Untersuchung der Verstarkung der Adhasion unter Flussbedingungen wurden
7,5 x 10° Zellen/ml in 50 ul Adhasionsmedium |l resuspendiert und in die Flusskammer
infundiert. Der Inkubation bei 37°C fir 10 min ohne Fluss folgte die Aktivierung der Pumpe,
welche mit einem Programm die Schubspannung alle 90 s von 0,2 bis 8,0 dyne/cm? erhohte.
Die Aufnahme der Videos erfolgte fir 9 min und die relative Adhasion zu 7 Zeitpunkten mit
verschiedenen Schubspannungen wurde als Verhaltnis der adharenten PMN relativ zu den

initial adharenten PMN bei 0,2 dyne/cm? (100%) angegeben.

2.2.19.3 Abflachung der Zelle

Die Abflachung der Zelle wurde nach Infusion von 7,5 x 10° Zellen/ml, einer Inkubationspha-
se von 10 min ohne Fluss sowie der Applikation einer Schubspannung von 1 dyne/cm? fiir 10
min, wie im Kapitel der mechanotaktischen Migration beschrieben (siehe 2.2.19.4),
untersucht. Als Parameter der Abflachung der PMN wurde vor und nach konstanter

Schubspannung fiir 10 min die Zellfldche in pm? mit der ImageJ-Software ermittelt.

2.2.19.4 Mechanotaktische Migration

Die Untersuchung der mechanotaktischen Migration erfolgte, nachdem 7,5 x 10° Zellen/ml in
Adhasionsmedium Il in die Flusskammern infundiert und fur 10 min bei 37°C ohne Fluss dort
inkubiert wurden. Die Pumpe applizierte anschlieRend eine Schubspannung von 1 dyne/cm?
fur 10 min. Die Zeitraffer-Aufnahme erfolgte wahrend der Flussphase durch Aufnahme eines
Bildes alle 5 s. Die Migrationsgeschwindigkeit sowie zuriickgelegte euklidische Distanz wur-

de mit der ImageJ-Software und dem manuellen Tracking-Plugin von Fabrice Cordelies
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(Institute Curie, Paris, France) gemessen. Die euklidische Distanz bezeichnet dabei die Lan-
ge der Strecke, welche den Anfangs- und Endpunkt der migrierenden Zelle gerade verbindet.
Die Analysesoftware Migration Tool V2.0 von IBIDI wurde fur die Einzelzellanalyse und

Darstellung der Migrationspfade genutzt.

2.3 Statistische Auswertung

Die Datenauswertung und Darstellung erfolgte mit der Sigma Plot v10.0 Software als Mean *
Standard Error of Mean (SEM). Um zwei Gruppen zu vergleichen, wurde der Student’s t-Test
oder Mann-Whitney rank-sum Test, fir den Vergleich von mehreren Gruppen der
Kruskal-Wallis ANOVA Test oder one-way ANOVA Test eingesetzt. Eine statistische

Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung eines LRP1-defizienten Maus- und

Zellmodells

3.1.1 Genotypische und phinotypische Untersuchung von LysM-Cre/LRP1""- und
Vav-iCre/LRP1""-M3usen

Da eine systemische LRP1-Deletion zum friilhen Tod wahrend der embryonalen Entwicklung

der Maus flihrt, wurde das Cre/loxP-System flir eine gewebespezifische LRP1-Deletion im

Mausmodell gewahlt [235, 236]. Nach Verpaarung von LRP1""

- mit LysM-Cre-Tieren erfolgte
die Kontrolle des Genotyps durch eine genomische PCR nach DNA-Isolation aus Gewebebi-
opsien. Hier zeigten sich erwartungsgemall homozygote loxP-Allele im LRP1-Gen durch
Nachweis einer 350 bp Bande. Fur die Versuchstiere wurde ein heterozygoter
LysM-Cre-Genotyp gewahlt, da homozygote LysM-defiziente Mause eine veranderte
Entziindungsreaktion im Vergleich zum WT zeigten [297]. Der heterozygote Genotyp konnte
in der LysM-Cre-PCR durch Banden bei 350 bp und 700 bp identifiziert werden (Abbildung
12a). Um die LRP1-Expression auf Proteinebene zu untersuchen, wurden PMN aus dem
Knochenmark isoliert und einer Western-Blot-Analyse zugefihrt. Diese zeigte nach
Inkubation mit einem LRP1-Antikdrper gegen die 85 kDa transmembranare 3-Domane fur die
PMN aus LysM-Cre'/LRP1"-M3usen trotz korrektem Genotyp eine deutliche
LRP1-Expression (Abbildung 12b). Durch die insuffiziente Reduktion der LRP1-Expression

waren diese Versuchstiere nicht fur die weiteren Versuche dieser Studie geeignet.

a b
Gewebebiopsien mPMN
LysM-Cre/LysM-Cre*/ sM- Cre/L sM-Cre*/

bp LRP1M0 LRP 1™ kDa LEP‘EWI [=ERT
350j- <4LRP1" 85 ~ *

— LRP1
291 4 LRP1** <
700 — - 4 LysM-Cre* 45— . W— | Aktin
350 —| —— ] LysM-Cre-

Abbildung 12: Charakterisierung der LysM-Cre/LRP1""-Miuse mit PCR und Western-
Blot. ga) Genomische PCR nach DNA-Isolation aus Ohrbiopsien, welche von LysM-Cre
ILRP1". sowie LysM-Cre*/LRP1""-Mausen gewonnen wurden. (b) Der Western-Blot mit
Lysaten von mPMN, welche aus dem Knochenmark von LysM-Cre/LRP1""- und
LysM-Cre*/LRP1"-Tieren isoliert wurden, zeigt die LRP1- und B-Aktin-Expression. B-Aktin
wurde dabei als Ladekontrolle gewahlt. n = 3 (a und b).

Um in mPMN eine LRP1-Deletion zu erreichen, wurden in einem neuen Ansatz LRP1"M-

Mause mit Vav-iCre-Mausen verpaart. Die iCre-Rekombinase stellt dabei eine genetisch
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modifizierte Variante der Cre-Rekombinase mit gesteigerter Expressionsrate dar [284]. Da
die PCR keine Unterscheidung des homozygoten und heterozygoten Vav-iCre-Genotyps
erlaubte, wurde flr heterozygote Vav-iCre-Zieltiere eine entsprechende Verpaarungsstrate-
gie gewahlt. Da die Primer im iCre-Locus binden, war nur bei Vav-iCre*-Mausen ein 800 bp
Produkt zu detektieren. Nach Bestimmung des Genotyps erfolgte die Kontrolle der LRP1-

Expression in PMN auf Proteinebene. Im Vergleich zu den PMN aus Vav-iCre/LRP1""-

1" _Tieren durch Abwe-

Kontrolltieren zeigte der Western-Blot mit mPMN aus Vav-iCre'/LRP
senheit einer Bande bei 85 kDa einen LRP1-Verlust auf Proteinebene an (Abbildung 13b).
Diese Mause wurden mit den entsprechenden Kontrolltieren in den weiteren Experimenten

dieser Studie eingesetzt.

a b
Gewebebiopsien mPMN
Vav-iCre/ Vav-iCre*/ Vav-iCre’/ Vav-iCre*/

bp LRP 1 LRP 1 kDa LRP1" LRP 1M
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800 — S |« Vav-iCre' 45 ;
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Abbildung 13: Charakterisierung der Vav-iCre/LRP1""-Miuse mit PCR und Western-
Blot modifiziert nach Weckbach et al., 2019 [158]. (a) Genomische PCR nach DNA-Isolation
aus Ohrbiopsien, welche von Vav-iCre/LRP1"- sowie Vav-iCre*/LRP1"-Mausen gewonnen
wurden. (b) Der Western-Blot mit Lysaten von mPMN, welche aus dem Knochenmark von
Vav-iCre/LRP1"™ und Vav-iCre*/LRP1""-Tieren isoliert wurden, zeigt die LRP1- und
B-Aktin-Expression. B-Aktin wurde dabei als Ladekontrolle gewahlt. n = 3 (a und b).

3.1.2 Generierung von LRP1-defizienten Hoxb8-SCF-Zellen aus Vav-iCre/LRP1""-
Mausen
Um Uber ein Zellsystem fir PMN zu verfligen, das in Kultur eine rasche Expansion ermég-
licht und hohe Zellzahlen hervorbringt, wurde auf eine etablierte immortalisierte hamatopoe-
tische Vorlauferzelllinie zuriickgegriffen. Die retroviral induzierte Expression des Ostrogen-
regulierten Hoxb8-Fusionsproteins filhrt zur Immortalisierung von Vav-iCre/LRP1""-
Vorlauferzellen. In Abwesenheit von Ostrogen differenzieren die Hoxb8-Zellen in Gegenwart
von SCF und G-CSF zu PMN [287, 288]. Ein Western-Blot zeigte nach Lyse der undifferen-
zierten Vorlauferzellen weder fiir Zellen aus Vav-iCre/LRP1"- noch aus Vav-iCre*/LRP1""-
Mausen eine LRP1-Bande. Das konstitutiv exprimierte Aktin wurde als Positivkontrolle ge-
wahlt und zeigte eine Bande bei 45 kDa (Abbildung 14a). Demgegenuber konnte nach Zell-
differenzierung fiir 4 Tage in Abwesenheit von Ostrogen LRP1-Protein in dHoxb8-SCF-
Zellen aus Vav-iCre/LRP1"-Mausen nachgewiesen werden, wihrend die Zellen aus
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Vav-iCre*/LRP1"-Tieren keine LRP1-Bande zeigten (Abbildung 14b). Das Ergebnis legt
daher die Induktion der LRP1-Expression nach Einleitung der Zelldifferenzierung nahe und
zeigt, dass auch in PMN aus Hoxb8-Zellen von Vav-iCre'/LRP1""-M&usen LRP1 auf

Proteinebene erfolgreich ausgeschaltet werden konnte.

a b
Hoxb8-SCF dHoxb8-SCF
Vav-iCre/ Vav-iCre'/ Vav-iCre/ Vav-iCre*/
kDa LRP1f# LRP 1M kDa LRpP1fA LRP 1
85 —| <LRP1 85— .. «LRP1
45— - g Aktin 45 _ o < Aktin

Abbildung 14: LRP1-Expression in undifferenzierten und dHoxb8-SCF-Zellen. (a) Wes-
tern-Blot mit Lysaten aus undifferenzierten Hoxb8-SCF-Zellen. (b) Darstellung der
LRP1-Expression in dHoxb8-SCF-Zellen modifiziert nach Weckbach et al.,, 2019 [158].
B-Aktin wurde als Ladekontrolle detektiert. n = 3 (a und b).

