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l. EINLEITUNG
1. ENTZUNDUNG

Bereits in der Antike hatte der romische Schriftste Aulus Cornelius Celsus die
Kardinalsymptome der Entziindung erkannt und sieRaging Rubop, Warme Calor),
Schmerz Dolor) und SchwellungTumor beschrieben. Als einer der bedeutendsten Vertrete
der modernen Medizin erganzte Rudolf Virchow imletaten Jahrhundert den Begriff der
Funktionsstérung Hunctio laesa (152). Heute weil3 man, dass Entzindung ein
hochkomplexes Geschehen ist, in welches eine \lielaaterschiedlichster Mechanismen
involviert ist. Aus pathologischer Sicht wird Entidiung als Anpassungsprozess des lebenden
Organismus verstanden, welcher die Schadigung dgsn@mus durch verschiedenste Noxen
unter Beteiligung des Immunsystems abwehren soll.

Die einzelnen Entzindungsformen sind nach Atiologkathogenese, Ausbreitung und
zeitlichem Verlauf durch ein entsprechendes patjisbh-anatomisches Substrat und den
daraus resultierenden Kklinischen Symptomen charaidd. In diesem Zusammenhang
werden unbelebte atiologische Faktoren einer Ewlztig (mechanische, chemische,
thermische, aktinische oder makromolekulare Noxem) belebten Faktoren wie Bakterien,
Viren, Pilze und Parasiten unterschieden. Jedezekia dieser entziindungsauslosenden
Faktoren bringt seine individuelle Pathogenesesnalt. Ferner kann die Entzindungsreaktion
auf den Ort der Schadigung begrenzt s@kale Entziindung), sich aber auafmetastatisch
ausbreiten odegeneralisiertden gesamten Organismus betreffen. Dem zeitlidhemauf
entsprechend differenziert man zwischen akutenchinohischen Entztindungsformen (147).
Bei akuten Entzindungen kommt es im betroffenen ébewdurch eine Erhéhung der
GefalRpermeabilitat zur Exsudation von Flussigkitf diese Weise wird die Konzentration
der entziindungsauslésenden Noxe vermindert undresek Entziindungsmediatoren an den
Ort der Schadigung gelangen. Weiterhin erfolgt éakale Verlangsamung des Blutflusses,
wodurch der Organismus vor einer Ausbreitung dexeNgeschutzt werden soll. Schlie3lich
treten Leukozyten von den postkapillaren Venolendas betroffene Gewebe Uber und
beseitigen gezielt das schadigende Agens (147)teSdies nicht gelingen, kann es zur
Generalisierung des Entzindungsgeschehens kommen kamplizierende Sekundar-
Erkrankungen auftreten oder aber ein Ubergang ire ehronische Entziindungsform

erfolgen.



Die Charakterisierung der den einzelnen Entzindworgéngen zugrunde liegenden
biochemischen und molekularen Prozesse ist Gegehdtx aktuellen Forschung. Ziel ist es,
durch ein wachsendes Verstadndnis dieser Vorgangevative Therapiekonzepte zur
Reduzierung der Morbiditat und Mortalitat von Enmkkangen zu entwickeln, welche durch
eine exzessive bzw. fehlgerichtete inflammatorisék@wort hervorgerufen werden. In
diesem Zusammenhang sind besonders die entziuniliEneankungen des Darms (M.
Crohn, Colitis ulcerosa), der Haut (Psoriasis, BEkzaind des Nervensystems (Multiple
Sklerose, M. Alzheimer) sowie Arteriosklerose, Asthbronchiale, Rheumatoide Arthritis,
juveniler Diabetes, Transplantatabstoflung und dehdimie-Reperfusionsschaden (I/R-

Schaden) hervorzuheben.

2. ISCHAMIE-REPERFUSIONSSCHADEN

Die temporare Unterversorgung mit Nahrstoffen uraliedstoff sowie die anschlieRende
Wiederherstellung der Durchblutung eines Gewebds di® haufigste Ursache fur
Organversagen bzw. -dysfunktion nach Myokardinfadkiimorrhagischem Schock und
Transplantation. In der Fachliteratur werden diekegch funktionelle und morphologische
Verdanderungen des betroffenen Gewebes charaktegisieProzesse als I/R-Schaden
bezeichnet (105). Aus pathologischer Sicht stedlt R-Schaden die Sonderform einer
aseptischen Entzindung dar, welche auf einem komplZusammenspiel unterschiedlicher

pathophysiologischer Vorgénge basiert.

2.1 Ischamie

Nach Einsetzen der Ischamie nimmt in einem zuvattikaierlich perfundierten Gewebe die
Sauerstoffkonzentration rapide ab. Der anaerob#w&tchsel flihrt durch die Akkumulation
von sauren Valenzen wie Laktat, Protonen und amisghem Phosphat zur Gewebsazidose.
Zusammen mit der Depletion energiereicher Phosphaitvdungen wie Adenosintriphosphat
(ATP) und Kreatinphosphat (KP) beeintrachtigt daesg zellularer Ebene die Aktivitat von
energieabhangigen lonenpumpen (66). Hierdurch deréirsich an der Zellmembran der
osmotische Gradient und es resultiert daraus eisti®&m von freiem D in das Zellinnere
(53, 108). Dartber hinaus kommt es zu einem Anstleg intrazellularen Calcium-
Konzentration, welcher Uber die Aktivierung endagre®hospholipasen zu einer direkten
Schadigung der Plasmamembran sowie konsekutiv ntwi€klung eines Membranddems

und zur Zellschwellung fuhrt (121). Im weiteren ¥erf kommt es schliel3lich zu Apoptose
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und Nekrose des ischamischen Gewebes. Der Gradsderebeschadigung hangt dabei

mafdgeblich von Ischamiezeit und -temperatur abX64).

2.2 Reperfusion

Die Wiederherstellung der funktionellen Kapillarfuesion ist primares Therapieziel bei der
Pravention des ischamischen Gewebeschadens. Algsrdivird die Reperfusion des
postischamischen Gewebes durch die aus dem Flégsigkstrom in das Zellinnere
resultierende intravasale Konzentration des Bletsshwert (67, 114). Zusammen mit der
ischdmischen Endothelzellschwellung sowie den dudelh Gewebsazidose veranderten
viskoelastischen Eigenschaften der Leukozyten komest zu einer Verlegung des
Kapillarstromgebiets. Diese Vorgadnge haben eindr anach dem Einsetzen der Reperfusion
fortbestehende Ischamie zur Folge und werden atsreflow-phenomenon” bezeichnet
(114).

Dartber hinaus werden durch Reperfusion und Reawggeng des ischamischen Gewebes
Mechanismen aktiviert, welche zusatzlich zu deneiteibestehenden Ischdmieschaden eine
weitere funktionelle und strukturelle Schadigung dg&ewebes induzieren. Bereits wéahrend
Ischamie wird ATP Uber ADP zu Adenosin abgebaut anfjrund des Sauerstoffmangels
nicht wieder zu ATP phosphoryliert, sondern zurilithase Hypoxanthin umgesetzt. Bei der
Reoxygenierung des Gewebes wird das in der Zekaraklierte Hypoxanthin dann mit Hilfe
der Xanthinoxidase enzymkatalysiert unter Reaktiohmolekularem Sauerstoff in Xanthin
umgewandelt (52). Im Zuge dessen kommt es zu em&ssiven Freisetzung reaktiver
Sauerstoffradikale, welche die Oxidation von Membpaden und anderen Zellbestandteilen
zur Folge hat (109).

ATP > AMP > Adenosin & Hypoxanthin

REPERFUSION |
Xanthin-Oxidase

Xanthin / \ > Urat

0, O,

Abb. 1/1: Entstehung von Superoxid-Anionen wahrend I/R [1{@2H).
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Physiologische Schutzmechanismen gegen dieseveak$iauerstoffspezies sind indes durch
die Depletion von Superoxid-Dismutase, Gluthathrmroxidase und Katalase bereits
wéhrend der Ischdmiephase abgeschwacht (43). Deusteler zellularen Integritat fahrt
dabei zu einem Anstieg der mikrovaskularen Perntigibiund hat die Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren im reperfundier@ewebe zur Folge.

Daruber hinaus aktivieren reaktive Sauerstoffrddikadoxsensitive Transkriptionsfaktoren
wie NF«B oder AP-1, welche zusatzlich die Synthese voninfleonmatorischen
Chemokinen und Zytokinen induzieren (107). Diesg@rglammatorischen Mediatoren dienen
als Signale fur die Aktivierung von Thrombozyterdureukozyten. Aktivierte Thrombozyten
verstarken den mikrovaskularen Schaden (78, 87, 18@ tragen zur Leukozytenaktivierung
bei (40, 145, 146). Aktivierte Leukozyten akkumtsie in postkapillaren Venolen und
infiltrieren das postischamische Gewebe, wo siergwmits zahlreiche proinflammatorische
Mediatoren, proteolytische Enzyme und reaktive 8da#radikale freisetzen (71, 141).
Diese durch die Reperfusion des postischamischenekss induzierte Verstarkung von
Mikrozirkulationsstérung und Parenchymzellschaderdvin der Fachliteratur als ,reflow-

paradox“ beschrieben (113).

Ischdmie/Reperfusion
/ \

.| Parenchymzell- Sauerstoff- -
schaden | Radikale
Aktivierung von
| Endothelzellen I ‘
|, |Proinflammatorische| | l Thrombozyten-
Mediatoren % adhérenz

— |Leukozytenadhdrenz

|

Leukozytentransmigration

' ,

Organversagen ) 4= ( Organdysfunktion ) <—

Abb. 1/2: Vereinfachte Schemadarstellung relevanter pathsiplggischer Vorgange bei I/R.
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3. LEUKOZYTEN

Leukozyten dienen der Abwehr von belebten und wiiteh Noxen und schitzen den
Organismus vor genetischen Mutationen, welche ddBEntstehung von Tumoren induzieren
kénnen. Nach ihrer Bildung und Reifung im Knocherkmand in den lymphatischen

Organen zirkulieren Leukozyten im Blut, bevor sahl@Rlich in das Gewebe auswandern
und dort den groRten Teil ihrer Aufgaben erfillleMveralterte Leukozyten werden in Milz,

Leber und Knochenmark abgebaut. Die unterschieshich.eukozytensubpopulationen
kbénnen nach funktionellen Kriterien entweder demspazifischen, angeborenen und
phylogenetisch alteren Immunsystem oder dem speh#én, adaptiven, und phylogenetisch

jungeren Immunsystem zugeordnet werden (35).

g 9 ¢ @ v
A B C D E F
Abb. 1/3: Blutausstrich nach Pappenheim: Stabkerniger (Ayv.bsegmentkerniger (B)

neutrophiler Granulozyt sowie eosinophiler GranytoZC), basophiler Granulozyt (D),
Monozyt (E) und Lymphozyt (F); (nach www.charite.de

3.1 Zellen des unspezifischen Immunsystems bei Edtmung und I/R

Die Hauptaufgabe des unspezifischen Immunsystems e in den Organismus
eingedrungene Pathogene mit Hilfe unspezifischechdeismen unschéadlich zu machen.
Hierbei spielen sowohl physikalische Faktoren wiB. ddie Haut-Schleimhaut-Barriere als
auch humorale Faktoren wie z.B. Magensaure odesayys im Speichel eine wichtige Rolle.
Zellular wird das unspezifische Abwehrsystem du@fanulozyten und Monozyten bzw.

Makrophagen sowie naturliche Killerzellen repraseh(35).

3.1.1 Granulozyten
Granulozyten werden entsprechend der histochemsé&rdarbbarkeit ihrer spezifischen

Granula in neutrophile, eosinophile und basophil@n@Glozyten eingeteilt.
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Neutrophile Granulozyten lassen sich aufgrund derphmlogischen Eigenschaften ihres
Zellkerns in jugendliche, stabkernige und reifgrsentkernige Formen aufteilen. Sie sind die
ersten Zellen, welche bei einer akuten EntzUnd@adgion zum Ort des Geschehens
rekrutiert werden. Neutrophile sind vor allem ber dbwehr bakterieller Infektionen durch
ihr hohes Phagozytosepotential von herausragenel@ewBung (35). Wahrend I/R kommt es
zu einer massiven Infiltration des betroffenen Gaege mit neutrophilen Granulozyten,
welche durch die Freisetzung von Zytokinen, protesthen Enzymen und reaktiven
Sauerstoffradikalen Gewebeschadigung und -zerggérarmitteln (71, 141). In jungster Zeit
mehren sich allerdings die Hinweise darauf, dasatrophile Granulozyten Uber die
Phagozytose apoptotischer bzw. nekrotischer Zeltka, Sekretion antiinflammatorischer
Mediatoren und die Aktivierung von Monozyten/Makhagen auch aktiv zu Heilung und
Regeneration des postischamischen Gewebes beit{4@edl).

Eosinophile Granulozyten werden durch Bindung va@E-Antikdrpern zur Sekretion
basischer Proteine angeregt, welche sowohl der rBgking von Krankheitserregern wie
auch der Anlockung weiterer leukozytarer Zellemdr® Eosinophile Granulozyten besitzen
in diesem Zusammenhang funktionelle Relevanz beBé&dmpfung von Parasiten und sind
wesentlich an der Pathogenese von allergischenti@eak und Asthma beteiligt (144). Sie
scheinen ein nur schwaches Phagozytosepotentidieziizen und spielen bei I/R keine
wesentliche Rolle.

Auch basophile Granulozyten kénnen Uber die Aktivigg membranstandiger IgE-
Rezeptoren zur Degranulation angeregt werden ugrthdii z.B. das vasoaktive Histamin und
das gerinnungshemmende Heparin sezernieren. Siedmes$unktionelle Relevanz bei der
Pathogenese von Asthma, atopischem Ekzem und Heufi85).

3.1.2 Monozyten

Monozyten zirkulieren fir einige Tage im Blut, bewoe in die unterschiedlichsten Organe
auswandern. Dort differenzieren sie sich zu Makaggm und nehmen ihre Aufgaben als
Kupffersche Sternzelleder Leber, alshistiozytdre Retikulumszellemon Knochenmark,
Lymphknoten und Milz, al©steoklasterdes Knochens, aldesogliades Gehirns, sowie als
Peritoneal- und Pleuramakrophagender entsprechenden serésen Hohlen wahr. Hierbei
phagozytieren Makrophagen unspezifisch Antigene baden diese intrazellular durch
enzymatische Lyse ab. Ferner sind sie Uber dieeRt@ison von Antigenen im Stande, T-
Zellen zu aktivieren und stellen somit eine Verling mit dem spezifischen Immunsystem

her. Dartber hinaus kommt Monozyten bzw. Makrophagger Rezeption und Sekretion von

12



Zytokinen eine Vermittlerrolle zwischen unterschigien Zellpopulationen zu. Im Rahmen
entzindlicher Prozesse sowie bei I/R wird ihnercllulie Phagozytose apoptotischer bzw.
nekrotischer Zellen entscheidende Bedeutung fir dNeimung und Geweberegeneration
zugesprochen (35).

3.1.3 Natdrliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind in der LagTumorzellen und virusinfizierte Zellen
zu eliminieren, welche kein bzw. ein abnormales MH&uf ihrer Oberflache exprimieren
(35). Neuere Studien geben Hinweise darauf, dasgrliche Killerzellen auch in die

Pathogenese des renalen I/R-Schadens involvier(g)n

3.2 Zellen des spezifischen Immunsystems bei Entaiumg und I/R

Im Gegensatz zum unspezifischen, angeborenen Inystens, wirkt das spezifische,
adaptive Immunsystem, indem es dem Organismus dohtjgzwischen ,eigen“ und
ofremd“ zu unterscheiden, sehr differenziert. Dpezafische Immunabwehr wird vor allem
von T- und B-Lymphozyten unterhalten, welche siagk Granulozyten und Monozyten von
den Stammzellen des Knochenmarks ableiten. Ihrefulkgi findet in den priméren
lymphatischen Organen, Thymus und Knochenmark, siaige dieser Zellen wandern in die
sekundaren lymphatischen Gewebe von Lymphknoten, Iz, MiTonsillen und
mukosaassoziiertem lymphatischem Gewebe (MALT)&%).

3.2.1 T-Lymphozyten

Die Reifung von T-Lymphozyten erfolgt fast vollsthgp im Thymus. Auf ihrer Oberflache
tragen T-Lymphozyten sogg. T-Zell-Rezeptoren, welclsie zur Erkennung von
zellgebundenen, durch MHC-Molekile prasentierteigane befahigen. Es werden mehrere
Subpopulationen von T-Lymphozyten unterschieden,Iclvee bei der Immunabwehr
unterschiedliche Funktionen wahrnehmen (35).

T- Helferzellen exprimieren CD4-Corezeptoren auéitOberflache. Sie erkennen Antigene,
welche von MHC-II-Molekilen auf Makrophagen, detidahen Zellen oder B-Lymphozyten
prasentiert werden. Durch die Aktivierung unteredticher T-Helferzell-Subtypen kann die

Immunantwort in verschiedene Richtungen gelenkteer
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Tul-Zellen leiten Uber eine IFM-und IL-2-vermittelte Aktivierung von Makrophagemd
zytotoxischen T-Lymphozyten eine zellulare Immumaott ein. Die Aktivierung von §2-
Zellen hingegen fihrt Gber die Ausschittung vord|L-5, -6, und -10 zur Anregung von B-
Lymphozyten, welche durch die Bildung von neutrafisnden Antikdrpern eine humorale
Immunantwort induzieren (35).

Zytotoxische T-Lymphozyten tragen CD8-Corezeptorerd erkennen Antigene, welche
ihnen von MHC-I-Molekilen auf kernhaltigen Zellenrdpentiert werden. Mit Hilfe
unterschiedlicher proteolytischer Enzyme sind sieler Lage, korperfremde, virusinfizierte
oder genetisch veranderter Zellen direkt zu zezst{s).

Die Bedeutung von T-Suppressorzellen, T-Regulalierzeind natirlichen Killer-T-Zellen ist
bis heute nicht vollstandig geklart. Es wird angaenten, das diese Zellen an der Regulation
von Immuntoleranz beteiligt sind (68). Auch die ktion vonyd T-Lymphozyten, welche vor
allem im lymphatischen Systems des Darms aufzufindénd, ist nicht eindeutig
charakterisiert (50).

Jingste Untersuchungen belegen, dass T-Lymphoadeh an der Pathogenese des I/R-
Schadens beteiligt sind. In einer aktuellen Stadis unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt
werden, dass CD4.ymphozyten nicht aber CD8.ymphozyten Gewebeschadigung bei
hepatischer I/R vermitteln (79).

3.2.2 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten besiedeln nach ihrer Bildung im Knewximark vor allem die B-Zell-
Regionen der lymphatischen Organe. Sie untersamesod von den T-Lymphozyten durch
die Anwesenheit von Immunglobulinen auf ihrer Oldeftie, welche sie zur Erkennung von
freien Antigenen befahigen. B-Lymphozyten werdenTakger der humoralen Immunantwort
angesehen, da sie sich nach ihrer Aktivierung ztikArper-produzierenden Plasmazellen
entwickeln kdonnen. Alternativ differenzieren sichktigierte B-Zellen auch zu
Gedachtniszellen, welche uber Jahrzehnte hinwegKirper persistieren kdnnen (35).
Kirzlich konnte gezeigt werden, dass B-Lymphozyeaoh bei der Pathogenese des renalen
I/R-Schadens wesentlich sind (16).
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3.3 Rekrutierung von Leukozyten

Leukozyten verlassen unter bestimmten UmstanderzsBiebei Entziindungen die Blutbahn
und wandern in das Gewebe aus. Dieser fein abgestinnnd kaskadenartig verlaufende
Prozess lasst sich in die Schritte Rolling und Adha sowie transendotheliale und
interstitielle Migration gliedern (17). Dabei kommgs zu Leukozyten-Endothelzell-
Interaktionen, welche von spezifischen Adhasionskiden reguliert werden (117, 133, 171).
Nach dem initialen Kontakt mit der Gefal3wand, dexg. Rolling, welches durch Selektine
und niedrig-affine Integrine vermittelt wird, komras zu einer Aktivierung des Leukozyten
durch auf dem Gefaliendothel préasentierte Chemokieste Adharenam Endothel wird
daraufhin durch Interaktion leukozytarer Integrimeit endothelialen Mitgliedern der
Immunglobulin-Superfamilie mediiert .

Wahrend diese frilhen Schritte des leukozytaren tRiekungsprozesses durch zahlreiame
vitro und in vivo Studien weitgehend aufgeschlisselt sind, sind Mexhanismen der
transendothelialen und interstitielléhigration unzulé&nglich geklart.

Leukozyt Rolling Feste: Aommeio Transmigration
P e e P, P
0 @020 @, 6

8] o of ©
‘ Interstitielle :

Sadothatiate Migration

Abb. 1/4: Leukozytare Rekrutierungskaskade [nach (96)].

Morphologische Studien geben Hinweise darauf, dassschen 5 und 10 % der
emigrierenden Leukozyten, abhangig von Leukozytepspulation und Typ der beteiligten
Endothelzellen, transzellular migrieren. Der Grdlder emigrierenden Leukozyten scheint
jedoch Uber interzellulare Kontakte zwischen Endlzigllen hindurch in das Gewebe

auszuwandern und somit den parazellularen Tranatrogsweg zu bestreiten (39, 96).
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Abb. 1/5: Schemadarstellung der parazellularen (A) und tesfislaren (B) Transmigration
von Leukozyten. Elektronenmikroskopische Aufnalvaeerztransmigrierender Lymphozyten
(C; links: transzellulér; rechts: parazellular) imymphknoten der Maus [nach (39)].

Aus der Charakterisierung der am Aufbau der Endogfikontakte beteiligten Molekile
ergaben sich potentielle Kandidaten fir LeukozyEewothelzell-Interaktionen. Jingste
Untersuchungen geben Hinweise auf die Beteiliguog platelet endothelial cell adhesion
molecule-1 (PECAM-1), Mitgliedern derjunction adhesion molecule§JAMs), CD99,
vascular-endothelial cadheriQVE-Cadherin),intercellular adhesion molecule-dCAM-2)
sowie endothelial cell-selective adhesion molec(lESAM) beim Prozess der leukozytaren
Diapedese (117, 133, 171). Die exakten Mechanisnveeiche der Regulation des
leukozytaren Transmigrationsprozessesgivo durch diese Molekule unterliegen, sind bislang
nicht verstanden, ebenso die Mechanismen der iitiiglisn Leukozytenmigration.

/_

£ ‘ e
l-. S
Gbl.:dhs/d \l}, | Tight junctions T
Occhudin S
Jm.s -/\‘-.._ Adherens
ESAM | g junctions

Nech-TW > Endothelzelle
II-"E:.::;lvcihaerrlr1

= g
cha-'.:ﬂ"-amx

Endo‘l'helzelle

— - "_r —

o

Perizyt

Abb. I/6: Molekularer Aufbau der Endothelzellkontakte [n#88)].
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3.4 Junctional adhesion molecule-A

In den letzten Jahren sind insbesonderejutietional adhesion moleculemim Gegenstand
der aktuellen Forschung geworden. Diese Molekuehi eine Familie von Transmembran-
lgG-Glykoproteinen, welche auf den verschiedenstelpopulationen exprimiert werden.
Derzeit sind funf Mitglieder dieser Familie bekaniM-A, -B, -C sowie JAM-4 und JAML
(38, 101). JAM-A ist davon das im Gefal3system ariiesten verbreitete Molekl, welches
sowohl auf der Oberflache von Endothel- und Epzbkgn wie auch auf Thrombozyten,
Erythrozyten und bestimmten Leukozytensubpopulatorexprimiert wird (33). Auf
Endothel- und Epithelzellen ist JAM-A im Bereichrdight junctionslokalisiert, wo es mit
benachbarten Zellen homophile Interaktionen einaagescheint (33). Des Weiteren wurde
nachgewiesen, dass dasintegrin LFA-1 und dags-Integrin ayps als Liganden fur JAM-A
fungieren konnen. Ferner konnte JAM-A auch als Bigsprotein flir das Reovirus
identifiziert werden (101).

Die Bedeutung des Molekils JAM-A fur die Transmigma von Leukozyten wurde erstmals
im Jahre 1998 von Professor Dejana und Koautoreohbieben. Es konnte damals gezeigt
werden, dass der spezifisch gegen JAM-A gerichteinoklonale Antikérper (mAB) BV-11
in vitro spontane und Chemokin-induzierte Transmigration ¥onozyten zu inhibieren
vermag (102). Aucln vivo konnte BV-11 in Modellen des subkutaran pouchsowie der
Zytokin-induzierten Meningitis die Rekrutierung vaeukozyten supprimieren (34, 102). Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen hatten JAM-A-Amigkdn weiteren Studien jedoch keine
Auswirkungen auf die Leukozytenrekrutierung. Soaeudie Transmigration von Leukozyten
in einem Flow-chamber-Modell durch BV-11-Antikoérpaicht beeinflusst und auch in
Modellen der bakteriellen bzw. viralen Meningitisunde die Leukozyteninfiltration der
Meningen nicht verhindert (92, 155).

Weitere Erkenntnisse konnten durch die Generierung JAM-A-defizienten Mausen
gewonnen werden. In Modellen der Thioglycolat-induen Peritonitis sowie des
hepatischen und myokardialen 1I/R-Schadens war iM-2Adefizienten Mausen die
Rekrutierung von Leukozyten in das untersuchte Geweweils signifikant vermindert (28,
81). Allerdings brachten diese Studien erneut adkadmtroverse Ergebnisse hervor.
Untersuchungen mit spezifischen, fir endothelidlaM-A-defiziente Mause zeigten, dass
endotheliales JAM-A (eJAM-A) die Transmigration vheukozyten in die reperfundierte
Leber, nicht aber in die entzindete Peritonealhdmd das postischdmische Myokard
mediieren kann (28, 81). Umgekehrt war in den é&at beiden der genannten Modelle das

leukozytare JAM-A fur die Regulation der Leukozyr@ansmigration verantwortlich (28).
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Tab. 1/1: Auswirkungen der Blockade von JAM-A unter versigmen inflammatorischen
Bedingungen [nach (127)].

Modell Blockade Auswirkungen Referenz
Boyden chamber mAD Verminderte Monozytentransmigmat (102)
Flusskammer mADb Keine Verminderung der (155)

Leukozytentransmigration

Dermatitis mAb Verminderte Monozyteninfiltration a2
Entzindliche mADb Verminderte Infiltration von Neutrophilen/ (34)
Meningitis Monozyten
Virale/Bakterielle mAb Keine Verminderung der Leukozyteninfiltration92]
Meningitis
Peritonitis genetischVerminderte Infiltration von Neutrophilen (28)
I/R der Leber genetisch Verminderte Infiltration von Neutrophilen  (81)

mADb - Keine Verminderung der Infiltration von T-

Zellen

- Regulation durch endotheliales JAM-A
- Verstarkter Gewebeschaden

I/R des Herzens  genetischVerminderte Infiltration durch Neutrophile  (28)
- Regulation durch leukozytares JAM-A
- Verstarkter Gewebeschaden

Verzogerte genetisch Verstarkte Migration von dendritischen Zellen (21)
Hypersensitivitat zu Lymphknoten

Aufgrund dieser kontroversen Daten ist es notwenden gegenwartigen Wissensstand zu
JAM-A zu vertiefen.

In jingster Zeit mehren sich die Hinweise daraasdAdhasionsmolekiile wie z.B. PECAM-
1, ICAM-2 und das IntegririgB; die Transmigration von Leukozyten stimulus-spezlii
vermitteln (31, 63, 163). Ob auch JAM-A die Leuktantransmigration in Abhangigkeit vom

inflammatorischen Stimulus unterschiedlich reguliest bislang allerdings nicht geklart. In
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der vorliegenden Arbeit soll daher die Bedeutungn \lAM-A fir den leukozytaren
Rekrutierungsprozess hinsichtlich einer potentref@mulusspezifitdt untersucht werden und
dartiber hinaus die funktionelle Relevanz des emdialen JAM-A naher charakterisiert

werden.

3.5 Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5

Neben Adhéasionsmolekilen wie z.B. JAM-A scheinechalhemokine in die Regulation des
leukozytaren Rekrutierungsprozesses involviert gin.sChemokine bilden eine Familie
strukturell verwandter chemotaktischer Zytokinee Sind kleine Molekile mit einem
Molekulargewicht von 8 bis 14 kDa, welche nach #@mnfiguration ihrer N-terminalen
Cystein-Residuen in C-, CC-, CXC-, and ££XChemokine unterteilt werden. Dartiber hinaus
lassen sich Chemokine nach funktionellen Gesicimisieln in hombostatische und
inflammatorische Chemokine einteilen. Als Interak8partner fiur Chemokine dienen G-
Protein-gekoppelte, Peptid-bindende Rezeptoren, (18K8).

Abb. 1/7: Molekularstruktur eines Chemokinrezeptors am Belsges Chemokinrezeptors
Ccr5 mit einem extrazellularen, N-terminalen Endsben Transmembran-Doméanen und
einem C-terminalen, zytoplasmatischen Ende [na8b){1

Gegenwartig herrscht die Vorstellung, dass leukoeyt Chemokinrezeptoren bei der

Extravasation von Leukozyten mit Chemokinen intexaan, welche auf dem Gefal3endothel

oder der extrazellularen Matrix an Glykosaminogh&agebunden prasentiert werden.
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Tab. 1/2: CXC, C, CX3C Chemokine/Rezeptoren [nach (167)].

Systematische Alternative

Nomenklatur Nomenklatur Funktion Rezeptor(en)

CXC Chemokine

CXCL1 GROQOa, KC, MIP-2 | CXCR2
CXCL2 Grof, CINC-2u I CXCR2
CXCL3 Gros, CINC-28 I CXCR2
CXCL4 PF4 I ?
CXCL5 ENA-78 I CXCR2
CXCL6 GCP-2 I CXCR1
CXCL7 NAP-2 I CXCR2
CXCL8 IL-8 I CXCR1, CXCR2
CXCL9 MIG I CXCR3
CXCL10 IP-10 I CXCR3
CXCL11 I-TAC I CXCR3
CXCL12 SDF-1 H CXCR4
CXCL13 BCA-1 H CXCR5
CXCL14 Bolekine, BRAK I ?
CXCL15 Lungkine H ?
CXCL16 SR-PSOX ? CXCR6
C Chemokine

XCL1 Lymphotactin I XCR1
XCL2 SCM-13 I XCR1

CX3C Chemokine

CX3CL1 Fractalkine I CX3CR1
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Tab. 1/2 (Fortsetzung)CC Chemokine/Rezeptoren [nach (167)].

Systematische
Nomenklatur

Alternative

Nomenklatur Funktion Rezeptor(en)

CCL1
CCL2

CCL3
CCL4
CCL5

CCL6

CCL7

CCL8

CCL9

CCL10
CCL11
CCL12
CCL13
CCL14
CCL15
CCL16
CCL17
CCL18
CCL19
CCL20
CCL21
CCL22
CCL23
CCL24
CCL25
CCL26
CCL27
CCL28

[-309, TCA-3 I CCRS8

MCP-1 I CCR2

MIP-1a I CCR1, CCR5

MIP-13 [ CCR5

RANTES [ CCR1, CCR3, CCR5
? ? ?

MCP-3 [ CCR1, CCR2, CCR3
MCP-2 [ CCR2, CCR3

? ? ?

? ? ?

Eotaxin [ CCR3

? ? CCR2

MCP-4 I CCR1, CCR2, CCR3
HCC-1, HCC-3 I CCR1, CCR3
HCC-2 I CCR1, CCR3
HCC-4 I CCR1

TARC h CCR4

DC-CK1 h ?

ELC h CCR7, CCR11
MIP-3a, LARC h CCR6

SLC h CCR7, CCR11

MDC h CCR4

MIP-3, MPIF-1 [ CCR1
MPIF-2/Eotaxin-2 i CCR3

TECK h CCR9, CCR11
MIP-4a, Eotaxin-3 ? CCR3
CTACK/ESkine h CCR10

MEC h CCR10
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Diese Interaktionen setzen wiederum Mechanisme@Gang, welche letztendlich zu fester
Adhérenz, Transmigration und Chemotaxis von Leut@zyihren (18, 91, 171). Daruber
hinaus wird Chemokinen auch Bedeutung bei der Eagawyese, Hamatopoese und
Angiogenese zugesprochen (143).

Bisher konnte gezeigt werden, dass Chemokine untenderRezeptoren unter den
verschiedensten inflammatorischen Bedingungen wk. bei Rheumatoider Arthritis,
Asthma oder Glomerulonephritis in verstarktem Masgarimiert werden (82, 153, 178). Die
pharmakologische Inhibition von Chemokinen bzw. dBkde von Chemokinrezeptoren hat
sich in verschiedenen Tiermodellen entzindlichekrarkungen als viel versprechend
erwiesen und befindet sich teilweise bereits inkdieischen Erprobung (23).

In diesem Zusammenhang scheint besonders die Wmpge der CC Chemokine eine
herausragende Rolle zu spielen. So konnte gezeigten, dass die Antagonisierung der CC
Chemokineregulated on activation, normal T cell expressed asecreted(RANTES),
macrophage inflammatory proteirgl(MIP-1a) und monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) eine verminderte Leukozyteninfiltration desveils untersuchten inflammatorisch
veranderten Gewebes zur Folge haben (27, 73, 18d4th die Blockade der CC
Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5 zeigte eingerringerung der
Leukozytenrekrutierung bei den verwendeten Entzigdonodellen (15, 62, 98).

In verschiedenenn vitro-Assays konnte nachgewiesen werden, dass dieseptleze
Adharenz und Transmigration von Leukozyten medidfet, 174). Welche Bedeutung Ccrl,
Ccr2 und Ccr5 fur den leukozytaren Rekrutierungspssin vivo besitzen, ist bislang
unzulanglich untersucht.

