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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einfthrung

Akute Entzindungen der Haut zeigen sich charakisaierweise in Form von Rétung,
Schwellung, Erwarmung und Schmerz (Galenus). 3&d €00 Jahren ist die Emigration von
Leukozyten und insbesondere von neutrophilen Geoaytgén aus dem Blutkreislauf als
entscheidender Schritt in diesem akuten Entziindygsghiehen akzeptiert [84].

Hauptaufgabe der neutrophilen Granulozyten am QrtEsheziindung ist die Abtétung von
Pathogenen und Fremdkoérpern wie Bakterien, Pilzer &thrasiten. Sie endozytieren und
degradieren diese pathogenen Erreger mit versamedeNaffen, wie hochreaktiven
Sauerstoffspezies, antimikrobiellen Peptiden unotdasen wie Proteinase 3, Elastase und
Cathepsin G [1].

Erst seit einigen Jahren wird diesen letztgenan8srmproteasen — neben der Infektabwehr —
auch eine Rolle im Rahmen der Emigration zugesprocBe werden dabei schnell wahrend
Entzindungsvorgédngen aus intrazellularen Speichefrder Membranoberflache exprimiert
und bleiben hier katalytisch aktiv [45]. Eine Vereichung der Emigration durch
Serinproteasen ist beispielsweise durch Aufbrecldem interzellularen, endothelialen
Kontaktzone, durch Abbau der Basalmembran oder edérazellularen Matrix denkbar.
Dennoch wird trotz internationaler Forschung ihreteligung am Prozess der Emigration
kontrovers diskutiert [244].

1.2 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind spezialisierte, phgtgsefahige Zellen und stellen die
wichtigste Zelllinie in der angeborenen Immunabwedhr. Taglich reifen 18 neutrophile
Granulozyten aus dem Knochenmark heran und pdieveid im Blutsystem nach
Entzindungsreizen. Im Laufe ihres Reifungsprozedseshlaufen sie mehrere Stadien, die

durch unterschiedliche Expression von Oberflachigamen charakterisiert werden.
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1.2.1 Neutrophile Granula

Auf der Stufe der Myeloblasten/Promyelozytenbildineginnt die Bildung unterschiedlicher
Granula durch das Ablosen von Transportvesikeln dasn Golgi-Apparat und der
anschlielenden Fusion mehrerer dieser Vesikel [ig].Zusammensetzung und Dichte der
Granula entspricht dabei dem Entwicklungsstandngegrophilen Granulozyten [14]. Lange
nach der Entdeckung der neutrophilen GranulozyteohdPaul Ehrlich und der Beschreibung
ihrer Granula [64, 65] konnte mittels speziellerlfgechniken eine Charakterisierung ihrer
Funktion erfolgen.

Die heute giltige Klassifizierung unterscheidetmgne (azurophile), peroxidase-positive
Granula von sekundaren, peroxidase-negativen Grasuie tertiagren (Gelatine-) Granula
[35]. Von den genannten Granula werden sekretcgiMdsikel abgegrenzt. Sie zeichnen sich
insbesondere durch leichte Degranulationsfahiggegentber Entziindungsmediatoren aus
und beinhalten einen mobilen Pool fur Oberflacheepéoren. Es bestehen strukturelle

Ahnlichkeiten zu sekundaren Granula [194].

1.3 Neutrophile Proteasen (,Neutrophil derived prot eases")

Parallel zur Bildung von Granula bilden neutropl@eanulozyten im Laufe der Myelogenese
eine Vielzahl an Proteasen. Zu ihnen zahlen seksetee und membrangebundene
Metalloproteasen, Serinproteasen, Cysteinproteased andere lysosomale Enzyme.
Serinproteasen, wie Proteinase 3 (PRTN3), neutiplastase (ELA2) und Cathepsin G
(CathG) werden in hohen Konzentrationen wahrendMigglogenese gebildet und in den
azurophilen Granula der neutrophilen Granulozytespegichert [73] (Abb. 1).

Alle neutrophilen Serinproteasen besitzten ein BoMalR an Uberschneidung in den
biologischen Wirkungen. Sie werden in den Grantldaraaktive Zymogene gespeichert und
durch posttranslationale Abspaltung einer aminoigatan Dipeptidgruppe durch das Enzym
Dipeptidyl-Peptidase | (DPPI-1) aktiviert [2].
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Insbesondere PRTN3 und ELAZ2 teilen sich ein hohedd Mn Homologien, sowohl auf
cDNA- als auch auf Proteinebene (Abb.2) [112]. Inen@m liegen ihre codierenden
Abschnitte in der terminalen Region des kurzen Auwmis Chromosom 19 dicht beieinander
und werden durch die Gene des katalytisch-inaktizenyms Azurozidin und vom aktiven

Enzym Komplementfaktor D (Adipsin) flankiert [112].