3.1.3 Generierung von LRP1-defizienten Hoxb8-FL-Zellen mittels CRISPR/Cas9
Ahnlich wie Hoxb8-SCF-Zellen stellen Hoxb8-FL-Zellen ein weiteres immortalisiertes Zellsys-
tem dar. Die retroviral induzierte Expression des Ostrogen-regulierten Hoxb8-Fusions-
proteins flhrte zur Immortalisierung der Vorlauferzellen aus WT-Mausen. Durch Wegnahme
von Ostrogen differenzieren die Hoxb8-FL-Zellen in Gegenwart von GM-CSF zu PMN, Mak-
rophagen sowie DC und unterscheiden sich in diesem Differenzierungsmuster von Hoxb8-
SCF-Zellen. Um eine gezielte Mutation in das LRP1-Genom einzufihren und durch Ver-
schiebung des Leserahmens vorzeitige Stoppcodons zu erreichen, wurde das
CRISPR/Cas9-System eingesetzt. Die Identifikation von potenziellen LRP1-defizienten Sub-
klonen erfolgte zweistufig mittels Sequenzierung und Western-Blot-Analyse. Bei einem Klon
konnte eine Insertion einer Base im Exon 1 des LRP1-Genoms festgestellt werden
(Abbildung 15). Nach Ausdifferenzierung der Zellen fur 5 Tage wurde eine Zelllyse durchge-
fuhrt und die LRP1-Expression mit einem spezifischen Antikérper auf Proteinebene mittels
Western-Blot untersucht. Analog zu den undifferenzierten Hoxb8-SCF-Zellen konnte in den
undifferenzierten Hoxb8-FL-Zellen keine LRP1-Expression gezeigt werden. Nach Differen-
zierung wurde im Western-Blot mit Lysaten von Kontrollzellen eine 85 kDa Bande nachge-
wiesen und somit LRP1 exprimiert (dHoxb8-FL-WT®"). Der mittels Sequenzierung identifi-
zierte mutierte Klon zeigte nach Ausdifferenzierung keine LRP1-Bande und konnte somit
auch auf Proteinebene als LRP1-defizient identifiziert werden (dHoxb8-FL-WT"®; Abbildung
16).
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Exon

—_
N
w
=N
(&)}

Zielsequenz (20 bp) pAM-.""

"W 5 .. GCTGCTTTCAGCTCTGGTCTCCGGGGCCACTATGGATG.. 3
WT*e 5 .  GCTGCTTTCAGCTCTGGTCTCCGGGGCCAGCTATGGATG. . 3'

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Cas9-Zielstruktur und Insertion einer
Base im LRP1-Genom einer Hoxb8-FL-WT-Zelle. Die spezifische Bindestelle der
Cas9-Nuklease im Exon 1 des LRP1-Genoms wird durch die Zielsequenz (blau) in der
sgRNA bestimmt. Der Zielsequenz muss eine 5-NGG PAM-Sequenz (griin) vorausgehen.
Nach Watson-Crick-Basenpaarung schneidet die Cas9-Nuklease ca. 3 bp in 5-Richtung der

PAM-Sequenz (roter Pfeil). Die Sequenzierung zeigte in einem Subklon eine Insertion der
Base Guanin (rot).

a b
Hoxb8-FL dHoxb8-FL
kDa _WT  WTKO kDa  WTe W
85— «LRP1 85— (N <4LRP1
45— wmm— w— | AKtN 45— — 4/t

Abbildung 16: LRP1-Expression in undifferenzierten und dHoxb8-FL-WT-Zellen. Der
Western-Blot des durch Sequenzierung identifizierten potenziellen LRP1-defizienten Klones
wurde sowohl mit undifferenzierten (a) als auch differenzierten Hoxb8-FL-WT-Zellen (b)
durchgefuhrt. 3-Aktin wurde als Ladekontrolle detektiert. n = 3 (a und b).
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3.2 Molekulare Charakterisierung von LRP1 und B,-Integrinen auf
PMN

3.2.1 Expression und Regulation von LRP1 auf PMN

Um das LRP1-Protein molekular zu charakterisieren, wurden =zuerst die basalen
Expressionslevel auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Als Positivkontrolle wurde jeweils
die bekannte LRP1-Expression in Monozyten gewahlt [298]. Mittels Reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) konnte LRP1-mRNA in humanen und
murinen PMN nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle wurde in der PCR H.0 statt die
DNA-Matrize zugegeben (Abbildung 17a). Der LRP1-Nachweis auf Proteinebene erfolgte mit
einem spezifischen Antikérper gegen die 85 kDa transmembranare f-Domane mittels Wes-
tern-Blot. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin detektiert. Es zeigte sich, dass LRP1 nicht nur in
mPMN, sondern auch in hPMN auf mRNA und Proteinebene exprimiert wurde. (Abbildung
17).

a b
kDa hMono mMono hPMN mPMN

85—-- L S | qLRP1

45 | u— — vy s | 4 Aktin

Abbildung 17: Analyse der LRP1 Expression auf mRNA- und Proteinebene. (a) Reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) nach mRNA-Isolation aus humanen
(h)PMN, mPMN sowie humanen Monozyten (hMono). Die Negativkontrolle wurde mit H,0
durchgefuhrt. (b) Western-Blot mit Zelllysaten von hMono sowie mMono und PMN. Die
murinen Zellen wurden aus dem Knochenmark von C57BI/6-Wildtypmausen isoliert. 3-Aktin
wurde zur Ladekontrolle detektiert. n = 3 (a und b).

Die Regulation von LRP1 wurde nach Inkubation mit verschiedenen Stimuli durchflusszyto-
metrisch mit einem FITC-konjugierten Antikérper gegen die 515 kDa extrazellulare
a-Domane untersucht. Die LRP1-Oberflachenexpression auf hPMN wurde durch Inkubation
mit TNFa (3728 + 582), IL8 (3332 + 297) oder fMLP (4094 + 597) im Vergleich zur unstimu-
lierten Kontrolle (1533 + 47) signifikant induziert. Eine Inkubation der hPMN mit shMK
(1666 £ 160) oder MnCl, (1282 + 177) zeigte keine signifikante Veranderung der Expressi-
onslevel. Die LRP1-Expression auf mPMN war nach Inkubation mit TNFa (398 = 39),
CXCL1 (426 £ 93) oder fMLP (481 = 35) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (222 + 29)
signifikant erhoht, wahrend smMK (181 + 10) oder MnCl, (226 + 25) wie auf hPMN ebenfalls
keinen Effekt zeigten (Abbildung 18). LRP1 wird somit in humanen und murinen PMN
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exprimiert und die Oberflachenexpression nach Inkubation mit pro-inflammatorischen Stimuli

induziert.
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Analyse der LRP1-Expression auf humanen
und murinen PMN nach Stimulation. (a) Die Fluoreszenzintensitat zeigt die LRP1-
Expression auf hPMN nach Stimulation mit rhTNFa (100 ng/ml), IL8 (100 ng/ml),
fMLP (100 nM), shMK (1 pg/ml), MnCl, (3 mM) oder der unstimulierten Kontrolle (w/0). (b)
Darstellung der LRP1-Expression auf mPMN nach Stimulation mit rmTNFa (100 ng/ml),
rmCXCL1 (100 ng/ml), fMLP (10 uM), smMK (1 ug/ml) oder MnCl, (3 mM) im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle (w/0). n = 3. *, p < 0,05 (a und b).

3.2.2 Die Rolle von LRP1 fiir die Expression von B,-Integrinen auf PMN

3.2.21 B,-Integrin-Expression auf PMN nach LRP1-Blockade mit LRPAP

Da bekannt ist, dass LRP1 mit B,-Integrinen interagiert und diese Interaktion durch inflamma-
torische Stimuli verstarkt wird, wurde zunachst die Rolle von LRP1 fir die
Bo-Integrin-Expression nach Stimulation und LRP1-Blockade mit LRPAP untersucht [202,
276]. Die Analyse der CD11a-, CD11b- und CD18-Expression erfolgte auf humanen und
murinen PMN nach Inkubation mit LRPAP sowie den Stimuli rmCXCL1, fMLP, IL8 oder
Adhasionsmedium zur Kontrolle. LRPAP blockiert dabei alle Rezeptoren der
LDL-Rezeptorfamilie [299]. Erwartungsgemal} zeigte sich in der Durchflusszytometrie, dass
die Expression von CD11a auf humanen und murinen PMN nach Stimulation im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle unverandert war. Demgegenuber war die Expression von CD11b
und CD18 nach Stimulation mit IL8 und fMLP (hPMN) bzw. rmCXCL1 und fMLP (mPMN)
deutlich erhdéht. Nach pharmakologischer LRP1-Blockade zeigte sich weder ohne Stimulation
noch nach Stimulation mit inflammatorischen Mediatoren ein Effekt auf die
B2-Integrin-Expression auf hPMN (Abbildung 19a und b) und mPMN (Abbildung 19c und d).
Flr eine genauere Untersuchung der Rolle von LRP1 fur die Oberflachenexpression der

Bo-Integrine wurden nachfolgend LRP1-defiziente mPMN eingesetzt.
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Abbildung 19: Oberflaichenexpression von B,-Integrinen auf humanen (a und b) und
murinen (c und d) PMN nach Inkubation mit LRPAP im Vergleich zur Kontrolle. Repra-
sentative Histogramme sowie quantitative Darstellung der Oberflachenexpression von
CD11a, CD11b sowie CD18 auf hPMN nach Isolation aus dem Vollblut (a und b) sowie
isolierten mMPMN aus dem Knochenmark von WT-Mausen (¢ und d). Die durchflusszytomet-
rische Analyse erfolgte nach Inkubation mit rmLRPAP (3 uM), rhLRPAP (3 uM) oder Adh&si-
onsmedium (w/o) zur Kontrolle fur 20 min, Stimulation mit rmCXCL1 (100 ng/ml), fMLP
(mPMN: 10 pyM; hPMN: 100 nM), IL8 (100 ng/ml) oder Adhasionsmedium zur Kontrolle fur
20 min sowie Inkubation mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern. n = 3 (a - d). #, p < 0,05
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (b und d). n.s. = nicht signifikant.
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3.2.2.2 fB,-Integrin-Expression auf PMN in Abwesenheit von LRP1

Um die Ergebnisse der B.-Integrin-Expression nach pharmakologischer LRP1-Blockade zu
bestatigen, wurden LRP1-defiziente mPMN sowie entsprechende Kontrollzellen aus
Vav-iCre*/LRP1"- sowie Vav-iCre/LRP1""-M&usen isoliert. Nach Stimulation mit CXCL1
oder TNFa sowie Inkubation mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern gegen die Antigene
CD11a, CD11b oder CD18 erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Erwartungsgeman
zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Expression von CD11b und CD18 nach Stimulation im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Das konstitutiv exprimierte CD11a war demgegeniber
nach Stimulation im Vergleich zur Kontrolle unverandert. In Abwesenheit von LRP1 zeigte
sich nach Stimulation mit CXCL1 oder TNFa keine Anderung der B,-Integrin-Expression im
Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 20). Dies deutet darauf hin, dass eine veranderte
Bo-Integrin-Expression auf mPMN nicht die Ursache fir funktionelle Effekte bei
LRP1-Defizienz darstellte.
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Abbildung 20: Darstellung der B.-Integrin-Oberflachenexpression auf mPMN aus Vav-
iCre/LRP1"" sowie Vav-iCre'/LRP1""-Miusen modifiziert nach Weckbach et al., 2019
[158]. Reprasentative Histogramme (a) sowie quantitative Auswertung (b) nach Stimulation
der mPMN mit rmCXCL1 (100 ng/ml), TNFa (100 ng/ml) oder Adhasionsmedium zur Kontrol-
le sowie Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern gegen CD11a, CD11b und
CD18. n =3 (aund b). #, p < 0,05 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (b). n.s. = nicht
signifikant.
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3.3 Funktionelle Charakterisierung von LRP1

Um die funktionelle Rolle von LRP1 fir die Rekrutierung von PMN zu untersuchen, wurde
zunachst die exakte Lokalisation von LRP1 und B,-Integrinen wahrend der Induktion der
Adhasion konfokalmikroskopisch dargestellt. Die Regulation der hoch-affinen Konformation
der Bo-Integrine in Abhangigkeit von LRP1 konnte durch das Bindeverhalten von ICAM-1 und
Fibrinogen durchflusszytometrisch analysiert werden. Das reduktionistische System der
Mikroflusskammern erlaubte es, die Bedeutung von LRP1 flir die einzelnen Schritte der Rek-

rutierungskaskade in Abhangigkeit verschiedener Beschichtungen zu untersuchen.