Es mehren sich die Hinweise, dass CC Chemokine ibrel Rezeptoren auch in die
Pathogenese von I/R involviert sind. Neuere Studietegen, dass I/R die Expression
zahlreicher CC Chemokine wie MIRx1MIP-113, MCP-1 und RANTES induziert (69, 83).
Des Weiteren konnten pharmakologische Interventiayegen CC Chemokine erste Erfolge
bei der Pravention von postischamischem Organversagd -dysfunktion erzielen. Dabei
war die Blockade von MIP€l, einem der Hauptliganden des Chemokinrezeptorg, Guoit
einer signifikant verminderten Leukozyteninfiltiati des reperfundierten Lungengewebes
assoziiert (83). In Maus-Modellen des renalen IfR&lens und der fokalen zerebralen
Ischamie war die pharmakologische Blockade der @hkemezeptoren Ccr2 und Ccr5 mit
einer Verringerung der Leukozyteninfiltration desperfundierten Gewebes sowie einer
Abschwachung des damit einhergehenden postischid@msOrganschadens verbunden (45,
160).
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Neutrophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyteprasentieren jene Leukozyten-
Subpopulationen, welche in besonderer Weise dassplogmische Gewebe infiltrieren. Bei
der Charakterisierung des Expressionsprofils voan@ikinrezeptoren auf unterschiedlichen
Leukozytensubpopulationen konnte nachgewiesen werd#gass sowohl neutrophile
Granulozyten wie auch Monozyten und Lymphozytereubestimmten Bedingungen Ccrl,
Ccr2 und Ccr5 exprimieren kénnen (24, 64, 70, 1EB).Die funktionelle Relevanz dieser
Chemokinrezeptoren fur die Rekrutierung von nedtilep Granulozyten in reperfundiertes
Gewebe wird jedoch in der aktuellen Literatur komérs diskutiert (45, 160). Dartber hinaus
ist die Rolle der Chemokinrezeptoren Ccr2 und Cbeb den einzelnen Schritten des
leukozytaren Rekrutierungsprozesses sowie bei degrstitiellen Leukozytenmigration
wahrend I/R noch nicht geklart. Die Bedeutung ddser@okinrezeptors Ccrl fur die

Leukozytenrekrutierung bei I/R ist bislang nichtensucht.
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Il. ZIELSETZUNG

Ziele der vorliegenden Studie waren

1) die Bedeutung des Molekils JAM-A fur die Trangration von Leukozyten bei

verschiedenen Formen der Entzindung zu untersuahwie im Besonderen die Rolle des
endothelialen JAM-A zu charakterisieren und

2) die Bedeutung der Chemokinrezeptoren Ccrl, @Qa® Ccr5 fur die Rekrutierung von

Leukozyten bei Chemokin-induzierter Entziindung somei I/R zu analysieren.
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I1l. MATERIAL UND METHODEN
1. VORBEMERKUNGEN

Die folgenden Untersuchungen wurden in der Zeit Mmvember 2002 bis Dezember 2005
mit Genehmigung der Regierung von Oberbayern (AZ P2Q1-2531.3-27/02, AZ 55.2-1-54-
2531.3-34-05, AZ 55.2-1-54-2531-19-06, AZ 209.1/2BB1-79/03) am Institut fur
Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilians-Unsigat Minchen durchgefihrt.

2. MODELL

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere fur die Etablierung eines Modells Untersuchung der Leukozyten-
rekrutierung bei I/R anM. cremasterder Maus dienten mannliche Wildtyp (WT) C57BL/6
Mause (Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Hér dntersuchungen zur Bedeutung des
Molekils JAM-A wurden mannliche WT C57BL/6 Mausews® JAM-A-defiziente und
endotheliale JAM-A-defiziente Tiere (generiert ung Verfligung gestellt von Prof. Dejana,
Mailand, Italien) verwendet. Zur Untersuchung ded8utung der Chemokinrezeptoren Ccrl,
Ccr2 und Ccr5 bei Chemokin-induzierter Entziindungde&n mannliche WT- sowie Ccrl-,
Ccr2- und Ccr5-defiziente BALB/c Mause bzw. bei Wrnnliche WT- sowie Ccrl-, Ccr2-
und Ccr5-defiziente C57BL/6-Mause (generiert und\zerfligung gestellt von Dr. Luckow,
Minchen, Deutschland) benutzt.

Die Versuchstiere hatten ein Kérpergewicht von 25359, wurden bei kontrolliertem Tag-
INachtzyklus in Gruppen von 3 bis 5 Tieren in MakmeKafigen gehalten und hatten freien
Zugang zu Wasser sowie einem Standardfutter (SSpétialdiaten, Soest, Deutschland).

2.2 Narkose

Die Versuchstiere wurden unter Spontanatmung miamdan und Xylazin narkotisiert. Durch
intraabdominelle Injektion eines Gemisches von Kdta (100 mg/kg) und Xylazin (10
mg/kg) wurde die Narkose eingeleitet und wahrend gesamten Versuchsablaufs durch
wiederholte Injektionen von Ketamin (100 mg/kg) reghterhalten. Die Korpertemperatur
der Versuchstiere wurde wahrend der chirurgischeipd?ation durch Fixierung auf einer
Heizplatte bzw. wéahrend der intravitalmikroskopesehAnalyse mit Hilfe eines Heizstrahlers
bei 37° C konstant gehalten.

Fur die intraskrotale Applikation von Zytokinen bhz@hemokinen erhielten die Versuchstiere

eine einminitige Kurznarkose. Die Tiere wurden ui@pontanatmung mit einem Gemisch
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aus Isofluran (Forene®, Abbott GmbH, Wiesbaden, tBehland) und BD bei einer
inspiratorischen Sauerstofffraktion von 0,35 nadiett. Die Narkose wurde durch Inhalation
von 5,0 Vol.% Isofluran eingeleitet und wéhrend ddraskrotalen Injektion mit 1,0 — 2,0

Vol.% Isofluran aufrechterhalten.

2.3 Chirurgische Technik

2.3.1 Chirurgische Préparation des M. cremaster

Die chirurgische Praparation deM. cremaster erfolgte unter Verwendung eines
Operationsmikroskops (Leitz, Wetzlar, Deutschlakd,— 42-fache VergréRerung) mit
kleineren Modifikationen nach der Erstbeschreibwmyn Baez (8). Nach Induktion der
Narkose (vgl. Kapitel 111/2.2) und retrograder Kdieting der linkenA. femoralismit einem
Polypropylenkatheter (Innendurchmesser 0,28 mnteRorythe, Grol3britannien), wurde der
rechte Hoden durch eine ventrale Inzision des 8kmetfreigelegt. Daraufhin wurde dit.
cremastermit Hilfe eines Elektrokauters vorsichtig in eineglativ gefal3freien Zone von
ventral er6ffnet und anschlieRend Uber dem traespan Podest einer spezialgefertigten
Buhne aufgespannt. Nebenhoden und Hoden wurdereBlitlhh vomM. cremastersepariert
und in die Bauchhdhle zurtickgeschoben. Wahrendchklieurgischen Préparation sowie im
gesamten Versuchsverlauf wurde der Muskel mit warmgepufferter Salzlésung

superfundiert.

2.3.2 Makrohamodynamik

Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde beerdEtablierung des Modells zur Analyse
der Leukozytenrekrutierung wahrend I/R sowie inwéssuchen im Modell der intraskrotalen
Injektion bzw. Superfusion von Chemokinen/Zytokin@mer den Katheter in der linkek
femoralis gemessenDabei wurde der MAP mit Hilfe eines Druckaufnehm¢&atham
Transducer Typ P 23 ID, Statham Instruments Incxnadd, USA) und eines
Elektromanometers (Press. Ampl. 863E154E, Siememslidihische Technik, Minchen,
Deutschland) in [mmHg] bestimmt. Aufgrund der inesBn Versuchen nachgewiesenen
makrohdmodynamischen Stabilitat des jeweiligen Med@nnte in weiteren Versuchen auf

eine regelmaldige Bestimmung des MAP verzichtet grerd

2.3.3 Reversible, globale Ischamie und Reperfusion
Zur Induktion einer reversiblen, globalen Ischardes rechterM. cremasterwurden alle
GefalRe an der Basis des Muskels mit Hilfe eineraGidémme (Martin, Tuttlingen,
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Germany) abgeklemmt. Das Sistieren des Blutflussaegde intravitalmikroskopisch
verifiziert. Nach Ablauf der Ischamiezeit wurde diefallklemme wieder entfernt und der
Muskel fur einen Zeitraum von 130 min reperfundiétontrolltiere (sham-operierte Tiere)
wurden nach identischem Protokoll, d.h. nach GedéaBkerung und Praparation des rechten
M. cremaster operiert und nach kurzfristigem Abklemmen (etwa)3fir den jeweiligen

Zeitraum der Ischamie sowie fur weitere 130 mindamhtet.

2.3.4 Intraskrotale Injektion

Nach Induktion der Kurznarkose (vgl. Kapitel [I22. wurden die Versuchstiere in

Ruckenlage auf einer Heizplatte fixiert. Anschlie@eerfolgte entsprechend dem jeweiligen
Versuchsprotokoll die intraskrotale Injektion dem applizierenden Substanz. Die Tiere
wurden nach dem Wiedererwachen in Einzelkafigeralge und hatten bis zur chirurgischen
Praparation freien Zugang zu Wasser sowie einemd8tdfutter (Ssniff Spezialdiaten, Soest,
Deutschland).

2.3.5 Superfusion

Zur Induktion einer Entziindung bietet das Kremastetell neben I/R und intraskrotaler
Injektion von Zytokinen bzw. Chemokinen auch die diichkeit einer kontinuierlichen
Superfusion mit Entziindungsmediatoren. Nach deugfischen Praparation erfolgte dabei
zunachst eine Analyse der leukozytaren Migratiorepater unter Baseline-Bedingungen.
Anschliel3end wurde durch Zugabe des jeweiligenifrungsmediators zum Superfusat die

Entzindung induziert.

2.4 RLOT Intravitalmikroskopie
2.4.1 Technischer Aufbau

Die intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurdeheinem Olympus BX 50 Aufrecht-
Mikroskop (Olympus Mikroskopie, HamburgGermany) durchgefiihrt, welches fir
stroboskopische Fluoreszenz-Epiilluminationsmikopsk ausgestattet ist. Licht aus einer 75-
W Xenonquelle wurde mit Hilfe eines galvanometracthScanners (Polychrome 11, TILL
Photonics, Grafelfing, Germany) einem monochrombga Strahl der Wellenlange 700 nm
angenédhert und durch einen Fluorescein-Isothiocy@E C) Filterblock, welcher mit
dichroischen Filtern sowie Emissionsfiltern (DCLR05 LP515, Olympus Mikroskopie)
ausgestattet war, auf das Untersuchungsobjekthdeti®ie intravitalmikroskopischen Bilder
wurden mit Hilfe von Wasserimmersionslinsen [OlyrapMikroskopie, 28/Numerische
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Apertur (NA) 0.5 und 4€/NA 0.8], einer analogen schwarz/weiss Videokani@ahu 4920,
Cohu, San Diego, CA) und einem analogen Videoreko(AG-7350-E Panasonic, Tokyo,
Japan) aufgenommen. Schréage Illumination des Umthtgigsobjekts wurde dadurch
erreicht, dass eine spiegelnde Oberflaiche (Refigktalirekt unterhalb des
Untersuchungsobjekts platziert wurde und der Refteswinkel des Reflektors relativ zur
Horizontalebene gedreht wurde (vgl. Abb. V/2). Dflektor bestand aus einem runden
Deckglas (Dicke 0,19 - 0,22 mm, Durchmesser 11,8 mm), welches niitere
Aluminiumschicht Gberzogen war (Freichel, KaufbeL@ermany).

Zur Messung der Blutflussgeschwindigkeit wurdenngfliioreszierende Mikrosphéren (0,96
pm Durchmesser, Molecular Probes, Leiden, Niedddgiber den Katheter in die link&.
femoralis injiziert. Die Passage der Mikrospharen durch die untersuchenden
Gefallsegmente wurde mit Hilfe eines FITC Filterktoanter stroboskopischer Illumination
(Expositionszeit 1 msZykluszeit 10 ms, Wellenlange = 488 nm) aufgenomni@ieses
Verfahren ermoglichte es, mehrere Videobilder eifdikrosphare mit ausreichendem
zeitlichem Abstand (> 80 ms) auf einem Videofranoézanehmen. Mikrosphéren, welche
frei in der Mittellinie eines GefalRes flossen, wemd zur Bestimmung der

Blutflussgeschwindigkeit benutzt.

2.4.2 Quantifizierung der Leukozytenkinetik

Die off-line Analyse der einzelnen Schritte desklmytaren Extravasationsprozesses erfolgte
mit Hilfe der Cap-Image Bildanalysesoftware (Dr.iide Heidelberg, Germany). Rollende
Leukozyten wurden dabei als diejenigen bezeichmelgche aufgrund von Margination und
Endothelzellkontakt im Vergleich zum umgebenden tfRlas eine langsamere
Geschwindigkeit aufwiesen; sie wurden in einemrdaiin von 30 s quantifiziert.

Als fest adharente Zellen wurden Leukozyten bersthwelche langer als 30 s ohne
Positionsanderung dem Endothel anhafteten; sieaihdie Endothelzelloberflache pro 100
um GefalRlange bezogen angegeben. Die Endothelzelladeef wurde aus Gefal3-
durchmesser und Lange des untersuchten Segmemtshrezt, wobei eine zylindrische
Geometrie des entsprechenden Gefal3abschnittescamnigesm wurde

Transmigrierte Zellen wurden auf beiden Seiten @efédlles in sogRegions ofinterest
(ROIs) quantifiziert, welche jeweils die Flache exirGefalllange von 100 um auf 75 um
bedeckten, und als [n x 4am?] angegeben.

Zur Analyse der interstitiellen Leukozytenmigratiovurden die jeweiligen ROIs in ein
proximales Untersegment direkt am Gefald mit einéchie von 25x 100 pm und ein
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Untersegment distal zum untersuchten Gefald mitr étfiche von 50 x 100 um unterteilt
(vgl. Abb. 111/1). Die transmigrierten Leukozyteruvden in jedem Untersegment quantifiziert
und als Anteil der transmigrierten Leukozyten im desamten ROI angegeben. Alle Daten
wurden unmittelbar nach der quantitativen Auswegtuin die Eingabemasken einer
programmierten Datenbank (Excel, Microsoft, Wastong USA) eingegeben, welche die
weiteren Berechnungen einschlieBlich der formatiet/bergabe an die Statistik-Software
ermaglichte.

T U

| 2

Abb. [ll/2: RLOT-intravitalmikroskopische Aufnahme einer pagtliéren Venole im M.
cremaster der Maus mit eingezeichneten ROIls: Qfi@etung der Transmigration (A) bzw.
interstitiellen Migration (B) von Leukozyten [na(t89)].

2.4.3 MikrohAmodynamische Parameter

Die Blutflie3geschwindigkeit wurde durch die Mesgutles Abstandes einer Mikrosphare
bestimmt, welche unter stroboskopischer llluminateuf mehreren Bildern aufgenommen
wurde. Des weiteren erfolgte in jedem Experimente diBestimmung des

GefalBinnendurchmessers und zusammen mit der BRggischwindigkeit wurde unter
Annahme einer parabolischen Flussgeschwindigkeitsiiing Gber dem Gefal3durchschnitt
die Scherrate errechnet (157).

2.5 Systemische Leukozytenzahl
Um festzustellen, ob die jeweilige Entzindung di@z&hl zirkulierender Leukozyten

beeinflusst, wurde am Versuchsende bei allen TidierAnzahl der Leukozyten in [n x 10
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ul] im Vollblut mit Hilfe eines Coulter-Counters (Qtier® AC-T-Serie; Coulter Corporation)

bestimmt.

2.6 Immunhistochemische und histochemische Farbunge

Gewebeproben des rechtieh cremastewurden in 4 % Paraformaldehyd (pH 7,4) fixiert, in
Paraffin eingebettet und mit Hilfe eines Mikrotongeschnitten. Die histologischen
Serienschnitte (Schnittdicke ~ 6 um) wurden ans@eihd nach unterschiedlichen

Protokollen immunhistochemisch bzw. histochemisetaudpt.

2.6.1 CD45-, Ly-6G- und F4/80-Farbung

Zur Phanotypisierung transmigrierter Leukozytenydeudas CD45-Antigen (pan-leukozytar),
das Ly-6G-Antigen (Neutrophile Granulozyten) unds d&4/80-Antigen (Monozyten
/IMakrophagen) in Paraffinschnitten immunhistochemisngefarbt. Die Schnitte wurden
entweder mit einem primaren Ratte-anti-Maus antBl3¢, mit einem anti-CD45- (BD
Biosciences, San Jose, CA) oder mit einem antid=4/&erotec, Oxford, UK)
Immunoglobulin G (IgG)-Antikdrper inkubiert. AnsedBend wurden die Schnitte mit einem
kommerziell erhéltlichen Immunhistochemie-Kit (L6und CD45: Super Sensitive Link-
LabellHC detection system, BioGenex, San Ramon, CA; BN ctastairABC kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) gefarbt und es wuedee leicht zu detektierende rétliche
bzw. braunliche Farbung erzielt. In einem letzterbeksschritt wurderdie Schnitte mit
Mayer'sHamalaun gegen gefarbt (vgl. Abb. V/4). Die Anzekiravaskular lokalisierter Ly-
6G-, CD45-oder F4/80-positiver Zellen wurde unter dem Liclroskop bei 400-facher
VergroRerung auf 10 Gesichtfeldern pro Schnitt jisweerblindet quantifiziert. Die Anzahl
transmigrierter Ly-6G  Zellen (Neutrophile Granulozyten) und F4/80 Zellen
(Monozyten/Makrophagen) ist jeweils als Anteil dlemCD45 Zellen angegeben.

2.6.2 Toluidinblau-Farbung

Zur Analyse der Mastzelldichte iM. cremastemwurden Paraffinschnitte fir 10 min mit 1 %
Toluidinblau (Merck, DarmstadGermany) inkubiert. Mastzellen konnten daraufhiiche
durch die metachromatische Farbung ihrer Granulentifiziert werden.Die Anzahl
Toluidinblau-positiver Mastzellen wurde in 10 Gésafeldern (= 0,09766 nfmbei 400-
facher MikroskopvergroBerung) pro Schnitt verblindgiantifiziert und als Zellen/mm

angegeben.
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2.7 Durchflusszytometrische Analyse

Um die Expression der Chemokinrezeptoren Ccr2 umdb Gauf nativen neutrophilen
Granulozyten aus dem peripheren Blut der Maus zersuchen, wurden monoklonale
Antikorper aus der Ratte benutzt. Antikoaguliertelldutproben wurden mit 5 pg/ml des
Antikdrpers MC-21, welcher spezifisch an murinesrZbindet, oder MC-68, welcher
spezifisch an murines Ccr5 bindet, fir 60 min aisf iBkubiert (100). Zur Isotyp-Kontrolle
wurden Proben mit dem IgGZBD PharMingen, San Jose, CA) Antikdrper aus detteRa
gefarbt. Zur Identifikation von neutrophilen Graozyten wurden die Proben auch mit einem
Phycoerythrin-markierten CD1IBD PharMingen) Antikdrper inkubiert. Nach dreinggdm
Waschen, wurden die Zellen fir 60 min mit einem@iharkierten polyklonalen anti-Ratte
Antikdrper (Dianova, Hamburg, Germany) auf Eis ibiant. Nach Lyse der Erythrozyten,
wurden die gefarbten Zellen in einem Durchflussmgter (FACSort, BectoDickinson, San
Jose, CA) analysiert. Neutrophile Granulozyten weardlurch light-scatter Eigenschaften
sowie durch die Expression von CD11b identifizieRer Trennwert zur Definition
Chemokinrezeptor-positiver Zellen wurde entspredhater Farbung mit dem Isotyp-
Kontroll-Antikérper gesetzt. In jeder Analyse wundengefahr 20 000 ,gegatete” Ereignisse

gesammelt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert + S&ilgegeben.

3. VERSUCHSPROTOKOLLE

Entsprechend den unter Kapitel [l genannten Zielemden in der vorliegenden Arbeit

folgende Versuchsprotokolle verwendet.

3.1 Etablierung eines Modells zur Untersuchung delRekrutierung von
Leukozyten bei I/R

3.1.1 Versuchsgruppen

Zur Etablierung eines Modells zur Untersuchung ldmrkozytenrekrutierung bei I/R aM.
cremasterder Maus wurden insgesamt 4 Versuchsgruppen wictgrsDabei wurden Rolling,
Adharenz und transendotheliale Migration von Lewkez in schein-operierten WT-Tieren
sowie in Versuchsgruppen mit 30, 60 und 90 Minuwrhamie sowie einer jeweils 120-
minutigen Reperfusionsphase systematisch analy$dertsich in Vorversuchen mit n = 3
gezeigt hatte, dass Ischamiezeiten von 60 und 90imiVergleich zu 30 min Ischdmie
keinen weiteren Einfluss auf die Leukozytenrekiuitig) haben, wurde darauf verzichtet, alle
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Versuchsgruppen in einer Gruppenstarke von n = érzersuchen. AnschlieRend wurden in

den Versuchsgruppen 1 und 2 Experimente bis naréhdefihrt.

Tab. 1ll/1: Versuchsgruppen zur systematischen Analyse derokgignrekrutierung in
Abhangigkeit von Ischamiedauer und Reperfusionszeit

Ischamiedauer Reperfusionsdauer

Gruppe Nr. min] min] Tiere
1 sham 150 6
2 30 120 6
3 60 120 3
4 90 120 3

3.1.2 Versuchsablauf

Nach 30-minitiger Operation wurden 3 unabhangigetkapillaren Venolen dedM.
cremasterausgewahlt und jeweils zu Baseline-Bedingungenlsctamie sowie nach 5, 30,
60, 90 wund 120 min Reperfusion die einzelnen Sehritdes leukozytaren
Rekrutierungsprozesses analysiert. Im Anschlusandawurde in den untersuchten GefalRen
die BlutflieRgeschwindigkeit bestimmt sowie Gewebad Blutproben enthommen. Danach

wurden die Tiere durch Injektion von Pentobarhtittet.

Messung der Blutfliessgeschwindigkeit,
Blut- und Gewebeentnahme

ST T T

.

Praparation| Ischamie Reperfusion
Zeit [min]  -30 3 30 60 o0 120
Abb. 11l/2:  Experimentelles  Protokoll zur Untersuchung des kdeytaren

Rekrutierungsprozess in Abhéngigkeit von IschAmiedand Reperfusionszeit.
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3.2 Bedeutung von JAM-A fir die Leukozytenrekrutierung

Die Bedeutung des Molekills JAM-A fir die Transmigma von Leukozyten wird aufgrund

inkonsistenter Daten in der aktuellen Literatur tkkovers diskutiert (vgl. Tab. I/1). Ziel des
zweiten Abschnitts dieser Arbeit war es daher zbhsédie Rolle von JAM-A bei der

Transmigration von Leukozyten systematisch unterscleedenen inflammatorischen
Bedingungen zu analysieren. Anschlieend wurdenteveei Untersuchungen angestellt,

welche die Funktion des endothelialen JAM-A nalerakterisieren sollten.

3.2.1 Versuchsgruppen

In einer ersten Versuchsreine wurden die einzeln®@chritte des leukozytaren
Rekrutierungsprozesses awh cremastervon schein-operierten Mausen sowie von WT-,
JAM-A-defizienten und eJAM-A-defizienten Tieren haB80 min Ischamie und 120 min
Reperfusion untersucht (n = 6). In einer zweiterrsdehsreihe wurden die Migrations-
parameter sowohl 4 h als auch 24 h nach intradkratgektion von IL-B in WT-, JAM-A-
defizienten und eJAM-A-defizienten Tieren analysi&Gruppen mit intraskrotaler Injektion
von phosphate-buffered salin®BS) dienten als Kontrolle (n = 6). AbschlieRemarde die
Leukozytenmigration in postkapillaren Venolen dds cremastervon WT- und JAM-A-

defizienten Mausen wahrend einer 60-minutigen Supien von LTB, untersucht (n = 6).
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Tab. Ill/2: Versuchsgruppen zu den Untersuchungen zur BedewongJAM-A fir die
Leukozytenrekrutierung.

Stimulations-

Gruppe Nr. Stimulus dauer [min] Intervention Tiere [n]
1 I/R 30/120 sham 6
2 I/R 30/120 WT 6
3 I/R 30/120 JAM-A-/- 6
4 I/R 30/120 eJAM-A-/- 6
5 NaCl 240 sham 6
6 IL-1P 240 WT 6
7 IL-103 240 JAM-A-/-

8 IL-13 240 eJAM-A-/-

9 NaCl 24 h sham 6
10 IL-1B 24 h WT 6
11 IL-103 24 h JAM-A-/- 6
12 IL-13 24 h eJAM-A-/- 6
13 NacCl 60 WT 6
14 LTB, 60 WT 6
15 LTB, 60 JAM-A-/- 6

3.2.2 Versuchsablauf

Zur Untersuchung der Bedeutung von JAM-A flir dieukozytentransmigration bei I/R
wurden nach der chirurgischen Praparation 3 unapgénpostkapillare Venolen ded.
cremasterausgewahlt und jeweils zu Baseline-BedingungerB@eminttiger Ischmie sowie
nach 5, 30, 60, 90 und 120 min Reperfusion alle rifeh des leukozytaren
Rekrutierungsprozesses analysiert. Anschlie3erdgésfin den zuvor untersuchten Gefal3en
die Bestimmung der Blutflie3geschwindigkeit.

In einer weiteren Versuchsreihe erhielten die Tieiree intraskrotale Injektion von ILB1
Nach 4-stiindiger (Versuchsgruppen 5 — 8) bzw. Bdesger (Versuchsgruppen 9 — 12)

Stimulation mit IL-B wurden in 5 zuféllig ausgewahlten und voneinangieabhangigen
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postkapillaren Venolen dedl. cremasterdie leukozytaren Migrationsparameter sowie die
BlutflieRgeschwindigkeit bestimmit.

In einer letzten Versuchsreihe wurde die Bedeutung JAM-A bei LTB-induzierter
Entzindung untersucht. Zu Versuchsbeginn wurde gasékapillare Venole ausgewahlt und
zu den Zeitpunkten —-10 und -5 min Baseline-Messunger Migrationsparameter
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die physiologiscisung entfernt und dél. cremaster
fortan mit einer LTB-LOsung superfundiert. Weitere intravitalmikroskaghe Messungen
erfolgten zu den Zeitpunkten 1, 10, 20, 30, 40uB0 60 min nach Induktion der Entziindung.
Abschliel3end wurde die Blutflie3geschwindigkeittbamt.

In allen Versuchen wurden nach Messung der Bl@fjeschwindigkeit Gewebe- und

Blutproben entnommen. Danach wurden die Tiere dimelktion von Pentobarbital getotet.
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Messung der Blutfliessgeschwincdligkeit
Blut- und Gewebeenthahme

T T

Praparation| Ischamie Reperfusion

-30 5 30 G0 90 120

Intraskrotale Injektion
von IL-1p

l- ‘ Chirurgische Pre‘a‘paration‘

Zytokin -Stimulation IVM

Zeit  -240 min -30 min 0 min 30 min
bzw. -24 I

Messung der Blutfliessgeschwindigkeit,
Blut- und Gewebeentnahme

Messung der Blutfiessgeschwindigkeit
Blut- und Gewebeentnahme

“TTTTTTT]

Praparation Stimulation mit LTB,

Zeit [nun] 10 -5 01 100 20 30 40 50 60

Abb. 111/3: Experimentelles Protokoll zur Untersuchung der &#gdng von JAM-A fir den
leukozytaren Rekrutierungsprozess bei I/R (A) sdlvgs (B) und LTB- (C) induzierter
Entztndung.
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3.3 Bedeutung der Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 un@cr5 fir die
Leukozytenrekrutierung

Ausin vitro Studien ist bekannt, dass die Chemokinrezeptoreh, Ccr2 und Ccr5 Adhérenz
und transendotheliale Migration von Leukozyten uéein. Welche Bedeutung diese
Rezeptoren fir die einzelnen Schritte des leukoegtaRekrutierungsprozesses bei
Entztindung und I/Rn vivo besitzen, war bisher unzulénglich geklart. Im ketzAbschnitt

dieser Arbeit wurde daher die Bedeutung der Chemmekeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5 fur

die Leukozytenrekrutierung bei Chemokin-induzieBetztindung und I/ vivo untersucht.

3.3.1 Versuchsgruppen

Insgesamt wurden vier unterschiedliche Versucheretturchgefiihrt. InM. cremastervon
WT- und Ccr2-defizienten Mausen wurden die einzeln®chritte des leukozytaren
Rekrutierungsprozesses 3 h nach intraskrotalektioje von MCP-1 untersucht. WT-Tiere
mit einer intraskrotalen Injektion von physiolodiec Natriumchloridlésung (NaCl) dienten
als Kontrolltiere (n = 7). Weitere Untersuchungefolgten in WT- und Ccrl-defizienten
Mausen sowie in WT-Tieren nach subkutaner Appldwties Ccrl-Antagonisten BX471 (25
mg/kg Korpergewicht) jeweils 3 h nach intraskrotallgjektion von MIP-L (n = 7). Des
Weiteren wurden auch Untersuchungen in WT- und defizienten Tieren nach 3-stundiger
intraskrotaler Stimulation mit MIPel durchgefuhrt. WT-Tiere mit einer intraskrotalen
Injektion von PBS dienten jeweils als Kontrolle £017). In einer letzten Versuchsreihe
wurden die Migrationsparameter ikh. cremastenvon schein-operierten WT-Tieren sowie in
WT-, Ccrl-, Ccr2- und Ccr5-defizienten Mausen n&@th min Ischamie und 120 min

Reperfusion analysiert (n = 7).
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Tab. [1I/3: Versuchsgruppen zu den Untersuchungen zur Bededem@hemokinrezeptoren

Ccrl, Ccr2 und Ccr5 fur die Leukozytenrekrutierdogg Entziindung und I/R.

Gruppe Nr. Stimulus SJ;muglra[trir?i?ﬁ' Tiere [Typ] Tiere [n]
1 NaCl 180 WT 7
2 MCP-1 180 WT 7
3 MCP-1 180 Ccr2-/- 7
4 PBS 180 WT 7
5 MIP-1a 180 WT 7
6 MIP-1a 180 Ccrl-/- 7
7 MIP-1a 180 WT + BX471 7
8 PBS 180 WT 7
9 MIP-1a 180 WT 7
10 MIP-1a 180 Ccr5-/- 7
11 sham 30/120 WT 7
12 I/R 30/120 WT 7
13 I/R 30/120 Ccrl-/- 7
14 I/R 30/120 Ccr2-/- 7

15 I/R 30/120 Ccrb-/- 7

3.3.2 Versuchsablauf

Zur Induktion der Chemokin-induzierten EntziUndundhigten die Versuchstiere eine

intraskrotale Injektion von MCP-1 (Versuchsgrupfer 3) bzw. MIP-& (Versuchsgruppen

5 -7, 9 und 10) bzw. entsprechenden Tragerl6ésuifgersuchsgruppen 1 und 4). Drei

Stunden nach Induktion der Entzindung wurden infalllg ausgewahlten und voneinander

unabhangigen postkapillaren Venolen dbt cremaster die einzelnen Schritte des

leukozytaren Rekrutierungsprozesses analysiertesdigi BlutflieRgeschwindigkeit bestimmit.
Die Applikation des Ccrl-Antagonisten BX471 erfelgé0 Minuten vor Induktion der
Entztiindung sowie kurz vor Beginn der chirurgiscResparation.
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In einer weiteren Versuchsreihe wurden 3 unabh&ngogtkapillare Venolen ausgewahlt und
zu Baseline-Bedingungen vor einer 30-minitigen dsaiephase sowie nach 5, 30, 60, 90 und
120 min Reperfusion die leukozytaren Migrationspaeter untersucht. Danach erfolgte die
Bestimmung der Blutflie3geschwindigkeit.

In allen Versuchen wurden nach Messung der Bl@fjeschwindigkeit Gewebe- und

Blutproben entnommen. AnschlieRend wurden die Tdereh Ausbluten getotet.

A

Intraskrotale Injektion von
MCP-1 bzw. MIP-1a.

J'7 | Chirurgische Préparation|
L 4

Chemokin - Stimulation IVM

Zeit -150 -30 0 I 30
[min]
Messung der Blutfliessgeschwindigkeit,

Blut- und Gewebeentnahme

— |Applikation von BX471 ‘—lr ‘Chirurgische Praparation
L 2

Stimulation mit MIP-1a IVM

Zat 540 180 -30 0 —I 30
[min]
Messung der Blutfiessgeschwindigkeit,

Blut- und Gewebeentnahme

Messung der Blutfliessgeschwindigkeit
Blut- und Gewebeentnahme

ST T T T

Praparation| Ischamie Reperfusion

Zeit[min]  -30 ) 30 60 o0 120

Abb. Ill/4: Experimentelles Protokoll zur Untersuchung derwidsungen von Ccrl-, Ccr2-
und Ccr5-Defizienz auf den leukozytéaren Rekrutigspnozess (A) bei MCP-1- bzw. Mik-1
induzierter Entziindung und (C) I/R, sowie der BE&ales Ccrl-Antagonisten BX471 (B) auf
den leukozytaren Rekrutierungsprozess bei MiRAtluzierter Entziindung.
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3.4 STATISTIK

Die Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) + Standefdér des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Samtliche statistischen Analysen wund&r Verwendung des Software Pakets
Sigma Stat TM (Jandel Corporation, St. Rafael, C/SA) durchgefuhrt. Die Ergebnisse
wurden mit Hilfe des Rank-Sum-Tests (bei 2 Versgomgpen) bzw. dem ANOVA-on-
Ranks-Test gefolgt von dem Student-Newman-Keuld-Aaszahl der Versuchsgruppen > 2)
auf statistische Unterschiede hin tberprift. Unfeiede wurden bei p < 0,05 als signifikant

angesehen.
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V. ERGEBNISSE

1. WEITERENTWICKLUNG DES KREMASTERMODELLS
ZUR UNTERSUCHUNG DER REKRUTIERUNG VON
LEUKOZYTEN BEI I/R

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollen digébnisse der systematischen Analyse des
leukozytaren Rekrutierungsprozesses bei I/R in Ablgkeit von der Ischamie- und
Reperfusionszeit dargestellt werden.

1.1 Mittlerer arterieller Blutdruck

Bei den schein-operierten Kontrolltieren waren tdben gesamten Versuchsverlauf keine
signifikanten Anderungen des mittleren arterieBtatdrucks (MAP) zu beobachten. In allen

Versuchsgruppen mit I/R blieb der MAP Uber den gdgsa Beobachtungszeitraum stabil

ohne statistisch signifikante Unterschiede zwisalem einzelnen Gruppen.

Tab. IV/1: Mittlerer arterieller Blutdruck in [mmHg].