PRTN3 wurde als sogenanntes ,Wegener Autoantigetétn Hauptantigen bei der
Wegenersch’en Granulomatose, berihmt. Der Hauptdatesynthetisierten Proteins wird in
den azurophilen Granula neutrophiler Granulozytad Wionozyten gespeichert [80, 174].
Die Konzentrationen von PRTN3 liegen dabei nachetsichungen von Campbell et al.
beim ausgereiften neutrophilen Granulozyten bed 13Vol [42]. Ein niedriger pH-Wert und
die Komplexierung mit der Proteoglykan-Matrix hdis Enzym dabei in einem inaktiven
Zustand, der durch Translokation in ein neutral@égeiM aufgehoben wird [13, 125]. Geringe
Mengen PRTN3 werden auch in sekundaren Granula sekretorischen Vesikeln
nachgewiesen [85, 239]. Weiterhin wird PRTN3 audmdtitutiv auf der Plasmamembran
neutrophiler Granulozyten exprimiert [240].

PRTN3 ist identisch mit dem schon friher entdecktglyeloblastin [34], einem

Wachstumsprotein fir hamatopoetische Vorlaufeaglld5].

ELA2 wird aus 267 Aminosauren (AS) ebenfalls als miaktives Zymogen synthetisiert
[211]. Das erste Translationsprodukt der ELA2 kgt&2 kD und wird im endoplasmatischen
Retikulum durch mannose-reiche Oligosaccharide igevte Durch diese Konversation
entsteht eine 34 kD grol3e Variante, die in einéogiech aktive Form mit 218 AS und einem
Molekulargewicht von 31 kD umgewandelt wird [85]ieOntrazellulare Konzentration von
ELA2 wird auf ca. 5 Mmol geschatzt [138].

Bei PRTN3 und ELA2 handelt es sich, trotz ihrer lamen chemischen Struktur (Abb.2),
nicht um austauschbare Enzyme. Sie zeigen Uberdppkiochemische Funktionen, haben

aber eine unterschiedliche Substratspezifitat.
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Ihr Substratspektrum deckt eine grol3e Palette e@retorischen Produkten, extrazellularen
Matrixproteinen und zellularen Membranrezeptoren Weitere Substrate sind l6sliche
Proteine der extrazellularen Flussigkeiten, KoltgagElastin, Fibrin und Fibronektin sowie
verschiedene Rezeptoren der Zelloberflache [17, 232]. PRTN3 und ELA2 sind dartber
hinaus in der Lage Virulenzfaktoren von pathogedemmen zu inaktivieren [27, 143] und
Thrombozyten zu aktivieren [180]. Die primare bgkrhe Rolle dieser beiden
Serinproteasen wird jedoch in der Abwehr von Ba&terund Pilzen gesehen [28, 41, 73,
112]. Hier wirken sie als Abbauenzyme fur aufgen@men Zelltrimmer und
Mikroorganismen in den Phagolysosomen der neuttephiGranulozyten [178]. lhre
besondere Bedeutung in der Erregerabwehr wird deirehBeobachtung bei der Phagozytose
von Bakterien gestitzt: Erst durch Fusion von Phagsomen mit primaren Granula werden,
durch Anhebung des pH-Wertes auf neutrale Wertemegpe biologische Bedingungen fur
PRTN3 und ELA2 geschaffen [178].

CathG, als Dritte der neutrophilen Serinproteaseterscheidet sich voARRTN3 und ELA2
durch andere biologische Funktionen wie der Thragtemaktivierung [188], der Proteolyse
von Gerinnungsfaktoren [218], Generation von Argisinogen Il [163] und der
chemotaktischen Aktivitat fur Monozyten [48]. Cathdktiviert Progelatinase B in vitro
effizienter als PRTN3 und ELA2. Allerdings spal@dthG seine Substrate deutlich langsamer
als PRTN3 und ELA2 [171, 212].

1.3.1. Leukozyten-vermittelte lokalisierte Proteolys e

Ende der 90er Jahre wurde bekannt, dass neutro@hdaulozyten nach Stimulation mit
bestimmten Entziindungsmediatoren mit einer schméfliebilisation und Translokation einer
kleinen Fraktion ihrer Serinproteasen, PRTN3, EL&® CathG, auf die Zelloberflache
reagieren [40, 56, 161]. Hier binden sie vermutbchschwach affinen Bindungsstellen [40,
56] und behalten ihre katalytischen Fahigkeiten[b@i]. Wéahrend der Transmigration bildet
der neutrophile Granulozyt durch die Kontaktflaané dem Endothel einen geschiitzten
Raum. Dieses Mikromilieu zwischen adharenten nebiten Granulozyten und der
Endothelzellschicht bietet einen optimalen Schutz Yatiproteasen, da die meisten

endogenen Antiproteasen zu grof3 sind, um dieseoRegi penetrieren [124, 161].
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Dieser biologische Trick verschiebt das Verhaltwaschen Proteasen und Antiproteasen
zugunsten der Proteasen [124]. Man spricht von aeyten-vermittelter lokalisierter
Proteolyse [161], einem Prozess, der mit eineictiierten Transmigration von neutrophilen

Granulozyten in Verbindung gebracht wird [124].