3.3.1 Kolokalisation von LRP1 mit dem B,-Integrin LFA-1

Die exakte Lokalisation von LRP1 und dem [,-Integrin LFA-1 (CD11a/CD18) wahrend der
Induktion der Adhasion wurde durch Kolokalisationsstudien in Mikroflusskammern mit
rmP-Selektin/FC-, rmICAM-1- und rmCXCL1-Beschichtung untersucht [300]. Die
LRP1/CD11a-Kolokalisation wurde nach Farbung mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern
auf mPMN aus C57BI/6-Mausen mittels CSD-Mikroskopie bestimmt. Durch die hohe zeitliche
Auflésung war die genaue Bestimmung der LRP1- und CD11a-Verteilung auf der Zellober-
flache wahrend dem Ubergang vom Rollen zur Adhasion méglich. Es zeigte sich nach Adhé-
sion der Zellen eine gesteigerte Kolokalisation sowie ein Clustering von LRP1 und CD11a
auf der Zelloberflache (Abbildung 21a und b). Die quantitative Analyse von 23 Zellen aus 5
unabhangigen Experimenten ergab eine signifikante Erhdhung der Fluoreszenzintensitat pro
Kolokalisationsflache von LRP1 und CD11a nach Adhasion der Zellen (0,255 £ 0,033) im
Vergleich zum Rollen (0,071 £ 0,009) wie in Abbildung 21c dargestellt. Um eine unspezifi-
sche Kolokalisation auszuschlielen, erfolgte zur Kontrolle die Analyse der Oberflachenex-
pression von LRP1 und Gr-1 wahrend dem Ubergang vom Rollen zur Adh&sion. Wahrend
ein Clustering von LRP1 nach Adhasion der Zelle deutlich erkennbar war, zeigte das
Gr-1 Molekll eine unveranderte Oberflachenverteilung (Abbildung 21a). Auch in der
quantitativen Analyse konnte keine spezifische Kolokalisation zwischen LRP1 und Gr-1 nach
Zelladhasion detektiert werden (Abbildung 21b). Eine Auswertung der Intensitat pro Kolokali-
sationsflache von LRP1 und Gr-1 auf 11 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten bestatigte
diesen Eindruck und zeigte keinen signifikanten Anstieg wahrend des Ubergangs vom Rollen
zur Adhasion (Rollen: 0.280 * 0,042; Adhasion: 0,299  0,037), dargestellt in Abbildung 21c.
Die Experimente verdeutlichen das spezifische Clustering sowie die Kolokalisation von LRP1
und CD11a nach Induktion der Adhésion in Flusskammern, die mit rmP-Selektin/FC,
rmICAM-1 und rmCXCL1 beschichtet waren. [158]
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Abbildung 21: Analyse der Kolokalisation von LRP1 und CD11a wéahrend den Rekrutie-
rungsschritten Rollen und Adhésion in vitro modifiziert nach Weckbach et al., 2019 [158].
Die Flusskammerexperimente wurden nach Farbung von isolieten mPMN aus dem Kno-
chenmark von C57BI/6-Mausen nach dem Protokoll ,Induktion der Adhasion® mit
rmP-Selektin/FC-, rmICAM-1- und rmCXCL1-Beschichtung durchgefuhrt. Die Aufnahmen
erfolgten mit dem CSD-Mikroskop. Die gestrichelte vertikale Linie zeigt den Ubergang vom
Rollen zur Adhasion. (a) Die Fluoreszenzintensitaten fir die LRP1/CD11a oder LRP1/Gr-1
Farbung sind zusammen mit einem Fusionsbild der Kolokalisation durch eine reprasentative
Zelle wahrend des Rollens und der Adhasion dargestellt. Die jeweils rechte Seite zeigt die
Fluoreszenzintensitaten kodiert als heatmap. Die Flussrichtung wird durch den Pfeil angege-
ben. Marker = 10 ym (b) Darstellung der Intensitat/Kolokalisationsflache von LRP1/CD11a
oder LRP1/Gr-1, der Rollgeschwindigkeit (um/s) sowie der Korrelation der Kolokalisation
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(Pearson) wahrend Rollen und Adhasion einer reprasentativen Zelle. (¢) Die Intensi-
tat/Kolokalisationsflache wird fir LRP1 und CD11a oder LPR1 und Gr-1 als Mean £+ SEM
wahrend des Rollens und der Adhasion dargestellt. LRP1/CD11a: n = 23 Zellen aus 5 unab-
hangigen Experimenten; LRP1/Gr-1: n = 11 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten.
*, p <0,05. n.s. = nicht signifikant.

Weitere Lokalisationsstudien wurden mit dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""-Zellen durchgefiihrt.
In Abwesenheit von Ostrogen reifen die Zellen in Gegenwart von SCF zu PMN. Diese diffe-
renzierten Hoxb8-Zellen sind dem Verhalten von frisch isolierten mPMN aus dem Knochen-
mark sehr ahnlich und stellen deshalb nach Zehrer et al. ein geeignetes System zur Analyse
der PMN-Rekrutierungskaskade dar [158, 286]. Nach Farbung mit spezifischen anti-LRP1-
und anti-CD11a-Antikérpern wurden die Zellen mit einer Schubspannung von 1 dyne/cm? in
Mikroflusskammern infundiert, welche mit rmP-Selektin/FC, rmICAM-1 und rmMK beschich-
tet waren. Der Fixierung mit 4% PFA folgten die Aufnahmen mittels hochauflésender
STED-Mikroskopie. Es zeigte sich fur die adharenten sowie migrierenden dHob8-Zellen auf
rmMK eine Kolokalisation von LRP1 und CD11a als potenzielle fokale Adhasionspunkte
(Abbildung 22), wie sie auch bei Beschichtung mit rmCXCL1 sichtbar waren (Abbildung 21)
[158]. Die Aufnahme der migrierenden Zelle (Abbildung 22, untere Reihe) legt nahe, dass
sich das Clustering und die Kolokalisation von LRP1 und CD11a dort insbesondere am

Hinterende der Zelle (Uropod) konzentrieren. [158]

Fusionsbild Kolokalisation

Abbildung 22: Darstellung der Kolokalisation von LRP1 und CD11a auf einer adharen-
ten (obere Bildreihe) sowie migrierenden Zelle (untere Bildreihe) in vitro modifiziert
nach Weckbach et al., 2019 [158]. Reprasentative Aufnahmen von dHoxb8-SCF-Vav-iCre
ILRP1"_Zellen, welche nach Farbung mit spezifischen anti-LRP1- und anti-CD11a-
Antikérpern nach dem Protokoll ,Induktion der Adhasion* mit 1 dyne/cm? in Mikroflusskam-
mern mit rmP-Selektin/FC-, rmICAM-1- und rmMK-Beschichtung infundiert wurden. Nach
Fixierung mit 4% PFA erfolgte die Aufnahme mittels STED-Mikroskopie. Die Abbildung zeigt
eine adharente Zelle in der oberen sowie eine migrierende Zelle in der unteren Reihe mit
LRP1 (grun), CD11a (rot), Fusionsbild (gelb) und Kolokalisation von LRP1 und CD11a als
heatmap. Die Abbildung zeigt eine reprasentative Aufnahme flir 3 unabhangige Experimente.
Der weilte Pfeil markiert die Kolokalisation von LRP1 und CD11a am Uropod der Zelle. Mar-
ker =10 um.
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Um die Kolokalisation von LRP1 und CD11a in vivo zu untersuchen, wurde das Entziin-
dungsmodell im M. cremaster in C57Bl/6-Mausen angewandt. Nach Vorbereitung und Prapa-
ration des M. cremaster (siehe 2.2.18.3) erfolgte eine Inkubation mit den FITC-konjugierten
anti-LRP1, anti-CD11a sowie anti-CD31 Primarantikérpern dber Nacht. CD31
(Platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1) wird auf der Oberflaiche von En-
dothelzellen in hoher Menge exprimiert und dient als deren Marker. Nach Inkubation mit den
Sekundarantikérpern wurden die postkapillaren Venolen konfokalmikroskopisch aufgesucht.
Es zeigte sich auch in vivo eine Kolokalisation von LRP1 und CD11a an potentiellen fokalen
Adhasionspunkten auf dem Endothel (Abbildung 23).

CD11a Fusionsbild

Abbildung 23: Analyse der Kolokalisation von LRP1 und CD11a im Kremastermuskel
in vivo. Darstellung eines reprasentativen intravasalen mPMN. Nach Praparation des
M. cremaster einer C57BI/6 Maus wurde dieser Uber Nacht mit anti-LRP1 (grin), anti-CD11a
(rot) sowie anti-CD31 (blau) Antikérpern gefarbt. Die Aufnahmen erfolgten nach Aufsuchen
der postkapillaren Venolen des M. cremaster mit CLS-Mikroskopie. Die Abbildung zeigt eine
reprasentative Aufnahme fiir 3 unabhangige Experimente. Marker = 15 ym.

3.3.2 Einfluss von LRP1 auf die hoch-affine Konformation von f3,-Integrinen

Nach Darstellung der Kolokalisation von LRP1 und LFA-1 wurde eine Beteiligung von LRP1
an der Regulation der hoch-affinen Konformation der ,-Integrine LFA-1 (CD11a/CD18) und
Mac-1 (CD11b/C18) untersucht. Fur die Studie der spezifischen Bindung von
ICAM-1-Molekiilen an LFA-1 wurden mPMN aus dem Knochenmark von Vav-iCre*/LRP1""-
und Vav-iCre/LRP1""-Mausen isoliert und mit einem Mac-1-blockierenden Antikdrper
inkubiert. Es folgte eine Stimulation mit rmCXCL1, PMA sowie MnCl, mit anschlieRender
durchflusszytometrischer Analyse. Die Inkubation mit MnCl, diente durch Stabilisierung der
hoch-affinen Konformation der (3,-Integrine als Positivkontrolle [60]. Die Negativkontrolle er-
folgte durch Zugabe eines LFA-1-blockierenden Antikdrpers. Das Ergebnis zeigte einen
signifikanten prozentualen Anstieg der ICAM-1-Bindung nach Stimulation, jedoch keinen
Unterschied im Vergleich zwischen den Kontrollzellen und LRP1-defizienten Zellen (w/o: 3,2
+1,0% vs. 3,7 £ 1,3%; rmCXCL1: 21,7 £ 5,2% vs. 18,9 * 3,6%; PMA: 44,1 + 9,6% vs. 37,5 £
7,7%; MnCl,: 63,8 £ 13,0% vs. 51,3 £ 9,9%; Abbildung 24a).