Gruppe sham 30 T_“"! 60 T_“"! 90 T?"“.
Ischamie Ischamie Ischamie
Baseline 63,0+ 2,7 61,3+ 3,0 67,045 64, 7% 4,
5 min 62,727 58,7+19 62,3 +3,8 64,3+5,0
30 min 64,3+ 3,8 59,3+2,2 63,3+ 3,5 60,0 +1,2
60 min 66,0 £ 5,3 61,7+29 63,0+ 4,7 60,1+2,5
90 min 65,3+2,3 59,0+2,5 59,3+1,2 59,3+2,1
120 min 62,7+ 2,7 59,0+ 3,8 57,3+2,3 60,3+1,9
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1.2 Mikrohamodynamik und systemische Leukozytenzahl

Da Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen von derutBiel3geschwindigkeit beeinflusst

werden und vom Innendurchmesser des untersucht&ifd€eabhangig sind, wurden diese
mikrohdmodynamischen Parameter in jedem Experimgamessen und daraus die
entsprechenden Scherraten errechnet. Es wurdea Egjnifikanten Unterschiede zwischen
der Kontrollgruppe und den I/R-Gruppen gefunden.

Des Weiteren kann auch die systemische Leukozyteraswirkungen auf einzelne Schritte

des leukozytaren Rekrutierungsprozess haben. ODeshiaide nach jedem Experiment die
systemische Leukozytenzahl aus dem Vollblut dereligestimmt. Die Ergebnisse lassen
keine signifikanten Unterschiede zwischen scheieriepten Kontrolltieren und Tieren nach

I/R erkennen.

Tab. 1V/2: Mikrohdmodynamische Parameter.

Gruope sham 30 min 60 min 90 min
PP Ischamie Ischamie Ischamie
BlutflieR-
geschwindigkeit  2,2+0,2 2,4+0,3 19+£0,1 1,8+£0,1
[mm/s]
Gefallinnen-
durchmesser 28,8+19 295+ 3,2 320+1,1 335+1,0
[um]

Scherrate [s'] 633,3+60,0 412,8+84,5 485,2 +5,9 425,7 + 15,6

Tab. IV/3: Systemische Leukozytenzahl in°[a.

Gruppe sham 30 min 60 min 90 min
PP Ischamie Ischamie Ischamie
24+0,5 25+0,3 2,1+0,1 356+0,6
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1.3 Intravitalmikroskopische Befunde

1.3.1 Einfluss unterschiedlicher Ischamie- und Refgsionszeiten auf die
Leukozytenrekrutierung

Zunachst wurde der Einfluss unterschiedlicher Isuk& und Reperfusionszeiten auf die
einzelnen Schritte des leukozytaren Rekrutieruragsges systematisch mit Hilfe der RLOT-

Intravitalmikroskopie untersucht.

Leukozytares Rolling

Die chirurgische Praparation induzierte in den lagillaren Venolen des Kremastermuskels
ein leichtes Leukozytenrollen. Nach einer 30-migéni Ischamiephase und 60 min bzw. 120
min Reperfusion wurden ahnliche Werte fiir die Anzallender Leukozyten bestimmt. Eine

Verlangerung der Ischamiezeit auf 60 min bzw. 9@ matte gegentber 30 min Ischamie zu
den entsprechenden Messzeitpunkten keine signi@kalerdnderungen des leukozytaren

Rolling zur Folge.
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B 30 min Ischamie
40 A 1 60 min Ischamie
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Baseline 60 min 120 min
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Abb. IV/1: Anzahlrollender Leukozyten unter Baseline-Bedingungenesoach 60 und 120
min Reperfusion in Tieren mit 30, 60 und 90 mimm&scie des M. cremaster (n = 3). MW %
SEM, # p < 0,05 vs. entsprechende Baseline-Messung
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Leukozytare Adharenz

Nach der chirurgischen Préparation fanden sichwemige adharente Leukozyten in den
postkapillaren Venolen ded. cremaster Nach einer Ischdmiephase von 30 min sowie 60
min bzw. 120 min Reperfusion hingegen war gegenuten Ausgangswerten ein
signifikanter Anstieg der Leukozytenadhéarenz zublaebten. Langere Ischamiezeiten von 60
min bzw. 90 min brachten im Vergleich zu 30-minétiglschamie zu den jeweiligen

Messzeitpunkten keine signifikanten Veranderungamelkozytaren Adharenz mit sich.
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Abb. IV/2: Anzahladharenter Leukozyten unter Baseline-Bedingungeviesoach 60 und
120 min Reperfusion in Tieren mit 30, 60 und 90 ischamie des M. cremaster (n = 3). MW
+SEM, # p < 0,05 vs. entsprechende Baseline-Megsu

Leukozytare Transmigration

Zur Baseline-Messung wurden nur einige wenige Leytem im perivaskuldaren Gewebe
postkapillarer Venolen ded. cremasterdetektiert. Allerdings kam es nach 30 min Ischamie
und 60 min bzw. 120 min Reperfusion zu einem sikaiften Anstieg der Anzahl
transmigrierter Leukozyten. Die Verlangerung deh#smiezeit auf 60 min bzw. 90 min war
im Vergleich zu einer Ischamiezeit von 30 min n&hmin bzw. 120 min Reperfusion mit

keinen signifikanten Veranderungen der Leukozytergmigration verbunden.
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Abb. 1V/3: Anzahltransmigrierter Leukozyten unter Baseline-Bedinggmgowie nach 60
und 120 min Reperfusion in Tieren mit 30, 60 unadn®® Ischamie des M. cremaster (n = 3).
MW £ SEM, # p < 0,05 vs. entsprechende BaselinssMigg.

1.3.2 Leukozytenrekrutierung nach I/R im zeitlicheverlauf

Im folgenden Abschnitt soll die quantitative Anayder einzelnen Schritte des leukozytaren
Rekrutierungsprozesses nach 30 min Ischamie undniigOReperfusion im Vergleich zu

schein-operierten Tieren dargestellt werden.

Leukozytares Rolling

Unter Baseline-Bedingungen wurde in schein-openerfieren sowie in Tieren mit 30-
minutiger Ischamie und 120 min Reperfusion dés cremasterein leichtes, durch die
chirurgische Préaparation bedingtes Leukozytenmlliheobachtet. In schein-operierten
Kontrolltieren blieb die Anzahl rollender Leukozgtaiber den gesamten Beobachtungs-

zeitraum hinweg unverandert. Ahnliche Verlaufe veurdh der Ischamiegruppe beobachtet.
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Abb. IV/4: Anzahlrollender Leukozyten unter Baseline-Bedingungenesoach 5, 30, 60, 90
und 120 min Reperfusion in schein-operierten Kdhieoen und Tieren mit 30 min Ischamie
des M. cremaster (n = 6). MW + SEM.

Leukozytare Adharenz

Nach der chirurgischen Praparation waren in detkppglaren Venolen dell. cremasteiin
beiden Versuchsgruppen einige wenige am Gefal3eslidmdharente Leukozyten zu finden. In
den schein-operierten Kontrolltieren war die Anzaldharenter Leukozyten wahrend des
gesamten Experiments auf vergleichbarem Niveawi®enach 30 min Ischmie und 5 min
Reperfusion war aber im Vergleich zu den Kontreikn ein signifikanter Anstieg der
Leukozytenadhéarenz zu erkennen, welcher im weitémsuchsverlauf bei &hnlichen Werten

persistierte.

Leukozytare Transmigration

Transmigrierte Leukozyten wurde in ROIs auf bei@eiten der untersuchten Gefal3segmente
quantifiziert. Zur Baseline Messung fanden sichbeiden Versuchsgruppen nur wenige
Leukozyten im perivaskuldren Gewebe. In den Koliieoén konnten auch im weiteren
Versuchsverlauf keine signifikanten Veranderungerinsibhtlich der Leukozyten-
transmigration festgestellt werden. Allerdings kembereits nach 30 min Ischdmie und 30
min Reperfusion im Vergleich zur Kontrollgruppe eimem signifikanten Anstieg der Anzahl
transmigrierter Leukozyten.
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Abb. IV/5: Anzahl adharenter (A) und transmigrierter (B) Leukozytentem Baseline-
Bedingungen sowie nach 5, 30, 60, 90 und 120 neipefusion in schein-operierten
Kontrolltieren und Tieren mit 30 min Ischamie desdwemaster (n = 6). MW £+ SEM, # p <
0,05 vs. sham.
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Interstitielle Leukozytenmigration

Zum Abschluss wurde die interstitielle Verteilungr dransmigrierten Leukozyten bestimmt.
Hierflir wurden die zur Quantifizierung der Leukaaytransmigration verwendeten ROIs in
zwei Subareale unterteilt, eines gefalinah und geggifern (vgl. Abb. I1I/1). Nach 30 min
Ischédmie und 120 min Reperfusion wurden 56,9 +94 8er transmigrierten Leukozyten im

gefaldfernen, 25 um vom Gefal3 entfernten Subargistmert.

1.3.3 Phanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Da die RLOT-Intravitalmikroskopie keine Phanotyprsing transmigrierter Leukozyten
zulasst, wurde eine immunhistochemische Féarbung Gewebeproben dell. cremaster
vorgenommen. Fur neutrophile Granulozyten wurdeedatas Ly-6G-Antigen und flr
Monozyten/Makrophagen das F4/80-Antigen verwen@&845 diente als pan-leukozytarer
Marker. Die Ergebnisse zeigen, dass nach 30 mivéimee und 130 min Reperfusion tber 80
% der transmigrierten CD45_eukozyten Ly-6G neutrophile Granulozyten und etwa 10 %

F4/80 Monozyten/Makrophagen waren.

_|
B | y6G° [ F4/8C
0 20 40 60 80 100

[% CD45 Zellen]

Abb. 1V/6: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 Zellen nach 30 min Ischamie und 130 min
Reperfusion (n = 3), MW £+ SEM.
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2. BEDEUTUNG VON JAM-A FUR DIE REKRUTIERUNG
VON LEUKOZYTEN

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde di®llR des Molekiuls JAM-A fir die
Rekrutierung von Leukozyten systematisch unter rgoteedlichen inflammatorischen
Bedingungen untersucht sowie die differentielle &ddng des endothelialen JAM-A

analysiert.

2.1 Ischamie-Reperfusion
In einer ersten Versuchsreihe wurde die Bedeutuog JAM-A fur die Leukozyten-

rekrutierung wéhrend I/R untersucht.

2.1.1 Mikroh&dmodynamik und systemische Leukozytdriza

Um Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppengewahrleisten, wurden in den
untersuchten Gefalissegmenten Blutflie3geschwindigike Innendurchmesser bestimmt und
daraus die Scherrate berechnet. Die Ergebnisseerzdigine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen. Ferner wurde diesysche Leukozytenzahl im Vollblut
der Tiere gemessen. Die Werte sind in allen Versgiwlppen auf einem vergleichbaren

Niveau.

Tab. IV/4: Mikrohamodynamische Parameter.

Gruppe sham WT JAM-A-/- eJAM-A-/-

BlutflieR3-
geschwindigkeit  1,4+0,1 1,7+0,1 1,7+0,1 1,4+0,1
[mm/s]

GefalRinnen-
durchmesser 248+ 1,3 259+0,5 25,4+0,9 244 +0,6

[um]

Scherrate [s']  456,6 +55,3 520,0 + 26,2 529,3+£34,2 443,8 926,
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Tab. IV/5: Systemische Leukozytenzahl in°[a.

Gruppe sham WT JAM-A-/- eJAM-A-/-

3,7+0,5 49+0,4 4,3+0,6 4,6 +0,8

2.1.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Leukozytares Rolling

Zu Versuchsbeginn wurde in schein-operierten Tiekn leichtes Baseline-Rolling

registriert, welches sich im weiteren Versuchswdrlangsam verringerte. Ahnliche Verlaufe
wurden in WT-, JAM-A-defizienten sowie eJAM-A-deinten Tieren beobachtet und es
konnten zu den gewahlten Messzeitpunkten keinefikignten Unterschiede zwischen den

einzelnen Versuchsgruppen festgestellt werden.

Tab. 1V/6: Leukozytares Rolling nach I/R in [n/ 30 s].

Gruppe sham WT JAM-A-/- eJAM-A-/-
Baseline 248 +2,2 270+£2,1 248+24 23,44 2,
120 min

, 115+25 20,7 +£6,5 27,7+3,1 17,7+45
Reperfusion

Leukozytare Adharenz

Bei der Baseline-Messung waren in den einzelnemnsigsgruppen wieder nur wenige
adharente Leukozyten am Endothel der untersuch&dal¥segmente zu erkennen. Wéahrend
JAM-A-Defizienz nach 30 min Ischamie und 120 minpRdusion keine Auswirkungen auf
die Leukozytenadharenz hatte, war die Anzahl adié@reLeukozyten in eJAM-A-Tieren
interessanterweise signifikant hoher als in scloperierten WT-Tieren.
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Abb. IV/7: Anzahl adhéarenter Leukozyten unter Baseline-Bediggn sowie nach 30 min
Isch&mie und 120 min Reperfusion (n = 6). MW £ SEM < 0,05 vs. Kontrolle.

Leukozytare Transmigration

Unter Baseline-Bedingungen waren in allen Versuahmgen nur vereinzelt Leukozyten im
perivaskularen Gewebe der untersuchten postkamill&fenolen zu beobachten. Nach 30-
minutiger Ischdmie und 120 min Reperfusion hingegear die Anzahl transmigrierter
Leukozyten im Vergleich zu schein-operierten Tiesgnifikant erhdht. Dieser Anstieg der
leukozytaren Transmigration war jedoch sowohl irM3A-defizienten Tieren wie auch in

eJAM-A-defizienten Tieren signifikant verringert.
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Abb. 1V/8: Anzahl transmigrierter Leukozyten unter BaselineiBgungen sowie nach 30
min Ischamie und 120 min Reperfusion (n = 6). M@EM, # p < 0,05 vs. Kontrolle, * p <
0,05 vs. WT.

Interstitielle Leukozytenmigration

Abschlieend wurde das interstitielle Migration\adten in bereits beschriebener Weise
analysiert. Nach einer Ischamiedauer von 30 minaindr 120-minitigen Reperfusionsphase
waren in WT-Tieren ca. 60 % der transmigrierten Haayten weiter als 25 pum migriert.

Ahnliche Werte waren in JAM-A- und eJAM-A-defiziem Tieren zu finden und es konnte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den émezeVersuchsgruppen detektiert werden.

Tab. IV/7: Interstitielle Verteilung transmigrierter Leukoeytnach 30 min Ischamie und 120
min Reperfusion [% transmigrierte Leukozyten > 28]

Gruppe WT JAM-A-/- eJAM-A-/-

63,2+ 3,6 68,8 + 4,6 60,0 + 3,0
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2.1.3 Phéanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Zur Bestimmung des Phanotyps transmigrierter Leyeoz wurde eine immun-
histochemische Farbung von Paraffinschnitten Mesremasterdurchgefihrt. Nach 30 min
Ischamie und 130 min Reperfusion waren etwa 80 fdrdasmigrierten Leukozyten Ly-6G
neutrophile Granulozyten und etwa 20 % F4/8Mnozyten/Makrophagen. Es lagen keine

statistisch signifikanten Unterschiede zwischen&iemelnen Versuchsgruppen vor.

WT -
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Abb. IV/9: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 Zellen nach 30 min Ischamie und 130 min
Reperfusion in WT, JAM-A-/- und eJAM-/- Tieren (B)sMW + SEM.



2.2 IL-1g-induzierte Entzindung
In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Bedeutuog JAM-A fir die Leukozyten-
rekrutierung sowohl nach 4-stindiger als auch n2éfstiindiger Stimulation mit ILfl

untersucht.

2.2.1 Mikrohdmodynamik und systemische Leukozytdriza

Wiederum wurden in den untersuchten Gefal3en dieromiimodynamischen Parameter
bestimmt. Es konnten keine signifikanten Untersthigwischen den einzelnen Gruppen
festgestellt werden. Auch die systemische Leukamghbl war in allen Versuchsgruppen

vergleichbar.

Tab. 1V/8: Mikrohdmodynamische Parameter.

Gruope sham WT JAM-A-/- eJAM-A-/-
PP (4 h) (4 h) (4 h) (4 h)
Blutfliel3-
geschwindigkeit 1,7+0,1 15+0,1 1,2+£0,1 1,3+£0,1

[mm/s]

GefalRinnen-

durchmesser 235+1,0 25,0+0,7 245 +0,5 250+1,3

[um]

Scherrate [§'] 570,3+19,2 4839+524  373,8+66,5  406,4 833,

Gruope sham WT JAM-A-/- eJAM-A-/-
PP (24 h) (24 h) (24 h) (24 h)
Blutfliel3-
geschwindigkeit  1,3+0,2 1,1+0,1 1,3+£0,1 1,2+0,1
[mm/s]
Gefallinnen-
durchmesser 245+0,9 26,1+0,6 23,9+0,8 24,3+0,6
[um]

Scherrate [§Y] 427,3+51,1 338,6+26,1  432,4+329  408,6+47,0

54



Tab. IV/9: Systemische Leukozytenzahl in°[a.

Gruppe sham WT JAM-A-/- eJAM-A-/-
4 h 41+1;3 3,6+04 6,8+0,6 57+0,8
24 h 7,1+0,9 9,0+£1,0 104+11 7,615

2.2.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Leukozytares Rolling

Mit Hilfe der RLOT-Intravitalmikroskopie wurde dadeukozytare Rolling in den
postkapillaren Venolen déd. cremasterzunachst 4 h nach intraskrotaler Injektion vorif_-
analysiert. In Kontrolltieren war ein leichtes, durdie chirurgische Praparation dibb
cremasterbedingtes Leukozytenrolling zu beobachten. Aucbhné-stiindiger Stimulation
mit IL-18 war die Anzahl rollender Leukozyten in WT-, JAM/Aund eJAM-A-/- Tieren
gegeniber der Kontrollgruppe auf vergleichbaremeblivund es konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Dariiber hinaugievalas Leukozytenrolling in weiteren
Versuchsgruppen zum Zeitpunkt 24 h nach intraslaotajektion von IL-B untersucht. Es
konnten hierbei ebenfalls keine statistisch sigaiften Unterschiede zwischen Kontrolltieren
sowie WT-, JAM-A-defizienten und eJAM-A-defizient@ireren gefunden werden.

Tab. 1V/10: Leukozytares Rolling nach Stimulation mit |24k [n / 30 s].

Gruppe Kontrolle WT JAM-A-/- eJAM-A-/-
4h 16,4+1,0 9,3+3,8 125+35 10,0+ 2,8
24 h 18,3+2,3 24,0+ 2,3 26,7+2,3 25,9+2,4

55



Leukozytare Adharenz

Am Endothel postkapillarer Venolen wurden in Kotitieren nur wenige, permanent
adharente Leukozyten detektiert. Im Vergleich dazu die Anzahl adharenter Leukozyten
nach 4-stindiger Stimulation mit ILBlin WT-, JAM-A-defizienten und eJAM-A-defizienten
Tieren signifikant erhéht. Nach 24-stiindiger Stiatidn mit IL-13 hingegen waren keine

Unterschiede mehr zwischen den einzelnen Versugppgn zu erkennen.
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Abb. IV/10: Anzahl adhéarenter Leukozyten unter Kontrollbedirgggm sowie nach 4- bzw.
24-stundiger intraskrotaler Stimulation mit ILBIMW + SEM, # p < 0,05 vs. Kontrolle.

Leukozytare Transmigration

Wie bei der Analyse der Leukozyten-Endothelzeletaktionen wurde die leukozytare
Transmigration zunachst 4 h nach intraskrotalezkitpn von IL-33 untersucht. Die Anzahl

transmigrierter Leukozyten war in WT-Tieren sigkaint hoher als in der Kontrollgruppe. Im
Gegensatz dazu war jedoch die Leukozytentransnograh JAM-A-defizienten Tieren

statistisch signifikant vermindert. Auch in eJAMdefizienten Mausen war die Anzahl
transmigrierter Leukozyten im Vergleich zu WT-Tiersignifikant geringer. In weiteren
Versuchen wurde die Transmigration von Leukozytachn24-stiindiger Stimulation mit IL-
1B bestimmt. Auch hier war die Anzahl transmigriefteukozyten in WT-Tieren gegenuber
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der Kontrollgruppe signifikant erhéht. Wahrend éienstieg in JAM-A-defizienten Mausen
erneut signifikant vermindert war, konnten zu dred@eobachtungszeitpunkt zwischen WT-
und eJAM-A-defizienten Tieren keine signifikantemterschiede bezlglich der Anzahl

transmigrierter Leukozyten festgestellt werden.
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Abb. 1V/11: Anzahl transmigrierter Leukozyten unter Kontrolllmggingen sowie nach 4-
bzw. 24-stiindiger intraskrotaler Stimulation mit13. MW + SEM, # p < 0,05 vs. Kontrolle,
*p <0,05vs. WT, 8§ p<0,05vs. JAM-A-/-.

Interstitielle Leukozytenmigration

Zur Analyse des interstitiellen Migrationsverhakiegnansmigrierter Leukozyten wurde deren
Gewebeverteilung sowohl 4 h als auch 24 h nachashktotaler Injektion von IL{1
untersucht. Nach 4-stindiger Stimulation mit [B-varen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen zu erkenNewh 24-stiindiger Stimulation
hingegen waren in JAM-A-defizienten Tieren sigraftk weniger Leukozyten im gefal3fernen
Areal (> 25 um Abstand vom Gefal3) zu beobachterinal/T- und eJAM-A-defizienten

Tieren.
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Tab. IV/11: Interstitielle Verteilung transmigrierter Leukoeytnach Stimulation mit ILAIN
[% transmigrierte Leukozyten > 25 um]. MW + SEMp#< 0,05 vs. WT, * p < 0,05 vs.
eJAM-A-/-.

Gruppe WT JAM-A-/- eJAM-A-/-
4 h 65,0+ 1,4 66,3+1,9 615+2,1
24 h 655+ 1,1 56,0 + 28 66,2+1,7

2.2.3 Phanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Die immunhistochemische Phé&notypisierung transmmitgr Leukozyten ergab, dass in WT-
Tieren nach 4-stundiger bzw. nach 24-stindiger @&tion mit IL-13 ca. 70 — 80 % der
transmigrierten Leukozyten Ly-6Gneutrophile Granulozyten und etwa 20 % F24/80
Monozyten/Makrophagen waren. Ahnliche Werte wurjgsmeils in JAM-A-/- sowie eJAM-
A-/- Mausen bestimmit.

WT _ A
—
(I,
JAM-A-/-
[}
g
eJAM-A-/-
E— B | y6G° [ F4/8C¢

o

20 40 60 80 100
[% CDA45 Zellen]



WT I_—‘ B
I
(I

JAM-A-/-
[ H
(I

eJAM-A-/-
M B (y6G° 1 Fa/sc
0 20 40 60 80 100

[% CD45 Zellen]

Abb. 1V/12: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 Zellen nach 4- (A) bzw. 24-stiindiger (B)
Stimulation mit IL-Bin WT, JAM-A-/- und eJAM-A-/- Tieren (n = 3), MWGEM.
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2.3 LTBy-induzierte Entztiindung

In einer letzten Versuchsreihe wurde die Bedeutung JAM-A fir die Leukozyten-

rekrutierung bei LTB-induzierter Entziindung untersucht.

2.3.1 MikrohAmodynamik und systemische Leukozytdriza

Bei der Bestimmung von BlutflieBgeschwindigkeit, f@8&nnendurchmesser und Scherrate

lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen \dersuchsgruppen vor. Die systemische

Leukozytenzahl war in WT-Tieren und JAM-A-defizientTieren vergleichbar.

Tab. 1V/12: Mikrohamodynamische Parameter.

Gruppe sham WT JAM-A-/-
Blutfliel3-
geschwindigkeit 1,5+0,2 1,3+0,1 1,2+0,1
[mm/s]
Gefaldinnen-
durchmesser 24,8+0,8 27,7+2,0 28,6 £1,7
[um]
Scherrate [§Y]  472,9+44,3 365,0+22,8 347,7 £ 35,3
Tab. 1V/13: Systemische Leukozytenzahl in®[a.
Gruppe sham WT JAM-A-/-
3,4+0,6 3,9+0,8 4,1+0,9
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2.3.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Leukozytares Rolling

In allen Versuchsgruppen war zu den Baseline-Magsun5 min vor Induktion der
Entzindung mit LTB ein leichtes Leukozytenrolling in den postkap#iirVenolen ded/.
cremasterzu erkennen. Sowohl in WT-Tieren als auch in JAM-Aieren fiel die Anzahl
rollender Leukozyten nach Induktion der Entzindursgetig ab. Im gesamten
Beobachtungszeitraum konnten keine statistischifdignten Unterschiede zwischen den

Gruppen gefunden werden.

Tab. 1V/14: Leukozytares Rolling nach Stimulation mit L, Ti8[n / 30 s].

Gruppe sham WT JAM-A-/-
Baseline 245+4.8 26,3+1,8 245+ 3,0
60 min 95+1.8 6,5+2,9 10,0+ 3,4

Leukozytare Adharenz

Nach der chirurgischen Praparation waren wiederumwenige adharente Leukozyten am
GefalRendothel zu erkennen. Die Superfusion von sLifBluzierte in den postkapillaren
Venolen von WT-Tieren einen steilen Anstieg der @&mizadharenter Leukozyten. Auch in
JAM-A-/- Tieren kam es im Versuchsverlauf zu eif@hdhung der Leukozytenadharenz,
welche nach 60-mindtiger Stimulation mit L7 Bogar signifikant starker war als jene in WT-

Tieren.
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Abb. 1V/13: Anzahl in postkapillaren Venolen adharenter Leukezyunter Baseline-
Bedingungen sowie nach 60-minitiger Stimulation liiiB,, MW + SEM, # p < 0,05 vs.
Kontrolle, * p < 0,05 vs. WT.

Leukozytare Transmigration

Zur Baseline-Messung wurden in allen Versuchsgroppér einige wenige Leukozyten im
interstitiellen Gewebe registriert. In WT-Tierentteadie Induktion der Entziindung mit LB
einen stetigen Anstieg der Anzahl transmigrierteukozyten zur Folge und erreichte nach 60
min mehr als das 5-fache des Ausgangswertes. In-8Alfizienten Tieren wurden &hnliche
Verlaufe beobachtet, ohne dabei signifikante Unteéesle zwischen den Versuchsgruppen

festzustellen.
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Abb. IV/14: Anzahl transmigrierter Leukozyten unter BaselingiBgungen sowie nach 60-
mindtiger Stimulation mit LTBMW = SEM, # p < 0,05 vs. Kontrolle.

Interstitielle Leukozytenmigration

Um die Auswirkungen einer JAM-A-Defizienz auf dieigvition von Leukozyten im
interstitiellen Gewebe bei LTANnduzierter Entzindung untersuchen zu kénnen, &g
Gewebeverteilung transmigrierter Leukozyten analysiDie Ergebnisse zeigen, dass in
JAM-A-/- Mausen signifikant weniger transmigrietteukozyten im gefal3fernen Areal (> 25

pm Abstand vom Gefal3) aufzufinden waren als in Vi@ren.

Tab. IV/15: Interstitielle Verteilung transmigrierter Leukozgtennach 60-minutiger
Stimulation mit LTB[% transmigrierte Leukozyten > 25 um]. MW + SEM, g < 0,05 vs.
WT.

Gruppe WT JAM-A-/-

58,5+3,1 41,9 +4,1*
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2.3.3 Phéanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Bei der immunhistochemischen Phanotypisierung imégnserter Leukozyten konnten in WT-
Tieren nach 60-minutiger Stimulation mit LTBber 80 % der transmigrierten Leukozyten als
Ly-6G" neutrophile Granulozyten und etwa 20 % als F4/8bnozyten/Makrophagen
charakterisiert werden. Es wurden Kkeine signifieantUnterschiede zwischen den

Versuchsgruppen festgestellt.
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Abb. 1V/15: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 Zellen nach 60-minitiger Stimulation mit
LTB, in WT und JAM-A-/- Tieren (n = 3), MW £ SEM.
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3. BEDEUTUNG DER CHEMOKINREZEPTOREN CCR]1,
CCR2 UND CCR5 FUR DIE REKRUTIERUNG VON
LEUKOZYTEN

Im dritten und letzten Abschnitt der vorliegenderrbdit wurde die Bedeutung der
Chemokinrezeptoren Ccrl-, Ccr2- und Ccr5 fur diezelnen Schritte des leukozytaren
Rekrutierungsprozesses systematisch bei Chemo#turierter Entztindung und wahrend I/R

untersucht.

3.1 Untersuchungen zur Bedeutung von Ccr2 bei MCP-ihduzierter
Entzindung

Zunachst sollten Auswirkungen einer Ccr2-Defizien# den leukozytaren Extravasations-

prozess nach MCP-1-induzierter Entzindung analysierden.

3.1.1 Mikrohdmodynamische Parameter und systemistkakozytenzahl

Um Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versgaligpen zu gewahrleisten, wurden
wiederum in allen untersuchten GefaRsegmenten @Ge@Efdurchmesser, Blutfliel3-
geschwindigkeit und Scherrate bestimmt. Es konnkaine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgrupgsgestellt werden. Des Weiteren
wurde jeweils am Versuchsende die systemische lmwtdozahl im Vollblut der Tiere

gemessen. Es waren keine signifikanten Untersclaetszhen den Gruppen erkennbar.

Tab. 1V/16: Mikrohamodynamische Parameter.

Gruppe Kontrolle WT Ccr2-/-

BlutflieR3-
geschwindigkeit 2,8 +0,3 2,6+0,2 26+0,1
[mm/s]

Gefallinnen-
durchmesser 21.5+0,7 220+10 215+0,3

[um]

Scherrate [s"] 645,6 + 64,1 603,4+41,6 606,0 £ 18,1
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Tab. IV/17: Systemische Leukozytenzahl in®[a.

Gruppe Kontrolle WT Ccr2-/-

3,4+0,6 4,8+0,4 4,3+0,7

3.1.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Leukozytares Rolling

Die intravitalmikroskopische Analyse zeigte, dass dhirurgische Praparation ded.
cremasterin Kontrolltieren ein leichtes Leukozytenrollingduzierte. Nach intraskrotaler
Injektion von MCP-1 hingegen war die Anzahl rollendLeukozyten in postkapillaren

Venolen von WT- und Ccr2-defizienten Tieren sid@ht hoher als in Kontrolltieren.

Tab. 1V/18: Leukozytares Rolling nach Stimulation mit MCP-qninf 30 s], # p < 0,05 vs.
Kontrolle.

Gruppe Kontrolle WT Ccr2-/-

17,5+2,7 319+2% 259+4/7%

Leukozytare Adharenz

Auch die Anzahl adharenter Leukozyten war nachi8diger Stimulation mit MCP-1 in
Wildtyp-Tieren signifikant héher als in Kontrolltien. Im Gegensatz dazu, war dieser Anstieg

aber in Ccr2-defizienten Tieren signifikant reduizie

Leukozytare Transmigration

Ahnlich verhielt es sich bei der Analyse der leukéren Transmigration. In WT-Tieren fand
sich im Vergleich zu Kontrolltieren eine signifikaerhohte Anzahl in das interstitielle
Gewebe ausgewanderter Leukozyten. Dieser Anstiggirw@cr2-defizienten Tieren leicht,

aber signifikant niedriger.
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Abb. IV/16: Anzahl adharenter (A) und transmigrierter (B) Lemki®n unter
Kontrollbedingungen sowie nach intraskrotaler Stiaion mit MCP-1. MW £ SEM, # p <
0,05 vs. Kontrolle, * p < 0,05 vs. WT.
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Interstitielle LeukozytenmigrationAls Mal3 fir das Migrationsverhalten transmigrierte

Leukozyten wurde die Verteilung von Leukozyten imterstitiellen Gewebe bestimmt. Es
konnten zwischen Kontrolltieren sowie WT- und Cdeéfizienten Mausen keine statistisch

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Tab. [V/19: Interstitielle Verteilung transmigrierter Leukozgte[% transmigrierte
Leukozyten > 25 pm]

Gruppe WT Ccra-/-

60,6 +2,1 60,8+1,1

3.1.3 Phéanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Zur Phanotypisierung transmigrierter Leukozytenrt@é wir eine immunhistochemische
Farbung fur Ly-6G, F4/80 sowie CD45 durch. Es =zeigich, dass nach 3-stundiger
Stimulation mit MCP-1 iiber 80 % der extravasieriegukozyten Ly-6G neutrophile
Granulozyten und etwa 20 % F4/8Monozyten/Makrophagen waren. Zwischen den

Versuchsgruppen lagen keine signifikanten Unteesténivor.
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Abb. IV/17: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 Zellen nach 180-miniitiger Stimulation mit
MCP-1 in WT und Ccr2-/- Tieren (n = 3), MW + SEM.
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3.2 Untersuchungen zur Bedeutung von Ccrl bei MIP-induzierter
Entziindung

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die funktiien®elevanz des Chemokinrezeptors
Ccrl fur die einzelnen Schritte des leukozytarerkri®eerungsprozesses bei Mik-1

induzierter Entzindung untersucht.

3.2.1 Mikrohdmodynamische Parameter und systemistbeakozytenzahl
Bei der Messung von Gefalsinnendurchmesser, Bldgeschwindigkeit und Scherrate
wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen d&rsuchsgruppen registriert. Die

systemische Leukozytenzahl lag in allen Gruppereamém vergleichbaren Niveau.

Tab. 1V/20: Mikrohamodynamische Parameter.

Gruppe Kontrolle WT Ccrl-/- WT + BX471

Blutfliel3-
geschwindigkeit 2,7 +£0,2 26+0,2 2,7+0,2 2,7%+0,2
[mm/s]

GefalRinnen-
durchmesser 240+1,0 23, 7+0,4 25,3+0,6 22,3+0,6
[um]

Scherrate [$'] 577,5 £56,5 549,9 + 38,7 541,6 £ 31,7 599,5+49,7

Tab. IV/21: Systemische Leukozytenzahl in®[a.

Gruppe Kontrolle WT Ccrl-/- WT + BX471

3,804 4,8 +0,6 4,4+1,0 3,004
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3.2.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Leukozytares Rolling

Die Interaktionen von Leukozyten mit dem Endothadtgapillarer Venolen ded. cremaster
wurden 3 h nach intraskrotaler Injektion von MI&adsualisiert und anschlie3end quantitativ
ausgewertet. Es konnten zwischen KontrolltierenisdWT-, Ccrl-defizienten Mausen und
WT-Méausen, welche mit dem Cecrl-Inhibitor BX471 vehlandelt wurden, keine

signifikanten Unterschiede bezuglich der Anzahleradler Leukozyten beobachtet werden.