1.3.2. Neutrophile Proteasen im Entztindungsgeschehen

Die Komplexitdt der Serinproteasen im Entziundungsigehen Ilasst sich neben
tierexperimentellen Ansatzen auch durch spezielienkheiten beschreiben. Zwei wichtige
aber seltene Krankheiten stellen dabei das Padikdé@vre-Syndrom (PLS) und das Alphal-
Antitrypsin (AAT)-Mangelsyndrom dar.

1.3.2.1 Papillon-Lefévre Syndrom (PLS)

Neutrophile Serinproteasen werden durch das Enzypepddidyl-Peptidase | (DPPI) aus
ihren inaktiven Zymogenen aktiviert. Ein Mangel @iesemEnzym ist charakteristisch fur
das Krankheitsbild des Papillon-Lefevre SyndromsS)P

PLS [83] ist eine seltene autosomal-rezessive Bkknag mit einer Inzidenz von 4:1 Million
[83, 90]. Es ist durch erythematdse, palmoplanitineerkeratosen und eine friih einsetzende
Paradontitis mit nachfolgendem Zahnverlust charaé&st. Obwohl nahezu alle PLS-
Patienten unter einer starken Paradontitis leideam nur 15-20% anfallig fur rekurrierende

Infektionen wie Pyodermien der Haut und fir baldiézi Abszesse der inneren Organe [7].

In einem kirzlich entwickelten Tiermodell mit fuidtsloser DDPI kommt es wie beim PLS,
durch fehlende Aktivierung zu einem Funktionsaud$tal PRTN3, ELA2 und CathG [2].

Diese Tiere zeigen eine normale in-vitro Chemotanigl in-vivo Akkumulation von
neutrophilen Granulozyten wahrend einer sterilentétatis. In einem Modell der akuten
Arthritis, durch passiven Transfer von Antikorpgegen Kollagen 11, waren diese Mause vor
einer Akkumulation von neutrophilen Granulozytensguditzt. Der protektive Effekt
korrelierte mit der Inaktivierung von neutrophil&erinproteasen, da Doppelmutanten fir
ELA2 und GathG ebenfalls in diesem Modell keine Aklulation zeigten. Zudem
entwickelten diese DPPI-defizienten Mause reduzigrimunkomplex -Reaktionen in einem

»air pouch®- Modell [2].
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1.3.2.2. Alpha-1-Antityrpsin (AAT)-Mangelsydrom

Im Blutstrom verhindern normalerweise ubiquitdr kemmende Proteaseinhibitoren, dass
Proteasen ihr destruktives Potenzial entfalten bradogisch aktiv werden. Neben dem
prominentesten Proteaseinhibitor, dem akute-PhesteiR AAT gibt es des weiteren mehrere
zusatzliche Inhibitoren, wie der ,Secretory Leulapase Inhibitor* (SLPI), a2-
Makroglobulin und Eglin C [156]. Sie verhindern eindiberschielenden Abbau von
gesundem Gewebe durch Proteasen.

Patienten mit einem angeborenen Mangel an AAT, dachtigsten Inhibitor von PRTNS3,
ELA2 und CathG, leiden durch Ungleichgewicht zudensder Proteasen an einem
kontinuierlichen Abbau des Lungenstitzgewebes. Arere Hamstermodell wurde ein
vergleichbarer Abbau des Lungengewebes, nach nattegal applizierter Elastase,
beobachtet [107]. Der Abbau von Bindegewebsbestdadtwird aber nicht nur allein durch
AAT kontrolliert, sondern zudem uber die Matrix-NM#bproteinase-9 (MMP-9) gesteuert.
MMP-9 wird in den tertiaren Granula neutrophilera@ulozyten gespeichert und nach
Aktivierung ausgeschuttet [46]. In unmittelbarer ggbung des neutrophilen Granulozyten
ermoglicht MMP-9 die Entfaltung des proteolytischeatenzials von PRTN3 und ELA2
durch Inaktivierung ihres Inhibitors AAT [142].

Das AAT-Mangelsyndrom unterstreicht durch den klohi bedeutsamen Rickgang des
pulmonalen Stitzgerists die Fahigkeit der neuttephiSerinproteasen zum Abbau
extrazellulare Matrix. Ein &ahnlicher Befund steiich bei der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) bei Rauchern ein, da Rasthhdteile als wichtiger Inhibitor
des AAT wirken.

1.3.2.3. Serinproteasen im Hautmodell

Im Tiermodell wurde der Einfluss von Serinproteasmaif verschiedene experimentelle,
antikorpervermittelte Entziindungsreaktionen anHigut untersucht. Dabei handelte es sich
um Studien am Modell des bullésen Pemphigoids ued ichmunkomplex-vermittelten
Arthus Reaktion [141], [168].

Im Model zum bulldsen Pemphigoid fiihren Injektiomam anti-BP180 IgG (Immunglobulin
G) bei neonatalen Mausen unter Beteiligung von Klempntsystem, Immunkomplexen,
Mastzellen und neutrophile Granulozyten zur Bladdobg [137]. Mause ohne funktionelle

ELAZ2 zeigten sich in diesem Modell resistent gedpemiBlasenbildung.
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Daruber hinaus wurde eine reduzierte Infiltratianwneutrophilen Granulozyten 12 h nach
Injektion von IgG gegen hemidesmosomale Antigenésawen ELA2-defiziente Mausen
beobachtet [136].