Um die spezifische Bindung von Fibrinogen an Mac-1 zu untersuchen, wurden die isolierten

murinen PMN unter Zugabe von Alexa Fluor 647-konjugiertem humanem Fibrinogen fir
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20 min mit rmCXCL1 sowie MnCl, zur Positivkontrolle inkubiert. Die Negativkontrolle erfolgte
durch Inkubation mit EDTA. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der prozentualen
Fibrinogen-Bindung nach Inkubation mit rmCXCL1 und MnCl,, jedoch kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zwischen den Kontrollzellen und LRP1-defizienten mPMN (w/o:
18,6 + 5,5% vs. 19,3 + 4,7%; rmCXCL1: 55,5 + 10,8% vs. 42,9 + 8,6%; MnCl,: 40,3 £ 7,9%
vs. 48,6 + 8,9%; Abbildung 24b). Die Abwesenheit von LRP1 hat somit keinen Einfluss auf
die Affinitatsregulation der Bo-Integrine LFA-1 und Mac-1 nach Stimulation mit CXCL1.
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Abbildung 24: Regulation der Affinitat von B,-Integrinen auf isolierten mPMN aus Vav-
iCre*/LRP1"- und Vav-iCre/LRP1"-Maiusen. (a) Um die LFA-1-spezifische ICAM-1-
Bindung untersuchen zu kénnen, wurden mPMN nach Zugabe eines Mac-1 blockierenden
Antikdrpers mit rmICAM-1/Fc sowie einem Fc-spezifischen PE-konjugierten anti-human 1gG;
Antikorper inkubiert. Die Stimulation erfolgte fir 3 min mit rmCXCL1 (100 ng/ml) PMA
(100 nM) oder MnCl, (3 mM). Nach der Fixierung wurden die Proben durchflusszytometrisch
analysiert und der prozentuale Anteil der ICAM-1-Bindung ermittelt, indem 95% der PMN in
der mit einem blockierenden anti-LFA-1-Antikorper inkubierten Kontrollgruppe als negativ
definiert wurden. (b) Die Mac-1-Affinitat zu Fibrinogen wurde auf mPMN nach Stimulation mit
rmCXCL1 (100 ng/ml) und MnCl, (3 mM) sowie Zugabe von Alexa Fluor 647-konjugiertem
humanem Fibrinogen fur 20 min untersucht. In der Durchflusszytometrie wurde der prozen-
tuale Anteil der positiv an Fibrinogen bindenden PMN ermittelt, indem 95% der PMN in der
EDTA-Kontrolle als negativ definiert wurden. n = 5 (a und b). #, p < 0,05 im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle. n.s. = nicht signifikant.

3.3.3 Die Bedeutung von LRP1 fiir die B,-Integrin-abhangige Rekrutierungskaskade

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob einzelne Schritte der Rekrutierungskaskade in Ab-
hangigkeit von LRP1 durch den Stimulus MK beeinflusst werden. Dafir wurden
dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1"- sowie =~ dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen  einer
funktionellen Analyse in Mikroflusskammern zugeflhrt. Dieses reduktionistische System er-
laubt die Untersuchung der Rekrutierungsschritte ,Rollen®, ,Adhasion®, ,Verstarkung der
Adhasion®, ,Abflachung der Zelle* sowie ,mechanotaktische Migration durch verschiedene

Beschichtungen und Schubspannungen. Dabei wurden die Stimuli rmCXCL1 oder rmMK
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jeweils in Kombination mit rmICAM-1 und rmP-Selektin/FC als Beschichtung fir die
Mikroflusskammern gewahlt und die dHoxb8-Zellen nach definierten Protokollbedingungen
infundiert. Entsprechend der physiologischen Kaskade wird zunachst die Induktion der

Adhasion naher betrachtet.

3.3.3.1 Induktion der Adhasion

Die Analyse der Rekrutierungsschritte ,Rollen® und ,Adhasion” erfolgte nach dem Protokoll
,nduktion der Adhé&sion*. Dafir wurden dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""-  oder
dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"-Zellen mit einer physiologischen Schubspannung von
1 dyne/cm? in Mikroflusskammern infundiert. Nach Rollen der Zelle und Aktivierung fiihrt das
Inside-out Signaling zur hoch-affinen B,-Integrin-Konformation und erméglicht dadurch die
Zelladhasion. Zur Auswertung wurde nach 9 min Fluss der prozentuale Anteil der rollenden
oder adharenten dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen in Abhangigkeit der rollenden oder
adharenten dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1"-Zellen (100%) ermittelt. Dabei zeigte sich fir die
rollenden Zellen weder auf rmCXCL1 noch auf rmMK eine signifikante Veranderung in Ab-
wesenheit von LRP1 (CXCL1: 100,0% vs. 115,3 + 18,5%; MK: 100% vs. 92,3 + 28,6%; Ab-
bildung 25a). Jedoch war die relative Zelladhdsion von dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-
Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf rmMK signifikant vermindert, wahrend der Ansatz mit
rmCXCL1-Beschichtung keinen Unterschied zeigte (CXCL1: 100% vs. 95,1 = 12,7%; MK:
100% vs. 40,8 = 6,0%; Abbildung 25b). Dies deutet auf eine bedeutende Rolle der MK-
LRP1-Achse fir die Adhasion von PMN hin.
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Abbildung 25: Die MK-vermittelte PMN Adhéasion in Abhangigkeit von LRP1 modifiziert
nach Weckbach et al., 2019 [158]. Die Flusskammerexperimente wurden mit dHoxb8-SCF-
Vav-iCre’/LRP1""- oder dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen nach dem Protokoll ,Induktion
der Adhésion“ mit einer Schubspannung von 1 dyne/cm? durchgefiihrt. Die Beschichtung
erfolgte mit rmP-Selektin/FC (10 pg/ml), rmICAM-1 (12,5 pg/ml) und rmCXCL1 (5 pg/ml; lin-
ke Spalte) oder rmMK (10 pg/ml; rechte Spalte). Darstellung des relativen Zellrollens (a) und
der relativen Zelladhasion (b) prozentual in Abhangigkeit der jeweiligen Kontrollzellen. n = 3
(@); n=5(b). **, p < 0,01. n.s. = nicht signifikant.

Um den molekularen Mechanismus der MK-vermittelten LRP1-abhangigen Adhasion naher
zu bestimmen, wurden aus dem Knochenmark von LRP1-NPxYxxL"- und LRP1-NPxYxxL°"-
Mausen Hoxb8-SCF-Zellen generiert. Ein knock-in fuhrt in diesen Zellen zu einer dysfunktio-
nalen Membran-distalen intrazellularen LRP1-NPxYxxL-Domane [281]. Die Analyse der
adharenten PMN erfolgte zu 5 verschiedenen Zeitpunkten (1, 3, 5, 7 und 9 min) durch Ermitt-
lung der absoluten Zellzahlen. Nach 9 min Fluss war die Gesamtzahl der adhéarenten
NPxYxxL-Mutanten auf rmMK im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant vermindert
(953,3 £ 74,2 Zellen vs. 647,3 + 101,8 Zellen). Die Anzahl der adharenten Zellen auf
rmCXCL1 zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied (929,9 + 62,9 Zellen vs. 762,8 +
83,7 Zellen; Abbildung 26). Diese Ergebnisse weisen auf einen Einfluss der
Membran-distalen LRP1-NPxYxxL-Domane bei der MK-vermittelten Adhasion hin [158].
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Abbildung 26: Beteiligung der Membran-distalen LRP1-NPxYxxL-Domane an der
MK-vermittelten PMN-Adhasion modifiziert nach Weckbach et al., 2019 [158]. Nach Ausdif-
ferenzierung wurden dHoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL*"- oder dHoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL"-
Zellen mit 1 dyne/cm? in Mikroflusskammern beschichtet mit rmP-Selektin/FC (10 pg/ml),
rmICAM-1 (12,5 pg/ml) und rmCXCL1 (5 ug/ml; links) oder rmMK (10 ug/ml; rechts)
infundiert. Die Ermittlung der adharenten Zellen erfolgte zu 5 verschiedenen Zeitpunkten (1,
3, 5, 7 und 9 min) jeweils fur die NPxYxxL-Mutanten sowie Kontrollzellen. Die y-Achse gibt
die adharenten Zellen in absoluten Werten an. n = 7. *, p < 0,05. n.s. = nicht signifikant.

3.3.3.2 Verstarkung der Adhasion

Nach der Zelladhasion wird die Bindung der hoch-affinen B.-Integrine an das endotheliale
ICAM-1 via Outside-in Signaling verstarkt und die Abldésung der Zelle verhindert. Diese Ver-
starkung der Adhéasion kann in Mikroflusskammern durch eine kontinuierlich bis auf 8
dyne/cm? ansteigende Schubspannung simuliert werden. Nach Beschichtung mit
rmP-Selektin/FC, rmICAM-1 und rmCXCL1 oder rmMK als Stimulus wurden
dHoxb8-SCF-Vav-iCre /LRP1""- oder dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen in die Kammern
infundiert und die relative Zelladhasion in Abhangigkeit der adharenten Zellen vor Beginn der
Schubspannung (100%) ermittelt. Dabei zeigten die LRP1-defizienten Zellen im Vergleich zu
den Kontrollzellen eine signifikant reduzierte Zelladhésion auf rmMK bei 4,0 dyne/cm? (88,5 +
2,2% vs. 67,5 + 8,2%) und 8,0 dyne/cm? (84,0 + 4,1% vs. 60,2 + 8,5%) Schubspannung, je-
doch keine Verdnderung auf rmCXCL1-Beschichtung (4,0 dyne/cm? 91,0 + 2,0% vs. 83,9 +
4,7%; 8,0 dyne/cm?®: 89,4 + 21% vs. 81,5 + 5,1%; Abbildung 27). Dies spricht fiir eine
Beteiligung der MK-LRP1-Achse an der Verstarkung der Adhasion. [158]
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Abbildung 27: Darstellung der Verstarkung der Adhasion mit Beteiligung der LRP1-
MK-Achse modifiziert nach Weckbach et al., 2019 [158]. Nach Beschichtung der Mikrofluss-
kammern mit rmP-Selektin/FC (10 pg/ml), rmICAM-1 (12,5 pg/ml) und rmCXCL1 (5 pg/ml;
links) oder rmMK (10 pg/ml; rechts) wurden dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""- oder dHoxb8-
SCF-Vav-iCre*/LRP1"-Zellen nach dem Protokoll ,Verstarkung der Adh&sion* mit anstei-
gender Schubspannung (0,2—8,0 dyne/cm?) infundiert. Die Verstarkung der Adhasion wurde
als relative Zelladhasion prozentual in Abhangigkeit der adharenten Zellen vor Beginn der
Schubspannung (100%) zu den angegebenen Zeitpunkten gemessen. n = 4. *, p < 0,05. n.s.
= nicht signifikant.