Tab. 1V/22: Leukozytares Rolling in [n / 30 s].

Gruppe Kontrolle WT Ccrl-/- WT + BX471

255+3,9 33,324 29,8+2,7 26,5+ 3,6

Leukozytare Adharenz

Die Anzahl adh&arenter Leukozyten hingegen war in-Wi@ren signifikant héher als in
Kontrolltieren. In Ccrl-defizienten sowie in BX4Mehandelten WT-Tieren war dieser

Anstieg auf das Niveau von Kontrolltieren signifikaeduziert.

Leukozytare Transmigration

Ahnlich wie bei der intravitalmikroskopischen Anséy der Leukozytenadharenz war die
Anzahl transmigrierter Leukozyten in WT-Tieren inergleich zu Kontrolltieren 3 Stunden
nach intraskrotaler Injektion von MIRtXignifikant erhoht. In Ccrl-defizienten Tieren sew

in BX471 behandelten WT-Tieren war dieser Anstiggifikant geringer.
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Abb. 1V/18: Anzahl adharenter (A) und transmigrierter (B) Lemgki®n unter
Kontrollbedingungen sowie nach intraskrotaler Stiation mit MIP-1a. MW + SEM, #p
< 0,05 vs. Kontrolle, * p < 0,05 vs. WT.
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Interstitielle Leukozytenmigration

Abschliel3end wurde die Gewebeverteilung von tragserten Leukozyten untersucht. Die
guantitative Analyse zeigte, dass 3 h nach intdaler Injektion von MIP-& zwischen WT-
und Ccrl-defizienten Tieren sowie WT-Tieren, welcBX471 erhalten hatten, keine

signifikanten Unterschiede bestanden.

Tab. [V/23. Interstitielle Verteilung transmigrierter Leukozgte[% transmigrierte
Leukozyten > 25 pm]

Gruppe WT Ccrl-/- WT + BX471

57,0+1,6 94,7+2,4 62,4+23
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3.2.3 Phéanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Die Phanotypisierung transmigrierter Leukozytenolgite wiederum mittels immun-
histochemischer Farbung von Paraffinschnitten. Natotmulation mit MIP-& waren in allen
experimentellen Gruppen lber 70 % der transmigmeiteukozyten Ly-6G neutrophile
Granulozyten, etwa 20 — 30 % waren F4/80onozyten/Makrophagen. Es konnten keine

statistisch signifikanten Unterschiede beobach&tien.
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Abb. IV/19: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 Zellen nach 180-miniitiger Stimulation mit
MIP-1a in WT und Ccrl-/- Tieren sowie WT Tieren nachl&kppon von BX471 (n = 3),
MW = SEM.
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3.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR BEDEUTUNG VON CCRS5 BEI MIP-1a-
INDUZIERTER ENTZUNDUNG

3.3.1 Mikrohdmodynamische Parameter und systemistbeakozytenzahl

In allen experimentellen Gruppen waren die Werte Géfallinnendurchmesser, Blutfliel3-
geschwindigkeit und Scherrate vergleichbar. Bei dastimmung der systemischen
Leukozytenzahl lagen keine signifikanten Untersglie zwischen den einzelnen

Versuchsgruppen vor.

Tab. 1V/24: Mikrohamodynamische Parameter.

Gruppe Kontrolle WT Ccr5s-/-

Blutfliel3-
geschwindigkeit 1,5+0,1 1,3+0,1 1,2+0,1
[mm/s]

Gefaldinnen-
durchmesser 20,2+0,5 20,1+0,5 20,4+05

[um]

Scherrate [s'] 502,6+18,9 436,5+41,3 408,7 + 40,3

Tab. IV/25: Systemische Leukozytenzahl in°[ai.

Gruppe Kontrolle WT Ccr5s-/-

3,5+0,4 3,4+0,5 49+0,7
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3.3.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Leukozytares Rolling

Nach intraskrotaler Injektion von MIPedwurden in postkapillaren Venolen dds cremaster
mit Hilfe der Intravitalmikroskopie zunachst die ule®zyten-Endothelzell-Interaktionen
analysiert. Unter Kontrollbedingungen konnte eicHees, durch die chirurgische Préaparation
hervorgerufenes Leukozytenrolling beobachtet werdeemgegeniuber war die Anzahl
rollender Leukozyten nach 3-stindiger Stimulatioit MIP-1a sowohl in WT-Tieren als

auch in Ccr5-defizienten Mausen statistisch sigarit erhoht.

Tab. 1V/26: Leukozytares Rolling nach Stimulation mit MIB{h / 30 s].

Gruppe Kontrolle WT Ccrb-/-

15,8+ 1,1 22,8+ 2% 226+1,6

Leukozytare Adharenz

In ahnlicher Weise wurden in Kontrolltieren nur wgm am Gefaliendothel adharente
Leukozyten beobachtet. Wie schon gezeigt, fand s&adh 3-stiindiger Stimulation mit MIP-
la in WT-Tieren ein signifikanter Anstieg der Anzahtlhdrenter Leukozyten. In Ccrb-
defizienten Tieren hingegen konnte eine signifikaReduktion der Leukozytenadharenz auf

das Niveau von Kontrolltieren festgestellt werden.

Leukozytare Transmigration

Bei der Analyse der transendothelialen Migrationrdkeun in Kontrolltieren wiederum nur
vereinzelt Leukozyten im perivaskularen Gewebe bebtet. 3 h nach intraskrotaler Injektion
von MIP-1o. konnten in WT-Tieren eine deutliche Zunahme derzak transmigrierter

Leukozyten registriert werden. Im Gegensatz dazu dieser Anstieg in Ccr5-defizienten

Tieren signifikant geringer ausgepragt.
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Abb. 1V/20: Anzahl adhéarenter (A) und transmigrierter (B) Lemkien unter
Kontrollbedingungen sowie nach intraskrotaler Stiation mit MIP-1a. MW + SEM, #p
< 0,05 vs. Kontrolle, * p < 0,05 vs. WT.
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Interstitielle Leukozytenmigration

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens trangemigr Leukozyten wurde die
interstitielle Verteilung von Leukozyten bestimniis konnten zwischen WT- und Ccr5-

defizienten Tieren keine signifikanten Unterschiésitgestellt werden.

Tab. IV/27: Interstitielle Verteilung transmigrierter Leukozgitf transmigrierte
Leukozyten > 25 pm].

Gruppe WT Cerb-/-

62,5+3,1 61,2 + 3,6

3.3.3 Phéanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Zur Bestimmung des Phanotyps der ins Gewebe ausgevtan Leukozyten wurde wieder
eine immunhistochemische Farbung von Gewebeschnités M. cremasterdurchgefinhrt.
Nach 3-stiindiger Stimulation mit MIRtdlwaren sowohl in WT-Tieren wie auch in Ccr5-/-
Tieren Uber 70 % der ausgewanderten Leukozyten Gly+4@eutrophile Granulozyten und
etwa 20 % F4/80 Monozyten/Makrophagen. Es konnten keine statistisignifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen festijesteden.
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Abb. IV/21: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 Zellen nach 180-minditiger Stimulation mit
MIP-1a in WT und Ccr5-/- Tieren (n = 3), MW = SEM.
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3.4 UNTERSUCHUNGEN ZUR BEDEUTUNG VON CCR1, CCR2 UND
CCRS5 BEI I/R

3.4.1 Mikrohdmodynamische Parameter und systemistkakozytenzahl

Bei der Bestimmung von GefalRinnendurchmesser, IBBtfeschwindigkeit und Scherrate
konnten zwischen den Versuchsgruppen keine ssafistisignifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Darlber hinaus war die syseme Leukozytenzahl in allen

experimentellen Gruppen vergleichbar.

Tab. 1V/28: Mikrohamodynamische Parameter.

Gruppe sham WT Ccrl-/- Ccr2-/- Ccrb-/-

BlutflieR3-
geschwindigkeit 2,7 +0,3 25+0,1 2,7+05 23+0,1 23+0,1
[mm/s]

GefalRinnen-
durchmesser 247 +1,2 23,2+0,6 24,0 £ 0,7 24.0+0,6 2408
[um]

Scherrate [$'] 536,2 + 53,4 553,9 + 39,2 566,0 + 103,5 493,8 £ 26,0 472,1 +25,9

Tab. 1V/29: Systemische Leukozytenzahl in®[ai.

Gruppe sham WT Ccrl-/- Ccr2-/- Ccr5s-/-
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3.4.2 Intravitalmikroskopische Befunde

Leukozytares Rolling

Die chirurgische Praparation induzierte in den kagtlaren Venolen debl. cremasterein
leichtes Leukozytenrolling. Zu Baseline-Bedingungkonnten aber keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen festijesterden. Finf Minuten nach
Einsetzen der Reperfusion hingegen war die Anzaldnder Leukozyten in WT-Mausen im
Vergleich zu schein-operierten Tieren auf mehdals doppelte erhéht. Im zeitlichen Verlauf
fiel diese Erh6hung jedoch wieder auf Baseline-Hivab und erreichte nach 120-mindtiger
Reperfusion schlieRlich ein Plateau. Ahnliche M&gawurden in Ccrl-Ccr2-, and Ccrs-
defizienten Mausen beobachtet und es konnten ingl®eh zu WT-Tieren keine statistisch

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abb. IV/22: Anzahlrollender Leukozyten unter Baseline-Bedingungemiesmach 30 min
Ischamie und 5 min bzw. 120 min Reperfusion. MSEM, # p < 0,05 vs. sham, * p < 0,05
vs. WT.
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Leukozytare Adharenz

Vor Induktion der Ischamie waren in allen Versuchpgen nur einige wenige Leukozyten
an der GefalRinnenwand postkapillarer Venolen adhamgach 5-mindtiger Reperfusion
konnte ein deutlicher Anstieg der Anzahl fest adhter Leukozyten in WT-Mausen im
Vergleich zu schein-operierten Tieren beobachtetiere Dieser Anstieg persistierte wahrend
des gesamten Versuchverlaules. Gegensatz dazu adhéarierten in Ccrl- und Ccrizidaten
Mausen signifikant weniger Leukozyten als in WT+&® In Ccr2-defizienten Mausen
konnte nach 5-minitiger Reperfusion jedoch keingniBkante Reduktion der
Leukozytenadhéarenz festgestellt werden. Allerdings die Anzahl adharenter Leukozyten

nach 120 min Reperfusion in Ccr2-defizienten Maugenglichen mit WT-Tieren signifikant

geringer.
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Abb. 1V/23: Anzahladharenter Leukozyten unter Baseline-Bedingung&nesnach 30 min
Ischamie und 5 min bzw. 120 min Reperfusion. MSEM, # p < 0,05 vs. sham, * p < 0,05
vs. WT.
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Leukozytare Transmigration

Unter Baseline-Bedingungen, war die Anzahl transi@iter Leukozyten gering und

differierte nicht zwischen den einzelnen Versuctpgen. Allerdings kam es nach dem
Einsetzen der Reperfusion in WT-Mausen im Vergleigtschein-operierten Tieren zu einem
stetigen Anstieg der Anzahl transmigrierter Leukeny Nach 120-minttiger Reperfusion war
dieser Anstieg in Ccrl-, Ccr2- und Ccr5-defizienMausen signifikant geringer als in WT-
Tieren, woraus eine durchschnittliche Reduktion ldamkozytentransmigration von 53,1 %,
63,7 %, und 48,5 % resultierte.
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Abb. IV/24: Anzahltransmigrierter Leukozyten unter Baseline-Bedinggmgowie nach 30
min Ischamie und 120 min Reperfusion. MW + SEM, # 0,05 vs. Kontrolle, * p < 0,05 vs.
WT.
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Interstitielle Leukozytenmigration

Als Mal} fur das interstitielle Migrationsverhalteton Leukozyten wurde wiederum die
Verteilung transmigrierter Leukozyten im extravadéken Gewebe analysiert. Nach 120-
minutiger Reperfusion hatten in WT-Tieren tUber 60dé&6 transmigrierten Leukozyten eine
Strecke von mehr als 25 pum zuriickgel€ytrl-, Ccr2- und Ccr5-Defizienz war nicht mit
Veranderungen der interstitiellen Verteilung tramgpmoerter Leukozyten assoziiert.
Vergleichbare Ergebnisse wurden fir die andererb8gatungszeitpunkte erhalten.

Tab. IV/30: Interstitielle Verteilung transmigrierter Leukozgt@mach 30 min Ischamie und
120 min Reperfusion [% transmigrierte LeukozyteP5>um].

Gruppe WT Ccrl-/- Ccr2-/- Ccrb-/-

60,2+0,1 61,0+0,2 58,3+0,2 59,4 +0,01

3.4.3 Phanotypisierung transmigrierter Leukozyten

Zur Phanotypisierung transmigrierter Leukozytenolgte eine immunhistochemische
Farbung fur CD45, Ly-6G und F4/80. In allen Verssgiuppen nach I/R waren 80 — 9Qi&%
transmigrierten Leukozyten Ly-6Gneutrophile Granulozyten und 5 — 10 Bé/80
Monozyten/Makrophagen. Es konnten keine statistsghifikanten Unterschiede zwischen

den Versuchsgruppen festgestellt werden.
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Abb. 1V/25: Anteil Ly-6G bzw. F4/80 an CD45 transmigrierter Leukozyten nach 30 min
Isch&mie und 120 min Reperfusion (n = 3), MW £ SEM.

3.4.4Analyse der Mastzelldichte im M. cremaster

Zur Analyse der Mastzelldichte imM. cremastevon WT- und Chemokinrezeptor-defizienten
Tieren, wurden Paraffinschnitte histochemisch notuidinblau gefarbtEs konnten keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Anzahl &astzellen zwischen WT- sowie Ccrl-,
Ccr2- und Ccrb5-defizienten Mausen festgestellt werd

Tab. 1V/31: Mastzelldichte im M. cremaster [n / mm?].

Gruppe WT Ccrl-/- Ccr2-/- Ccrb-/-

5,7+1,1 78+11 59+1,1 6,7+1,4




3.4.5 Chemokinrezeptor-Expression auf neutrophil@nanulozyten

Um die Expression der Chemokinrezeptoren Ccr2 uad @uf neutrophilen Granulozyten
aus dem peripheren Blut von WT-Mausen zu untersychewvurde eine
durchflusszytometrische Analyse durchgefiihrt. Dee@okinrezeptor Ccr2 konnte auf 97,3
+ 0,9 % der neutrophilen Granulozyten nachgewiegerden.Ccr5 wurde auf 94,5 + 2,4 %

der neutrophilen Granulozyten aus dem peripherehddprimiert (n = 3).
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Abb. 1V/26: Durchflusszytometrische Analyse der Expression @or2 (A) und Ccr5 (B)
auf murinen neutrophilen Granulozyten, welche @& peripheren Blut isoliert wurden. Es
werden reprasentative Ergebnisse fur die Verschigba der mittleren Fluoreszenzintensitat
von Ccr2 und Ccr5 auf neutrophilen Granulozyterhygarze Histogramme) im Vergleich zu
einem Isotyp-gematchten Kontroll-IgG (offene Histmgme) gezeigt. Die Werte geben die
mittlere Expressionsrate des jeweiligen Chemokepwexs wieder.
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V. DISKUSSION
1. MODELL

1.1 Versuchstiere

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung Medekils JAM-A sowie die Rolle der
Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5 fur den deytéren Extravasationsprozess
wahrend Entziindung und liR vivo analysiert.

Die Rekrutierung von Leukozyten unterliegt einemchi@mmplexen Zusammenspiel
unterschiedlichster Systeme und Mechanismen. Daedi®n einem Gesamtorganismus
abhangig sind, kénnen einzelnen Faktoren des |gté@n Extravasationsprozesses idealer
Weise mit Hilfe eines Tiermodells charakterisiedrden.

Bei der Wahl des Versuchstiers haben wir uns féarMaus entschieden, da diese Spezies
immunologisch sehr gut charakterisiert ist. Es tlispwohl ein breites Spektrum an
unterschiedlichen Antikorpern wie auch eine Vielzgérielt genetisch veranderter Tiere vor,
welche Untersuchungen zur biologischen Relevanze&ier molekularer Mechanismen flr
die Rekrutierung von Leukozyten erlauben.

In unseren Experimenten wurden C57BL/6 und BALB/@&n8ne verwendet, welche jeweils
eine hohe Konstanz der untersuchten anatomischekt@en aufweisen. Darlber hinaus
lassen die Konstanz der erhobenen intravitalmilopsichen Daten unter Kontroll-
bedingungen sowie die Ubereinstimmung mit den DatenKooperationspartnern bzw. mit
Daten aus der Literatur auf eine hohe Reproduzikeitader in diesen Tierstammen
erhobenen Befunde schlie3en.

Neben WT Tieren wurden in unseren Untersuchunge®edeutung des Adhasionsmolekiils
JAM-A auch JAM-A-defiziente sowie Tie-2-Cre-JAM-ASZBL/6 Mause, welche spezifisch
fur endotheliales JAM-A defizient sind, (21) bzwirzZBedeutung der Chemokinrezeptoren
Ccrl, Ccr2 und Ccr5 entsprechend Ccrl-, Ccr2- uedb-Qefiziente Mause mit einem
C57BL/6 (32, 46, 99) oder einem BALB/c Hintergrwatwendet. Alle genetisch veranderten
Tiere waren unter pathogenfreier Haltung phanotypisormal und lieBen sich somit
aulBerlich nicht von WT-Tieren unterscheiden. Untagstimmten inflammatorischen
Bedingungen sind bei den verwendeten genetiscimgerten Tieren allerdings Defekte der

angeborenen und adaptiven Immunabwehr beschri@ielZ?, 46, 99).
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1.2 Versuchsmodell und chirurgische Praparation

Das Kremaster-Modell ist ein in der internationakeachliteratur bestens etabliertes Modell
zur Untersuchung der Mikrozirkulation. Aus anatachier Sicht stellt deM. cremastereine

in die Fascia cremasterica&ingebettete und den Hoden umgebende Abzweigungreren
Muskelrandes debl. obliquus internus abdominsowie dedVl. transversus abdominidar.

Er ist somit ein quergestreifter, aus zwei Schichteestehender Muskel. Fir unsere
Untersuchungen wurde die mikrochirurgische Pramaratles M. cremaster nach der
Erstbeschreibung von Baez mit kleineren Modifikaéin, wie unteMaterial und Methoden
bereits beschrieben, durchgefuhrt (8). Dies wamhnaioer kurzen Anlernphase technisch

komplikationsfrei durchzufiihren.

Abb. V/1: Vereinfachte Schemadarstellung der Praparation Mesremaster an der Maus.
(1) Kantilierte A. femoralis, links; (2) Im Superdtisufgespannter M. cremaster, rechts.

Die Vorteile des Modells liegen in der charaktésidten Morphologie debl. cremaster
Seine annahernd zwei-dimensionale Gefal3architetargeringe Tiefenausdehnung sowie
die hohe GefalRdichte erlauben mit Hilfe moderneauitalmikroskopischer Techniken eine
Uberlappungsfreie Darstellung anatomischer Strektubis hin zur Migration einzelner
Zellen. Durch systemische Applikation, intraskretallnjektion, Superfusion, oder
Mikroinjektion inflammatorischer Substanzen wirce duntersuchung der Mikrozirkulation
bei unterschiedlichsten Entziindungsformen moéglizéwiber hinaus wurde das Modell im

Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Untersuchungeilezelnen Schritte des leukozytaren
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Rekrutierungsprozesses bei I/R weiterentwickelt. (Wa@pitel V/2.2). Kritisch anzumerken
ist, dass die chirurgische Praparation dés cremasterein leichtes Leukozytenrolling
induziert und dem Kremastermodell somit gewisses&hrinkungen bei der Beurteilung
dieses Parameters unterliegen. Dies muss als systemmenter Nachteil des Modells
akzeptiert werden. Fur die in der vorliegenden Arbelevanten Parameter der permanenten
Leukozytenadharenz sowie der transendothelialen umdrstitiellen Migration von
Leukozyten scheint der Einfluss der durch die clgische Pr&paration hervorgerufenen,
unumganglichen Affektion ddd. cremasterllerdings zu vernachléassigen zu sein.
Zusammenfassend ist das in der vorliegenden Sueti®endete Modell zur Untersuchung
der Leukozytenrekrutierung arM. cremasterder Maus ein in der Literatur vielfach
beschriebenes Tiermodell, welches die Untersuchdag leukozytdren Rekrutierungs-
prozesses unter unterschiedlichen inflammatoriscBedingungen erlaubt, und deshalb

hervorragend dazu geeignet ist, die eingangs foemeh Fragestellungen zu bearbeiten.

1.3 Experimentelles Protokoll

Zur Etablierung eines Versuchsmodells, welches a8ehritte des leukozytaren
Rekrutierungsprozesses bei I/R zu analysieren lgtlawurden amM. cremasterder Maus
zunachst systematische Untersuchungen zum Einflossischamie- und Reperfusionszeit
durchgefuhrt. Dabei wurden Ischamiezeiten von 80ud 90 min sowie Reperfusionszeiten
von 5, 30, 60, 90 und 120 min verwendet. Die Audwadér jeweiligen Zeitintervalle
orientierte sich an bisher publizierten Untersugam zur postischamischen
Leukozytenrekrutierung ad. cremaster (75, 134)Vie die Ergebnisse unserer Experimente
zeigen, konnte eine Verlangerung der Ischamiez#i6@ min bzw. 90 min im Vergleich zu
30 min Ischamie keine zuséatzliche Erhéhung der beytenrekrutierung induzieren. Deshalb
entschieden wir, in unseren Versuchen fortan miéreilschamiezeit von 30 min zu arbeiten.
Die einzelnen Ergebnisse dieser Untersuchungen wirtdr Kapitel IV/1 zu finden und
werden in Kapitel /2.2 naher erlautert.

DarlUber hinaus wurde der leukozytare Rekrutieruroggss anM. cremasterder Maus in
entsprechenden Experimenten wahrend einstindigemul@tion mit LTB,, nach
dreistiindiger Stimulation mit MIPelbzw. MCP-1 sowie nach vierstindiger Stimulatiott mi
IL-18 analysiert. Die Auswahl der eingesetzten Chemokinw. Zytokinkonzentrationen
sowie der entsprechenden Zeitintervalle und Apgbketechniken erfolgte aufgrund bisher
publizierter Studien (30, 112, 169). Unsere Ergedmizeigten gegeniuber der jeweiligen
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Kontrollgruppe eine signifikante Induktion der Leaytenrekrutierung und stimmen mit den
in der Literatur publizierten Daten Uberein. Didgdefunde lassen den Schluss zu, dass mit
Hilfe der gewdahlten Versuchsansatze Antworten aué dingangs formulierten

Fragestellungen zu erhalten sind.

1.4 Verfahren zur Untersuchung der Leukozytentransmngration

Zur Untersuchung der Leukozytentransmigration stééitoreites Spektrum unterschiedlicher
technischer Verfahren zur Verfigung.

Die Analyse histochemisch bzw. immunhistochemiseféudpter Gewebeschnitte ist dabei die
am weitesten verbreitete Methode. Sie stellt distikeeinfach anzuwendendes Verfahren dar,
welches in allen Geweben durchgefiihrt werden kamhaudem eine Phanotypisierung der
einzelnen Leukozyten erlaubt. Allerdings gestaltese Methode nur eine Momentaufnahme
des leukozytaren Rekrutierungsprozesses, welcheschaiefilich zwischen intra- und
extravaskular lokalisierten Leukozyten differeneretasst.

Ein weiteres, haufig verwendetes Verfahren zur ys@lder Leukozytentransmigration ist die
Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitat (MPO-Aktat) in  Gewebeproben.
Myeloperoxidase wird in den azurophilen Granula mentrophilen Granulozyten gespeichert
und dient dem Nachweis von transmigrierten neuiteph Granulozyten. Kiritisch
anzumerken ist, dass trotz sorgféaltiger Perfusies auf MPO-Aktivitdt zu untersuchenden
Organs intravasale Leukozytenkonglomerate zurUdbdxhe konnen und die Aussage des
Messergebnisses dadurch leicht verfalscht werden.ka

Eine selektive Untersuchung der Leukozytentransatign erlauben indes Versuchsmodelle,
in welchen die Infiltration einer praformierte bzeartifiziell geschaffen Kérperhdhle durch
die Instillation inflammatorischer Stimuli induziewird. Hierbei sind vor allem Peritonitis-
und Pneumoniemodelle zu nennen. Durch Lavage dsprechenden Korperhohlen lassen
sich  Zellsuspensionen zur qualitativen und quantéa Untersuchung der
Leukozytentransmigration gewinnen.

Eine dynamische Analyse der einzelnen Schritte ldekozytdren Rekrutierungsprozesses
wurde erst durch die Einfihrung der intravitalemdfeszenzmikroskopie mdglich. Dabei
kénnen vor allem die initialen Schritte des leukérgn Extravasationsprozesses, Rolling und
Adharenz, hervorragend untersucht werden. Die Asealgler transendothelialen und
interstitiellen Migration von Leukozyten ist jedoatrschwert, da fluoreszenzmarkierte,
extravasierte Leukozyten ausbleichen und einerugeneAnfarbung nicht mehr zugénglich

sind.

90



Die konfokale Fluoreszenzmikroskopie ist eine Weitéwicklung der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie, welche durch die Verwendwpgzieller Filtertechniken eine
verbesserte Bildqualitat liefert und dartber hinadie Untersuchung von Objekten
vergleichsweise hoher Tiefenausdehnung erlaubtrddien wird es mdglich, virtuelle
optische Schnitte durch den Untersuchungsgegenstangenerieren, aus welchen sogar
dreidimensionale Rekonstruktionen angefertigt werdénnen (156). Kritischer Faktor ist
hierbei neben dem hohen Anschaffungspreis die faiweg von Fluoreszenzfarbstoffen,
welche auch bei der ,klassischen* Fluoreszenzmkopi als problematisch betrachtet wird.
In verschiedenen Untersuchungen konnte nachgewigseten, dass Fluoreszenzfarbstoffe
wie z.B. Acridin orangeoderRhodamin 6&zusammen mit dem Einsatz von energiereichem
Licht strukturelle Verdnderungen der Zelle bis lzmim Zelltod induzieren kdnnen - ein
Phanomen, welches alphototoxischer Effektbezeichnet wird (129, 180, 181). Der
phototoxische Effekt ist von der Wellenlange desmemdeten Lichts, der Expositionszeit
sowie von der Konzentration des eingesetzten Fuzerefarbstoffes abhangig und kann auch
Einfluss auf Leukozyten-Endothelzell-Interaktiomeghmen (148).

Die Multiphotonenmikroskopie kombiniert konfokaleikvbskopie mit dem Einsatz von
langwelligerem, niederenergetischerem Licht und O&glioht somit eine noch
hochauflosendere Visualisierung des Untersuchunegkisbbei gleichzeitiger Reduzierung
der Phototoxizitat (36).

1.4.1 RLOT-Intravitalmikroskopie

Erste Untersuchungen der Mikrozirkulation an Mensod Tier wurden bereits in der Mitte
des 17. Jahrhunderts beschrieben. Durch die MdglithBlutbestandteile mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen selektiv zu visualisiereotutionierte die intravitale Fluoreszenz-
mikroskopie das Verstandnis von den dynamischenhd&wirkungen lebender Zellen in der
Mikrozirkulation. In diesem Zusammenhang hat dieSesfahren wie kein anderes dazu
beigetragen, die molekularen Grundlagen der ieitial Schritte des leukozytéren
Rekrutierungsprozesseas vivo aufzudecken. Die intravitale Fluoreszenzmikroskoisit in
der Fachliteratur als Routineverfahren zur Untémsag physiologischer und
pathophysiologischer Vorgange in den verschiedan&manen wie Myokard (86), Lunge
(84), Leber (81), Darm (103), Pankreas (61) undi@gh0) etabliert.
Intravitalmikroskopische Untersuchungen zu Extratias und interstitieller Migration von
Leukozyten wurden zwar in unterschiedlichen Versuobdellen wie dem Kaninchenohr

(26), der Hamsterbackentasche (138) oder dem Msasemt bzw. Kremastermuskel von
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Ratte und Maus (57, 110, 176) bereits beschrieb#eardings war die Differenzierung
zwischen sich im Interstitium befindlichen Leukaaytund den morphologischen Eigenheiten
des entsprechenden Gewebes mit Hilfe klassischeeavitalmikroskopischer Methoden
aufgrund des schwachen Bildkontrastes stark eimhgéskt.

Durch die Visualisierung von Phasengradienten igetérbtem Gewebe ertffneten sich mit
Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie (183), der eddhziellen Interferenzkontrast-
mikroskopie (125) oder der Modulationskontrastmakapie (60) Moglichkeiten, die
zellulare Dynamikin vitro zu untersuchen. Thorsten Mempel und Mitarbeitabletrten in
unserer Arbeitsgruppe ein Verfahren, welches diess zuvor genannten Methoden
zugrunde liegenden optischen Prinzipien mit derk@&@amlichen Intravitalmikroskopie
kombiniert (112).

Bei der sogg. near-infrared reflected light oblique transillumitan- (RLOT)
Intravitalmikroskopie durchdringt nah-infrarotes cht ein Objektiv, daraufhin das
Untersuchungspraparat und wird sodann an einemtiarliegenden, schragen, spiegelnden
Oberflache reflektiert. Das Licht durchdringt dasygarat anschlieRend zum erneuten Male

und wird im Gewebe in unterschiedliche Phasengnagiiegebrochen.

--------------------- Bildebene

y=700 nm

Dichroischer Spiegel

Vordere Objektivlinse

----- | ----- Fokusebene
Untersuchungsobjekt
Reflektor

Abb. V/2: Vereinfachte Schemadarstellung des LichtverlaafSROT-Intravitalmikroskopie
[nach (112)].
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Aus dieser Methode ergeben sich im Vergleich zu #enventionellen fluoreszenz-
mikroskopischenn vivo Verfahren diverse Vorteile. Die Reduktion der H@ghobin- und
Myoglobinextinktion durch den Einsatz von nah-inét@m Licht ermdoglicht eine
kontrastreichere Visualisierung der Leukozyten irew@be. Weiterhin erlaubt die geringe
Energietbertragung auf das Untersuchungspraparah diie Verwendung von Licht im
langwelligen Bereich langere Beobachtungszeiten dleichzeitiger Minimierung der
Phototoxizitat. Ferner liefert die Aufspaltung interschiedliche Phasengradienten sowie die
hohere Eindringtiefe des nah-infraroten Lichts aileatlich verbesserte Bildqualitat, welche
den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen Uberflisggden lasst und neben der dynamischen
Analyse von transendothelialer und interstitiells#ukozytenmigration hierbei auch die
Morphologie des Leukozyten zu studieren ermoglicht.

Die intravitale RLOT-Mikroskopie setzt allerdings oraus, dass sich das
Untersuchungsobjekt, wie davl. cremaster transilluminieren lasst. Des Weiteren ist
anzumerken, dass das Auflosungsvermdgen dieseavitatmikroskopischen Verfahrens
nicht dazu ausreicht, zwischen einzelnen Leukozytepopulationen zu differenzieren. Aus
diesem Grund wurden histologische Schnitte Bescremasterzur Phanotypisierung von
transmigrierten Leukozyten immunhistochemisch dxfar

Die Blutflie3geschwindigkeit wurde, wie bereits emr¥laterial und Methodebeschrieben, in
postkapillaren Venolen deMl. cremastermit Hilfe fluoreszenzmarkierter Mikrosphéren
bestimmt. Um Vergleichbarkeit zwischen den einzelnéersuchsgruppen zu erreichen,
wurden ferner die GefalRinnendurchmesser der umfeiesu Gefalle gemessen und die
Scherraten errechnet.

Um die Beobachtungszeit wéahrend der Versuche aufli@imum zu reduzieren, erfolgte die
Auswertung samtlicher, intravitalmikroskopisch dsaner Parametaff-line. Mit Hilfe einer
computergestitzten Bildanalyseeinheit, d€@omputer assissted microcirculation analysis
systemCAMAS, wurden analoge Aufnahmen der Versuche gtativtiausgewertet. Dieses

Verfahren gilt in der internationalen Fachliteraals anerkannt.

1.4.2 Histochemische und immunhistochemische Farlgem

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nebenrdeavitalmikroskopischen Analyse des
leukozytaren Rekrutierungsprozesses auch weiteidgler histologische Untersuchungen an

Gewebeproben déd. cremastevorgenommen.
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Unmittelbar nach der Entnahme sind Gewebeproberzdesetzungsprozessen von Autolyse
bzw. Faulnis ausgesetzt und missen daher kondemgeden. Hierflr stehen Fixationsmittel
wie Formaldehyd oder Glutardialdehyd zur Verfugungelche das Gewebe durch
Proteinvernetzung vor diesen Abbauvorgdngen schiitzéur Verbesserung der
Schneidbarkeit wird fixiertes Gewebe in Paraffinen&unststoff eingebettet. Mit einem
Mikrotom lassen sich daraus histologische Schrettgtellen, welche unter Verwendung
histochemischer bzw. immunhistochemischer Techngeférbt werden kdnnen. Alternativ
eignen sich dazu auch mit Hilfe von Kaltetechnikestellte Gefrierschnitte.

In den letzten Jahrhunderten wurde eine Vielzahksoleéedener histochemischer
Farbeverfahren entwickelt, welche dazu dienen, reabgedliche chemische Eigenschaften
eines Gewebes sichtbar zu machen. Hierdurch isiggich, bestimmte Zellen bzw. zellulare
Komponenten in einem Gewebe zu identifizieren. [@ebrauchlichste Farbung zur
Beurteilung krankhaften Gewebes ist heutzutageadfedem Prinzip der Elektroadsorbtion
beruhende H&amatoxilin-Eosin-Farbung (HE-Farbungglchhe Zellkerne blau und das
Zytoplasma rot erscheinen lasst. Im Rahmen unséietersuchungen wurde eine
histochemische Farbung mit Toluidinblau zum Nackwein Mastzellen durchgefuhrt.