Die Arthus-Reaktion gehort zu den immunkomplex-véetien Hypersensivitatsreaktionen
vom Typ Il nach Gell und Coombs. 1903 wurde vorihAs eine lokale Typ-Ill Reaktion
nach intradermaler Injektion des entsprechendengéms beihyperimmunisierten Tieren
beschrieben [12]. Sie ist durch Odembildung, Neahilge, Hamorrhagie und schlieRlich
Gewebenekrose gekennzeichnet. In der reversernvpashithus Reaktion (RPAR) wird lokal
ein Uberschuss an Antikorpern vorgelegt und dasspeethende Antigen intravends
verabreicht. Das resultierende perivaskulare Demot Immunkomplexen in der Dermis
gewahrleistet eine rasche inflammatorische Antwbdppelmutanten fiur PRTN3 und ELA2
zeigten eine verringerte Odembildung 60 min nachleiing der RPAR gegeniiber dem
Wildtypstamm [168]. Damit konnte gezeigt werdensgdd@RTN3 und/oder ELA2 bereits in
der Frihphase der dermalen Arthus-Reaktion einestdr@enden Einfluss austiben. Auch
hamorrhagische Veranderungen waren nach 6 h deutlisgepragter als in PRTN3 /ELA2-

defizienten Tieren [168].

Ein Einfluss der neutrophilen Serinproteasen au$clgedene Entziindungsmodelle der Haut
zeigt sich also nicht nur nach 12 h im Modell dedsen Pemphigoids, sondern spielt auch
in der Frihphase der Entziindungsreaktion der RP&Rits nach 60 min eine Rolle. Beide
Modelle stellen dabei einen unterschiedlichen mfiaatorischen Prozess dar, teilen aber
allgemeine Prinzipien der akuten Entzindungsreaktfari die molekulare Grundlage der

akuten Entztundungsreaktion wird daher im nachseguitl speziell eingegangen.



Einleitung

1.4. Molekulare Grundlage der Entziindungsreaktion

Die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten desy peripheren Blut, Gber das Endothel
der Blutgefal3eist ein zentrales Ereignis bei der zellularen Aotwdes Immunsystems auf

entziindliche Reize aller Art [84]. Aufgrund der Bedtung von neutrophilen Granulozyten
und Endothel wird dieser, als Extravasation bezetd Begriff, auch als Leukozyten-

Endothelzell-Interaktion (LEI) zusammengefasst.dBreProzess findet hauptséchlich in den
kleinsten ventsen Blutgefal3en, den postkapillaremolén, statt. Voraussetzung fur die
Extravasation der Leukozyten ist deren rezeptoritezitie Adhasion an der GefaRwand, die
wegen der ineinander greifenden Bindungsschritte Aalhasionskaskade bezeichnet wird
[201].

Dieser Prozess wurde in der Vergangenheit aus tikdhken Grinden in eine Phase der
Odembildung (Leakage) und einer Phase der LEIljhmitn Schritten Rollings, Sticking und

Transmigration, unterteilt [39].

1.4.1 Barrierestorung des Endothels (Leakage)

Die Barrierefunktion des Endothels wird Uber splesgrte interzellulare Kontaktstellen
vermittelt. Wird die Integritat dieser Barriere g#s so kommt es zum Austritt von
hohermolekularen Molekilen aus dem Blutstrom unljeihd dem osmotischen Gradienten,
zum Austritt von Wasser und somit zum Odem (Abh. \B)chtigste Ausloser fur die
Barrierestorung (Leakage) sind vasoaktive Substanzie Histamin oder Thrombin, die
durch Phosphorylierung der Myosin-Leichtkette zuonkaktion der Endothelzellen mit
nachfolgender Offnung der Zell-Zell-Kontakte fiih{& 172]. Ein anderer Mechanismus, der
die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion steuewntird durch ,Vaskular-Endothelial-
Cadherine* (VE-Cadherin, CD144) vermittelt. VE-Cadh wird ausschlie3lich an den
»LAdherens Junctions* der Endothelzellen exprimignt spielt auch bei der Transmigration
eine Rolle [8, 52, 225, 226]. Im Gegensatz zur bg@k die z.T. vor oder parallel zur LEI
auftreten kann, sind Rolling, Sticking und Transmigm in der Regel zeitlich

aufeinanderfolgende Prozesse.
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1.4.2. Rolling

Der erste Schritt der LEI ist das Rollen (“Rollingfer neutrophilen Granulozyten entlang der
Oberflache vonnflammatorisch veranderten Endothelzellen (Abb.Di® Wechselwirkungen
zwischen Endothelzellen und Leukozyten werden, eridhdes Kontakts der flieBenden Zellen
mit dem Endothel, von der Selektin-Familie und thi@egenrezeptoren vermittelt. Diese
kurzen und reversiblen Bindungen vermitteln daddRolon neutrophilen Granulozyten auf
der Endotheloberflache.