3.3.3.3 Abflachung der Zelle

Wahrend der Verstarkung der Adhasion und der fortschreitenden Zellaktivierung flacht die
Zelle ab. Die Abflachung der Zelle ist dabei eine Anderung des Parameters Zellflache, wel-
cher in ym? gemessen wurde. Die Analyse erfolgte nach Infusion von dHoxb8-SCF-Vav-iCre
/LRP1"- " oder dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"-Zellen in Mikroflusskammern mit rmP-
Selektin/FC-, rmICAM-1- und rmCXCL1- oder rmMK-Beschichtung vor Beginn (0 min) oder
nach Applikation eines Flusses von 1 dyne/cm? fir 10 min (10 min). Die Zellfliche zeigte
nach 0 min im Vergleich der LRP1-defizienten Zellen mit den entsprechenden Kontrollzellen
keine signifikanten Veranderungen, weder fir rmCXCL1 (130,0 + 11,0 pm2 vs. 152,8 + 23,2
um?) noch fir rmMK (122,2 + 17,6 ym? vs. 102,5 + 7,4 ym?) als Stimulus. Nach 10 min mit
rmMK als Stimulus zeigte sich eine signifikante Zunahme der Zellflache der dHoxb8-SCF-
Vav-iCre/LRP1"-Zellen im Vergleich zu den statischen Bedingungen nach 0 min. Dieser
Effekt war in Abwesenheit von LRP1 gehemmt. Im Vergleich der LRP1-defizienten dHoxb8-
SCF-Vav-iCre'/LRP1""-Zellen mit den dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""-Kontrolizellen war die
Zellflache nach 10 min Fluss auf rmMK signifikant vermindert, wahrend im Gegensatz eine
Beschichtung mit rmCXCL1 als Stimulus keinen signifikanten Unterschied zeigte (CXCLA1:
207,7 + 42 um? vs. 178,5 + 6,2 ym?; MK: 192,1 + 9,9 um? vs. 122,1 + 14,4 um? Abbildung
28). Es konnte somit ein MK-vermittelter Effekt auf die Abflachung der Zelle in Abhangigkeit

von LRP1 unter Flussbedingungen nachgewiesen werden.
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Abbildung 28: Die Rolle der LRP1-MK Achse bei der Abflachung der Zelle modifiziert
nach Weckbach et al., 2019 [158]. Die Analyse der Zellflache erfolgte nach Infusion von
dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""- oder dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen in Mikrofluss-
kammern mit rmP-Selektin/FC (10 pg/ml), rmICAM-1 (12,5 pg/ml) und rmCXCL1 (5 pg/ml;
links) oder rmMK (10 pg/ml; rechts) Beschichtung vor (0 min) oder nach Applikation einer
Schubspannung von 1 dyne/cm? fiir 10 min (10 min). (a) Reprasentative Darstellung mikro-
skopischer Aufnahmen aus den beschichteten Flusskammern nach 10 min Fluss. Marker =
10 um (b) Auswertung der Zellflache in um als Mal der Abflachung der Zelle nach 0 min und
10 min Fluss. n = 3. *, p < 0,05 (b). #, p < 0,05 im Vergleich zur Zellflache der
dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""-Zellen nach 0 min Fluss (b). n.s. = nicht signifikant.
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3.3.3.4 Mechanotaktische Migration

Nach der Analyse der Abflachung der Zelle wurden Experimente zur Untersuchung der
mechanotaktischen  Migration  durchgefuhrt. Es  erfolgte die Infusion  der
dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""- oder dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen in Mikrofluss-
kammern, die mit rmP-Selektin/FC-, rmICAM-1- und rmCXCL1- oder rmMK beschichtet
waren. Nach Applikation einer Schubspannung von 1 dyne/cm? fiir 10 min wurden die Migra-
tionspfade sowie Migrationswinkel ausgewertet und letztere in sogenannten rose blots dar-
gestellt. Die Darstellung der Migrationspfade zeigte phanotypisch im Vergleich der zuruckge-
legten Strecke der dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1™- mit dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-
Zellen bei LRP1-Defizienz auf rmMK-Beschichtung ein Migrationsdefizit, wahrend auf
rmCXCL1 kein Unterschied erkennbar war (Abbildung 29a). Dies konnte quantitativ durch
Messung der euklidischen Distanz (CXCL1: 11,4 £ 2,2 ymvs. 9,4 = 1,6 um; MK: 11,6 £ 0,55
Mm vs. 6,56 + 0,65 uym) sowie Migrationsgeschwindigkeit (CXCL1: 2,47 £ 0,25 pym/min vs.
2,41 £ 0,26 ym/min; MK: 2,56 £ 0,16 ym/min vs. 1,54 + 0,08 ym/min) signifikant bestatigt
werden (Abbildung 29b).
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Abbildung 29: Einfluss der LRP1-MK Achse auf die mechanotaktische Migration
modifiziert nach Weckbach et al., 2019 [158]. Fur die Analyse der mechanotaktischen Migra-
tion wurden dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1""- oder dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen mit
einer Schubspannung von 1 dyne/cm? in Mikroflusskammern mit rmP-Selektin/FC-(10 ug/ml),
rmICAM-1-(12,5 pg/ml) und rmCXCL1-(5 pg/ml; links) oder rmMK-(10 pg/ml; rechts) Be-
schichtung infundiert. Nach 10 min erfolgte die Auswertung. (a) Darstellung der Migrations-
pfade in um sowie der Migrationswinkel als rose blots, welche durch die x- und y-
Koordinaten zu Beginn und Ende der Zellmigration ermittelt wurden. Die Zellen wurden dabei
zu Gruppen in 10°-Intervalle zusammengefasst. Pfeile zeigen die Flussrichtung an. (b)
Quantitative Analyse der dHoxb8-Zellen mit Darstellung der euklidischen Distanz in um so-
wie (c) Migrationsgeschwindigkeit in um/min. dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1" (CXCL1: n = 3
mit 214 Zellen; MK: n = 4 mit 280 Zellen); dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"™ (CXCL1: n = 3 mit
303 Zellen; MK: n = 4 mit 197 Zellen). ***, p < 0,001. n.s. = nicht signifikant.

Zusammenfassend zeigte sich somit, dass zahlreiche Schritte der Rekrutierungskaskade in
Abhangigkeit von LRP1 durch den Stimulus rmMK beeinflusst werden. Neben den Rekrutie-
rungsschritten ,Adhasion®, ,Verstarkung der Adhasion“ und ,Abflachung der Zelle* war auch
die ,mechanotaktische Migration“ in Abwesenheit von LRP1 im Vergleich zu den

Kontrollzellen mit rmMK als Stimulus signifikant beeintrachtigt.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung eines LRP1-defizienten Maus- und Zellmodells

Um die exakte Rolle von LRP1 fir die MK-vermittelte Rekrutierung von PMN untersuchen zu
kénnen, wurde ein LRP1-defizientes Maus- und Zellmodell generiert. Eine systemische
LRP1-Deletion fuhrt zum frihembryonalen Tod der Mause aufgrund massiver Blutungen um
den Tag 13,5 der embryonalen Entwicklung [235, 236]. Der zugrundeliegende Defekt resul-
tiert aus der fehlenden Rekrutierung von glatten Gefalimuskelzellen sowie Perizyten wah-
rend der Angiogenese und fuhrt zur Gefalruptur mit sekundarem Kreislaufversagen [236].
Deshalb wurde das Cre/loxP-System flir eine gewebespezifische Deletion genutzt und
LRP1"™- mit LysM-Cre-Mausen verpaart [235, 236]. Die Cre-Rekombinase wird in diesen
Tieren unter dem LysM-Promotor in der myeloischen Zellreihe aktiviert und schneidet die
LRP1-Sequenz an spezifischen, den Genlokus flankierenden loxP-Stellen. Zur Bestimmung
des Genotyps wurde nach DNA-Isolation aus Ohrbiopsien eine genomische PCR mit spezifi-
schen Primern durchgefiihrt. Durch den Nachweis von Banden bei 350 bp und 700 bp konn-
te der heterozygote Genotyp identifiziert werden. Dieser wurde gewahlt, da homozygote
LysM-defiziente Mause eine veranderte Entziindungsreaktion im Vergleich zum WT zeigten
[297]. Um die Expression von LRP1 auf Proteinebene darzustellen, erfolgte die Isolation von
mPMN aus dem Knochenmark von LysM-Cre/LRP1"- sowie LysM-Cre*/LRP1"-Mausen
und nach Zelllyse eine Western-Blot-Analyse. Die Detektion eines Antikdrpers gegen die
85 kDa B-Domane von LRP1 zeigte jedoch — trotz korrektem Genotyp — fir PMN aus
LysM-Cre*/LRP1""-Mausen eine deutliche LRP1-Expression. Die Erstbeschreiber der Maus-
linie Clausen et al. konnten nach Isolation der Vorlduferzellen aus dem Knochenmark und
Inkubation flr 7 Tage in Kultur eine Deletionseffizienz der LysM-Cre-Rekombinase fir Gr-1-
positive Zellen von 75% nachweisen [279]. Gr-1 diente dabei als Marker der PMN. Dies deu-
tet darauf hin, dass flir Deletionsstudien nicht das Zellalter per se, sondern der Zeitpunkt der
Genexpression entscheidend ist. Die Aktivierung des LysM-Promotors im Verlauf der Gra-
nulopoese stellt die Expression des Lysozyms als Bestandteil der Granula sicher [143]. Es
liegt nahe, dass die Aktivierung des LysM-Promotors wahrend der Zellreifung nach Beginn
der Expression des LRP1-Proteins erfolgt und dieses somit auf Proteinebene exprimiert wur-
de. In zahlreichen Studien wurde die LysM-Cre-Linie erfolgreich als Reporter-Mauslinie der
myeloiden Zellreihe eingesetzt. Dies ist moglich, da auch eine spate Expression des
LysM-Promotors z.B. den Nachweis und eine Differenzierung der myeloiden Zellen durch
spezifische fluoreszierende Proteine erlaubt [301, 302].

Da sich die LysM-Cre-Linie aufgrund der gezeigten LRP1-Expression auf mPMN nicht fur die

fif
1

vorliegende Deletionsstudie eignete, wurden in einem neuen Ansatz Vav-iCre/LRP1™"-Mause

verwendet. In diesen Tieren wird die Cre-Rekombinase unter dem Vav-Promotor aktiviert
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und LRP1 im hamatopoetischen System sowie in Endothelzellen deletiert [280, 303]. Durch
eine genomische PCR nach DNA-Isolation aus Ohrbiopsien konnten die heterozygoten
Vav-iCre*/LRP1"-Zieltiere bestatigt werden. Der Western-Blot zeigte fir mPMN aus
Vav-iCre*/LRP1"-Mausen nach Zelllyse eine fehlende Bande bei 85 kDa und damit die er-
folgreiche Deletion des LRP1-Proteins. Durch eine frihe Aktivierung des Vav-Promotors in
Vav-iCre*/LRP1"-Mausen erfolgt die Inaktivierung des LRP1-Gens vor Beginn der Protein-
expression und damit die Ausschaltung des LRP1-Proteins. Im Gegensatz dazu konnte im
Western-Blot LRP1 in Zelllysaten von mPMN aus Vav-iCre/LRP1""-Kontrolltieren durch eine
Bande bei 85 kDa nachgewiesen werden. Die LRP1-defizienten Mause wurden zusammen
mit den entsprechenden Kontrolltieren in den Experimenten dieser Arbeit genutzt.

Um neben den Primarzellen aus der Maus Uber ein Zellsystem zu verfliigen, das hohe
Zellzahlen verfigbar macht, wurde auf immortalisierte hamatopoetische Hoxb8-Zelllinien
zurtickgegriffen. Im Vergleich zu den murinen Primarzellen, welche eine kurze Lebensdauer
im Kreislauf aufweisen und terminal ausdifferenziert sind, wird so eine Expansion in Kultur
ermoglicht. Hoxb8-SCF-Zellen stellen nach Evaluation von Zehrer et al. ein geeignetes
System zur Studie der Rekrutierung von PMN dar [286]. Nach Zelllyse von undifferenzierten
Hoxb8-SCF-Kontrollzellen aus Vav-iCre/LRP1"-Mausen konnte im Western-Blot keine
LRP1-Expression nachgewiesen werden. Diese zeigte sich jedoch nach Ausdifferenzierung
der Zellen fur 4 Tage durch Nachweis einer 85 kDa-Bande und deutet auf eine Induktion der
LRP1-Expression nach Einleitung der Zelldifferenzierung hin. In Hoxb8-SCF-Zellen aus
Vav-iCre*/LRP1"-M&usen konnte — dem Western-Blot der Primarzellen entsprechend —
durch eine fehlende Bande bei 85 kDa kein LRP1 gezeigt werden. Somit wurde das
Zellsystem in den Experimenten zur Analyse des leukozytaren LRP1 eingesetzt.