In jlingster Zeit hat insbesondere die immunhistotkehe Farbung von histologischen und
zytologischen Praparaten an Bedeutung gewonnese®iéerfahren erlaubt die spezifische
Identifizierung immunologisch reaktiver Strukturesuf Zellen bzw. in subzellularen
Kompartimenten. Grundlage der ImmunhistochemidisstAntigen-Antikérper-Reaktion. Zur
Identifikation definierter Strukturen wird das zatersuchenden Praparat mit sogg. primaren
Antikdrpern, welche spezifisch an die entsprecheratgigenen Epitope binden, inkubiert. In
weiteren Schritten werden Komponenten eines Detegsiystems zugefuhrt und damit die
Anwesenheit des primaren Antikdrpers im Untersugspréparat, in der Regel durch eine
Farbreaktion, nachgewiesen.

Im klinischen Gebrauch dient die Immunhistochemar wallem der Identifizierung und
Klassifizierung von Tumorzellen. In der vorliegende Arbeit wurde die
immunhistochemische Farbung von in Formalin fix@art Gewebeschnitten zur

Phanotypisierung transmigrierter Leukozyten vervegnd
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Abb. V/3: Gewebeschnitte des M. cremaster der Maus (40-f@tjektivvergrof3erung). Ly-
6G" neutrophile Granulozyten (A; Pfeile), F4/8Monozyten/Makrophagen (B; Pfeile) und
Mastzellen in der histochemischen Toluidinblau-kémy (C; Pfeile)

1.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Qufemerung und Differenzierung von
Zellen bzw. Zellbestandteilen. Hierbei werden Zellevelche sich in einer Suspension
befinden, in eine Kapillare gesaugt und anschlidi&mnzeln an einem Laserstrahl
vorbeigefuhrt. Das Licht des Laserstrahls wird dadangig von der Zellgrol3e, der Struktur
der Zellmembran und des intrazellularen Aufbausodbert, reflektiert oder gestreut.
Hierdurch kdénnen die Zellen quantifiziert und mitfélzweier Parameter in unterschiedliche
Fraktionen aufgetrennt werden: Das Vorwartsstrat(ieorward Scatterdient dabei als Mal3
fur die ZellgréRe und wird durch die Beugung desdratrahls an der Zelle erzeugt. Das
Seitwartsstreulich{Sideward Scatterdlient als Mal3 fur die Granularitat der Zelle unadwi
durch die Brechung des Lichts hervorgerufen. Zlisatz erlaubt der Einsatz
fluoreszenzmarkierter Antikérper die Markierung idedrter Oberflachenstrukturen.
Hierdurch wird eine noch spezifischere Auftrennumgd Charakterisierung der einzelnen
Zellen ermaglicht.

Die Durchflusszytometrie ist ein in der Grundlagesthung anerkanntes Verfahren zur
morphologischen und molekularen Phanotypisierunglimzelzellen. In der Klinik ist diese
Methode mittlerweile als diagnostisches Routineatarén in Immunologie, Infektiologie und
Hamatologie etabliert. In der vorliegenden Arbeitrde die Durchflusszytometrie zur

Analyse der Expression von Chemokinrezeptoren auinan Leukozyten eingesetzt.
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2. DISKUSSION DER ERGEBNISSE

2.1 Regulation der Rekrutierung von Leukozyten in ds Gewebe

Unter physiologischen, nicht-inflammatorischen Begingen kommt es nur zu vereinzelten
Interaktionen zwischen Leukozyten und der GefaR3waostkapillarer Venolen (124). In der
Mikrozirkulation von entzindetem Gewebe hingegemrien intravitalmikroskopische
Untersuchungen eine massive Akkumulation von Leylayz nachweisen. Dabei sind
Leukozyten zu beobachten, welche am Gefal3endotitedng rollen, solche, die an der
Gefallwand fest adharieren und andere, welche d&H:@Gereits verlassen haben und im
interstitiellen Gewebe migrieren.

Gegenwartig herrscht die Vorstellung, dass exodpeme endogene inflammatorische Stimuli
Mechanismen in Gang setzen, welche die Aktivieruag Leukozyten und Endothelzellen
induzieren. Die Folge dieser initialen Aktivierusgnd zugleich reversible und transiente
Interaktionen zwischen Leukozyten und dem Gefal¥eticdem leukozytareRolling. Nach
weiterer Aktivierung kommt es zdesten Adhérendes Leukozyten an der GefalRwand und
schliel3lich zuiTransmigrationiiber die Endothelzellbarriere hinweg in das Gew@@g

Dieser fein abgestimmte und kaskadenartig verlalgerProzess wird auf molekularer Ebene
durch die Expression spezifischer Adhasionsmolekigguliert (117, 133, 171). Diese
Adhésionsmolekile koénnen nach strukturellen Gespeitkten in drei Hauptgruppen

eingeteilt werdenSelektinelntegrineundimmunglobulin-ahnliche Proteine

2.1.1 Selektine

Selektine sind Glykoproteine, welche mit Hilfe ainextrazellularen lektindhnlichen
Bindungsdomé&ne niedrig-affine Bindungen mit fukemyén Kohlenhydratstrukturen, mit
phosphorylierten Mono- und Polysachariden sowie suilfatierten Polysacchariden und
Lipiden eingehen kdnnen. Es werden dabei leukoegtérSelektin (CD62L), endotheliales
E-Selektin (CD62E) und endotheliales bzw. thromb@éms P-Selektin (CD62P)
unterschieden (158).

L-Selektin wird konstitutiv von der tberwiegendereiMzahl der zirkulierenden Leukozyten
exprimiert und an den Spitzen der leukozytaren MKl prasentiert (168). Als
Interaktionspartner fungieren neben den o.g. Sirekt auch Kollagen Typ 1V, das
Sialomucinmucosal vascular addressin cell adhesion molecustAdCAM-1) sowie die
Mitglieder der sogg.peripheral node adressingPNAd) glycosylation-dependent cell
adhesion molecule-(GlyCAM-1), CD34, Podocalyxin, und Endomucin (158)ach
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten bzw. Magten wird L-Selektin innerhalb von
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Minuten proteolytisch von der Zelloberflache abgdsm (,shedding®) (72). In zahlreichém
vitro und in vivo Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, daSelekiin das
leukozytare Rolling sowohl unter physiologischenewauch unter inflammatorischen
Bedingungen mediiert (158).

P-Selektin wird in derni-Granula von Thrombozyten bzw. Weibel-Palade-Kérhen von
Endothelzellen gespeichert. Innerhalb weniger Minuhach Stimulation dieser Zellen mit
z.B. Sauerstoffradikalen, Histamin oder Thrombimkat es zur Translokation von P-Selektin
auf die Zelloberflache (158). Leukozytaferselectin glycoprotein ligand-(PSGL-1) dient
neben den o.g. niedrig-affinen Molektlen als hoffimar Interaktionspartner von P-Selektin
(126). Ahnlich wie L-Selektin ist P-Selektin fir slalLeukozytenrolling wahrend
physiologischer und inflammatorischer Bedingungem entscheidender Bedeutung (158).
Zudem vermittelt P-Selektin auch das Rollen vonontitvozyten auf aktiviertem Endothel
und wird dariber hinaus fur Interaktionen zwischeaukozyten und Thrombozyten

mitverantwortlich gemacht (89, 93).

Tab. V/1:Nomenklatur, Expression, Liganden und RegulationSelektinen [nach (158)].

Molekdl CD Expression Liganden Regulation

L-Selektin CD62L  Granulozyten PSGL-1 konstitutiv
Monozyten CD44
Lymphozyten  Kollagen Typ IV
MAdCAM-1
PNAd

P-Selektin CD62P  Thrombozyten PSGL-1 induzierbar (min)
Endothelzellen Heparin

E-Selektin CD62E  Endothelzellen PSGL-1 induzierbar (h)
CD44, CD43
CD62L
CD11/CD18

Im Gegensatz zu den beiden vorher genannten Martreus der Familie der Selektine wird
E-Selektin, unter Ausnahme der kutanen Mikrogef@Rst, einige Stunden nach Stimulation

mit bestimmten Entzindungsmediatoren auf der Qihvé von Endothelzellen exprimiert
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(11). Verschiedensten vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass dieses Molekdl in

Kooperation mit P-Selektin fir das leukozytare Rglivon wesentlicher Bedeutung ist (94).

2.1.2 Integrine

Integrine sind nicht-kovalent-verbundene Heterodeneavelche aus einat- und einerp-
Kette bestehen. Sie werden als transmembranareeif¥otauf der Oberflache
unterschiedlichster Zellen exprimiert und verbinddgs Zytoskelett einer Zelle mit der
extrazellularen Matrix bzw. mit dem Zytoskelett @iranderen Zelle. Fur die Rekrutierung
von Leukozyten sind vor allem dfis-Integrinvery late activation antigen-&/LA-4) sowie
die Bo-Integrine leukocyte function-associated antigenfllFA-1), Mac-1 und p150/95
wesentlich (19, 171).

Tab. V/2: Nomenklatur, Expression, Liganden und Regulatiom leakozytaren Integrinen
[nach (55)].

Molekul CD Expression Liganden

VLA-4 CD49d/CD29 Lymphozyten, MonozyteW CAM-1
NK-Zellen, Basophile,  Fibronektin
Eosinophile Thrombospondin

LFA-1 CD11a/CD18 Lymphozyten ICAM-1 — ICAM-5
Monozyten JAM-A

Granulozyten

Mac-1 CD11b/CD18 Granulozyten ICAM-1,-2
Monozyten iIC3b, Fibrinogen,
Lymphozyten Fibronektin, Heparin
p150/95 CD11c/CD18 Monozyten IC3b
Makrophagen Fibrinogen

Granulozyten

Die leukozytaren Integrine werden konstitutiv auftarschiedlichen Subpopulationen
exprimiert und befinden sich auf zirkulierenden kezyten in einem nicht-aktiven Zustand.
Nach Aktivierung des Leukozyten durch Interakti@ukozytarer Chemokinrezeptoren mit

auf dem GefalRendothel prasentierten Chemokinen koasmiber komplexe intrazellulare
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Signaltransduktionswege zu sterischen Konformadioderungen des Integrins, woraus
letztlich die Bindung an entsprechende Ligandentgtimht wird. Dieser Vorgang wird als
.inside-out signaling” bezeichnet (19, 171). Umgaitekann die Bindung des Liganden an
das Integrin zur Signaltransduktion in das Zellrenefihren und Proliferation,
Differenzierung, Geninduktion, Sekretion von Boteffen oder Apoptose der Zelle
induzieren. Man spricht hierbei vom ,outside-inrafing“ (19, 171). Bei den genannten
Signaltransduktionswegen scheinen insbesondere sifikinoasen wie z.B. Syk eine
entscheidende Rolle zu spielen (151). Dariiber sikkann die Expression von Integrinen auf
der Oberflache von Leukozyten unter dem Einflusstibenter Entziindungsmediatoren
moduliert werden (19, 171).

Das B;-Integrin VLA-4 wird von Lymphozyten, Monozyten undK-Zellen sowie von
basophilen und eosinophilen Granulozyten exprimiaricht aber von neutrophilen
Granulozyten. Als Interaktionspartner von VLA-4 kben die Matrixproteine Fibronektin
und Thrombospondin sowwmascular cell adhesion moleculef(¢CAM-1), ein Mitglied der
Immunglobulin-Superfamilie, identifiziert werden91171). VLA-4 vermittelt Rolling und
feste Adharenz von Lymphozyten (2) und ist fernerdar Regulation fester Adharenz und
transendothelialer Migration von Monozyten betei(igp, 111).

Alle drei B,-Integrine LFA-1, Mac-1 und p150/95 werden auf Gilamyten, Monozyten und
NK-Zellen exprimiert. Zirkulierende Lymphozyten higgen tragen hauptsachlich LFA-1 auf
ihrer Zelloberflache (19). LFA-1 bindet vorwiegead die Immunglobulin-ahnlichen Proteine
intercellular adhesion molecule{ICAM-1) und ICAM-2 sowie an JAM-A. Es scheint dab
eine wesentliche Rolle fir feste Adharenz und Tragsation von Leukozyten zu spielen (19,
171). Mac-1 bindet nicht an JAM-A, kann aber zugéizInteraktionen mit Fibrinogen,
Fibronektin und Heparin sowie dem Komplementfak@8b eingehen und vermittelt feste
Leukozytenadhéarenz (19, 37, 171). Das Molekil pa%@theint jedoch nur an Komponenten
des Komplementsystems sowie an Fibrinogen zu bindenkeine funktionelle Relevanz fur

die feste Adharenz von Leukozyten zu besitzen143).

2.1.3 Immunglobulin-ahnliche Proteine

Die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie sinttansmembranare Glykoproteine,
welche durch die Anzahl ihrer extrazellularen Immioebulin-Doménen charakterisiert
werden. Die Expression dieser endothelialen Adm&snmlekiile erfolgt teilweise konstitutiv,
sie kann jedoch auch durch den Einfluss von Entzigsinediatoren und biomechanischen
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Kraften tUber die Aktivierung von Transkriptionsfaken wie z.B. NF«B reguliert werden
(171).

ICAM-1 ist ein Adhasionsmolekil, welches funf Imnglobulin-Domanen aufweist und auf
Endothelzellen, Epithelzellen, Fibroblasten, MorenyMakrophagen sowie glatten
Muskelzellen zu finden ist (145, 170). In verscleiestenin vitro undin vivo Studien konnte
nachgewiesen werden, dass ICAM-1 Uber die Intevakinit LFA-1 bzw. Mac-1 feste
Adhéarenz von Leukozyten vermittelt (117, 133, 171).

VCAM-1 verfligt Gber sechs bzw. sieben Immunglobiliomanen und wird einige Stunden
nach Stimulation mit z.Btumor necrosis factorr (TNF-0), Lipopolysacharid(LPS), IL-1,
IL-4 oder IL-13 sowie durch Scherkrafte auf EnddebbBen und glatten Muskelzellen
exprimiert (170). Als Bindungspartner von p150/86 VCAM-1 an der Regulation fester
Adharenz von Lymphozyten, Monozyten sowie eosiniephund basophilen Granulozyten
beteiligt (117, 133, 171).

Tab. V/3: Nomenklatur, Expression, Liganden und Regulatiom \ditgliedern der
Immunglobulin-Superfamilie [nach (117)].

Molekul CD Expression Liganden Regulation

ICAM-1 CD54 Endothelzellen, Epithelzellen,FA-1 konstitutiv,
Fibroblasten, Monozyten, = Mac-1 induzierbar (h)
Makrophagen,

glatte Muskelzellen

ICAM-2 CD102 Endothelzellen, Fibroblastenl.FA-1 konstitutiv
Monozyten, Makrophagen, Mac-1
neutrophile Granulozyten,
glatte Muskelzellen

VCAM-1 CD106 Endothelzellen, VLA-4 induzierbar
glatte Muskelzellen

PECAM-1 CD31 Endothelzellen, Monozyten,PECAM-1 konstitutiv
Granulozyten, Thrombozyten

PECAM-1 besitzt sechs extrazellulare Immunglobimmanen. Es wird auf Endothelzellen
sowie auf neutrophilen Granulozyten, Monozyten, tibeaten T-Lymphozyten-
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Subpopulationen und Thrombozyten exprimiert (1223hlreiche in vitro und in vivo
Untersuchungen belegen, dass PECAM-1 eine entsiaedRolle fir die transendothelialen
Migration von Leukozyten spielt (117, 133, 171).rieéx konnte gezeigt werden, dass
PECAM-1 auf Endothelzellen an der Detektion voneskraften und der Signaltransduktion
in das Zellinnere beteiligt ist (166).

ICAM-2 besitzt lediglich zwei extrazellulare Immuogulin-Domé&nen und wird wie ICAM-1
auf einer Vielzahl von Zelltypen konstitutiv exprart (177). Neuere Untersuchungen haben
gezeigt, dass ICAM-2 die transendotheliale Migmatimn Leukozyten stimulus-spezifisch
und unabhéngig von PECAM-1 mediiert (63).

2.1.4 Junctional adhesion molecules und andere arerdLeukozyten-
rekrutierung beteiligten Molekiile

Die JAMs bilden eine Untergruppe der ,ImmunglobtSaperfamilie“, welche durch
strukturhomologe, extrazellulare Immunglobulin-atim¢ loops, Phosphorylierungsstellen
innerhalb des zytoplasmatischen Endes und C-teleninDZ-Bindungsdoménen
charakterisiert sind (38). Sie sind auf Endotheld Epithelzellen im Bereich der ,tight
junctions® zu finden und werden auch auf Leukozyt€hrombozyten und Erythrozyten
exprimiert. JAM-Proteine scheinen eine wichtige IRdlir die Zusammensetzung von ,tight
junctions® zu spielen und sind dartber hinaus anTdansmigration von Leukozyten, der
Aktivierung von Thrombozyten, der Angiogenese sowie der Bindung des Reovirus
beteiligt. Bislang sind funf verschieden Mitglied#ieser Familie bekannt: JAM-A, JAM-B,
JAM-C, JAM-4 und JAM-L (101).

JAM Proteine besitzen die Eigenschaft, neben hoitephnteraktionen auch heterophile
Interaktionen einzugehen. JAM-A scheint dabei as fj}antegrin LFA-1, das integrin
ayvBs und das Reovirusproteiml zu binden (101). Wie eingangs bereits erwahntg \die
Bedeutung von JAM-A fur die Rekrutierung von LeukEn in der Fachliteratur kontrovers
diskutiert (127). Die Ergebnisse der im Rahmen daiiegenden Arbeit durchgefuhrten
Untersuchungen zu JAM-A sollen unter Kapitel V/@dher erlautert werden.

Das auf vaskularen und lymphatischen Endothelzedbgorimierte JAM-B interagiert mit
JAM-C und demps-Integrin a,f; (29). Das Protein JAM-C ist dartuber hinaus auch au
Leukozyten zu finden und scheint Uber Interaktiongh dem po-Integrin Mac-1 bzw. mit
JAM-B an der Transmigration von Leukozyten betéitig sein (6).

Als jingste Vertreter aus der Familie der JAMs kendhAM-4 bisher nur auf Epithelzellen
nachgewiesen werden (58). JAM-L wurde lediglich def Oberflache von Leukozyten
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identifiziert (182). Die funktionelle Relevanz degs Proteine fiir die Migration von

Leukozyten ist derzeit noch nicht eindeutig geklart

Immunglobulin-
dhnliche loops

ExtrazeliiGr

Irtrazelinidr
PDZ -Bindungsdomine

=
L

Abb. V/4:Vereinfachte Schemadarstellung der Molektilstrukamr JAMs [nach (101)].

Ein weiteres, erst kirzlich beschriebenes, JAM-ewites Protein ist ESAM. Es wird

konstitutiv im Bereich der ,tight junctions” von Hathelzellen exprimiert und konnte dariber
hinaus auch auf der Oberflache von aktivierten iirozyten nachgewiesen werden (59,
120). Jungste Untersuchungen zeigen, dass ESAMichégleise als Signalmolekdl die

Offnung interendothelialer Zellkontakte induzierihdu somit die Transmigration von

Leukozyten erleichtert (175).
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Tab. V/4: Junctional adhesion molecules [nach (101)].

Molekul Expression Liganden

JAM-A  Endothel-/Epithelzellen, Leukozyten,FA-1, ayBs, Reovirusproteiml
Thrombozyten, Erythrozyten

JAM-B  Endothelzellen JAM-C, 0431
JAM-C  Endothelzellen, Leukozyten JAM-B, Mac-1
JAM-4  Epithelzellen MAGI-1

JAM-L  Leukozyten CAR

Uber die Offnung interendothelialer Zellkontaktdeint auchvascular endothelial cadherin
(VE-Cadherin) die Rekrutierung von Leukozyten zguleeren (51). VE-cadherin ist ein
Mitglied aus der Familie der Cadherine, welchesBereich deradherens junctionwon
Endothelzellen exprimiert wird und fur die Stabéising interendothelialer Zellkontakte
verantwortlich ist (90). Die Mechanismen, welche BSAM- bzw. VE-Cadherin-abhangigen
Leukozytenmigration zugrunde liegen, sind bislamfptwvollstandig aufgeklart.

Schlie3lich konnte gezeigt werden, dass auch datekilbo CD99 in den Prozess der
transendothelialen Migration von unterschiedlichenkozytensubpopulationen involviert ist
(97, 150). CD99 ist ein O-glykosiliertes Transmeamprotein, welches keine strukturelle
Ahnlichkeit zu einer bisher bekannten Proteinfagnaiufweist. Es wird auf Endothelzellen,
den meisten Leukozytensubpopulationen und auf Eoyitten exprimiert (133). Ob CD99
beim leukozytaren Transmigrationsprozess als Adn&snolekil fungiert oder als
Signalmolekiil z.B. die Offnung interzellularer Kakte vermittelt, ist bislang nicht erforscht.
Zusammenfassend sind die an Rolling und fester Asitzavon Leukozyten beteiligten
Adhasionsmolektile durch zahlreichre vitro und in vivo Studien grof3tenteils identifiziert.
Die funktionelle Relevanz der Adhéasions- bzw. Sigmdekile fir die transendotheliale
Migration von Leukozyten hingegen ist bislang weltgnd ungeklart, ebenso die

Mechanismen der interstitiellen Migration. DarUlmmnaus ist die Regulation der einzelnen
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Adhasions- und Signalmolekile durch biomechanidéhifte wie z.B. Scherkrafte sowie
durch unterschiedliche humorale Faktoren wie z.f&aokine und Chemokine unzureichend

verstanden.

Tab. V/5: Weitere am leukozytaren RekrutierungsprozessligééeMolekulle [nach (101)].

Molekul Expression Liganden

ESAM Endothelzellen, Thrombozyten ?

VE-Cadherin  Endothelzellen ?

CD99 Endothelzellen, Leukozyten, CD99
Erythrozyten

Die Rekrutierung bestimmter Leukozytenpopulatioire®in bestimmtes Gewebe scheint in
diesem Zusammenhang auf einem fein abgestimmteanziusnspiel aller am leukozytaren
Extravasationsprozess beteiligten Faktoren (Adingsnolektle, biomechanische Krafte und
humoralen Faktoren) zu beruhen. Dabei sind jedach der Zeitpunkt im inflammatorischen
Geschehen sowie Art und Lokalisation der unterstiicieen Einflussfaktoren von

wesentlicher Bedeutung. So kénnen z.B. gewebespezif Unterschiede in der Expression
von Adhéasionsmolekilen, wie sie z.B. fur ICAM-1 uECAM-1 bekannt sind, zur

selektiven Rekrutierung einzelner Leukozytensubfadmnen beitragen (25, 132). Des
Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Rekwig von Leukozyten einer stimulus-
spezifischen Regulation unterliegt. So kénnen di@gsionsmolekile PECAM-1 und ICAM-

2 abhéngig von den entsprechenden inflammatoriscBexingungen jeweils eine

unterschiedliche Rolle beim leukozytdren Transntignsprozess spielen (63, 163).
Schlieflich ist bislang nicht abschlieRend geklaselche funktionelle Relevanz die

transzellulare Migration transmigrierender Leukexytbesitzt und welche molekularen
Prozesse hierfir wesentlich sind.

Die Herausforderung der Zukunft ist, diejenigen Neeusmen zu identifizieren, welche fur
die Rekrutierung bestimmter Leukozytensubpopulaimom ein bestimmtes Gewebe unter

bestimmten inflammatorischen und nicht-inflammatcihien Bedingungen verantwortlich
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sind. Das Ziel ist, pharmakologische Strategienemtwickeln, welche eine spezifische

Kontrolle des leukozytaren Extravasationsprozesdasben.

2.2 Weiterentwicklung des Kremastermodells zur Untesuchung der

Leukozytenrekrutierung bei I/R

Das Kremastermodell bietet die Madoglichkeit, unter erWendung moderner
Intravitalmikroskopische Techniken wie der RLOTrawitalmikroskopie alle Schritte des
leukozytaren Rekrutierungsprozesses bei den uhiediichsten Entzindungsformen zu
untersuchen. Bislang wurden dabei proinflammatbascSubstanzen systemisch oder
intraskrotal appliziert bzw. in einem Superfusatloge verabreicht. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte ein Versuchsmodell a&blwerden, welches aM. cremasteder
Maus alle Schritte des leukozytaren Rekrutierungggsses nach I/R zu untersuchen erlaubt.
Bisherige Studien konzentrierten sich im postisasahen Kremastermuskel auf die
fluoreszenzmikroskopische Analyse von Leukozytdmgl und -adharenz. Die
Visualisierung der transendothelialen Migration vbaukozyten war unter Verwendung
herkdbmmlicher fluoreszenzmikroskopischer Methodemrkseingeschrankt, die interstitielle
Leukozytenmigration wurde nach I/R bisher nichteusticht.

Um ein flir unsere Zwecke optimales Versuchmodelletablieren, wurden die einzelnen
Schritte des leukozytaren Rekrutierungsprozessestersgptisch in  Abhangigkeit von
Isch&amie- und Reperfusionsdauer analysiert. Hienhetden Ischamiezeiten von 30, 60 und
90 min verwendet und die Dauer der Reperfusionijevaeif 120 min begrenzt. Die Auswabhl
der entsprechenden Zeitintervalle orientierte sichbisher publizierten Studien (75, 134).
Langere Ischamie- und Reperfusionszeiten sind iwetmdeten experimentellen Setthing mit
Spontanatmung bei Intraperitonealnarkose nicht iolbgtla diese die Gesamtversuchsdauer
soweit verlangern wirden, dass die Ausfallquotdliduanstiege.

Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass nach 30 sohiirhie und 60 bzw. 120 min
Reperfusion gegenuber den Ausgangsbedingungen igmifikanter Anstieg der Anzahl
adharenter und transmigrierter Leukozyten zu vehramn ist. Eine Verlangerung der
Ischamiezeit von 30 min auf 60 bzw. 90 min zeigte den jeweiligen Untersuchungs-
zeitpunkten keine zuséatzlichen Effekte im SinneseiBteigerung von Leukozytenadhérenz
und -transmigration. Ahnliche Beobachtungen sincchalbei der Rekrutierung von
Thrombozyten in der postischamischen Leber bedwmtmi@nd konnten darauf hindeuten, dass

im M. cremasterbereits eine Ischamiedauer von 60 bzw. 90 minimareSchadigung des
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mikrovaskularen Endothels fiihrt, welche es unmaégiitacht, die Bedeutung endothelialer
Adhésionsmoleklle und intrazellularer Mechanismananalysieren (77). Aufgrund dieser
Befunde wurde in allen folgenden Experimenten eensdchsprotokoll mit 30 min Ischamie
und 120 min Reperfusion verwendet.

In einem nachsten Schritt sollte der leukozytar&rékeerungsprozess in Tieren nach 30-
minutiger Ischamie deM. cremasterim Vergleich zu schein-operierten Tieren untersuch
werden.

Die chirurgische Praparation induzierte in den kagtlaren Venolen debl. cremasterein
leichtes Leukozytenrolling. Untersuchungen von Legd Mitarbeitern konnten eine
Beteiligung von P-Selektin und ICAM-1 nachweiserb)(8Im weiteren Versuchverlauf
wurden beziglich des leukozytaren Rolling keinenifiganten Unterschiede zwischen WT-
Tieren nach I/R und schein-operierten Tieren fet@dle. In anderen Versuchsreihen, welche
wie die Untersuchungen zu den Chemokinrezeptoreri,G€cr2 und Ccr5 zu spéateren
Zeitpunkten durchgefuhrt wurden, zeigten sich jédamterschiedliche Ergebnisse: Funf
Minuten nach Einsetzen der Reperfusion war daleeiAdizahl rollender Leukozyten in WT-
Mausen im Vergleich zu schein-operierten Tieren enghr als das doppelte erhéht. Im
zeitlichen Verlauf fiel diese Erhdhung jedoch wiedef Baseline-Niveau ab und erreichte
nach 120-miniutiger Reperfusion schlieRlich ein &lat Ahnliche Verlaufe des
postischamischen Leukozytenrolling ivh cremastersind in der Literatur beschrieben (75).
Darlber hinaus ist bekannt, dass bereits die digtine Praparation dé4. cremastersine
Translokation von P-Selektin aus den endothelidldaibel-Palade-Kérperchen auf die
Endothelzelloberflache induziert und somit abhamngig der Traumatisierung des Muskels zu
einem Anstieg des Leukozytenrolling fuhren kanre Diskrepanz zwischen den Ergebnissen
der einzelnen Versuchsreihen ist daher am wahnsattesten auf Lerneffekte bei der
Praparation des Kremastermuskels zurtickzufiihren.

Des Weiteren war schon nach 5-minitiger Reperfusinrdeutlicher Anstieg der Anzahl fest
adharenter Leukozyten in WT-Mausen im Vergleich gchein-operierten Tieren zu
beobachten. Dieser Anstieg persistierte wahrendgdeamten Versuchverlaufes. Daten aus
der Literatur belegen, dass das endothelial exprimiMolekil ICAM-1 und das leukozytare
B2-Integrin Mac-1 an der Regulation der Leukozyterdadhz im postischamischell.
cremastetbeteiligt sind (42).

Nach dem Einsetzen der Reperfusion kam es in WTskt&um Vergleich zu schein-
operierten Tieren zu einem stetigen Anstieg derkbeytentransmigration. Die Analyse

immunhistochemisch gefarbter Gewebeschnitte zedges Uber 80 % der transmigrierten
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Leukozyten Ly-6G neutrophile Granulozyten und ca. 10 — 15 % F4/B®nozyten/
Makrophagen waren. Im Kremastermodell konnte bgslaachgewiesen werden, dass das
Adhasionsmolekil PECAM-1 fur die Regulation der kezytentransmigration wéhrend I/R
verantwortlich ist (165).

Schlief3lich waren nach 120 min Reperfusion etw&®%0er extravasierten Leukozyten nach
ihrer Transmigration mindestens 25 um in das ititede Gewebe hinein migriert.
Intravitalmikroskopische Zeitrafferaufnahmen dokumineren, dass diese Leukozyten dabei
ungerichtet im perivaskularen Gewebe migrieren .(80ber die der postischamischen
interstitiellen Leukozytenmigration zugrunde lieden Mechanismen ish vivo nur wenig
bekannt. Jingste Untersuchungen aus unserer Agh@itse deuten auf eine Beteiligung von
Matrix-Metalloproteinasen(MMPs) hin (80). Ferner konnte gezeigt werden,sdaster
anderen inflammatorischen Bedingungen L-Selektim weesentlicher Bedeutung fur die
interstitielle Leukozytenmigration ist (57).

Zusammenfassend ist es gelungen, ein Versuchspibtak M. cremasterder Maus zu
etablieren, welches alle Schritte des leukozytdgtravasationsprozesses wahrend I/R zu
untersuchen erlaubt. Unsere Ergebnisse zeigendim$&krutierung von Leukozyten in das
postischamische Gewebe von der Dauer der Repemimad abhangig ist. Darlber hinaus
deuten die vorliegendan vivo Daten darauf hin, dass Ischdmiezeiten von 60 @Gnohi& zu
den von uns gewéhlten Untersuchungszeitpunkten @mglgich zu 30 min Ischdmie keine
zusatzliche Rekrutierung von Leukozyten induziewsuafgrund dieser Befunde wurden die
nachfolgenden Experimente anhand eines Versuclogoitst mit 30 min Ischamie und 120

min Reperfusion durchgefihrt.

2.3 Bedeutung von JAM-A fur die Leukozytenrekrutierung

JAM-A ist ein Typ-I-Transmembranprotein mit zwei tezellularen, Immunglobulin-

ahnlichen Doménen, welches auf Endothel- und Elgigétlen sowie auf neutrophilen

Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten, Thrombozyter Erythrozyten exprimiert wird

(33, 101). Erste Hinweise auf die Beteiligung voRM3JA bei der Transmigration von

Leukozyten gab es bereits vor mehr als acht Ja{88n102). Seither wurde eine Reihe
inkonsistenter Daten zur funktionellen RelevanzdseMolekils publiziert (vgl. Tab. 1/1). In
der vorliegenden Studie sollte daher die Bedeutwmy JAM-A fir die Rekrutierung von

Leukozyten wahrend unterschiedlicher inflammatdmsc Bedingungen untersucht und
darUber hinaus die Rolle des endothelial exprirrreAM-A naher charakterisiert werden.
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Der leukozytare Rekrutierungsprozess wurde m cremastervon WT- und JAM-A-
defizienten Mausen unter unterschiedlichen inflanomschen Bedingungen mit Hilfe der
RLOT-Intravitalmikroskopie quantitativ analysiert.

Unsere Befunde weisen auf eine entscheidende RatielAM-A fur die Transmigration von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten nach Bkiiduzierter Entziindung und I/R hin.
Im Gegensatz dazu, hatte JAM-A keine BedeutungdiérLeukozytentransmigration nach
Stimulation mit LTB,. Ahnliche Ergebnisse wurden in Experimenten mindmti-JAM-A-
Antikdrper BV-11 erzielt, welche zeitgleich und dhé&ngig von unseren Untersuchungen
durch Prof. Dr. Sussan Nourshargh und Mitarbeitgs dem Imperial College London,
London, UK, durchgefihrt wurden. Diese Befunde siadhit die ersten Hinweise dafur, dass
JAM-A-vermittelte Leukozytentransmigration stimuilshangig ist.

Die Mechanismen, welche der Eigenschaft von JAMI&, Transmigration von Leukozyten
stimulusspezifisch zu regulieren, zugrunde liegamd gegenwaértig nicht bekannt.
Interessanterweise finden sich jedoch Parallelerschegn unseren Befunden und friheren
Beobachtungen zur PECAM-1- und ICAM-2-abhangigerudozytentransmigration. So
konnte gezeigt werden, dass IB-ihduzierte Transmigration von Leukozyten sowohhvo
PECAM-1- wie auch von ICAM-2 abhangig ist, wohingaglie durch TNF: hervorgerufene
Leukozytentransmigration unabhangig von diesen tatialen Adhasionsmolekilen zu sein
scheint (63, 163). Erklart werden diese Phanomenehdlie potentielle Fahigkeit bestimmter
Entziindungsmediatoren, am EntziindungsgescheheitigbetZellpopulationen differentiell
zu aktivieren. Inflammatorische Stimuli wie 1l3bder I/R, welche eine JAM-A-, PECAM-1-
und ICAM-2-abhéangige Transmigration von Leukozyteduzieren, scheinen Mechanismen
in Gang zu setzen, welche die Transmigration vaukbeyten primar tUber eine Aktivierung
von Endothelzellen vermitteln (127). Im Gegenzubesat die Stimulation mit LTR PAF
oder TNFea zu einer direkten Aktivierung des Leukozyten zhrén, JAM-A, PECAM-1 und
ICAM-2-abhéangige Pathways zu umgehen und anderendesmen wie,/ICAM-1- oder
ESAM-abhéngige Pathways fur die transendotheliageikbzytenmigration zu initiieren
(127). Daruber hinaus wird diskutiert, dass diesgthWays neben der parazelluléaren
Transmigration auch eine transzellulare Transmignaton Leukozyten induzieren (9, 116).
Jingste Studien haben allerdings gezeigt, daserdiesszellulare Transmigrationsweg nur
von einem geringen Teil (5 — 15 %) der transmigmelen Leukozyten genutzt wird (20, 41,
116).