Selektine sind kohlenhydrat-bindende, auf Zellkktgaspezialisierte Membranproteine.
Entspechend ihres Ursprungs werden sie in L- (Leyiem), E- (Endothel) und P-Selektine
(Plattchen und Endothel) eingeteilt. Alle Selektindbinden an  komplexe
Kohlenhydratverbindungen, die sich durch eine gesmne Sialyl-LewisX-
Kohlenhydratstruktur (wie z.B. bei GlyCAM [227]) saeichnen.

1.4.3. Sticking

Durch die raumliche Nahe zwischen Leukozyten unddimelzellen wahrend des Rollings
aktivieren Chemokine, wie ,Platelet Activating Fakt (PAF) oder Interleukin-8 (IL-8)
[152], die rollenden Leukozyten mittels G-Protegkgppelter Chemokinrezeptoren [20,
131]. Das Chemokin PAF kann z.B. nach Stimulierung Endothelzellen durch Histamin
oder Thrombin, aus sogenannten Weibel-Palade-Kéinper binnen Minuten an der
Zelloberflache exprimiert werden [237]. Diese Signiihren innerhalb weniger Sekunden
zur Expression und Aktivierung sogenannter IntegrifCD11a,b/CD18) auf der
Leukozytenoberflache. Dadurch erhoht sich die Affini der Leukozyten fur die
entsprechenden Liganden so stark, dass aus demingRokin vollstandiges Anhalten
(,Sticking®“, Abb. 3) wird [201].

Man unterscheidet dabei LFA-1 (CD11a/CD18) von MadCD11b/CD18), das in
Granulozyten und Monozyten unter Aktivierung au®i€lpergranula freigesetzt und an die
Oberflache transportiert wird. LFA-1, welches im eaden Zustand an das Zytoskelett
gebunden ist, wird nach Aktivierung durch so genanmside-out* Signale freigegeben
[221].
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Die wichtigsten Liganden von LFA-1 und Mac-1 sind gntercellular Adhesion Molecules*®
(ICAMs) auf den Endothelzellen, die als ICAM-2 (C2)Qnd ICAM-3 (CD50) permanent
vorhanden sind oder wie ICAM-1 (CD54) durch Zytakinur Expression aktiviert werden
[10, 11, 57, 88]. Die starke integrin-vermittelten8ung fuhrt zu einer Abflachung der
Leukozyten. Die resultierende VergroRerung der Hkitfiiche zwischen Leukozyt und

Endothelzellschicht wirkt wiederum bindungsverstak€Abb.5).

1.4.4. Transmigration

Der am Endothel fest anhaftende Leukozyt liegttjatz einer formbaren Grenzschicht aus
Endothelzellen, die untereinander mit zwischenzéen Kontaktstellen verbunden sind. Um
den Prozess der Transmigration zu initiieren, nrislseukozyten die interendothelialen

Verbindungen spalten, um die darunter liegende IBesabran zu erreichen.

In vielen Studien wurde gezeigt, dass Leukozyteraz®lular, also zwischen benachbarten
Endothelzellen transmigrieren kénnen [38, 115] (AhbDiesem Weg wurde allerdings durch
ultra-strukturelle Untersuchungen ein weiterernsmytotischer Weg entgegengesetzt [74].
Heute werden sowohl der parazellulare, als auch tdenszytotische Mechanismus

nebeneinander akzeptiert [226].

In letzter Zeit konnte die Beteiligung zweier Adiwéessmolekulen, dem ,Platelet-endothelial
cell adhesion molecule-1“ (PECAM-1) [157, 182, 228]d CD 99 [190] im Prozess der
leukozytaren Transmigration klar aufgezeigt werdBride Molekile werden sowohl auf
neutrophilen Granulozyten als auch in endothelidlambindungsstellen exprimiert. Eine
wichtige Struktur im Prozess der parazellularenn$naigration scheinen die ,Adherens
Junctions” zu sein [31, 128] Uber die Endothelrehateinander verbunden sind. Sie bilden
die ersten lateralen Zell-Zell-Kontaktstellen beir deroliferation von Zellen und sind
mitverantwortlich fir die Ausbildung von Zell-Poitten sowie die Bildung und
Stabilisierung von , Tight Junctions“ und ,Gap-Juoos” [86].

Ein Adhasionsprotein der ,,Adherens Junctions® ird&helzellen ist VE-Cadherin, das tber
Catenine mit dem Zytoskelett der anliegenden Eredpgiien verbunden ist [1]. Ein
Charakteristikum dieser ,Adherens Junctions® igkeilschnelle und reversibel-dynamische
Organisation. Diese Strukturen kdnnen sich untetifpenten Bedingungen innerhalb von

Minuten des- und wieder reorganisieren.
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Ob die Desorganisation hauptsachlich auf mechaemadWeg, durch Signaltransduktion oder
durch lokalisierte Proteolyse der transmigrierendetien, geschieht, ist Gegenstand einer

anhaltenden Diskussion [37].