Ein weiterer Vorteil von immortalisierten Hoxb8-Zellen gegeniber Primarzellen ist die
genetische Modifizierbarkeit. Um die Voraussetzungen fiir eine potenzielle in vivo Applikation
von Hoxb8-Zellen zu schaffen, wurden mithilfe des CRISPR/Cas9-Systems LRP1-defiziente
Hoxb8-FL-Zellen generiert. Redecke et al. konnten Hoxb8-FL-Zellen aus WT-Mausen nach
Knochenmarkbestrahlung der Zieltiere erfolgreich transferieren und bis zum Tag 38 nach
Injektion im Kreislauf nachweisen [288]. Das CRISPR/Cas9-System erlaubte eine spezifi-
sche Induktion einer Mutation im Exon 1 des LRP1-Genoms, welche durch Sanger-
Sequenzierung identifiziert werden konnte. Mittels Western-Blot-Analyse wurde eine
LRP1-Defizienz des entsprechenden Klons auf Proteinebene nachgewiesen. Durch Entzug
von Ostrogen sowie Zugabe von GM-CSF kénnen die Hoxb8-FL-Zellen in vitro zu PMN,
Makrophagen und DC ausdifferenziert und weiteren Experimenten zur Studie der

Rekrutierungskaskade in vivo zugefuhrt werden.
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4.2 Die Rolle von LRP1 fir die Rekrutierung von PMN an den Ort der
Entziindung
In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass das hochkonservierte LRP1-Protein als
Rezeptor flr das Zytokin MK agiert, welches eine wichtige Rolle fur die Rekrutierung von
PMN wahrend der akuten Entziindungsreaktion spielt [158, 185, 202]. So war in vivo die Ad-
hasion und Extravasation von PMN in postkapilldren Venolen des M. cremaster in MK”-
Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren 2 h nach intraskrotaler Applikation von TNFa signi-
fikant reduziert [185]. Unter Flussbedingungen in vitro war immobilisiertes MK jedoch nicht
I6sliches MK an der Vermittlung der Adhasion von PMN beteiligt [185]. Dies deutet darauf
hin, dass MK in vivo — immobilisiert an das Endothel gebunden — die Adhasion ermdéglicht
[185]. Es konnte nachgewiesen werden, dass immobilisiertes MK die hoch-affine Konforma-
tion von Bo-Integrinen stabilisiert und durch pharmakologische Blockade von LRP1 mit
LRPAP sowohl die MK-Bindung an PMN als auch die MK-induzierte hoch-affine p,-Integrin
Konformation reduziert war [185]. Durch blockierende Antikérper gegen B+- und B,-Integrine
wurde eine direkte Bindung von MK an diese Rezeptoren ausgeschlossen [185]. Es ist zu-
dem bekannt, dass LRP1 mit den Bo-Integrinen LFA-1 sowie Mac-1 interagiert, welche ent-
scheidend fur die Rekrutierungsschritte der Adhasion, Verstarkung der Adhasion, dem Abfla-
chen der Zelle sowie die intraluminale Migration von PMN sind [13, 158, 274, 276]. Somit
liegt es nahe, dass das Zytokin MK Uber LRP1 die Bo-Integrin-abhangige Rekrutierung von
PMN im Rahmen der akuten Entziindungsreaktion vermittelt (Abbildung 30) [185, 277]. Die
vorliegende Arbeit sollte zu einem besseren Verstandnis der MK-vermittelten LRP1-

abhangigen Schritte der PMN-Rekrutierung beitragen.

Rollen Adhasion Transmigration

Abbildung 30: Darstellung von LRP1 und MK wéhrend der Rekrutierung von PMN mo-
difiziert nach Herter und Mayadas, 2014 [277]. Nach dem Rollen folgen die Rekrutierungs-
schritte der Adhasion auf entziindetem Endothel sowie die Transmigration. Der Ubergang
vom Rollen zur Adhéasion wird durch Bindung von MK an LRP1 und der nachfolgenden
Konformationsanderung von LFA-1 in den hoch-affinen Zustand reguliert. Dieser ist fur die
Bindung der Integrine an ICAM-1 auf dem Endothel notwendig.
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In einem ersten Schritt wurden LRP1 sowie B,-Integrine molekular charakterisiert. Es konnte
gezeigt werden, dass LRP1 auf murinen sowie humanen Monozyten und PMN exprimiert
und die Expression in PMN durch verschiedene pro-inflammatorische Stimuli induziert wird.
Die LRP1-Expression in Monozyten ist bereits seit langem bekannt und wurde deshalb als
Positivkontrolle verwendet [298, 304-306]. Liberale et al. konnten fir hPMN eine Induktion
der LRP1-Expression nach Inkubation mit dem Stimulus TNFa zeigen [307]. Eine Inkubation
der PMN mit loslichem MK oder MnCl,, welches die hoch-affine Konformation der
Bo-Integrine stabilisiert, hatte in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf die LRP1-
Expressionslevel [60]. Weckbach et al. konnten ebenso keinen Effekt von |6slichem MK auf
die inflammatorische Aktivierung von PMN sowie Endothelzellen nachweisen [185]. Dies
deutet darauf hin, dass MK nicht als klassisches pro-inflammatorisches Zytokin agiert. Die
Expression des LRP1-Liganden MK konnte von Weckbach et al. in PMN sowie Endothelzel-
len gezeigt und eine Induktion der Expression unter hypoxischen Bedingungen nachgewie-
sen werden [308]. Fur die Aufklarung des exakten zellularen Ursprungs von MK im vaskula-
ren System sowie die Regulation der MK-Expression sind weitere Studien erforderlich.

Da fur B4-Integrine eine verminderte Reifung und Expression in Abwesenheit von LRP1 ge-
zeigt werden konnte, wurde die Rolle von LRP1 fur die Expression von B.-Integrinen nach
Stimulation und LRP1-Blockade mit LRPAP bzw. in Abwesenheit von LRP1 untersucht [272].
Die Oberflachenexpression von CD11a, CD11b und CD18 wurde in unstimulierten PMN
sowie nach Stimulation mit CXCL1 bzw. IL8 und fMLP analysiert. Die Expression von LFA-1
als auch Mac-1 an der Zelloberflache zeigte weder nach LRP1-Blockade mit LRPAP noch in
LRP1-defizienten PMN aus Vav-iCre*/LRP1"-M&usen im Vergleich zu den entsprechenden
Kontrollen einen Unterschied. Somit kann eine veranderte B,-Integrin-Oberflachenexpression
nach Stimulation mit CXCL1 bzw. IL8 und fMLP als Ursache fur funktionelle Effekte in Abwe-
senheit von LRP1 ausgeschlossen werden. In weiterfihrenden Experimenten ware die Ana-
lyse der Bo-Integrin-Oberflachenexpression nach Stimulation mit immobilisiertem MK von
Interesse.

In einem zweiten Schritt wurde LRP1 funktionell charakterisiert. Daflr ist die exakte Lokalisa-
tion von LRP1 wahrend dem Rekrutierungsprozess von gro3em Interesse. Da fur die Adha-
sion von PMN das B.-Integrin LFA-1 (CD11a/CD18) essenziell ist, wurde dessen Lokalisation
wahrend der Induktion der Adhasion naher bestimmt [90]. Spijkers et al. konnten zeigen,
dass LRP1 durch Beteiigung am CD11a-Clustering die  Adhasion der
monozytenahnlichen Zelllinie U937 an isolierte Endothelzellen unter Flussbedingungen
vermittelt [158, 274]. Diesen Daten entsprechend konnte mit zeitlich und 6rtlich hochauflo-
sender CSD-Mikroskopie in Mikroflusskammern bei Beschichtung mit CXCL1, ICAM1,
P-Selektin eine Kolokalisation und ein Clustering von LRP1 und CD11a auf mPMN wahrend

dem Ubergang vom Rollen zur Adhasion festgestellt werden. Diese konzentrierte LRP1 und
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CD11a-Lokalisation koénnte potenzielle fokale Adhasionspunkte als Interaktionsstellen mit
dem Endothel darstellen [158]. Bei Beschichtung mit MK, ICAM1, P-Selektin konnte mit
hochaufldsender STED-Mikroskopie fiir dHoxb8-SCF-Vav-iCre/LRP1"-Zellen ebenso eine
Kolokalisation von LRP1 und CD11a nach Zelladhasion sowie wahrend der Migration nach-
gewiesen werden. Die Aufnahme der migrierenden Zelle zeigte dabei eine mogliche Koloka-
lisation von LRP1 und CD11a am Uropod der Zelle. Dies kénnte auf eine Funktion von LRP1
bei der Ablésung der B.-Integrine und damit dem Ubergang von der Adh&sion zur Migration
hindeuten. Cao et al. konnten in Makrophagen, die auf Fibrinogen migrierten eine
Kolokalisation von LRP1 und Mac-1 am Uropod darstellen [275]. Durch ein koordiniertes Zu-
sammenspiel von LRP1, Mac-1, tPA sowie dessen Inhibitor PAI-1 wird durch die Endozytose
und anschlieRendem Recycling von Bo-Integrinen an die Zelloberflache eine effiziente Migra-
tion ermdglicht [275]. Ranganathan et al. konnten ebenfalls in Makrophagen eine Interaktion
von LRP1 und Mac-1 zeigen, welche durch Stimulation mit LPS verstarkt wurde [276]. Neben
der in vitro Analyse wurde auch im fixierten M. cremaster der Maus in vivo eine Kolokalisati-
on von LRP1 und CD11a dargestellt. Da die Aviditat der Integrine durch Clustering reguliert
wird, ware in weiteren Lokalisationsstudien die exakte Rolle von LRP1 flr diesen Prozess
von besonderem Interesse [70].

Wahrend die Kolokalisation und das Clustering von LRP1 und CD11a Stimulus-unabhangig
sowohl mit MK als auch CXCL1 nachgewiesen wurden, war die Adh&sion von
dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"-Zellen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen nur
bei Beschichtung mit MK als Stimulus reduziert [158]. Bei Beschichtung der Mikroflusskam-
mern mit CXCL1, ICAM1 und P-Selektin zeigte sich dieser Effekt nicht. Die Anzahl der rol-
lenden Zellen sowie die Rollgeschwindigkeit zeigten weder mit MK noch CXCL1 als Stimulus
einen signifikanten Unterschied. Die PMN wurden mit einer Schubspannung von 1 dyne/cm?
infundiert, welche den physiologischen Bedingungen in postkapillaren Venolen entspricht
[309]. Weil die Adhasion von LRP1-defizienten Zellen auf MK vermindert war und die
CXCL1-induzierte Adhasion unabhangig von LRP1 erfolgte, liegt es nahe, dass der Effekt
der MK-LRP1-Achse spezifisch ist. In der Zusammenschau deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass die Initiierung des LFA-1-Clusterings Stimulus-unabhangig sowohl mit CXCL1 als
auch MK erfolgt, wahrend die Adhasion in Abhangigkeit von LRP1 MK-vermittelt ist [158].