Zusatzlich zur Nutzung alternativer Transmigratisege, kénnten auch weitere Faktoren zur

Stimulus-Abhangigkeit des leukozytaren Rekrutiesprgzesses beitragen. Kirzlich wurde
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gezeigt, dass PECAM-1-abhéangige Transmigration keukozyten nicht allein von den
inflammatorischen Bedingungen sondern auch vomtggehen Hintergrund der eingesetzten
Versuchstiere abhangig ist (149). Diese Beobaclmndeuten auf molekulargenetische
Faktoren fir die PECAM-1-abhangige Leukozytentragsation hin. Da Ahnliches auch fir
JAM-A- und ICAM-2-mediierte Ereignisse gelten koentist es vorstellbar, dass die
stimulusabhéangigen Regulation des leukozytaren shnggrationsprozesses durch JAM-A
auch Ausdruck bestimmter Expressionsmuster vorchiezdeneren Adhasionsmolekilen ist.
Folglich konnte JAM-A-vermittelte Leukozytentrangmation nicht nur entzindungs-
spezifisch, sondern auch gewebespezifisch sein.

Interessanterweise war die Inhibition der Leukoagrensmigration in Mausen, welche mit
BV-11 behandelt wurden, stets grol3er als jene iM-PAdefizienten Tieren. Diese Befunde
deuten auf Kompensationsmechanismen in JAM-A-da&iien Mausen hin, welche derzeit
noch nicht geklart sind und z.B. durch andere Adimégsnolekile vermittelt sein kdnnten.
Ferner war die Transmigration von Leukozyten wadelAM-A-defizienten Mausen noch in
Mausen, welche BV-11 erhielten, vollstandig inhihién diesem Zusammenhang wurde von
Prof. Nourshargh und Mitarbeitern die Bedeutung P&CAM-1 naher untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass eine simultane Blockade vavi-AAund PECAM-1 im Vergleich zu
alleiniger Blockade von JAM-A bzw. PECAM-1 zu kemedditiven Effekten bei der
Inhibition der Leukozytentransmigration fuhrt. Wadc Rolle in diesem Zusammenhang
andere Adhasions- bzw. Signalmolekile wie ESAM, €@Dihd VE-Cadherin oder die
Inanspruchnahme transzellularer Transmigrationswepgeen, ist derzeit noch nicht geklart.
Wahrend sowohl in Tieren mit JAM-A-Defizienz wie cw in WT-Tieren nach
Vorbehandlung mit BV-11 spezifisch der Schritt deukozytentransmigration inhibiert war,
war die Leukozytenadharenz unter bestimmten inflatonschen Bedingungen wie bei
LTB4-induzierter Entziindung in JAM-A-defizienten Tiergagenuber WT-Tieren signifikant
erhoht. Die Ursache daflr ist gegenwartig unklder@ings konnten diese Befunde damit
zusammenhangen, dass JAM-A mit seinem zytoplaschats Ende an verschiedene
intrazellulare Molekile bindet, welche wie Rap-le dadhasiven Eigenschaften von
Cadherinen und Integrinen reguliereim vitro Untersuchungen zeigten in diesem
Zusammenhang, dass JAM-A-defiziente Leukozyten rubstimmten inflammatorischen
Bedingungen eine erhohte Adhasivitat zu Proteinddmenen Oberflachen bzw.
Endothelzellen besitzen (28).

DarlUber hinaus konnte nachgewiesen werden, dassAIAMvitro fur die Migration von

dendritischen Zellen von wesentlicher Bedeutung(2d). Als Mal3 fur das interstitielle
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Migrationsverhalten von Leukozyten wurde deshale @Giewebeverteilung transmigrierter
Leukozyten bestimmt. Wahrend JAM-A-Defizienz nach @in Ischamie und 120 min
Reperfusion sowie nach 4-stindiger Stimulation nhitl3 keinen Einfluss auf das
interstitielle Migrationsverhalten transmigrierteeukozyten besitzt, waren transmigrierte
Leukozyten nach LTRinduzierter Entziindung in JAM-A-defizienten Tiereerglichen mit
WT-Tieren signifikant weniger weit vom Gefal3 in gegivaskuldare Gewebe hinein migriert.
Die Ursache fir das veranderte Migrationsverhalié&iM-A-defizienter Leukozyten bei
LTBs-induzierter Entzindung konnte eine verminderte ivMtung (eigentlicher)
intrazellularer Bindungspartner des JAM-A-Molekidein, welche fur die Organisation
zytoskelettaler Aktinfilamente mitverantwortlicsli (28).

Der Grund, warum JAM-A keine Bedeutung fur die iatiielle Migration transmigrierter
Leukozyten nach I/R bzw. nach 4-stiindiger Stimatatmit IL-13 zu besitzen scheint, ist
bislang nicht eindeutig geklart. Die Gesamtheitewas Ergebnisse lasst jedoch folgende
Hypothese zu:

Unter der Annahme, dass JAM-A das interstitiellegitionsverhalten ausschlief3lich
derjeniger Leukozyten reguliert, fir deren transgheliale Migration JAM-A von
essentieller Bedeutung ist (nach I/R bzw. nachisdiger Stimulation mit IL-8), kann die
funktionelle Relevanz von JAM-A fir die interstiteeMigration dieser ,JAM-A-abhangiger”
Leukozyten durch die Blockade der transendothelidiéigration in JAM-A-defizienten
Tieren (nach I/R bzw. nach 4-stindiger Stimulatiom IL-13) nicht detektiert werden. Bei
LTBg-induzierter Entztindung hingegen — ein inflammatdrer Stimulus, welcher eine JAM-
A-unabhangige Leukozytentransmigration induzierkénnen diese ,JAM-A-abhangigen®
Leukozyten die Endothelzellbarriere in JAM-A-dediaten Tieren ungehindert passieren und
zeigen ihre veranderten Eigenschaften erst beinderstitiellen Migration im perivaskuléaren
Gewebe. Demzufolge lassen diese Uberlegungen delusSczu, dass JAM-A unabhéngig
von den entsprechenden inflammatorischen Bedingurigektionelle Relevanz fir die
interstitielle Migration von Leukozyten besitzennkie.

JAM-A wird sowohl auf murinen Leukozyten wie auchf anurinen Endothelzellen und
anderen Zellpopulationen exprimiert (28, 102). Aufgl der kontroversen Datenlage (vgl.
Tab. 1/1) zur Bedeutung von endothelialem JAM-A emigper der Funktion von
leukozytarem JAM-A bei der Transmigration von Lemyen wurde der leukozytare
Rekrutierungsprozess in Mausen mit endothelspehiis JAM-A-Defizienz untersucht. In
unseren Experimenten alh. cremasterkonnten wir zeigen, dass endotheliales JAM-A eine
entscheidende Rolle bei der Transmigration von beyten nach IL-f-induzierter
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Entzindung und nach I/R spielt. Ahnliche Beobactémwurden zuvor im Modell des
hepatischen I/R-Schadens gemacht (81). Ferner wudise Befunde durch die Ergebnisse
von Zelltransferexperimenten der Arbeitsgruppe vBrof. Nourshargh bestéatigt. Im
Gegensatz dazu, war die Leukozytenrekrutierung awevohl in einem Thioglycolat-
Peritonitis-Modell wie auch nach myokardialer I/Bnveiner endothelialen JAM-A-Defizienz
unbeeinflusst (28). Vielmehr war die Leukozytentgiarung in chimerischen Mausen, deren
zirkulierende Leukozyten kein JAM-A exprimierterei hioglycollat-induzierter Peritonitis
signifikant vermindert (28). Letztere Befunde inrBHaind Peritoneum deuten daher, im
Gegensatz zu den Befunden in Leber und Skelettrumkieeine funktionelle Bedeutung des
leukozytar exprimierten JAM-A fur die Transmigrativon Leukozyten hin.

Die Ursache fur diese kontroversen Ergebnisse asteit nicht verstanden. Gegenwaértig
werden mehrere Erklarungsansatze diskutiert. Eaitsrskonnten die unterschiedlichen
inflammatorischen Bedingungen in den zuvor genani@tudien eine Erklarung fur diese
kontroversen Befunde liefern und die inkonsistenEggebnisse somit Variabilitat in der
Expression von JAM-A sowie Kompensation durch aedeAdhéasionsmolekile
widerspiegeln. Andererseits konnten die untersdisieeh Befunde in den einzelnen
Entzindungsmodellen aber auch durch eine potenti@ewebespezifitat der JAM-A-
vermittelten Leukozytenmigration erklart werden.

Bei einem exakten Vergleich der bisher publizierten als kontrovers erachteten Studien
fallt allerdings auf, dass die Bedeutung des eraliailen JAM-A bislang in unterschiedlichen
Phasen einer inflammatorischen Antwort untersucttde. Wahrend die Rekrutierung von
Leukozyten in Leber und Skelettmuskel bei akutetz&mdung (2 — 4 h) beobachtet wurde
(81), wurde die Leukozyteninfiltration von Herz uRdritonealhdhle zu spéateren Zeitpunkten
(6 — 24 h) quantitativ analysiert. Aus diesem Grundurde der leukozytére
Rekrutierungsprozess in der vorliegenden Arbeitesgatisch sowohl nach 4-stindiger wie
auch nach 24-stundiger ILB4dnduzierter Entziindung analysiert. Unsere Ergetenizeigen,
dass endotheliales JAM-A die Transmigration vontrogahilen Granulozyten und Monozyten
zwar initial nach Stimulation mit IL{1 reguliert, zu einem spéateren Zeitpunkt jedoch é&ein
Bedeutung mehr fur die Transmigration dieser Zebegitzt. Diese Befunde kénnten somit
einen Erklarungsansatz fur die bereits publizieded bisher als kontrovers interpretierten
Studien zur Bedeutung des endothelialen JAM-A irefe

Die Mechanismen, welcher dieser im zeitlichen Mdrlaifferentiellen Regulation der
Leukozytentransmigration zugrunde liegen, sind amigl nicht bekannt. Eine mdgliche

Erklarung konnte in einer im zeitlichen Verlauf ipger werdende Expression von
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endothelialem JAM-A (,Downregulation”) liegen. PQBRitersuchungen zeigten irvl.
cremastefjedoch eine im zeitlichen Verlauf verstarkte RNApEession von JAM-A nach 24-
stundiger Stimulation mit IL{1 und konnten diese Hypothese nicht bestatigen. Ein
immunhistochemischer Nachweis des JAM-A-Proteiracher derzeit nur an Kryoschnitten
durchgefuhrt werden kann, erlaubte Bncremasteikeine eindeutige Zuordnung von JAM-
A zu endothelialen Strukturen und lie deshalb é&eilRRtuckschlisse auf das
Expressionsverhalten dieses Adhasionsmolekiils zu.

Allerdings scheint endotheliales JAM-A nach Stintiala mit bestimmten inflammatorischen
Zytokinen von den interzellularen Zellkontakten adie Oberflache der Endothelzelle
transloziert zu werden, somit seine Funktion fie dransendotheliale Migration von
Leukozyten zu verlieren und durch eine potentielleplementierung anderer
Adhasionsmolektiile von seiner urspringlichen Rollegetdst zu werden. Dieser als
.Redistribution” des endothelialen JAM-A bezeichmeéforgang koénnte die im zeitlichen
Verlauf veranderte Funktion des endothelialen JAMeflaren. Die Existenz dieses
Mechanismus wird in der aktuellen Fachliteratueraings noch kontrovers diskutiert und
bedarf weiterer Abklarung (154, 155).

Endothelzelle
VE-cadherln —ormm
4 h Stimulation s =R 2=
. JAM-C =60 aO—
mit IL"IB PECAM —oonoss 0
CD9s — H+—
Endothelzelle
VE -c;mhcj B ﬂﬁm-n
: . JAM-B —CO co—
24 :1 if‘l;[l’\fliaﬁflon P.;A;:; —0 coO—
choa L J)| ===

Abb. V/5: Vereinfachte Schemadarstellung der Redistributies endothelialen JAM-A im
zeitlichen Verlauf nach Stimulation mit IlInach (117)].
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Interessanterweise zeigen unsere Untersuchungeh, alass die Transmigration von
Leukozyten nach 24-stindiger Stimulation mit IB-ib Tieren mit einer kompletten JAM-A-
Defizienz im Vergleich zu WT-Tieren signifikant weindert war. Diese Beobachtungen
lassen darauf schlie3en, dass leukozytares JAMeATthnsmigration von Leukozyten auch
unabhangig von Interaktionen mit dem endothelial&M-A beeinflussen kann. Da nach
gegenwartigem Kenntnisstand endotheliales JAM-A dmzige Interaktionspartner des
leukozytaren JAM-A ist, muss davon ausgegangen everdass leukozytdres JAM-A auch
auf andere Weise als durch Interaktionen mit Adirésnolekilen die Transmigration von
Leukozyten reguliert. Dabei konnte leukozytares JAMdurch seinen Einfluss auf die
Organisation des Zytoskeletts funktionelle Relevdiz den sog.,shape change® des
Leukozyten besitzen, welcher fur die parazelluldPassage bei der leukozytaren
Transmigration wesentlich ist. Diese Hypothese wdudch Beobachtungen gestitzt, welche
in JAM-A-defizienten Tieren nach 24-stindiger Stiatiion mit IL-13 ein verandertes
interstitielles Migrationsverhalten transmigriertegukozyten zeigen und somit auf einen zu
diesem Zeitpunkt noch relevanten Einfluss von JAMu die zytoskelettale Organisation
hindeuten. Die vorliegenden Befunde geben dahewelse auf eine doppelte Funktion des
leukozytaren JAM-A als Adhasionsmolekil und als Miatbr der zytoskelettalen

Organisation bei leukozytaren Formveranderungen.

Zusammenfassend geben unsere Untersuchungen Henaudislie Beteiligung des Molekiils
JAM-A beim leukozytdren Transmigrationsprozessvivo. Darlber hinaus konnten wir
zeigen, dass JAM-A Bedeutung fur das interstitiddegrationsverhalten transmigrierter
Leukozyten besitzt. Schlie3lich deuten die Ergetmisnserer Experimente sowohl auf eine
Stimulus-spezifische wie auch auf eine im zeitlithéerlauf differentielle Regulation der
leukozytaren Transmigration durch endothelial biewnkozytar exprimiertes JAM-A hin und
liefern somit Erklarungsansatze fir die bisher mdistenten Daten zur funktionellen

Relevanz dieses Adhasionsmolekiils bei der transeeliiden Migration von Leukozyten.
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Tab. V/6: Erklarungsansétze fur die bisher inkonsistenterieDazu den Auswirkungen der
Blockade von JAM-A [nach (127)].

Modell Blockade Auswirkungen Erklarungs-
ansatz

Boyden chamber mAB Verminderte Monozytentransmignat

Flusskammer mAB Kein®erminderung der

Leukozytentransmigration

- Verstarkter Gewebeschaden

" : e <
Dermatitis mAB Verminderte Monozyteninfiltration =
<<
Entzindliche mAB Verminderte Infiltration durch Neutrophile/ 2
Meningitis Monozyten S
©
Virale/bakterielle mAB KeineVerminderung der Leukozyten- E
Meningitis infiltration k=
>
(@]
Peritonitis genetisch  Verminderte Infiltration dardeutrophile 8:’
[}
I/R der Leber genetisch - Verminderte Infiltratidarch Neutrophile & §
- Regulation durch endothelial@8M-A © =
- Verstarkter Gewebeschaden 23 ¢
E
Pl 2
I/R des Herzens genetisch - Verminderte Infiltnattturch Neutrophil § < g
- Regulation durch leukozytardaM-A €5 &
g ©
>
&)

Verzdgerte genetisch  Verstarkte Migration von dendritischen

Hypersensitivitat Zellen zu Lymphknoten

M. cremaster genetisch- Dynamische Regulation der Leukozyten- I
mAB transmigration durch eJAM-A

- Stimulus-spezifische Regulation der
Leukozytentransmigration durch JAM-

- Regulation der interstitiellen Leukozyten-
migration
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2.4 Bedeutung der Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 undCcr5 fur die
Leukozytenrekrutierung bei Entziindung und I/R

Im dritten und letzten Teil der vorliegenden Arbeiturde die Bedeutung der
Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5 fur die edimen Schritte des leukozytaren

Rekrutierungsprozesses bei Chemokin-induziertezifrung und wahrend I/R untersucht.

Tab. V/7:Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5 [nach (18)].

Rezeptor Expression Liganden

Ccrl Neutrophile, basophile, eosinophile MIP-1a, RANTES, MPIF-1, MCP-
Granulozyten; Monozyten, NK-Zellen3, MCP-4, HCC-1, HCC-2, HCC-3,
Lymphozyten, Dendritische Zellen HCC-4, HCC-5

Ccr2 Neutrophile Granulozyten, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP4
Monozyten, Lymphozyten, NK-Zellen

Ccrb Neutrophile Granulozyten, MIP-1a, MIP-13, RANTES
Monozyten, Thymozyten,
Lymphozyten, Dendritische Zellen

Wie in der Literatur bereits beschrieben, fuhrt dmdraskrotale Applikation der CC

Chemokine MCP-1 bzw. MIPelim M. cremasteder Maus zu einer signifikanten Induktion
von leukozytarer Adharenz, Transmigration und stigeller Migration (169). Die

Mechanismen, welche diesen Beobachtungen zugruggien, sind bislang nicht vollstandig
verstanden. Gegenwartig herrscht die Vorstelluragsddie applizierten Chemokine in den
Kremastermuskel diffundieren und im interstitiell@ewebe an Glycosaminoglycane (GAGS)
gebunden werden. Dabei kann es zu einer AktivienorgZellen im interstitiellen Gewebe
wie z.B. Gewebsmakrophagen und Mastzellen kommaniilizr hinaus wird angenommen,
dass Chemokine sowohl passiv durch interzelluléoetékte diffundieren wie auch aktiv mit
Hilfe von spezifischen Transportmolekilen durch @helzellen hindurchgeschleust und
anschlieBend auf der luminalen EndothelzellobenBécebenfalls an GAGs gebunden,
prasentiert werden (115). Auf diese Weise konneh dem GefalRendothel rollenden
Leukozyten mit Chemokinen interagieren (142, 16MJelche Bedeutung die mit den

applizierten Chemokinen interagierenden Chemokeptxzen Ccrl, Ccr2 und Ccr5 dabei fur
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die einzelnen Schritte des leukozytaren Rekrutgsprozesses besitzen, war bisher nur

unvollstandig geklart.

CC-Chemokine

/ Nﬁer‘akﬂon mit Ccrs

Endotheliale Aktivierung von
Prdsentation Gewebezellen
Aktivierung von ]
Endothelzellen
Proinflammatorische
} Mediatoren
? Leukozytenrolling ?
|

N

? Leukozytenadhdrenz

Interaktion mit leukozytdren Ccrs

|
? Leukozytentransmigration ?
|
Interstitielle
? Leukozytenmigration ?

Abb. V/6: Vereinfachte Schemadarstellung moglicher Mechasmsnder durch CC
Chemokine induzierten Leukozytenrekrutierung.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Rolle desnikinrezeptors Ccr2 fur die MCP-1-
induzierte Leukozytenmigration analysiert. Ccr2dvauf der Oberflache unterschiedlicher
Leukozytenpopulationen exprimiert und kann Intdaalén mit den Chemokinen MCP-1, -2,
-3 und -4 eingehen (118, 167). Unsere intravitatoskopischen Befunde deuten darauf hin,
dass der Chemokinrezeptor Caen2vivo feste Adharenz und (konsekutive) transendotheliale
Migration von Leukozyten bei MCP-1-induzierter Hinidlung vermittelt und bestatigen somit

die Beobachtungen von Kuziel und Mitarbeitern (8&®)artber hinaus zeigte die
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Untersuchung immunhistochemisch gefarbter Gewelnésererstmals, dass Ccr2 dabei vor
allem fur die Rekrutierung von neutrophilen Graayten und Monozyten verantwortlich ist.
Ferner lassen unsere Daten darauf schlieBen, das8 Keinen Einfluss auf das
Migrationsverhalten transmigrierter Leukozyten bsi

In weiteren Experimenten wurde die funktionelle é&¥@nz des Chemokinrezeptors Ccrl fur
die Rekrutierung von Leukozyten nach Stimulationt milP-1a, einem Ccrl-Liganden,
untersucht. Ccrl konnte auf neutrophilen, eosirlephind basophilen Granulozyten sowie
auf Monozyten, Lymphozyten, NK-Zellen und denddtisn Zellen nachgewiesen werden
und dient als Rezeptor fur unterschiedliche CC Gilene (118, 167). Die vorliegenden
Befunde zeigen erstmalig, dass der Chemokinrezeéptot in vivo an der Regulation von
Adharenz und (konsekutiver) Transmigration von reghilen Granulozyten und Monozyten
beteiligt ist (123).In vitro Untersuchungen konnten bereits nachweisen, dask f€ste
Adharenz und Transmigration von humanen Monozytemd wbestimmten T-Zell-
Subpopulationen vermittelt (174). Des Weiteren ®arl-Defizienz bzw. pharmakologische
Blockade durch den Ccrl-Antagonisten BX471 in velesienen Entziindungsmodellen mit
einer verminderten Rekrutierung von Leukozyten agsd. Dabei zeigten sich schéadliche
Effekte wie z.B. nach Infektion mitoxoplasma gondiiaber auch protektive Effekte wie z.B.
bei Hydronephrose oder Herztransplantation (4,/8Y.,

Zuletzt wurde untersucht, welche Rolle der Chemaaeptor Ccr5 fur die MIP-
induzierte Rekrutierung von Leukozyten spielt. Caisd auf einer Reihe unterschiedlicher
Leukozytenpopulationen exprimiert und ist Binduraysper von MIP-&, MIP-13 und
RANTES. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, das$ @ vivo, ahnlich wie Ccrl,
Adhérenz und (konsekutive) transendotheliale Migratzon neutrophilen Granulozyten und
Monozyten bei MIP-ti-induzierter Entzindung mediiert. Die Bedeutung xor5 wird in
der aktuellen Literatur kontrovers diskutiert. Risige in vitro Befunde deuten darauf hin,
dass Ccr5 selektiv die transendotheliale Migratimm Monozyten und bestimmten T-
Zellsubpopulationen reguliert (174). Weiterhin ktngezeigt werden, dass Ccr5 die
Migration von CD8 Lymphozyten in entziindetes Gewebe reguliert, wgdmen Ccr5-
Defizienz bei einem Tiermodell der Tuberkulose einter erhéhten Leukozyten-Infiltration
der Lunge verbunden war (1, 98). Die Ursache fésa&linkonsistenten Daten ist derzeit nicht
bekannt, konnte aber z.B. auf entziindungs- bzwebespezifische Effekte zuriickzufihren
sein oder auf eine spezifische Relevanz dieses Gkiarezeptors fur bestimmte
Leukozytensubpopulationen hindeuten.
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Zusammenfassend zeigen unsere Untersuchungen inmelMddr Chemokin-induzierten
Entzindung, dass Ccrl, Ccr2 und Carb vivo feste Adhérenz und (konsekutive)
transendotheliale Migration von neutrophilen Graayten und Monozyten vermitteln.
Welche Bedeutung diese Chemokinrezeptoren fiur oizelmen Schritte des leukozytéren
Rekrutierungsprozesses bei der klinisch relevantétetziindungsform von I/R besitzen,

wurde in einer abschlieRenden Versuchsreihe syssahaintersucht.

MCP-1 bzw. MIP-1a

Interaktion mit Ccr2 bzw.
/ \ Cerl oder Ccrb

Endotheliale Aktivierung von
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Abb. V/7: Vereinfachte Schemadarstellung mdglicher Mechasmisnder Regulation
leukozytarer Adharenz und (konsekutiver) Transntigmadurch Ccrl, Ccr2 bzw. Ccr5 bei
der MCP-1- bzw. MIP-d- induzierten Rekrutierung von Leukozyten.

In den letzten Jahrzehnten konnte in zahlreichewli& nachgewiesen werden, dass I/R zu
einer Schadigung des betroffenen Gewebes fuhrtch@eleng mit der Infiltration von
Leukozyten assoziiert ist (54, 71, 141). Allerdimgehren sich in letzter Zeit die Hinweise
darauf, dass infiltrierende Leukozyten auch zu Gmmegeneration beitragen kénnen (3, 49,
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81, 95). Dies hat zu einer differenzierteren Bditacg dieser Zellpopulation bei der
Pathogenese des I/R-Schadens gefuhrt. Kuirzlich tkorgezeigt werden, dass die
Chemokinrezeptoren Ccr2 und Ccr5 sowie MtRP-&in Ligand des Chemokinrezeptors Ccrl,
eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung veukbzyten in das reperfundierte Gewebe
spielen (45, 83, 160). Die Bedeutung von Ccrl, GQor@ Ccr5 fur die einzelnen Schritte des
leukozytaren Extravasationsprozesses wahrend I/Rdewvibislang jedoch noch nicht
charakterisiert.

In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, di@s€hemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und
Ccr5 nicht in die Mechanismen des postischamisdbewkozytenrolling involviert sind.
Damit befinden sich diese Daten in Ubereinstimmuoniigunseren bisherigen Untersuchungen
zur Bedeutung der Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 Qo bei Chemokin-induzierter
Entztindung.

Feste Adhéarenz am Gefallendothel ist der zweiteitBahr kaskadenartig verlaufenden
Prozess der Leukozytenrekrutierung und ist zugl&iohraussetzung fur transendotheliale
und interstitielle Migration von Leukozyten (17)ngkre Befunde belegen, dass C&dr2,
und Ccr5 eine wichtige Rolle bei der festen Adharemon Leukozyten unter
postischamischen Bedingungen spielen. Auch diegelisse sind im Einklang mit unseren
Beobachtungen bei Chemokin-induzierter Entziindung.

Allerdings ist es uns in den Untersuchungen zureBithg von Ccrl, Ccr2, und Ccr5 bei I/R
nun erstmalig gelungen, zu zeigen, dass diese (tierapeptoren unterschiedlich jene
Mechanismen involviert sind, welche feste Adharerman Leukozyten in der initialen
Reperfusionsphase vermitteln. Wahrend Ccrl und @erfeukozytenadharenz vor allem zu
Beginn der Reperfusionsphase regulieren, scheirt &st zu spateren Zeitpunkten in diesen
Prozess einzugreifen. Eine Erklarung fur diese Baéu konnte die Beteiligung von
Monozyten bzw. Makrophagen bei der Pathogenese IsiHgimie-Reperfusionsschadens
liefern. Wahrend die funktionelle Relevanz von Moyten/Makrophagen fir die
Heilungsphase nach I/R in der Literatur gut dokutieenist, ist Uber die Bedeutung dieser
Zellpopulation in der frihen Reperfusionsphase wenig bekannt (119). Es gibt allerdings
Hinweise darauf, dass neben neutrophilen Granwozztich Monozyten das postischamische
Gewebe bereits zu einem frihen Zeitpunkt nach Eieseder Reperfusion infiltrieren und
dort eine Reihe proinflammatorischer Mediatoreriszen (13, 44, 56). Daruber hinaus
konnte kiirzlich gezeigt werden, dass Carbnonukledre Leukozyten starke Mediatoren der
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten sind6j1(Es wird angenommen, dass die

Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren durétiveerte Ccr2 Monozyten und T-
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Zellen sekundar zu einer weiteren Extravasation weamtrophilen Granulozyten fuhrt.
Folglich kénnte die Ccr2-abhéngige feste Adhaream izeukozyten am postischdmischen
GefalRendothel eines Zusammenspiels zwischen uhtedéchen Leukozyten-
subpopulationen wie neutrophilen Granulozyten urd2Cmononukledren Zellen bediirfen
und deshalb im zeitlichen Verlauf verzégert sein.

Des weiteren koénnten neuere Befunde, welche beledass die Expression des Ccr2-
Liganden MCP-1 von der Expression des CXC ChemaMii#-2 abhangig ist, eine weitere
Erklarung fur die verzogerten Effekte von Ccr2 der Leukozytenadharenz wéahrend I/R
liefern (162). Unsere Ergebnisse konnten daher eaedtimmte Expressionsprofile von
Chemokinen im zeitlichen Verlauf der initialen Repsionsphase widerspiegeln und somit
auf eine Hierarchie von Chemokinen und deren Rereptwahrend I/R hinweisen.

Um in das extravaskulare Kompartiment zu gelangdissen Leukozyten sowohl die
Endothelbarriere als auch die Basalmembran Ubesminbh unseren Experimenten konnten
wir nachweisen, dass die Chemokinrezeptoren Ccci?2 @ndCcr5 zur Rekrutierung von
Leukozyten in das reperfundierte Gewebe beitragenzeigte sich, dass 80 — 90 % der
transmigrierten Leukozyten Ly-6Gneutrophile Granulozyten und 5 — 10 Bé/80
Monozyten/Makrophagen waren. Ccrl-, Ccr2- ufitr5-Defizienz war mit keiner
Veranderung des Anteils Ly6Gund F4/80 Leukozyten an allen CD245Leukozyten
verbunden. Wir schlie3en daraus, dass Ccrl, Ca®Qer5 eine entscheidende Rolle bei der
Regulation der Extravasation von neutrophilen Gi@iden und Monozyten bei I/R spielt.
Diese Befunde decken sich mit Beobachtungen inrand®rganen. Sowohl Ccr2-Defizienz
in der reperfundierten Niere als auch Blockade MdR-1a in der postischamischen Lunge
waren mit einer verminderten Leukozyteninfiltratidas jeweiligen Gewebes assoziiert (45,
83). Daruiber hinaus konnte in unseren Untersuchurmen ersten Mal die funktionelle
Relevanz des Chemokinrezeptors Ccrl fiur die Redutg von neutrophilen Granulozyten
bei I/R nachgewiesen werden. Studien unter andafeammatorischen Bedingungen stitzen
diese Befunde (123, 136). Allerdings hatte die B#me des Chemokinrezeptors Ccr5 nach
fokaler zerebraler Ischdmie in Mausen keine Auswigen auf die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten (160). In derselben Stwhien Ccr5 jedoch die Infiltration des
postischamischen Gehirns mit Makrophagen zu regulie Eine Erklarung fur diese
Diskrepanz kénnten organspezifische Effekte seim, zlsatzlich zu zirkulierenden
Leukozyten und Endothel-/Epithelzellen, auch o#éisdige Zellen, welche einen bestimmten
Gewebetyp charakterisieren, eine herausragende BallEntziindung spielen (48, 74).
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In diesem Zusammenhang sollen vor allem Gewebepikstainmittelbar nach Einsetzen der
Reperfusion eine Reihe von Substanzen freisetzelche die Extravasation von neutrophilen
Granulozyten initiieren (74). Ferner konnte CcrlerZ und Ccr5 auf Mastzellen
nachgewiesen werden und es wurde gezeigt, dass dedpopulationin vivo bei der CC
Chemokin-induzierten Rekrutierung von neutrophiBanulozyten eine wichtige Rolle spielt
(128, 169). DarUber hinaus zeigte sich, dd#i&-la in vivo die Extravasation von
neutrophilen Granulozyten durch eine sequentieiésEtzung von TN und LTB, mediiert
(135, 137). Folglich konnten CC Chemokine die Rekrung von neutrophilen Granulozyten
wéahrend der postischamischen Entzindungsantworirekid Uber eine intermediare
Aktivierung von Gewebszellen wie z.B. Mastzellerdutie daraus resultierende Freisetzung
weiterer proinflammatorischer Mediatoren triggern.

Interessanterweise konnten wir in weiteren Untdraagen belegen, dass Ccrl-, Ccr2- und
Ccr5-Defizienz nicht mit einer veranderten Anzabh\Mastzellen inM. cremasterassoziiert
ist. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die wetente Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten in Chemokinrezeptor-defizienten Mausber das Ergebnis einer geringeren
Mastzellaktivierung reflektieren koénnte als die gleiner verminderten Mastzelldichte im
Kremastermuskel Chemokinrezeptor-defizienter Taeraein scheint.

Dartber hinaus ist es uns gelungen, erstmals nagigen, dass die Chemokinrezeptoren
Ccr2 und Ccr5 auf der Oberflache von nativen, nmurimeutrophilen Granulozyten
exprimiert werden. Es ist deshalb wahrscheinlichssd Ccr2- und Ccr5-abhéngige feste
Adharenz und (konsekutive) Transmigration von replilen Granulozyten in das
postischamische = Gewebe auch direkt durch Intenadtio zwischen diesen
Chemokinrezeptoren auf neutrophilen Granulozytend urderen entsprechenden
Chemokinliganden vermittelt wird.

Die Frage, ob die Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 @ad die transendotheliale Migration
von Leukozyten direkt regulieren oder ob die bebbeten Effekte nur die Folge einer
verminderten Leukozytenadharenz sind, kann in diesevivo Studie nicht abschlielend
geklart werden. Allerdings sprechém vitro Daten daftir, dass CC Chemokine und deren
Rezeptoren neben der Leukozytenadharenz auch dweitt Ster Transmigration durch die
Modulation des Aktivierungsstatus von leukozytahetegrinen mediieren (172-174). Dabei
sollen Interaktionen zwischen aktivierten Integnnend deren Bindungspartnern, wie z.B.
JAM-A oder JAM-C (171), die transendotheliale Migpa von Leukozyten vermitteln.
Deshalb konnte die verminderte Leukozytenrekrutigrin Chemokinrezeptor-defizienten

Tieren sowohl die Folge einer reduzierten Leukazgtharenz als auch das Ergebnis von
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Auswirkungen auf Mechanismen sein, welche direkt iden leukozytéaren
Transmigrationsprozess eingreifen.

Allerdings hatte Ccrl-, Ccr2- und Ccr5-Defizienzhrénd I/R jeweils keine vollstandige
Blockade der Leukozytentransmigration zur Folge,s wauf die Beteiligung weiterer
Mechanismen hinweist. In diesem Zusammenhang kanAghasionsmolekile wie z.B.
CD31, CD99, JAM-A, JAM-C und ESAM, welche auf debéflache von Endothelzellen
bzw. Leukozyten exprimiert werden, oder auch leykire Proteasen diesen Prozess
unabhangig von den jeweils untersuchten Chemolepteren mediieren (80, 179).