1.5. Rolle von PRTN3 und ELA2 im Rahmen der Adhasio nskaskade

Die Rolle der Serinproteasen im Prozess der LEAu$tjrund der uneinheitlichen Datenlage
noch weitgehend ungeklart. Inhibitionsstudien mitiproteasen zeigten eine reduzierte
Infiltration von neutrophilen Granulozyten in entzigtes Gewebe [241, 247]. Da alle Schritte
der LEI fur eine erfolgreiche Migration notwendiga [39, 201,] bleibt es unklar auf welcher
Stufe der Ausfall von PRTN3 und ELA2 die entschedke Rolle spielt. Mdglicherweise ist
die Adhasionsfahigkeit von neutrophilen Granuloaygestort. Dies zumindest lassen in-vivo
Inhibitionsstudien der Serinproteasen an matrixcbefteten Oberflachen und an

Endothelzellschichten vermuten [44, 59].

Die Relevanz und Rolle von PRTN3 und ELA2 bei demtrophilen Extravasation, sei es nun
im Bereich der ,Adherens Junctions®, der darunégdinden Basalmembran oder der
extrazellularen Matrix, ist ebenfalls Gegenstandeeianhaltenden Diskussion [37]. Die
Beteiligung von PRTN3 und ELA2 im Prozess der Traigsation ist, insbesondere nach

Beschreibung der leukozyten-vermittelten lokaligerProteolyse [45], besonders umstritten.

Schon 1999 wurde eine Beteiligung von neutrophilProteasen im Prozess der
Transmigration durch Cepinskas und Mitarbeiter wgan[45]. In vitro Untersuchungen an
Endothelzell-Kulturen konnten die Fahigkeit von ELAufzeigen, Komponenten von VE-
Cadherin wahrend der Adhasionsphase abzubauen8]5,D@er Abbau dieses wichtigen
Adhéasionskomplexes im Bereich der Adherens Juretimrde mit der Formation von
Licken im Endothel assoziiert, durch die neutrapl@ranulozyten transmigrieren konnten
[93].

11
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Als alternativer Mechanismus der Wirkungsweise rogitiler Serinproteasen im
Transmigrationsgeschehen wurde ein erleichtertesopydn von vorher gebundenen
Strukturen des Endothels und der extrazellularentrikMavorgeschlagen. ELAZ2 ist

nachweislich in der Lage Adhé&sionsmolekile wie IGAMund VCAM-1 in vivo zu spalten,

die schon wahrend der festen Adharenz am Enddgtiek{ng) und der Transmigration eine
Rolle spielen [46, 130].

Anderseits konnten Untersuchungen mit natirlichkkeormenden Serinprotease-Inhibitoren
und neuen, kleinen (,Jlow-molecular-weight”) Inhilwien keine Beteiligung der
Serinproteasen an der transendothelialen Migratmm neutrophilen Granulozyten in vitro
[147] als auch an der Aufspaltung der Basalmembwaihrend der Transmigration

nachweisen [102].

Unbestritten ist dagegen die Fahigkeit dieser Pesieasen in vitro zahlreiche Komponenten
der extrazellularen Matrix und der Basalmembrandaegradieren [161, 181]. Noch in
Gegenwart von hoch effektiven Inhibitoren sind isievivo in der Lage Matrixproteine wie

Kollagen 1V, Fibronectin, Vitronectin, Laminin unddstin abzubauen.

Vor einigen Jahren wurden erstmals intravitalmikoggsche Beobachtungen bei einer
Evaluationsstudie zu den neutrophilen Serinprotdusigitoren L658, 758 und Eglin C
vorgestellt. An Venen des Cremastermuskels wurde Riblle von ELA2 wahrend der
Emigration von neutrophilen Granulozyten nach ladierung von ,platelet aggregation
factor* (PAF) und N-Formyl-L-Methyl-L-Leucin-L-Phegtanalin (fMLP) in vivo und online
beobachtet. Hier zeigte sich eine Beteiligung viAZE an der transendothelialen Migration,
aber nicht an der Adhasionsfahigkeit von Leukozyaem Endothel [241]. Gegensatzliche
Ergebnisse zur Beteiligung von ELA2 am Migratiormg@ss kamen hauptsachlich von in
vitro Studien [6, 72] in denen die Rolle von PRNAi8ht ausreichend bertcksichtigt wurde.
Dabei ist PRTN3 wie ELA2 in vitro in der Lage Kompnten der Basalmembran zu spalten
[175]. Eine Uberlappung der Abbaufunktionen von @a®mbran und Matrixbestandteilen
dieser beiden Serinproteasen konnte die Interprat&tiherer Studien mit ELA2-defizienten
Mausen oder mit monospezifischen synthetischereBsetnhibitoren erschweren.