Um den molekularen Mechanismus naher zu bestimmen wurden aus dem Knochenmark von
LRP1-NPxYxxL"- und LRP1-NPxYxxL®"-Mausen Hoxb8-SCF-Zellen generiert In diesen
Zellen fuhrt ein knock-in zu einer dysfunktionalen Membran-distalen intrazellularen
LRP1-NPxYxxL-Domane, welche das primare Endozytosesignal darstellt [221, 281]. Nach
Durchflihrung der Flusskammerexperimente mit dem Protokoll ,Induktion der Adhasion® zeig-
te sich, dass die Zahl der adharenten Zellen mit einem dysfunktionale LRP1-NPxYxxL-Motif

bei Beschichtung mit immobilisiertem MK als Stimulus im Vergleich mit den Kontrollzellen
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signifikant vermindert war. Hingegen konnte mit einer CXCL1-Beschichtung kein signifikanter
Unterschied gezeigt werden. Dies deutet darauf hin, dass die Membran-distale LRP1-
NPxYxxL-Doméane eine wichtige Rolle fir die Induktion der Zelladhasion spielt [158]. Neben
der Adhasion waren auch die Verstarkung der Adhasion, die Abflachung der Zelle sowie die
mechanotaktische Migration in dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1""-Zellen im Vergleich mit Kon-
trollzellen bei Beschichtung mit immobilisiertem MK, nicht jedoch mit CXCL1 signifikant ein-
geschrankt [158]. Die Analyse der einzelnen Rekrutierungsschritte in Mikroflusskammern
deutet auf eine wichtige Bedeutung der MK-LRP1-Achse fur die hoch-affine (E+H+) LFA-1-
und Mac-1-Konformation hin. Eine Unterscheidung, ob die von der MK-LRP1-Achse
vermittelten Effekte in Mikroflusskammern LFA-1 oder Mac-1 abhangig sind, kénnte Uber
Experimente mit Fibrinogen-Beschichtung erfolgen. Im Gegensatz zu ICAM-1, welches als
Ligand fur LFA-1 und Mac-1 fungiert, wird Fibrinogen nur von Mac-1 gebunden [310-313].

Um die Regulation der hoch-affinen (E+H+) Bo-Integrin-Konformation in Abhangigkeit von
LRP1 zu untersuchen, wurden Experimente zur Bestimmung der Bindung von ICAM-1 nach
Mac-1-Blockade (LFA-1 spezifisch) sowie Fibrinogen (Mac-1 spezifisch) an PMN durchge-
fuhrt. Dabei konnte nach Stimulation mit CXCL1 bei Vergleich von PMN aus
Vav-iCre*/LRP1"-Mausen mit entsprechenden Kontrollen kein Einfluss von LRP1 auf die
Affinitatsregulation von B,-Integrinen festgestellt werden. Dies steht im Einklang mit den
Stimulus-spezifischen funktionellen Effekten in der Mikroflusskammer. Um zu untersuchen,
ob MK Uber LRP1 die hoch-affine (E+H+) Konformation von B,-Integrinen induziert, ware in
den genannten Bindeversuchen die Stimulation der PMN mit immobilisiertem MK bedeut-
sam. Ebenso ware es von Interesse die LFA-1-spezifische |ICAM-1-Bindung sowie
Mac-1-spezifische Fibrinogen-Bindung an dHoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL"- sowie den ent-
sprechenden Kontrollzellen nach Stimulation mit immobilisiertem MK durchzuflihren, um den
Einfluss des distalen LRP1-NPxYxxL-Motives auf die hoch-affine (E+H+) B,-Integrin-
Konformation zu bestimmen. Rabiej et al. konnten nachweisen, dass das distale LRP1-
NPxYxxL-Motiv mit der zytoplasmatischen Domane von s-Integrinen interagiert und Uber
Vermittlung der B4-Integrin-Endozytose die Adhasion, Abflachung sowie Migration von MEFs
auf Kollagen | sowie Fibronektin beeinflusst [224]. Da LRP1 einen bekannten Endozytosere-
zeptor darstellt, ware es von Bedeutung nach Stimulation mit immobilisiertem MK auch den
Einfluss von LRP1 auf die B,-Integrin-Endozytose sowie die Rickflihrung der Rezeptoren an
die Zelloberflache zu untersuchen. Zusammenfassend deuten die experimentellen Daten
dieser Arbeit darauf hin, dass LRP1 als funktioneller Rezeptor fur das Zytokin MK agiert und
die MK-LRP1-Achse zentrale Schritte der B.-Integrin-abhangigen Leukozytenrekrutierung

vermittelt.
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4.3 Der molekulare Mechanismus der MK-LRP1-Achse in PMN

Es ist bekannt, dass LRP1 als Rezeptor fur MK fungiert und mit den p,-Integrinen LFA-1 und
Mac-1 in Makrophagen interagiert [274, 276]. Der molekulare Mechanismus, wie die
MK-LRP1-Achse die B,-Integrin-Aktivierung sowie davon abhangige Rekrutierungsschritte
beeinflusst, ist jedoch ganzlich unklar. Im Gegensatz dazu konnten Wujak et al. einen Ansatz
zum Verstandnis der LRP1-abhangigen Bs-Integrin-Aktivierung entwickeln [314]. In
LRP1-defizienten murinen embryonalen Fibroblasten waren im Vergleich zu Kontrollzellen
die Bi-Integrin-Aktivierung sowie davon abhangige Rekrutierungsschritte der Adhasion,
Abflachung der Zelle sowie Migration auf Fibronektin vermindert [314]. Die
B4-Integrin-Oberflachenexpression war in Abwesenheit des Endozytoserezeptors LRP1
erwartungsgemafl erhoht, allerdings war die Internalisierungsrate im Vergleich mit
Kontrollzellen unverandert [314]. Dies kdnnte laut Wujak et al. auf eine erhohte Rickflihrung
der B-Integrine an die Zelloberflache bei LRP1-Defizienz hindeuten [314]. Ein mdglicher-
weise vermittelndes Protein ist Snx17, welches sowohl mit LRP1 als auch B+-Integrinen in-
teragiert [314]. In Abwesenheit von LRP1 konnte es vermehrt 4-Integrine binden und diese
vor dem lysosomalen Abbau an die Oberflache zurickfihren [225, 314, 315]. Die LRP1-
abhangige B+-Integrin-Aktivierung lasst sich nach Wujak et al. Gber das Adapterprotein Kind-
lin-2 erklaren [314]. LRP1 interagiert mit B4-Integrinen an der Zelloberflache und ermoglicht
nach Assoziation von Kindlin-2 an die intrazytoplasmatische LRP1-Domane die Formation
eines B4-Integrin-Kindlin-2-Komplexes, welcher zur Aktivierung der B4-Integrine flhrt [314].
Ahnliche LRP1-abhéangige Mechanismen kénnten sowohl fiir die Aktivierung als auch intra-
zellularen Sortierungsprozesse der f,-Integrine zutreffen. Fur die hoch-affine-(E+H+)
Konformation des B,-Integrins LFA-1 ist neben Talin-1 auch die Bindung des Adapterproteins
Kindlin-3 an den zytoplasmatischen Teil der B-Untereinheit von LFA-1 notwendig [80]. Da
LRP1 und Bo-Integrine auf der Zelloberflache interagieren, kdnnte nach Stimulation mit MK
die Bindung von Kindlin-3 an den LRP1-B.-Integrin-Komplex erfolgen, welcher die
Assoziation von Kindlin-3 an B,-Integrine mit nachfolgender Aktivierung ermoglicht [80, 274,
276]. Moser et al. konnten in vivo unter Flussbedingungen eine essenzielle Rolle von
Kindlin-3 fur die Regulation der Adhasion von PMN an Endothelzellen zeigen [316]. Die
Frage, ob Kindlin-3 mit LRP1 interagiert ist bisher ganzlich unbekannt und konnte mit einer
Ko-Immunprazipitation untersucht werden. Nach Adhasion von PMN in Mikroflusskammern
mit immobilisietem MK oder CXCL1 als Stimulus kénnte mithife von LRP1- und
Kindlin-3-Antikorpern eine Interaktion nachgewiesen werden. Da Kindlin-3 mit der
Membran-distalen NPxY-Domane von .-Integrinen interagiert, ware zudem eine
Ko-Immunprézipitation mit dHoxb8-SCF-LRP1-NPxYxxL"-Zellen sowie den entsprechenden

Kontrollen bedeutsam [316]. Dies kdnnte zeigen, ob die Interaktion mit LRP1 ebenfalls tGber
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die Membran-distale NPxYxxL-Domane erfolgt. Im Zusammenhang mit den bereits in Kapitel
4.2 beschriebenen Experimenten kdnnte so der molekulare Mechanismus der MK-LRP1-

Achse fur die Rekrutierung von PMN weiter aufgedeckt werden.

4.4 Die biologische Relevanz der MK-LRP1-Achse fiir die akute
Entziindungsreaktion

Die experimentellen Daten dieser Arbeit deuten in Zusammenschau mit den Vorarbeiten
darauf hin, dass LRP1 wahrend des Rekrutierungsprozesses den funktionellen Rezeptor flr
MK auf PMN darstellt [158, 185]. Obwohl die dargestellten Experimente in vitro einen wert-
vollen Beitrag zur Klarung des Mechanismus geleistet haben, stellen sie einen stark reduk-
tionistischen Versuchsaufbau dar, der der Komplexitat des Organismus nicht gerecht wird.
Einflisse der Scherkrafte im Gefalisystem in vivo, die Expression verschiedener Adhasi-
onsmolekiile und inflammatorischer Zytokine sowie die Wechselwirkung von Leukozyten,
Endothelzellen und Gewebe kénnen in vitro nicht adaquat simuliert werden. Um die biologi-
sche Relevanz von LRP1 fir die akute Entziindungsreaktion in vivo zu bestimmen, wurde
von Weckbach et al. die Rekrutierung von PMN in Abwesenheit von LRP1 im hamatopoeti-
schen System intravitalmikroskopisch untersucht [158]. In den postkapillaren Venolen des
M. cremaster von Vav-iCre*/LRP1""-Mausen konnte 2 h nach intraskrotaler Applikation von
TNFa im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren eine signifikant reduzierte Leukozy-
tenadhasion festgestellt werden, wahrend die Anzahl der rollenden Zellen sowie die Rollge-
schwindigkeit keinen Unterschied zeigten [158]. Zudem war die Extravasation von PMN in
das entziindete Gewebe des M. cremaster bei LRP1-Defizienz nach histologischer Analyse
vermindert [158]. Im Gegenzug konnte keine Veranderung der Rekrutierung von Eosinophi-
len, Basophilen, Lymphozyten oder Monozyten in Vav-iCre*/LRP1"-Mausen im Vergleich
zur Kontrolle gezeigt und somit in dem genannten Modell ein PMN-spezifischer Effekt nach-
gewiesen werden [158]. Die genannten Resultate der reduzierten PMN-Adh&sion sowie
Extravasation in Abwesenheit von LRP1 in vivo entsprechen den Effekten, welche von
Weckbach et al. in MK”-Mausen erhoben werden konnten [185]. Dies stiitzt in Zusammen-
schau mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit die Hypothese von LRP1 als einem bio-
logisch relevanten Rezeptor fir das Zytokin MK. Die spezifische Funktion von MK fur die
Rekrutierung von Leukozyten deutet auf MK als einen vielversprechenden therapeutischen
Angriffspunkt hin [158, 161, 317].