Nach ihrer transendothelialen Migration sollen Lexjen schliel3lich entlang eines
Chemokingradienten zum Ort der Entzindung migrigiet0). Wahrend I/R kdnnen die
unterschiedlichsten Zelltypen, wie z.B. Fibroblast&ewebsmakrophagen und Mastzellen,
Quelle von Mediatoren sein, welche die Fortbewegwog Leukozyten innerhalb des
interstitiellen Gewebes vermitteln. In unseren delen konnten wir mit Hilfe der RLOT-
Intravitalmikroskopie beobachten, dass I/R die Migm von Leukozyten im perivaskularen
Gewebe induziert. Interessanterweise war Ccrl-2-Caend Ccr5-Defizienz &hnlich wie bei
der Chemokin-induzierten Leukozytenrekrutierunghabei dieser Entziindungsform nicht

mit einer veranderten Gewebeverteilung transmigmidreukozyten assoziiert.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dassGec2lundCcr5 durch die Regulation
fester Adharenz und (konsekutiver) transendothelidligration sowohl bei Chemokin-
induzierter Entzindung wie auch wahrend I/R zur rReéérung von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten beitragen. Zusatzlicmriten wir nachweisen, dass diese
Chemokinrezeptoren unter den jeweiligen inflammatbien Bedingungen keinen Einfluss
auf das interstitielle Migrationsverhalten transn@ger Leukozyten besitzen. Schlief3lich
erlauben unsere intravitalmikroskopischen Befundablieke in die dynamische bzw.
differentielle Regulation der Leukozytenextravasativahrend der frihen Reperfusionsphase
durch die Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5.
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Abb. V/8: Vereinfachtes pathophysiologisches KonzeptBlackade der Rezeption von CC
Chemokinen Uber Ccrl, Ccr2 oder Ccr5 bei I/R: DiedRade der Chemokinrezeptoren Ccrl,
Ccr2 oder Ccr5 fuhrt durch Inhibition (1) von Ing&tionen mit leukozytaren Ccrs z.B. Uber
Veranderungen der Integrin-Affinitat und/oder (2)t micht-leukozytaren Ccrs z.B. Uber
Sekretion von Entziindungsmediatoren und AktiviemamgEndothelzellen zur Verminderung
leukozytarer Adhéarenz und (konsekutiver) Transntigna Die Folge ist eine Abschwéchung
der durch intravasale @ Thrombozyten-/Leukozytenlamnglate  bedingten  (3)
postischamischen Mikrozirkulationsstérung und dascld Leukozyteninfiltration bedingten
(4) Parenchymzellschadens, woraus sich eine Verringg der (5) Dysfunktion bzw.
Pravention vor Versagen des reperfundierten Organgot.
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VI. SCHLUSSFOLGERUNG

Leukozyten spielen eine zentrale Rolle bei der &hese von entzindlichen Erkrankungen
und I/R. Die Rekrutierung von Leukozyten aus delravaskularen Stromgebieten in das
entziindete Gewebe ist ein hochkomplexer Prozesdyislang nicht vollstandig verstanden
ist. Die Rolle des Adhasionsmolekiils JAM-A wird dalm der aktuellen Literatur kontrovers
diskutiert. Die Bedeutung der ChemokinrezeptorenlC€cr2 und Ccr5 fur die einzelnen
Schritte des leukozytaren Rekrutierungsprozessas /o unzulanglich geklart.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, dasbletde Modell der Zytokin- bzw.
Chemokin-induzierten Entzindung alkh cremasterder Maus zu einem Versuchsmodell
weiter zu entwickeln, welches die Untersuchung rallgchritte des leukozytaren
Rekrutierungsprozesses wahrend I/R erlaubt. Dies aem Ausgangspunkt fir Studien,
welche in unterschiedlichen experimentellen Angétdee Mechanismen der leukozytaren
Diapedese naher erforschen sollten.

In diesem Zusammenhang wurde die Rolle des Adhé&siolekils JAM-A fur die
Rekrutierung von Leukozyten zum ersten Mal systesdlat unter verschiedenen
inflammatorischen Bedingungen untersucht. Die vgenden Ergebnisse deuten darauf hin,
dass JAM-A die transendotheliale Migration von nepiiilen Granulozyten und Monozyten
in vivo Stimulus-spezifisch mediiert. Dartber hinaus kenmgjezeigt werden, dass die
Transmigration von neutrophilen Granulozyten und nbloyten einer dynamischen
Regulation durch das endothelial exprimierte JAM#Aterliegt. Schliel3lich lassen unsere
Beobachtungen darauf schliel3en, dass das leukezy#AM-A in die Regulation der
interstitiellen Leukozytenmigration involviert isAuf Basis der hier erhobenen Befunde
kénnen die in der Literatur publizierten und ursglich als kontrovers interpretierte Daten
zur Bedeutung von JAM-A fur die Rekrutierung vonukezyten aus einem anderen
Blickwinkel betrachtet und durch die hier erstmdigschriebenen besonderen Eigenschaften
dieses Adhasionsmolekuls erklart werden.

Des Weiteren wurde die Bedeutung der Chemokinrerept Ccrl, Ccr2 und Ccr5
systematisch bei Chemokin-induzierter Entzindungiesdei I/R analysiert. Die Ergebnisse
belegen, dass Ccrl, Ccr2 und Ccr5 nach Chemokiualstiion in vivo feste Adhérenz und
(konsekutive) Transmigration von neutrophilen Gltaayten und Monozyten vermitteln und
bestatigen somit bisherige vitro Befunde. Ferner zeigen unsere Daten, dass diesuntgen
Chemokinrezeptoren keinen Einfluss auf das intexdé Migrationsverhalten transmigrierter
Leukozyten haben. In der vorliegenden Arbeit istvesterhin zum ersten Mal gelungen, die

Chemokinrezeptoren Ccr2 und Ccr5 auf der Oberflaclom nativen neutrophilen
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Granulozyten der Maus nachzuweisen. Dartber hikanste gezeigt werden, dass Ccrl,
Ccr2 und Ccr5 durch dynamische bzw. differentieRegulation von Adhéarenz und
(konsekutiver) Transmigration auch funktionelle &®nz fir die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten in postisgisches Gewebe besitzen.
Pharmakologische Inhibitoren von CC-Chemokinrezepiqz.B. BX471) werden bereits in
klinischen Studien fur die Zulassung zur theraehen Anwendung bei Multipler Sklerose,
Rheumatoider Arthritis und Arteriosklerose Uberpridhwiefern die praventive und/oder
therapeutische Beeinflussung der Leukozytenrekung wahrend I/R durch die
pharmakologische Blockade der Chemokinrezeptoret,@@cr2 und Ccr5 eine Anwendung
in der klinischen Routine finden kénnte, muss dunakitere experimentelle und klinische
Studien geklart werden.

Die Herausforderung der Zukunft ist, die molekutar&rundlagen des Rekrutierungs-
prozesses jener Leukozytensubpopulationen zu ehfens welche in besonderem Masse an
der Pathogenese einer definierten Erkrankung bteind. Auf Basis dieser Erkenntnisse
konnten pharmakologische Substanzen entwickelt@verdelche eine gezielte Kontrolle des
leukozytaren Extravasationsprozesses ermoglichas. Del ist, selektiv die Rekrutierung
pathogenetisch relevanter Leukozytenpopulationerinhibieren, ohne dabei Einfluss auf
nicht-beteiligte Leukozytenpopulationen auszuilasf. diese Weise kdnnten Stérungen der
Wundheilung und Geweberegeneration sowie das Rmik&ntstehung von Infektionen oder
Neoplasien, wie sie durch eine unspezifische Immppsession bei gegenwartig

verwendeten Therapieregimen auftreten, wesenttidhziert werden.
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VIl. ZUSAMMENFASSUNG

Die Eigenschaft von Leukozyten, das Gefal3systenverlassen und in das umliegende
Gewebe auszuwandern, ist von essentieller Bededtundje Bek&dmpfung von Infektionen
und dariiber hinaus entscheidend fiir die Pathogeless#R-Schadens.

Die Extravasation von Leukozyten stellt dabei eikaskadenartig verlaufenden Prozess dar,
welcher sich in die Schritte Rolling, Adharenz ngandotheliale und interstitielle Migration
gliedern lasst. Ein geeignetes Versuchsmodell, veslamM. cremasterder Mausin vivo
alle Schritte des leukozytaren Rekrutierungsprazessahrend I/R zu analysieren erlaubt,
liegt bisher nicht vor. Wahrend die frihen Schrdes leukozytdren Extravasationsprozesses
weitgehend aufgeklart sind, sind die Schritte demgendothelialen und interstitiellen
Migration von Leukozyten unzureichend verstandenvitro Untersuchungen zeigen, dass
das Molekil JAM-A in die Transmigration von Leukéey involviert ist, jingsten vivo
Studien zeigen jedoch kontroverse Ergebnisse. Fgibé es zunehmend Hinweise darauf,
dass die Chemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr8eanExtravasation von Leukozyten
beteiligt sind. Welche Bedeutung diese Chemokirptzen fir die einzelnen Schritte des
leukozytaren Rekrutierungsprozesses bei Entziindndd/R besitzen, ist bislang unklar.

Die Ziele der vorliegenden Arbeit waren daher 1) geeignetes Modell zur Untersuchung
aller Schritte des leukozytaren Rekrutierungsprezedei I/R anM. cremasterder Maus zu
entwickeln, ii) die Bedeutung des Adh&asionsmolekiddv-A fur die Transmigration von
Leukozyten zu untersuchen und iii) die Rolle dee@bkinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccrb
fur die einzelnen Schritte des leukozytdren Rekrutigsprozesses bei Entziindung und I/R
zu analysieren.

In unterschiedlichen Versuchsansatzen wurde mieHier RLOT-Intravitalmikroskopie am
M. cremasteranasthesierter Mause die leukozytaren Migratiomepater untersucht. Zur
Bestimmung des Phanotyps transmigrierter Leukozytamrden immunhistochemische
Farbungen von Paraffinschnitten durchgefihrt.

In einer ersten Versuchsreihe wurden die einze8whritte des leukozytaren Extravasations-
prozesses systematisch in Abhéngigkeit von Ischdamier und Reperfusionszeit untersucht.
Die Ergebnisse zeigen, dass es bereits nach 30lsoivdmie und 120 min Reperfusion
gegeniber schein-operierten Kontrolltieren zu einstarken Anstieg von Leukozyten-
adharenz und -transmigration kommt. Eine Verlanggmer Ischamiezeit auf 60 bzw. 90 min
konnte keine Steigerung der Effekte erzielen. Didsunde waren der Ausgangspunkt far
weitergehende Untersuchungen, welche die Mechanistes leukozytaren Rekrutierungs-

prozesses naher charakterisieren sollen.
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In diesem Zusammenhang wurde in einer zweiten \¢esgeihe unter Verwendung von
JAM-A-defizienten Mausen die Bedeutung des Adh&smoiekils JAM-A fir die
Leukozytenrekrutierung systematisch unter vers@mned inflammatorischen Bedingungen
analysiert. Unsere Daten belegen, dass die trao8eiile Migration von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten einer Stimulus-spe#ifisc Regulation durch JAM-A
unterliegt. Ferner lassen die Ergebnisse unserdertlrchungen in eJAM-A-defizienten
Tieren darauf schliel3en, dass endotheliales JAMIA Tdansmigration von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten zwar in der Initialphasgztndlicher Prozesse vermittelt, zu
spateren Zeitpunkten jedoch keine Bedeutung mehvesitzen scheint. Schlie3lich deuten
unsere Befunde darauf hin, dass leukozytares JAMuA den der interstitiellen
Leukozytenmigration zugrunde liegenden Mechanisbetailigt ist.

In einer letzten Versuchsreihe wurde die Rolle@eemokinrezeptoren Ccrl, Ccr2 und Ccr5
fur die Rekrutierung von Leukozyten bei Chemokidunierter Entzindung und I/R
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass diesen@finrezeptoren die Extravasation von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten bei Chemakduzierter Entzindung durch
Effekte auf Adharenz und (konsekutive) transenditlee Migration mediieren und keinen
Einfluss auf das interstitielle Migrationsverhaltgansmigrierter Leukozyten besitzen. Des
Weiteren ist es mittels durchflusszytometrischealxge gelungen, die Expression von Ccr2
und Ccr5 auf nativen neutrophilen Granulozyten maaleisen. Dartber hinaus konnte
erstmals gezeigt werden, dass die Chemokinrezep@xeel, Ccr2 und Ccr5 zur Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten und Monozyten in gestischdmische Gewebe durch
dynamische bzw. differentielle Regulation von Adirér und (konsekutiver) Transmigration
beitragen.

127



VIII.

10.

11.

12.

LITERATURVERZEICHNIS

Algood H.M., Flynn J.L. (2004) CCRS5-deficientiom control Mycobacterium
tuberculosis infection despite increased pulmon&mphocytic infiltration. J.
Immunol. 173, 3287-3296.

Alon R., Kassner P.D., Carr M.W., Finger E.Bemler M.E., Springer T.A. (1995)
The integrin VLA-4 supports tethering and rollingfiow on VCAM-1. J. Cell Biol.
128, 1243-1253.

Anders H.J., Frink M., Linde Y., Banas B., Wier M., Cohen C.D., Vielhauer V.,
Nelson P.J., Grone H.J., Schlondorff D. (2003) G@ngokine ligand 5/RANTES
chemokine antagonists aggravate glomerulonepltéspite reduction of glomerular
leukocyte infiltration. J. Immunol. 170, 5658-5666.

Anders H.J., Vielhauer V., Frink M., Linde YCohen C.D., Blattner S.M., Kretzler
M., Strutz F., Mack M., Grone H.J., Onuffer J., HibR., Nelson P.J., Schlondorff D.
(2002) A chemokine receptor CCR-1 antagonist resluenal fibrosis after unilateral
ureter ligation. J. Clin. Invest 109, 251-259.

Andersen M.H., Schrama D., Thor S.P., Becker (2006) Cytotoxic T cells. J. Invest
Dermatol. 126, 32-41.

Arrate M.P., Rodriguez J.M., Tran T.M., BrodkA., Cunningham S.A. (2001)
Cloning of human junctional adhesion molecule 3MBA and its identification as the
JAM2 counter-receptor. J. Biol. Chem. 276, 4582835

Ascon D.B., Lopez-Briones S., Liu M., Ascon, 8avransky V., Colvin R.B., Soloski
M.J., Rabb H. (2006) Phenotypic and functional abtarization of kidney-infiltrating
lymphocytes in renal ischemia reperfusion injuryindmunol. 177, 3380-3387.

Baez S. (1973) An open cremaster muscle pagparfor the study of blood vessels
by in vivo microscopy. Microvasc. Res. 5, 384-394.

Barreiro O., Yanez-Mo M., Serrador J.M., MoradM.C., Vicente-Manzanares M.,
Tejedor R., Furthmayr H., Sanchez-Madrid F. (20Dghamic interaction of VCAM-

1 and ICAM-1 with moesin and ezrin in a novel emgtil docking structure for
adherent leukocytes. J. Cell Biol. 157, 1233-1245.

Beck J., Stummer W., Lehmberg J., Baethmann Ukl E. (1997) Leukocyte-
endothelium interactions in global cerebral iscreemicta Neurochir. Suppl 70, 53-
55.

Bevilacqua M.P., Stengelin S., Gimbrone M.A:, Seed B. (1989) Endothelial
leukocyte adhesion molecule 1: an inducible reaepto neutrophils related to
complement regulatory proteins and lectins. Sci#® 1160-1165.

Bilsland C.A., Diamond M.S., Springer T.A9@4) The leukocyte integrin p150,95
(CD11c/CD18) as a receptor for iC3b. Activationdyeterologous beta subunit and
localization of a ligand recognition site to theédmain. J. Immunol. 152, 4582-4589.

128



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Birdsall H.H., Green D.M., Trial J., YoukerA, Burns A.R., MacKay C.R., LaRosa
G.J., Hawkins H.K., Smith C.W., Michael L.H., Entm#.L., Rossen R.D. (1997)
Complement C5a, TGF-beta 1, and MCP-1, in sequemmkjce migration of

monocytes into ischemic canine myocardium withia finst one to five hours after
reperfusion. Circulation 95, 684-692.

Boring L., Gosling J., Chensue S.W., Kunkel. SFarese R.V., Jr., Broxmeyer H.E.,
Charo I.F. (1997) Impaired monocyte migration aaduced type 1 (Thl) cytokine
responses in C-C chemokine receptor 2 knockout.rlidglin. Invest 100, 2552-2561.

Boring L., Gosling J., Cleary M., Charo 1[#998) Decreased lesion formation in
CCR2-/- mice reveals a role for chemokines in thtaition of atherosclerosis. Nature
394, 894-897.

Burne-Taney M.J., Ascon D.B., Daniels F., i&an L., Baldwin W., Rabb H. (2003)
B cell deficiency confers protection from renal hemia reperfusion injury. J.
Immunol. 171, 3210-3215.

Butcher E.C. (1991) Leukocyte-endothelial cetognition: three (or more) steps to
specificity and diversity. Cell 67, 1033-1036.

Campbell J.J., Hedrick J., Zlotnik A., SiaviiA., Thompson D.A., Butcher E.C.
(1998) Chemokines and the arrest of lymphocytengolunder flow conditions.
Science 279, 381-384.

Carlos T.M., Harlan J.M. (1994) Leukocyte-etetlial adhesion molecules. Blood
84, 2068-2101.

Carman C.V., Springer T.A. (2004) A transratgry cup in leukocyte diapedesis both
through individual vascular endothelial cells ardween them. J. Cell Biol. 167, 377-
388.

Cera M.R., Del Prete A., Vecchi A., Corada Martin-Padura I., Motoike T., Tonetti
P., Bazzoni G., Vermi W., Gentili F., Bernasconi &ato T.N., Mantovani A., Dejana
E. (2004) Increased DC trafficking to lymph nodesl a&ontact hypersensitivity in
junctional adhesion molecule-A-deficient mice. InGnvest 114, 729-738.

Chambers D.E., Parks D.A., Patterson G., RoWicCord J.M., Yoshida S., Parmley
L.F., Downey J.M. (1985) Xanthine oxidase as a s®wf free radical damage in
myocardial ischemia. J. Mol. Cell Cardiol. 17, 1452.

Charo I.F., Ransohoff R.M. (2006) The manksoof chemokines and chemokine
receptors in inflammation. N. Engl. J. Med. 3540-&P1.

Cheng S.S., Lai J.J., Lukacs N.W., Kunkel.S2001) Granulocyte-macrophage
colony stimulating factor up-regulates CCR1 in hamm&utrophils. J. Immunol. 166,
1178-1184.

Chosay J.G., Fisher M.A., Farhood A., Read&.KDunn C.J., Jaeschke H. (1998)
Role of PECAM-1 (CD31) in neutrophil transmigratimnmurine models of liver and
peritoneal inflammation. Am. J. Physiol 274, G7768G.

129



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Cliff W.J. (1966) The acute inflammatory reéaic in the rabbit ear chamber with
particular reference to the phenomenon of leukocytigration. J. Exp. Med. 124,
543-556.

Cook D.N., Beck M.A., Coffman T.M., Kirby S,LSheridan J.F., Pragnell I.B.,
Smithies O. (1995) Requirement of MIP-1 alpha foirglammatory response to viral
infection. Science 269, 1583-1585.

Corada M., Chimenti S., Cera M.R., Vinci Malio M., Fiordaliso F., De Angelis N.,
Villa A., Bossi M., Staszewsky L.I., Vecchi A., Raroli D., Motoike T., Latini R.,
Dejana E. (2005) Junctional adhesion molecule-Actaft polymorphonuclear cells
show reduced diapedesis in peritonitis and heatteisia-reperfusion injury. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A 102, 10634-10639.

Cunningham S.A., Rodriguez J.M., Arrate MIRan T.M., Brock T.A. (2002) JAM2
interacts with alphadbetal. Facilitation by JAM3Bibl. Chem. 277, 27589-27592.

Dangerfield J., Larbi K.Y., Huang M.T., Dewar, Nourshargh S. (2002) PECAM-1
(CD31) homophilic interaction up-regulates alphdéhbeon transmigrated neutrophils
in vivo and plays a functional role in the abilibf alpha6 integrins to mediate
leukocyte migration through the perivascular basgmeembrane. J. Exp. Med. 196,
1201-1211.

Dangerfield J.P., Wang S., Nourshargh S.fp®&Jockade of alpha6 integrin inhibits
IL-1beta- but not TNF-alpha-induced neutrophil s@mgration in vivo. J. Leukoc.
Biol. 77, 159-165.

De Lema G.P., Maier H., Franz T.J., EscribdseChilla S., Segerer S., Camarasa N.,
Schmid H., Banas B., Kalaydjiev S., Busch D.H., flefe K., Mampaso F.,
Schlondorff D., Luckow B. (2005) Chemokine recep@mr2 deficiency reduces renal
disease and prolongs survival in MRL/lpr lupus-ganice. J. Am. Soc. Nephrol. 16,
3592-3601.

Dejana E. (2004) Endothelial cell-cell juna: happy together. Nat. Rev. Mol. Cell
Biol. 5, 261-270.

Del Maschio A., De Luigi A., Martin-Padura Brockhaus M., Bartfai T., Fruscella
P., Adorini L., Martino G., Furlan R., De Simoni Gl, Dejana E. (1999) Leukocyte
recruitment in the cerebrospinal fluid of mice widxperimental meningitis is
inhibited by an antibody to junctional adhesion ewolle (JAM). J. Exp. Med. 190,
1351-1356.

Delves P.J., Roitt .M. (2000) The immunetsys First of two parts. N. Engl. J. Med.
343, 37-49.

Denk W., Strickler J.H., Webb W.W. (1990) Fplooton laser scanning fluorescence
microscopy. Science 248, 73-76.

Diamond M.S., Alon R., Parkos C.A., Quinn M.Springer T.A. (1995) Heparin is an
adhesive ligand for the leukocyte integrin Mac-1D({@b/CD1). J. Cell Biol. 130,
1473-1482.

130



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Ebnet K., Suzuki A., Ohno S., Vestweber DD0@) Junctional adhesion molecules
(JAMs): more molecules with dual functions? J. Gali. 117, 19-29.

Engelhardt B., Wolburg H. (2004) Mini-review:ransendothelial migration of
leukocytes: through the front door or around tlte 9f the house? Eur. J. Immunol.
34, 2955-2963.

Faint R.W. (1992) Platelet-neutrophil intei@ts: their significance. Blood Rev. 6,
83-91.

Feng D., Nagy J.A., Pyne K., Dvorak H.F., BakoA.M. (1998) Neutrophils emigrate
from venules by a transendothelial cell pathwayesponse to FMLP. J. Exp. Med.
187, 903-915.

Ferrante R.J., Hobson R.W., Miyasaka M., GeanD.N., Duran W.N. (1996)
Inhibition of white blood cell adhesion at repertus decreases tissue damage in
postischemic striated muscle. J. Vasc. Surg. 24;158.

Ferrari R., Ceconi C., Curello S., Cargnoni@ondorelli E., Raddino R. (1985) Role
of oxygen in myocardial ischaemic and reperfusicmmdge: effect of alpha-
tocopherol. Acta Vitaminol. Enzymol. 7 Suppl, 61-70

Formigli L., Manneschi L.I., Nediani C., Maik E., Fratini G., Orlandini S.Z., Perna
A.M. (2001) Are macrophages involved in early myocal reperfusion injury? Ann.
Thorac. Surg. 71, 1596-1602.

Furuichi K., Wada T., lwata Y., Kitagawa Kobayashi K., Hashimoto H., Ishiwata
Y., Asano M., Wang H., Matsushima K., Takeya M.,zi&l W.A., Mukaida N.,
Yokoyama H. (2003) CCR2 signaling contributes tchemia-reperfusion injury in
kidney. J. Am. Soc. Nephrol. 14, 2503-2515.

Gao J.L., Wynn T.A,, Chang Y., Lee E.J., Bneyer H.E., Cooper S., Tiffany H.L.,
Westphal H., Kwon-Chung J., Murphy P.M. (1997) Imed host defense,
hematopoiesis, granulomatous inflammation and tifigpe 2 cytokine balance in
mice lacking CC chemokine receptor 1. J. Exp. M&h, 1959-1968.

Gao W., Topham P.S., King J.A., Smiley Sdsjzmadia V., Lu B., Gerard C.J.,
Hancock W.W. (2000) Targeting of the chemokine ptéme CCR1 suppresses
development of acute and chronic cardiac allogggéction. J. Clin. Invest 105, 35-
44,

Garcia-Ramallo E., Marques T., Prats N., Bele, Kunkel S.L., Godessart N. (2002)
Resident cell chemokine expression serves as ther meechanism for leukocyte
recruitment during local inflammation. J. Immunb69, 6467-6473.

Gasser 0., Schifferli J.A. (2004) Activatedolymorphonuclear neutrophils
disseminate anti-inflammatory microparticles byoegtosis. Blood 104, 2543-2548.

Goodman T., Lefrancois L. (1988) Expressibthe gamma-delta T-cell receptor on
intestinal CD8+ intraepithelial lymphocytes. Nat@&3, 855-858.

131



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Gotsch U., Borges E., Bosse R., Boggemeyesition M., Mossmann H., Vestweber
D. (1997) VE-cadherin antibody accelerates neuitepbruitment in vivo. J. Cell Sci.
110 ( Pt 5), 583-588.

Granger D.N. (1988) Role of xanthine oxidam®d granulocytes in ischemia-
reperfusion injury. Am. J. Physiol 255, H1269-H1275

Gute D.C., Ishida T., Yarimizu K., KorthuisJR(1998) Inflammatory responses to
ischemia and reperfusion in skeletal muscle. Mell Biochem. 179, 169-187.

Harris A.G., Leiderer R., Peer F., Messmef1096) Skeletal muscle microvascular
and tissue injury after varying durations of iscleenAm. J. Physiol 271, H2388-
H2398.

Harris E.S., Mcintyre T.M., Prescott S.M.mfnerman G.A. (2000) The leukocyte
integrins. J. Biol. Chem. 275, 23409-23412.

Herskowitz A., Choi S., Ansari A.A.,, Wessgln S. (1995) Cytokine mRNA
expression in postischemic/reperfused myocardium. A Pathol. 146, 419-428.

Hickey M.J., Forster M., Mitchell D., Kaur, De Caigny C., Kubes P. (2000) L-
selectin facilitates emigration and extravascuapbmotion of leukocytes during acute
inflammatory responses in vivo. J. Immunol. 165547 170.

Hirabayashi S., Tajima M., Yao I., NishimWa, Mori H., Hata Y. (2003) JAM4, a
junctional cell adhesion molecule interacting watttight junction protein, MAGI-1.
Mol. Cell Biol. 23, 4267-4282.

Hirata K., Ishida T., Penta K., Rezaee M.ny&., Wohlgemuth J., Quertermous T.
(2001) Cloning of an immunoglobulin family adhesimolecule selectively expressed
by endothelial cells. J. Biol. Chem. 276, 162233%K2

Hoffman R., Gross L. (1975) The modulatiomtcast microscope. Nature 254, 586-
588.

Hoffmann T.F., Leiderer R., Waldner H., ArbsgS., Messmer K. (1995) Ischemia
reperfusion of the pancreas: a new in vivo modelaltute pancreatitis in rats. Res.
Exp. Med. (Berl) 195, 125-144.

Horuk R., Clayberger C., Krensky A.M., Wang @Grone H.J., Weber C., Weber K.S.,
Nelson P.J., May K., Rosser M., Dunning L., Liang, Buckman B., Ghannam A.,
Ng H.P., Islam I, Bauman J.G., Wei G.P., Monahan &1 W., Snider R.M.,
Morrissey M.M., Hesselgesser J., Perez H.D. (20B1)non-peptide functional
antagonist of the CCR1 chemokine receptor is effectn rat heart transplant
rejection. J. Biol. Chem. 276, 4199-4204.

Huang M.T., Larbi K.Y., Scheiermann C., WandA., Gerwin N., Haskard D.O.,
Nourshargh S. (2006) ICAM-2 mediates neutrophihgraigration in vivo: evidence
for stimulus specificity and a role in PECAM-1-inmndent transmigration. Blood
107, 4721-4727.

132



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

lida S., Kohro T., Kodama T., Nagata S., faga R. (2005) Identification of CCR2,
flotillin, and gp49B genes as new G-CSF targetsndguneutrophilic differentiation. J.
Leukoc. Biol.

Issekutz T.B. (1995) In vivo blood monocytegration to acute inflammatory
reactions, IL-1 alpha, TNF-alpha, IFN-gamma, andh QElizes LFA-1, Mac-1, and
VLA-4. The relative importance of each integriniddmunol. 154, 6533-6540.

Jennings R.B., Reimer K.A. (1991) The cetildgy of acute myocardial ischemia.
Annu. Rev. Med. 42, 225-246.

Jerome S.N., Kong L., Korthuis R.J. (1994) cidvascular dysfunction in
postischemic skeletal muscle. J. Invest Surg. 16.3-

Jiang H., Chess L. (2006) Regulation of imewesponses by T cells. N. Engl. J.
Med. 354, 1166-1176.

Jo N., Wu G.S., Rao N.A. (2003) Upregulatdbrthemokine expression in the retinal
vasculature in ischemia-reperfusion injury. Inv€gththalmol. Vis. Sci. 44, 4054-
4060.

Johnston B., Burns A.R., Suematsu M., IssekuB., Woodman R.C., Kubes P.
(1999) Chronic inflammation upregulates chemokeeeptors and induces neutrophil
migration to monocyte chemoattractant protein-Clih. Invest 103, 1269-1276.

Jolly S.R., Kane W.J., Hook B.G., Abrams GRunkel S.L., Lucchesi B.R. (1986)
Reduction of myocardial infarct size by neutroptipletion: effect of duration of
occlusion. Am. Heart J. 112, 682-690.

Jutila M.A. (1994) Function and regulationl@fikocyte homing receptors. J. Leukoc.
Biol. 55, 133-140.

Kanda H., Tateya S., Tamori Y., Kotani K.,agh K., Kitazawa R., Kitazawa S.,
Miyachi H., Maeda S., Egashira K., Kasuga M. (2008LCP-1 contributes to
macrophage infiltration into adipose tissue, insuésistance, and hepatic steatosis in
obesity. J. Clin. Invest 116, 1494-1505.

Kanwar S., Kubes P. (1994) Ischemia/repesfugiduced granulocyte influx is a
multistep process mediated by mast cells. Micratatoon. 1, 175-182.

Kanwar S., Smith C.W., Kubes P. (1998) Anoalise requirement for P-selectin in
ischemia/reperfusion-induced leukocyte recruitmemh cremaster muscle.
Microcirculation. 5, 281-287.

Khan LA., Murphy P.M., Casciotti L., Schwartan J.D., Collins J., Gao J.L.,
Yeaman G.R. (2001) Mice lacking the chemokine remre@CR1 show increased
susceptibility to Toxoplasma gondii infection. thrhunol. 166, 1930-1937.

Khandoga A., Biberthaler P., Messmer K., Kbach F. (2003) Platelet-endothelial
cell interactions during hepatic ischemia-repeduasin vivo: a systematic analysis.
Microvasc. Res. 65, 71-77.

133



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Khandoga A., Biberthaler P., Messmer K., Kbach F. (2003) Platelet-endothelial
cell interactions during hepatic ischemia-repeduasin vivo: a systematic analysis.
Microvasc. Res. 65, 71-77.

Khandoga A., Hanschen M., Kessler J.S., KawhbF. (2006) CD4+ T cells
contribute to postischemic liver injury in mice hkpteracting with sinusoidal
endothelium and platelets. Hepatology 43, 306-315.

Khandoga A., Kessler J.S., Hanschen M., KbhgadA.G., Burggraf D., Reichel C.,
Hamann G.F., Enders G., Krombach F. (2006) Matretathoproteinase-9 promotes
neutrophil and T cell recruitment and migrationtie postischemic liver. J. Leukoc.
Biol. 79, 1295-1305.

Khandoga A., Kessler J.S., Meissner H., Ha@sd., Corada M., Motoike T., Enders
G., Dejana E., Krombach F. (2005) Junctional admesnolecule -A deficiency
increases hepatic ischemia-reperfusion injury despieduction of neutrophil
transendothelial migration. Blood.

Koch A.E., Kunkel S.L., Harlow L.A., MazarakD.D., Haines G.K., Burdick M.D.,
Pope R.M., Strieter R.M. (1994) Macrophage inflartonaprotein-1 alpha. A novel
chemotactic cytokine for macrophages in rheumaaailritis. J. Clin. Invest 93, 921-
928.

Krishnadasan B., Farivar A.S., Naidu B.V., ey S.M., Byrne K., Fraga C.H.,
Mulligan M.S. (2004) Beta-chemokine function in ermental lung ischemia-
reperfusion injury. Ann. Thorac. Surg. 77, 1056-1.06

Kuebler W.M., Parthasarathi K., Wang P.M.aacharya J. (2000) A novel signaling
mechanism between gas and blood compartments afrigeJ. Clin. Invest 106, 607.

Kunkel E.J., Jung U., Bullard D.C., NormarEK.Wolitzky B.A., Vestweber D.,

Beaudet A.L., Ley K. (1996) Absence of trauma-inethdeukocyte rolling in mice

deficient in both P-selectin and intercellular aglbe molecule 1. J. Exp. Med. 183,
57-65.

Kupatt C., Wichels R., Horstkotte J., Kromiba€e., Habazettl H., Boekstegers P.
(2002) Molecular mechanisms of platelet-mediatedkdeyte recruitment during
myocardial reperfusion. J. Leukoc. Biol. 72, 453-46

Kuroda T., Shiohara E., Homma T., Furukawa Qhiba S. (1994) Effects of
leukocyte and platelet depletion on ischemia--riefsgon injury to dog pancreas.
Gastroenterology 107, 1125-1134.

Kuziel W.A., Morgan S.J., Dawson T.C., Griffs., Smithies O., Ley K., Maeda N.
(1997) Severe reduction in leukocyte adhesion andatyte extravasation in mice
deficient in CC chemokine receptor 2. Proc. Nadad Sci. U. S. A 94, 12053-12058.

Lalor P., Nash G.B. (1995) Adhesion of flogiileucocytes to immobilized platelets.
Br. J. Haematol. 89, 725-732.