12
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Obwohl die Rolle von neutrophilen SerinproteasenRahmen der Adhasionskaskade noch
nicht verstanden wird, ist die Kklinische Signifizavon PRTN3 und ELA2 bei einigen
Krankheiten unumstritten. Bei Patienten mit angebhem AAT-Mangel und im Rahmen der
COPD bei Rauchern (Substanzen im Tabakrauch wigtenstarke Inhibitoren fur AAT)
kommt es durch Ubersteigerten Bindegewebsabbaufriabzeitigen Entwicklung eines
Emphysems. Neuerdings zeigen sich auch in andergankKeitsmodellen eine
pathophysiologische Beteiligung von Serinproteasea,z.B. beim akuten Lungenversagen
[118] und in Tiermodellen wie der antikdrper-vermliten Arthritis [2] und des bullésen
Pemphigoids [141]. Daher wird schon seit langereanswcht, optimale, proteinbasierte
Serinproteaseinhibitoren mit einem kleinen Molekgéavicht fir den klinischen Einsatz zu

entwickeln.
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1.6 Untersuchungsziel und Fragestellung

Ziel dieser Studie ist die Untersuchung der Rollea WRTN3 und ELA2 im Prozess der
Emigration neutrophiler Granulozyten an der entztgdddaut. Anhand eines genetischen
Ansatzes mit Depletion dieser beiden neutrophilerinproteasen sollte eine tberlappende
Kompensation, wie in friheren Monodepletionen nabggrweise stattfindend, vermieden
werden.

Dabei dient die akute irritative Kontaktdermatitisit Croton Ol als nicht antikorper-
vermitteltes und nicht invasives Entziindungsmodells antikérper-vermitteltes
Entzindungsmodell wird die RPAR als Standardmodgiier Immunkomplexreaktion
gewahlt. Die online und in-vivo Dokumentation errégt bereits in einer frihen Phase der
Entzindungsreaktion die intravitalmikroskopischemalyse der mikrozirkulatorischen
Veranderungen zwischen Wildtyp und PRTN3/ELA2-defitem Mausestamm. Weitere
Untersuchungen beleuchten einen méglichen Untesdchu spateren Zeitpunkten. Dadurch

sollen mehrere Fragen beantwortet werden:

« Gibt es Unterschiede in der Odembildung in der fniibéer der spaten Phase von
akuten Entztundungsreaktionen durch die AbwesernbaiPRTN3 und ELA2?

e Wirkt sich der Mangel an PRTN3 und ELA2 auf die LEolling, Sticking,
Transmigration) aus?

* Gibt es einen Unterschied dieser Auswirkungen zZvaaceinem nicht antikdrper-
vermittelten Entziindungsmodell und einer antikdrpemittelten Entzindungs-

reaktion (Arthus Reaktion)?

Die Klarung dieser Fragen soll einen Beitrag zumur@werstandnis der Rolle von
neutrophilen Serinproteasen im akuten Entzindursgégs leisten. Damit soll langfristig

dem klinischen Einsatz von Serinproteaseinhibitdferschub geleistet werden.
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2. Material und Methodik

2.1. Verwendete Materialien

Rhodamin 6G (Mr 472,02D, Sigma Chemical Comp., Baiwfen, Deutschland)

FITC-Dextran (Mr 150 000D, Sigma Chemicals Comgidenhofen, Deutschland)

FO, 0.35, 0.015 L/L Isoflurane (Forene, Abbott GmbHiggbaden, Deutschland)

Rabbit 1gG Fraktion gegen Ovalbumin (Katalognr. G%3Lotnr. 40352, ICN Biomedicals, Eschwege,
Deutschland)

Laborfutter (18000 IE/kg Vit. A, 1280 IE/kg Vit. D320 mg/kg Vit. E; Spezialdiaten, Soest, Deutsuthja
Plica®med (Willy Rusch Hospital Vertriebs GmbH, Bébling&eutschland)

Hautdesinfektion (Koda® Tinktur-Forte Spray, Fa. Schilke & Mayr GmbH, Nerstedt, Deutschland)
Heparin-Kochsalzlésung (Mischverhéltnis 1:1000, &f@pNatrium, 5.000 IE/ml, Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland)

Ovalbumin (Albumin vom Huhnerei) (A2512 Sigma-Alchi Taufkirchen, Deutschland)

Croton Oil (C6719, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Dsthland)

Ketavet® (Ketaminhydrochlorid, 100mg/ml Injektiolzsfche, Pharmacia und Upjohn GmbH, Heppenheim,
Hessen)

Rompun® (Xylazinhydrochlorid 2% Injektionsflaschifharmacia und Upjohn GmbH, Heppenheim, Hessen)
Isotone Natriumchloridlésung 0,9% (50ml, Braun, itverg, Deutschland)

Anti-Rat Link for mouse tissues (Cat. No. AS-21@n1Bio Genex, San Ramon, USA)

Super Sensitive Ready-to-use Detection Kit (CatM®00-5L, Bio Genex, San Ramon, USA)
PBS-Stocksolution: 25g Natriumhydrogenphosphat «8§umhydrogenphosphat geldst in einem Liter Aqua
dest. und anschlieRend 160g NaCl zugeben. pH auf,4,einstellen

Wasspuffer: PBS-Stocksolution 1:20 mit Aqua destdiinnen (Hausapotheke des Klinikums rechts der Isa
Minchen, Deutschland)

BSA (ORHD 20/21, Behring, Marburg, Deutschland)

Puffer fur primaren Antikoérper: PBS/BSA 1%ig (Hapstheke des Klinikums rechts der Isar, Minchen,
Deutschland)

Purified Rat Anti-Mouse CD45 Cat. No. 550535, 6238n BDPharMigen, San Diego, USA)