Eine herausragende klinische Bedeutung der MK-LRP1-Achse wurde fir das Krankheitsbild
der Myokarditis gezeigt. Weckbach et al. konnten nachweisen, dass nach Applikation eines
anti-N-terminalen MK-Antikérpers die Leukozyteninfiltration in dem Mausmodell der

Experimental Autoimmune Mpyocarditis (EAM) 21 Tage nach Induktion signifikant reduziert
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war [158]. Zudem war am 63. Tag der EAM die kardiale Fibrose sowie systolische
Dysfunktion nach MK-Blockade im Vergleich zur Kontrolle vermindert [158]. Um zu untersu-
chen, ob der MK-Rezeptor LRP1 kritisch fur die Leukozyteninfiltration bei EAM ist, wurde der
Maus Uber eine subkutan implantierte Pumpe zur LRP1-Blockade LRPAP mit einer konstan-
ten Rate infundiert [158]. Nach histologischer Analyse zeigte sich im Vergleich zur Kontroll-
gruppe eine signifikant verminderte Infiltration von Leukozyten in entzindetes kardiales Ge-
webe wie sie auch bei MK-Blockade nachgewiesen wurde [158]. Da jedoch LRPAP alle Mit-
glieder der LDL-Rezeptorenfamilie blockiert, konnte bisher nicht ausgeschlossen werden, ob
neben LRP1 andere LDL-Rezeptoren an der EAM beteiligt sind [158]. In weiteren Experi-
menten ist dabei zu klaren, ob MK diese Effekte in vivo direkt Gber LRP1 vermittelt. DarGber
hinaus wurden von Weckbach et al. in endomyokardialen Biopsien von Patienten mit Myo-
karditis erstmals NETs nachgewiesen und in vitro ein funktioneller Zusammenhang der NET-
Bildung zur MK-LRP1-Achse hergestellt [158]. Die Formation von NETs war in
dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"-Zellen auf immobilisiertem MK im Vergleich zu den
Kontrollzellen signifikant reduziert [158]. Dies deutet darauf hin, dass MK die NET-Bildung
Uber LRP1 induziert [158]. Somit Iasst sich eine biologische Relevanz der MK-LRP1-Achse
fur die Rekrutierung von Leukozyten in entziindetes Gewebe des M. cremaster sowie in
myokardiales Gewebe im Rahmen der Myokarditis feststellen. Fur Patienten mit chronischer
inflammatorischer Kardiomyopathie in Folge der Myokarditis gibt es bisher keine spezifische
Therapie und eine Blockade der MK-LRP1-Achse kdnnte einen neuen Ansatz aufzeigen
[158].

Zusammenfassend ist eine therapeutische MK-Blockade interessant, weil MK unter
physiologischen Bedingungen im adulten Organismus restriktiv exprimiert wird [158, 161].
Dies andert sich im inflammatorischen Zustand. MK konnte bei zahlreichen entzlindlichen
Erkrankungen in den beteiligten Organen nachgewiesen werden und ist an der
Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion beteiligt [158, 161, 317]. Dies deutet auf einen
spezifischen Effekt einer MK-Blockade im adulten Organismus hin und koénnte fur zahlreiche

Krankheitsbilder neue therapeutische Optionen eréffnen.
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5 Zusammenfassung

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sind Teil des angeborenen
Immunsystems und stellen die ersten Leukozyten dar, welche an den Ort der Verletzung
oder akuten Entzindung rekrutiert werden. Fir die verschiedenen Schritte der
PMN-Rekrutierung aus dem Blutstrom in das Gewebe sind Adhasionsmolekile der
Bo-Integrine essenziell. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass das Zytokin Midkine (MK)
— ein Ligand des Low density Lipoprotein Receptor-related Protein 1 (LRP1) — durch
Stabilisierung der hoch-affinen Konformation von p,-Integrinen an der Rekrutierung von PMN
wahrend der akuten Entzindungsreaktion beteiligt ist. LRP1 ist ein multifunktioneller
Rezeptor, welcher aus einer gro3en 515 kDa extrazellularen a-Domane sowie einer 85 kDa
transmembranaren [B-Domane besteht und seine Funktionen durch Endozytose von
Proteinen oder Oberflachenrezeptoren sowie Signaltransduktion vermittelt. Verschiedene
Arbeiten konnten eine Interaktion von LRP1 mit B-Integrinen zeigen, jedoch war die exakte
Rolle von LRP1 fur die MK-vermittelte Rekrutierung von PMN bisher ganzlich unbekannt. In
dieser Arbeit wurde ein LRP1-defizientes Maus- und Zellmodell etabliert, LRP1 und
Bo-Integrine auf PMN molekular charakterisiert sowie die funktionelle Bedeutung von LRP1
fur die Rekrutierung von PMN untersucht.

Da eine systemische LRP1-Deletion zu einem frihembryonalen Tod flhrt, wurden Mause mit
einer gewebespezifischen Deletion gezichtet. In PMN aus dem Knochenmark von
LysM-Cre/LRP1""-Mausen zeigte sich in der Western-Blot-Analyse jedoch eine insuffiziente
Reduktion der LRP1-Expression, weshalb Vav-iCre/LRP1""-M&use mit einer LRP1-Deletion
im hamatopoetischen System genutzt wurden. Um in vitro eine Zellexpansion zu ermdgli-
chen, wurden Hoxb8-SCF Zellen aus Vav-iCre/LRP1"-Mausen fiir die funktionelle Analyse
in Mikroflusskammern genutzt. Auflerdem wurden mittels CRISPR/Cas9 LRP1-defiziente
Hoxb8-FL-Zellen generiert, welche fur weitere Untersuchungen zur Verfigung stehen. Um
LRP1 molekular zu charakterisieren, wurde zunachst die Expression auf RNA- und Protein-
ebene nachgewiesen. In weiteren Experimenten konnte durchflusszytometrisch eine Indukti-
on der LRP1-Expression nach Inkubation mit pro-inflammatorischen Zytokinen festgestellt
werden. Fur B,-Integrine konnte weder nach pharmakologischer LRP1-Blockade mit LRPAP
noch in Abwesenheit von LRP1 eine veranderte Oberflachenexpression in ruhenden oder
stimulierten PMN gezeigt werden. Zur funktionellen Untersuchung der Affinitatsregulation
von B,-Integrinen wurde die Durchflusszytometrie eingesetzt und nach Stimulation der PMN
mit CXCL1 kein Einfluss von LRP1 auf die hoch-affine B.-Integrin-Konformation festgestellt.
Dies bestatigte die intakte Funktion der B.-Integrine wahrend der Rekrutierung von LRP1-
defizienten PMN in dem reduktionistischen System der Mikroflusskammer bei Beschichtung

mit dem Stimulus CXCL1. Fur Lokalisationsstudien wurden die hochauflésende
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Confocal Spinning Disc- sowie Stimulated Emission Depletion-Mikroskopie verwendet und in
der Mikroflusskammer die Kolokalisation und das Clustering von LRP1 und CD11a wahrend
dem Ubergang vom Rollen zur Adhésion dargestellt. Wahrend dieser Effekt sowohl bei Be-
schichtung mit CXCL1 als auch MK als Stimulus nachgewiesen wurde, war die Adhasion von
dHoxb8-SCF-Vav-iCre*/LRP1"-Zellen im Vergleich mit den entsprechenden Kontrollen nur
bei Beschichtung der Mikroflusskammern mit MK als Stimulus reduziert. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Membran-distale LRP1-NPxYxxL-Domane an der MK-vermittelten
Adhasion beteiligt ist. Neben der Adhasion waren auch die Rekrutierungsschritte der
Verstarkung der Adhasion, Abflachung der Zelle sowie mechanotaktischen Migration in
Abwesenheit von LRP1 auf immobilisiertem MK, nicht jedoch auf CXCL1, signifikant
eingeschrankt.

Zusammenfassend weisen die schweren MK-vermittelten Defekte der einzelnen Rekrutie-
rungsschritte in Abhangigkeit von LRP1 in vitro auf eine herausragende Bedeutung von
LRP1 fir die MK-vermittelte Rekrutierung von PMN im Rahmen der akuten

Entzindungsreaktion hin.
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7 Anhang

7.1 Abkilirzungsverzeichnis

ApoE
APP
APS
ARDS
bp
BSA
CaC|2
cDNA
CHO
CLS
CR
CRISPR/Cas9

CSD
CXCL
Dab1
DAMPs
DC
DMEM
dNTPs
DSB
EAE
EAM
ECL
EDTA
ER
FKS
FLT3L
fMLP
G-CSF
GPCR
h
HBSS
HDR
HEC
HEPES
ICAM
ICD
iCre
IL8
iIMK
LAD
LFA-1
LPS
LRP
LRPAP
m
Mac-1
MACS

Apolipoprotein E

Beta-amyloid Precursor Protein
Ammoniumpersulfat

Acute Respiratory Distress Syndrom

Base pairs

Bovines Serumalbumin

Calciumchlorid

Complementary DNA

Chinese Hamster Ovary

Confocal Laser Scanning

Cysteine-rich Complement-type Repeats
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/
CRISPR-associated Protein 9

Confocal Spinning Disc

Chemokine (C-X-C motif) Ligand
Disabled-1

Damage-associated Molecular Patterns
Dendritische Zellen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Doppelstrangbruch

Enzephalomyelitis

Experimental Autoimmune Myocarditis
Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraacetat
Endoplasmatisches Retikulum

Fetales Kalberserum

FMS-like tyrosine kinase 3 ligand
N-formyl-L-Methionyl-L-Leucyl-Phenylalanin
Granulocyte-colony Stimulating Factor
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Human

Hank’s Balanced Salt Solution

Homology Directed Repair

Human Embryonic Kidney
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Intercellular Adhesion Molecule
Intrazytoplasmatische Doméne
Improved-Cre

Interleukin-8

Immobilisiertes MK
Leukozyten-Adhasions-Defekt

Lymphocyte Function-associated Antigen 1
Lipopolysaccharide

Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein
Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein-associated Protein
Murin

Macrophage-1 Antigen

Magnetic-activated Cell Sorting
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MEF
MgC|2
MIDAS
min

MK

MMP
MnCl,
MPO
NaCl
NADPH
NETs
NHEJ
P/S

PAM
PAMPs
PBS
PDGF
PDGFRp
PECAM-1
PFA
PMA
PMN
PSGL-1
PTN

r

ROS
RPTPAIPTPS

RT
RT-PCR
S

SCF

SDS
SEM
sgRNA
SMC
Snx17
STED
TBST
TEMED
TNFa
tPA/PAI-1
Tris

TSP

uPA
VE-Cadherin
WT

Murine embryonale Fibroblasten
Magnesiumchlorid

Metal lon-Dependent Adhesion Site

Minuten

Midkine

Matrix-Metalloproteasen

Manganchlorid

Myeloperoxidase

Natriumchlorid
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Neutrophil Extracellular Traps
Non-homologous End-joining
Penicillin/Streptomycin

Protospacer Adjacent Motif
Pathogen-associated Molecular Patterns
Phosphate Buffered Saline

Platelet-derived Growth Factor
Platelet-derived Growth Factor Receptor 3
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule
Paraformaldehyd

Phorbol-Myristat-Acetat

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten
P-Selectin Glycoprotein Ligand 1

Pleiotrophin

Rekombinant

Reactive Oxygen Species

Receptor-like Protein Tyrosine Phosphatase f/Protein Tyrosine
Phosphatase ¢

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Soluble

Stem Cell Factor

Natriumdodecylsulfat

Standard Error of Mean

Single-guide RNA

Smooth Muscle Cells

Sorting Nexin 17

Stimulated Emission Depletion
Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween 20
Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor-a.

Tissue Plasminogen Activator/Plasminogen Activator Inhibitor-1
Trizma Base

Thrombospondin

Urokinase Plasminogen Activator

Vascular Endothelial-Cadherin

Wildtyp
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