Lampugnani M.G., Resnati M., Raiteri M., RigR., Pisacane A., Houen G., Ruco
L.P., Dejana E. (1992) A novel endothelial-specifiembrane protein is a marker of
cell-cell contacts. J. Cell Biol. 118, 1511-1522.

134



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Laudanna C., Kim J.Y., Constantin G., Butcker(2002) Rapid leukocyte integrin
activation by chemokines. Immunol. Rev. 186, 37-46.

Lechner F., Sahrbacher U., Suter T., FreiBfgckhaus M., Koedel U., Fontana A.
(2000) Antibodies to the junctional adhesion moleaause disruption of endothelial
cells and do not prevent leukocyte influx into tmeninges after viral or bacterial
infection. J. Infect. Dis. 182, 978-982.

Lehr H.A., Olofsson A.M., Carew T.E., VajkgcP., von Andrian U.H., Hubner C.,
Berndt M.C., Steinberg D., Messmer K., Arfors K(E994) P-selectin mediates the
interaction of circulating leukocytes with plateleind microvascular endothelium in
response to oxidized lipoprotein in vivo. Lab Invés, 380-386.

Ley K. (2001) Pathways and bottlenecks in @b of inflammatory adhesion
molecules and chemoattractants. Immunol. Res. 2958

Ley K. (2003) Healing without inflammation?mA J. Physiol Regul. Integr. Comp
Physiol 285, R718-R719.

Ley K., Laudanna C., Cybulsky M.l., Nourshar§. (2007) Getting to the site of
inflammation: the leukocyte adhesion cascade updadat. Rev. Immunol. 7, 678-
689.

Lou O., Alcaide P., Luscinskas F.W., MullerAN¥(2007) CD99 is a key mediator of
the transendothelial migration of neutrophils.ndmunol. 178, 1136-1143.

Luangsay S., Kasper L.H., Rachinel N., Mian&., Mennechet F.J., Vandewalle A.,
Buzoni-Gatel D. (2003) CCR5 mediates specific ntigra of Toxoplasma gondii-
primed CD8 lymphocytes to inflammatory intestinplitkeelial cells. Gastroenterology
125, 491-500.

Luckow B., Joergensen J., Chilla S., Li JHenger A., Kiss E., Wieczorek G., Roth
L., Hartmann N., Hoffmann R., Kretzler M., Nelsod P Perez d.L., Maier H., Wurst
W., Balling R., Pfeffer K., Grone H.J., Schlondoidf, Zerwes H.G. (2004) Reduced
intragraft MRNA expression of matrix metalloproteses Mmp3, Mmp12, Mmpl3
and Adam8, and diminished transplant arterioscienosCcr5-deficient mice. Eur. J.
Immunol. 34, 2568-2578.

Mack M., Cihak J., Simonis C., Luckow B.p&dfoot A.E., Plachy J., Bruhl H., Frink
M., Anders H.J., Vielhauer V., Pfirstinger J., Sjassinger M., Schlondorff D. (2001)
Expression and characterization of the chemokinepters CCR2 and CCR5 in mice.
J. Immunol. 166, 4697-4704.

Mandell K.J., Parkos C.A. (2005) The JAM iigrof proteins. Adv. Drug Deliv. Rev.
57, 857-867.

Martin-Padura 1., Lostaglio S., Schneemann\Williams L., Romano M., Fruscella
P., Panzeri C., Stoppacciaro A., Ruco L., Villa BAimmons D., Dejana E. (1998)
Junctional adhesion molecule, a novel member ofitiraunoglobulin superfamily

that distributes at intercellular junctions and miates monocyte transmigration. J.
Cell Biol. 142, 117-127.

135



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Massberg S., Enders G., Leiderer R., EisagereS., Vestweber D., Krombach F.,
Messmer K. (1998) Platelet-endothelial cell intéats during ischemia/reperfusion:
the role of P-selectin. Blood 92, 507-515.

Massberg S., Gonzalez A.P., Leiderer R.,ddeM.D., Messmer K. (1998) In vivo
assessment of the influence of cold preservatioe ton microvascular reperfusion
injury after experimental small bowel transplardatiBr. J. Surg. 85, 127-133.

Massberg S., Messmer K. (1998) The natureisohemia/reperfusion injury.
Transplant. Proc. 30, 4217-4223.

Maus U.A., Waelsch K., Kuziel W.A., Delbedk, Mack M., Blackwell T.S.,
Christman J.W., Schlondorff D., Seeger W., LohmelygP003) Monocytes are potent
facilitators of alveolar neutrophil emigration dugi lung inflammation: role of the
CCL2-CCR2 axis. J. Immunol. 170, 3273-3278.

May M.J., Ghosh S. (1997) Rel/NF-kappa B akdppa B proteins: an overview.
Semin. Cancer Biol. 8, 63-73.

Mazzoni M.C., Borgstrom P., Intaglietta Mrfors K.E. (1989) Lumenal narrowing
and endothelial cell swelling in skeletal muscleiltaries during hemorrhagic shock.
Circ. Shock 29, 27-39.

McCord J.M. (1987) Oxygen-derived radicaldink between reperfusion injury and
inflammation. Fed. Proc. 46, 2402-2406.

McLean P.G., Ahluwalia A., Perretti M. (200Bssociation between kinin B(1)
receptor expression and leukocyte trafficking asroguse mesenteric postcapillary
venules. J. Exp. Med. 192, 367-380.

Meerschaert J., Furie M.B. (1995) The admesnolecules used by monocytes for
migration across endothelium include CD11a/CD18,10MCD18, and VLA-4 on
monocytes and ICAM-1, VCAM-1, and other ligands emdothelium. J. Immunol.
154, 4099-4112.

Mempel T.R., Moser C., Hutter J., KuebleMy.Krombach F. (2003) Visualization
of leukocyte transendothelial and interstitial natgpn using reflected light oblique
transillumination in intravital video microscopy.\asc. Res. 40, 435-441.

Menger M.D., Pelikan S., Steiner D., Messiel(1992) Microvascular ischemia-
reperfusion injury in striated muscle: significarafeé'reflow paradox”. Am. J. Physiol
263, H1901-H1906.

Menger M.D., Steiner D., Messmer K. (1992crglvascular ischemia-reperfusion
injury in striated muscle: significance of "no wfl". Am. J. Physiol 263, H1892-
H1900.

Middleton J., Neil S., Wintle J., Clark-Leswi, Moore H., Lam C., Auer M., Hub E.,
Rot A. (1997) Transcytosis and surface presentatiol-8 by venular endothelial
cells. Cell 91, 385-395.

136



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Millan J., Hewlett L., Glyn M., Toomre D.J&k P., Ridley A.J. (2006) Lymphocyte
transcellular migration occurs through recruitmehendothelial ICAM-1 to caveola-
and F-actin-rich domains. Nat. Cell Biol. 8, 113312

Muller W.A. (2003) Leukocyte-endothelialdcelinteractions in leukocyte
transmigration and the inflammatory response. Tsénmanunol. 24, 327-334.

Murphy P.M., Baggiolini M., Charo I.F., Heb&.A., Horuk R., Matsushima K.,
Miller L.H., Oppenheim J.J., Power C.A. (2000) hmi@tional union of pharmacology.
XXII. Nomenclature for chemokine receptors. PharohaRev. 52, 145-176.

Murry C.E., Giachelli C.M., Schwartz S.M.rta¢ko R. (1994) Macrophages express
osteopontin during repair of myocardial necrosisi.A. Pathol. 145, 1450-1462.

Nasdala I., Wolburg-Buchholz K., Wolburg Kyhn A., Ebnet K., Brachtendorf G.,
Samulowitz U., Kuster B., Engelhardt B., Vestweber, Butz S. (2002) A
transmembrane tight junction protein selectivelpressed on endothelial cells and
platelets. J. Biol. Chem. 277, 16294-16303.

Nayler W.G., Elz J.S. (1986) Reperfusionunyj laboratory artifact or clinical
dilemma? Circulation 74, 215-221.

Newman P.J. (1997) The biology of PECAM-XClin. Invest 100, S25-S29.

Ninichuk V., Gross O., Reichel C., KhandégaPawar R.D., Ciubar R., Segerer S.,
Belemezova E., Radomska E., Luckow B., De Lema,G/Rrphy P.M., Gao J.L.,
Henger A., Kretzler M., Horuk R., Weber M., KrombaE., Schlondorff D., Anders
H.J. (2005) Delayed Chemokine Receptor Chemokireepter 1 Blockade Prolongs
Survival in Collagen 4A3-Deficient Mice with AlpoRisease. J. Am. Soc. Nephrol.

Nolte D., Bayer M., Lehr H.A., Becker M.,dfnbach F., Kreimeier U., Messmer K.
(1992) Attenuation of postischemic microvasculatulibances in striated muscle by
hyperosmolar saline dextran. Am. J. Physiol 263 H1H1416.

Nomarski G. (1957) [From phase contrasoiatrast by interference.]. Rev. Hematol.
12, 439-442.

Norman K.E., Moore K.L., McEver R.P., Ley {995) Leukocyte rolling in vivo is
mediated by P-selectin glycoprotein ligand-1. Bl&b&d 4417-4421.

Nourshargh S., Krombach F., Dejana E. (200&) role of JAM-A and PECAM-1 in
modulating leukocyte infiltration in inflamed andchemic tissues. J. Leukoc. Biol.
80, 714-718.

Oliveira S.H., Lukacs N.W. (2001) Stem datitor and igE-stimulated murine mast
cells produce chemokines (CCL2, CCL17, CCL22) axyutess chemokine receptors.
Inflamm. Res. 50, 168-174.

Olsson G.M., Brunmark A., Brunk U.T. (198%cridine orange-mediated
photodamage of microsomal- and lysosomal fractidirehows Arch. B Cell Pathol.
Incl. Mol. Pathol. 56, 247-257.

137



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

Oppermann M. (2004) Chemokine receptor CAR&ghts into structure, function,
and regulation. Cell Signal. 16, 1201-1210.

Ottonello L., Montecucco F., Bertolotto Msrduino N., Mancini M., Corcione A.,
Pistoia V., Dallegri F. (2005) CCL3 (MIP-1lalpha)irces in vitro migration of GM-
CSF-primed human neutrophils via CCR5-dependenvaditin of ERK 1/2. Cell
Signal. 17, 355-363.

Panes J., Perry M.A., Anderson D.C., Mannkg Leone B., Cepinskas G.,
Rosenbloom C.L., Miyasaka M., Kvietys P.R., Grandg2N. (1995) Regional
differences in constitutive and induced ICAM-1 exgsion in vivo. Am. J. Physiol
269, H1955-H1964.

Petri B., Bixel M.G. (2006) Molecular eventsring leukocyte diapedesis. FEBS J.
273, 4399-4407.

Prorock A.J., Hafezi-Moghadam A., Lauback.YLiao J.K., Ley K. (2003) Vascular
protection by estrogen in ischemia-reperfusionrinpequires endothelial nitric oxide
synthase. Am. J. Physiol Heart Circ. Physiol 28238tH140.

Ramos C.D., Canetti C., Souto J.T., Sil, Hogaboam C.M., Ferreira S.H., Cunha
F.Q. (2005) MIP-lalpha[CCL3] acting on the CCRlemor mediates neutrophil
migration in immune inflammation via sequentialeade of TNF-alpha and LTB4. J.
Leukoc. Biol. 78, 167-177.

Ramos C.D., Canetti C., Souto J.T., Sil, Hogaboam C.M., Ferreira S.H., Cunha
F.Q. (2005) MIP-1{alpha}[CCL3] acting on the CCRé&ceptor mediates neutrophil
migration in immune inflammation via sequentialeade of TNF-{alpha} and LTB4.
J. Leukoc. Biol.

Ramos C.D., Fernandes K.S., Canetti C. el@M.M., Silva J.S., Cunha F.Q. (2006)
Neutrophil recruitment in immunized mice dependsWiR-2 inducing the sequential
release of MIP-l1alpha, TNF-alpha and LTB(4). Eutmimunol. 36, 2025-2034.

Raud J., Lindbom L., Dahlen S.E., Hedqvis{1®89) Periarteriolar localization of
mast cells promotes oriented interstitial migratadrieukocytes in the hamster cheek
pouch. Am. J. Pathol. 134, 161-169.

Reichel C.A., Khandoga A., Anders H.J., 8obbrff D., Luckow B., Krombach F.
(2006) Chemokine receptors Ccrl, Ccr2, and Ccrbiatedeutrophil migration to
postischemic tissue. J. Leukoc. Biol. 79, 114-122.

Rollins B.J. (1996) Monocyte chemoattractpratein 1: a potential regulator of
monocyte recruitment in inflammatory disease. Mééd. Today 2, 198-204.

Romson J.L., Hook B.G., Kunkel S.L., Abra@®., Schork M.A., Lucchesi B.R.
(1983) Reduction of the extent of ischemic myocardijury by neutrophil depletion
in the dog. Circulation 67, 1016-1023.

Rot A. (1992) Endothelial cell binding of RAL/IL-8: role in neutrophil emigration.
Immunol. Today 13, 291-294.

138



143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

Rot A., von Andrian U.H. (2004) Chemokinesinnate and adaptive host defense:
basic chemokinese grammar for immune cells. Anmy. Rnmunol. 22, 891-928.

Rothenberg M.E., Hogan S.P. (2006) The eps$ith Annu. Rev. Immunol. 24, 147-
174.

Ruf A., Patscheke H. (1995) Platelet-inducedtrophil activation: platelet-expressed
fibrinogen induces the oxidative burst in neutréghby an interaction with
CD11C/CD18. Br. J. Haematol. 90, 791-796.

Ruggeri Z.M. (1997) von Willebrand factarCJin. Invest 100, S41-S46.

Ryan G.B., Majno G. (1977) Acute inflammatié review. Am. J. Pathol. 86, 183-
276.

Saetzler R.K., Jallo J., Lehr H.A., Philp3., Vasthare U., Arfors K.E., Tuma R.F.
(1997) Intravital fluorescence microscopy: impattlight-induced phototoxicity on
adhesion of fluorescently labeled leukocytes. 3tddhem. Cytochem. 45, 505-513.

Schenkel A.R., Chew T.W., Muller W.A. (2008)atelet endothelial cell adhesion
molecule deficiency or blockade significantly redsicleukocyte emigration in a
majority of mouse strains. J. Immunol. 173, 6408&4

Schenkel A.R., Mamdouh Z., Chen X., LiebnkaM., Muller W.A. (2002) CD99
plays a major role in the migration of monocytestiygh endothelial junctions. Nat.
Immunol. 3, 143-150.

Schymeinsky J., Mocsai A., Walzog B. (200§gutrophil activation via beta(2)
integrins (CD11/CD18): Molecular mechanisms anahicéil implications. Thromb.
Haemost. 98, 262-273.

Scott A., Khan K.M., Cook J.L., Duronio \2004) What is "inflammation"? Are we
ready to move beyond Celsus? Br. J. Sports MedR88.249.

Segerer S., Nelson P.J., Schlondorff D. @2@hemokines, chemokine receptors, and
renal disease: from basic science to pathophysmimgd therapeutic studies. J. Am.
Soc. Nephrol. 11, 152-176.

Shaw S.K., Ma S., Kim M.B., Rao R.M., Hartm@.U., Froio R.M., Yang L., Jones
T., Liu Y., Nusrat A., Parkos C.A., Luscinskas F.{2004) Coordinated redistribution
of leukocyte LFA-1 and endothelial cell ICAM-1 acepany neutrophil
transmigration. J. Exp. Med. 200, 1571-1580.

Shaw S.K., Perkins B.N., Lim Y.C., Liu Y.usrat A., Schnell F.J., Parkos C.A,,
Luscinskas F.W. (2001) Reduced expression of janati adhesion molecule and
platelet/endothelial cell adhesion molecule-1 (CpPat human vascular endothelial
junctions by cytokines tumor necrosis factor-algitas interferon-gamma Does not
reduce leukocyte transmigration under flow. AnPadthol. 159, 2281-2291.

Shotton D., White N. (1989) Confocal scagnimicroscopy: three-dimensional
biological imaging. Trends Biochem. Sci. 14, 43®%43

139



157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

Smith M.L., Long D.S., Damiano E.R., Ley(R003) Near-wall micro-PIV reveals a
hydrodynamically relevant endothelial surface layerenules in vivo. Biophys. J. 85,
637-645.

Sperandio M. (2006) Selectins and glycoagkferases in leukocyte rolling in vivo.
FEBS J. 273, 4377-4389.

Speyer C.L., Gao H., Rancilio N.J., Neff T.Auffnagle G.B., Sarma J.V., Ward P.A.
(2004) Novel chemokine responsiveness and mohoizabf neutrophils during
sepsis. Am. J. Pathol. 165, 2187-2196.

Takami S., Minami M., Katayama T., NagataNlamura S., Satoh M. (2002) TAK-
779, a nonpeptide CC chemokine receptor antaggmstects the brain against focal
cerebral ischemia in mice. J. Cereb. Blood FlowaWet2, 780-784.

Tanaka Y., Adams D.H., Hubscher S., HiranoSiebenlist U., Shaw S. (1993) T-cell
adhesion induced by proteoglycan-immobilized cytekMIP-1 beta. Nature 361, 79-
82.

Tarzami S.T., Cheng R., Miao W., Kitsis R.Berman J.W. (2002) Chemokine
expression in myocardial ischemia: MIP-2 dependd@P-1 expression protects
cardiomyocytes from cell death. J. Mol. Cell Catd8asl, 209-221.

Thompson R.D., Noble K.E., Larbi K.Y., DewAr, Duncan G.S., Mak T.W.,
Nourshargh S. (2001) Platelet-endothelial cell adire molecule-1 (PECAM-1)-
deficient mice demonstrate a transient and cytekpexific role for PECAM-1 in
leukocyte migration through the perivascular basenmeembrane. Blood 97, 1854-
1860.

Tsukahara T., Makino Y., Fujii T., Ogawa Meaisho H., Hamano Y., Ueda S.,
Akikusa B., Danoff T.M. (2002) Role of RANTES ingfdevelopment of autoimmune
tissue injuries in MRL-Fas Ipr mice. Clin. Immuna&D3, 89-97.

Turegun M., Gudemez E., Newman P., ZinSSi&mionow M. (1999) Blockade of
platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PR protects against ischemia-
reperfusion injury in muscle flaps at microcircaliat level. Plast. Reconstr. Surg. 104,
1033-1040.

Tzima E., Irani-Tehrani M., Kiosses W.B.,j@& E., Schultz D.A., Engelhardt B.,
Cao G., DeLisser H., Schwartz M.A. (2005) A meclsamsory complex that mediates
the endothelial cell response to fluid shear stidasure 437, 426-431.

Vielhauer V., Eis V., Schlondorff D., Anddfis]. (2004) Identifying chemokines as
therapeutic targets in renal disease: lessons fatagonist studies and knockout
mice. Kidney Blood Press Res. 27, 226-238.

von Andrian U.H., Hasslen S.R., Nelson RBlandsen S.L., Butcher E.C. (1995) A
central role for microvillous receptor presentatianleukocyte adhesion under flow.
Cell 82, 989-999.

Wan M.X., Wang Y., Liu Q., Schramm R., Tlaarus H. (2003) CC chemokines
induce P-selectin-dependent neutrophil rolling aectuitment in vivo: intermediary
role of mast cells. Br. J. Pharmacol. 138, 698-706.

140



170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

Wang X., Feuerstein G.Z., Gu J.L., Lysko .PXae T.L. (1995) Interleukin-1 beta
induces expression of adhesion molecules in huragowar smooth muscle cells and
enhances adhesion of leukocytes to smooth musitde Atherosclerosis 115, 89-98.

Weber C. (2003) Novel mechanistic concepts the control of leukocyte
transmigration: specialization of integrins, chemek, and junctional molecules. J.
Mol. Med. 81, 4-19.

Weber C., Lu C.F., Casasnovas J.M., Sprifigar (1997) Role of alpha L beta 2
integrin avidity in transendothelial chemotaxisnednonuclear cells. J. Immunol. 159,
3968-3975.

Weber C., Springer T.A. (1998) Interactidnvery late antigen-4 with VCAM-1
supports transendothelial chemotaxis of monocyyefadilitating lateral migration. J.
Immunol. 161, 6825-6834.

Weber C., Weber K.S., Klier C., Gu S., Wdk Horuk R., Nelson P.J. (2001)
Specialized roles of the chemokine receptors CORILGCRS in the recruitment of
monocytes and T(H)1-like/CD45RO(+) T cells. Blood 2144-1146.

Wegmann F., Petri B., Khandoga A.G., MosgrkKbandoga A., Volkery S., Li H.,
Nasdala I., Brandau O., Fassler R., Butz S., Krahbg., Vestweber D. (2006)
ESAM supports neutrophil extravasation, activatioh Rho, and VEGF-induced
vascular permeability. J. Exp. Med. 203, 1671-1677.

Werr J., Xie X., Hedqvist P., Ruoslahti Endbom L. (1998) betal integrins are
critically involved in neutrophil locomotion in edvascular tissue In vivo. J. EXxp.
Med. 187, 2091-2096.

Xie J., Li R., Kotovuori P., Vermot-Desrosh€., Wijdenes J., Arnaout M.A,,
Nortamo P., Gahmberg C.G. (1995) Intercellular adivemolecule-2 (CD102) binds
to the leukocyte integrin CD11b/CD18 through théd@main. J. Immunol. 155, 3619-
3628.

Ying S., Meng Q., Zeibecoglou K., Robinsois D Macfarlane A., Humbert M., Kay
A.B. (1999) Eosinophil chemotactic chemokines (eiota eotaxin-2, RANTES,
monocyte chemoattractant protein-3 (MCP-3), and M(Pand C-C chemokine
receptor 3 expression in bronchial biopsies frompiat and nonatopic (Intrinsic)
asthmatics. J. Immunol. 163, 6321-6329.

Young R.E., Thompson R.D., Larbi K.Y., La,Moberts C.E., Shapiro S.D., Perretti
M., Nourshargh S. (2004) Neutrophil elastase (N&)eient mice demonstrate a
nonredundant role for NE in neutrophil migratiorengration of proinflammatory
mediators, and phagocytosis in response to zympadicles in vivo. J. Immunol.
172, 4493-4502.

Zdolsek J.M. (1993) Acridine orange-medigiadtodamage to cultured cells. APMIS
101, 127-132.

Zdolsek J.M., Olsson G.M., Brunk U.T. (19%0)otooxidative damage to lysosomes
of cultured macrophages by acridine orange. PhetoclPhotobiol. 51, 67-76.

141



182.

183.
184.

Zen K., Liu Y., McCall I.C., Wu T., Lee WBabbin B.A., Nusrat A., Parkos C.A.
(2005) Neutrophil migration across tight junctions mediated by adhesive
interactions between epithelial coxsackie and adem® receptor and a junctional
adhesion molecule-like protein on neutrophils. MBibl. Cell 16, 2694-2703.

Zernike F. (1955) How I discovered phasdresh Science 121, 345-349.

Zlotnik A., Yoshie O. (2000) Chemokines: ewnclassification system and their role
in immunity. Immunity. 12, 121-127.

142



IX. DANKSAGUNG

Herrn Prof. Dr. Alexander Baethmann danke ich dadmzlich fur die Aufnahme an das
Institut fir Chirurgische Forschung und den dareifowndenen Einstieg in die experimentelle
Medizin. Ebenso mdchte ich mich bei Herrn Prof. Diich Pohl bedanken, unter dessen
kommissarischer Leitung ich die vorliegende Arbaibschlielen durfte. Durch seine
kompetenten Anregungen und Ratschlage unterstétzteeine Arbeit wissenschaftlich und

personlich.

Mein ausdrucklicher Dank gilt Herrn Prof. Dr. Frikrombach fur die Aufnahme in seine
Arbeitsgruppe, fur die Uberlassung des Themas deiegenden Arbeit und fir das in mich
gesetzte Vertrauen. Mit Geduld und Verstandnis téiher mich an die Grundzlge
wissenschaftlichen Denkens heran. Seine fachlichengétenz als akademischer Lehrer,
seine Begeisterungsfahigkeit und Kreativitdt sow®ine herausragenden menschlichen
Qualitaten haben mich tief beeindruckt und sindleag Vorbild und Ansporn fiir meinen

weiteren Lebensweg.

Ganz besonders moéchte ich mich bei Herrn Dr. Andteandoga bedanken, der mich
wéahrend meiner Zeit als Doktorand am Institut flmrG@rgische Forschung exzellent betreute.
Er lehrte mich wissenschaftliches Arbeiten, vomBleg und Durchflihrung der Experimente
bis hin zu Interpretation, Diskussion und Praseémtater Ergebnisse. Seine umfassenden
Fachkenntnisse, die hervorragenden Ideen sowie faiandlichen Anregungen und
Ratschlage haben entscheidend zum Gelingen diedmitAeigetragen. Fur die bis heute

andauernde freundschaftliche Verbundenheit dartkénim im besonderen Male.

Herrn Prof. Dr. Detlef Schlondorff, Herrn PD Dr. aJoachim Anders und Herrn Dr. Bruno
Luckow aus der Medizinischen Poliklinik der Univéis Minchen danke ich fur die
freundliche Bereitstellung der Chemokinrezeptonzieften Tiere. Die vorbildliche
Zusammenarbeit in den gemeinsamen Projekten sowvigitische und zugleich konstruktive

Diskussion unserer Ergebnisse haben entscheidendalingen dieser Arbeit beigetragen.
Frau Prof. Dr. Elisabetta Dejana und Frau Dr. Mar@orada aus dem Institute of Molecular

Oncology in Mailand/Italien sowie Frau Prof. Dr.sSan Nourshargh und Frau Dr. Abigalil

Woodfin aus dem Imperial College in London/Engladdnke ich fir die freundliche

143



Bereitstellung der JAM-A-defizienten Mause und diervorragende Kooperation in den

gemeinsamen Projekten.

Herrn Prof. Dr. med. Wolfgang Siess danke ich figr Aufnahme in das Graduiertenkolleg
438 “Vaskulare Biologie in der Medizin” der DeutschForschungsgemeinschaft. Die bei
den wochentlichen Seminaren in intensiven Diskuesiomit den Kollegiaten gewonnenen
Anregungen und Erkenntnisse sowie die finanzielekstlitzung haben wesentlichen Antell

am Erfolg der vorliegenden Arbeit.

Mein Dank gebuhrt auch Frau Alke Schropp fur ihref@ssionelle und stets geduldige Hilfe
bei der Erstellung von Gewebeschnitten, Frau Silkiéinzing fur die kompetente
Durchfihrung und Auswertung der FACS-Analysen soWwrau Barbel Lorenz fur die
vorbildliche Durchfihrung der PCR. Auch den medsth-technischen Assistentinnen Frau
Anne-Marie Allmeling und Frau Christine Csapo damdtefur ihre engagierte Unterstitzung

bei den Laborarbeiten.

Herrn Dr. Jurgen Peters danke ich fur die fachkymdind engagierte Beratung in allen
statistischen Fragen. Bei Herrn Christian Moser m@cich mich fur die vorbildliche
Anleitung beim Erlernen des Tiermodells und derawvitalmikroskopie bedanken.

Den Tierpflegern im Institut, insbesondere FraugBwe Blount, danke ich fur die

verantwortungsvolle und zuverlassige Pflege desWerstiere.

Meinen Dank schulde ich auch den Mitgliedern unsé@mbeitsgruppe, Herrn Peter Bihari,
Herrn Marc Hanschen, Frau Stephanie Hittinger, Rralia Kessler, Herrn Alexander
Khandoga, Herrn James Meiring und Herrn Markus Rehbflr ihre tatkraftige
Unterstitzung und die aul3ergewdhnlich freundscblétl Arbeitsatmosphéare. Ebenso danke
ich allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern sowieokioranden im Hause fir das
professionelle und einzigartig kollegiale Arbeitskh, ohne welches die Fertigstellung dieser

Arbeit nicht mdglich gewesen ware.

Die vorliegende Arbeit wurde finanziell unterstitdurch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft (GRK 438) und das EU NoE MAIN (LSHG-2003-502935).

144



X. PUBLIKATIONEN

Abstracts

1.

10.

11.

Reichel CAKhandoga A, Woodfin A, Dejana E, Nourshargh Spridbach F. (2007)
JAM-A mediates leukocyte transmigration dynamicadigd in a stimulus-specific
mannerlInflamm Res. 56: 185-185 Suppl.

Khandoga AG, Khandoga A, Reichel Krombach F. (2007) Single-cell tracking of
interstitially migrating leukocytes upon local noanjection of chemoattractants in
vivo. Inflamm Res. 56: 161-161 Suppl.

Reichel CAKhandoga A, Woodfin A, Corada M, Dejana E, Noargfn S, Krombach
F. (2006) JAM-A mediates leukocyte transmigratigmamically and in a stimulus-
specific manner] Vasc Res43: 576-576.

Khandoga AG, Khandoga A, Reichel Krombach F. (2006) Single-cell tracking of
interstitially migrating leukocytes upon local noanjection of chemoattractants in
vivo. J Vasc Res43: 575-575.

Khandoga A, Kessler JS, Hanschen M, KhandogaR€&hel C Krombach F. (2006)
Matrix Metalloproteinases 2 and 9 are required rfeutrophil and T cell migration
during hepatic ischemia-reperfusianvVasc Res43: 36-36 Suppl. 1.

Khandoga AG, Khandoga A, Reichel Krombach F. (2006) Single-cell tracking of
interstitially migrating leukocytes upon local noanjection of chemoattractants in
vivo. J Vasc Res43: 68-68 Suppl. 1.

Woodfin A, Reichel CKhnadoga A, Corada M, Haskard D, Dejana E, Krorhb@,
Nourshargh S. (2006) Genetic Blockade of JAM-A- aR&#CAM-1-dependent
pathways does not lead to an additive inhibitorye&f on Leukocyte Migration.
FASEB J.20: A648-A648 Part 1.

Woodfin A, Reichel CKhnadoga A, Corada M, Haskard D, Dejana E, Krorhbg,
Nourshargh S. (2006) JAM-A mediates leukocyte tmagsation in a stimulus-
specific manne=ASEB J.20: A862-A862 Part 2.

Reichel CAKhandoga A, Anders HJ, Schlondorff D, Luckow Bpkibach F. (2006)
Chemokine Receptors Ccrl, Ccr2, and Ccr5 regulaatrophil migration to
postischemic tissud.Vasc Res43: 43-43.

Khandoga AG, Khandoga A, Reichel CAnders HJ, Schléndorff D, Krombach F.
(2006) Role of TLR4 for CXCL2-induced leukocyte magon.J Vasc Res43: 43-43.

Kessler JS, Khandoga A, Hanschen M, KhandoGa Reichel CA Krombach F.
(2006) Matrix Metalloproteinases 2 and 9 are remlifor neutrophil and T cell
migration during hepatic ischemia-reperfusidrn/asc Res43: 32-33.

145



12. Reichel CAKhandoga A, Anders HJ, Luckow B, Schléndorff Drpkhbach F. (2004)
Role of Chemokine Receptor CCR1 for MIP-lalpha-oetl Leukocyte Recruitment
in vivo. J Vasc Res41:467-468

Originalia

1. Reichel CA Rehberg M, Bihari P, Linder S, Khandoga A, Kromiba-. (2008)
Gelatinases mediate neutrophil recruitment in vigeidence for stimulus specificity
and a critical role in collagen IV remodelinplLeukoc Biol. 83(4):864-74.

2. Khandoga AG, Khandoga A, Reichel &rombach F. (2007) Single-cell tracking of
interstitially migrating leukocytes upon local noanjection of chemoattractants in
vivo. Submitted

3. Woodfin A, Reichel CA Khandoga A, Corada M, Voisin MB, Scheiermann C,
Haskard DO, Dejana E, Krombach F, Nourshargh SO{RPQAM-A mediates
neutrophil transmigration in a stimulus-specific mar in vivo: evidence for
sequential roles for JAM-A and PECAM-1 in neutrdptransmigration.Blood.
110:1848-1856

4, Khandoga A , Kessler JS, Hanschen M, Khanddga, Burggraf D, Reichel C
Hamann GF, Enders G, Krombach F. (2006) Matrix fiogieoteinase-9 promotes
neutrophil and T cell recruitment and migrationte postischemic liverd Leukoc
Biol. 79(6):1295-305.

5. Reichel CAKhandoga A, Anders HJ, Schldéndorff D, Luckow Bpkibach F. (2006)
Chemokine receptors Ccrl, Ccr2, and Ccr5 mediatetroghil migration to
postischemic tissud.Leukoc Biol. 79(1):114-22.

6. Ninichuk V, Gross O, Reichel,&Xhandoga A, Pawar RD, Ciubar R, Segerer S,
Belemezova E, Radomska E, Luckow B, de Lema GPpMuPM, Gao JL, Henger
A, Kretzler M, Horuk R, Weber M, Krombach F, Schilomff D, Anders HJ. (2005)
Delayed chemokine receptor 1 blockade prolongsigirin collagen 4A3-deficient
mice with alport diseasd.Am Soc Nephrol 16(4):977-85.

146



XI. LEBENSLAUF

Persodnliche Daten

Name
Geburtsdatum
Geburtstort
Staatsangehoérigkeit

Eltern

Schulische Ausbildung

1986 — 1990
1990 — 1999
Zivildienst

1999 — 2000

Universitare Ausbildung
2000 - 2007

Studienaufenthalte

Graduiertenkolleg

Beruflicher Werdegang
Seit 2007

Christoph Andreas Reichel

10. September 1979

Minchen

deutsch

Manfred Reichel

Gerlinde Reichel (geb. Schraml)

Grundschule an der Hirschbergstrasse, Miinchen

Neusprachliches Kathe-Kollwitz-Gymnasium, Minthe

Rettungssanitater beim Malteser-Hilfsdienst Migrclbtadt

Studium der Humanmedizin an der Ludwig-Maximi8an

Universitat Minchen

University of Tsukuba, Japan (2005)
University of Sydney, Australien (2006)
Mount Sinai School of Medicine, New York, US2006)

Stipendiat im Graduiertenkolleg 438 ,Vaskulare Bmk in der
Medizin” der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DE®)
Institut fir Chirurgische Forschung, Klinikum demiversitat
Miinchen (2003 — 2005)

Wissenschaftlicher Assistent am Institut fur Chogache
Forschung, Klinikum der Universitdt Minchen, in daG
“Mikrozirkulation/Inflammation” (Prof. Dr. F. Kroméch)

147