Purified Rat Anti-Mouse Ly-6G Cat. No. 551459,0,5nf BDPharMigen, San Diego, USA)

Formalin (Hausapotheke des Klinikums rechts dar, Iidéinchen, Deutschland)

Croton Ol-Gemisch (1%iges Croton Ol in Aceton/Olite4:1)

Tragerdl (Aceton/Olivendl 4:1)

15



Material und Methodik

2.2. Verwendete Gerate

Kleinwaage PB 300 (Mettler ,Gie3en, Deutschland)

Observationsplattform (Effenberger, Pfaffing, Dettand)

Haltefaden (Ethibond 5.0®, Ethicon, Norderstedtut3ehland)

Seide, geflochten, 5-0 (Pearsalls Sutures, Sométagtand)

Yarsagil-Klemme (Yarsag®, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland)
Mikrochirurgischen Kaniile (FST, Heidelberg, Deutackl)

Frasmaschine (Deckel, Miinchen, Deutschland)

Bewegungsfiihrungssystem (THK, Japan)

Axiotech vario (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutacial)

Projektionsokular (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Dehind)

CCD-Kamera (charge cubbled device) FK 6990 IQ-8htampfindlichkeit 0,02 Lux, 699 x 581 Bildpunkfeg.
Pieper, Schwerte, Deutschland)

Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe HBO 100W (Carl &6, Jena, Deutschland)
Kaltlichtquelle (Kaltlichtfontane 485, Fa. Karl $t¢ Tuttlingen, Deutschland)
Videozeitgenerator (VT 633; Fora Company Ltd., Tmkjapan)

Videorekorder (SvO-9500 MDP, Sony GmbH, Koln, Detitand)

VHS Videobéndern (Sony GmbH, Kdln, Deutschland)

Videobildschirm (PVm-2043 MD Sony GmbH, Kéln, Dethtand)
Bildverarbeitungseinheit, IP-512 (Imaging Technadoignc., Woburn, USA)
Computer (M380 XPI, Olivetti, Italien)

Videomonitor (PVM-1442QM, Sony GmbH, Deutschland)
Mikrozirkulations-Analyse-Systems (Cap-Image®, Beitl, Heidelberg, Deutschland)
Auswertesystem KS300®

Rundstanze (0,7 mm Durchmesser, Baumarkt, Deutsthla

Pipette 10 pl (Firma Eppendorf AG, Hamburg, De utsod)

Pipettenspitzen 10 ul (Firma Eppendorf AG, HambDrgpitschland)
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2.3. Untersuchungen

Die im folgenden vorgestellten Untersuchungen wardie der Zeit von Mai 1999 bis
Dezember 2003 mit Genehmigung der zustéandigen Behder Regierung von Oberbayern
(Aktenzeichen: 69/99) am Institut fur Chirurgisckerschung der Ludwigs-Maximilians-
Universitat durchgefihrt. Das tierexperimentelletBkoll folgte den Vorschriften zum Schutz
von Labortieren ,Principles of Laboratory Animaldér National Society for Medical Reseach
(USA), sowie dem ,Guide for Care and Use of LabamaAnimals” der National Academy of
Science und dem National Institute of Health (USRublication No. [NHI]86-23, revised
1985). Nach Beendigung der Versuche wurden diecTigit einer Uberdosis Pentobarbital®

(100 mg/kg intraperitoneal) euthanasiert.

2.3.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten weibliche Mause der A7MB6-129SV mit einem Gewicht von 18-
24g. Die Tiere stammten aus hauseigener Zucht wndiem im Tierstall des Instituts fur
chirurgische Forschung (ICF) unter hepatitisfrddadingungen bei freiem Zugang zu Wasser
und normalem Laborfutter (18000 IE/kg Vit. A, 1280B/kg Vit. D3, 120 mg/kg Vit. E;
Spezialdiaten, Soest, Deutschland) gehalten. Digealhmngstemperatur betrug 24°C bei einer
Luftfeuchtigkeit von 50%. Es bestand ein wechsairideht-Dunkelrhythmus von 12 h. Vor
dem Versuch wurden die Tiere auf einer Kleinwaageiagen (PB 300, Mettler, Giel3en,
Deutschland). Die PRTN3/ELA2-Doppelkock-out Maused uhr Hintergrund (weiblich 18-
24g) stammen aus einem hepatitisfreien TierstalF@schungszentrums fir Gesundheit und
Umwelt (GSF) in Neuherberg. Sie waren demselben htibunkelrhythmus,
AuBB3enbedingungen und Futterfrequenz unterworfen die Tiere aus dem ICF. Die
PRTN3/ELA2-Doppel-knockout Mause wurde durch horgel®kekombination des mPRTN3
/mELA2 Lokuses durch Inaktivierung beider hinteegider geschalteten Gene fur PRTN3 und
ELA2 im Rahmen eines Projekts zur Wegenerschen Gravatiose des Max-Planck-Institut
fur Neurobiologie generiert [168].
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2.3.2. Generierung der PRNT3/ELA2-Doppeltmutanten

FUr Kreuzungen wurden in der Regel 2 weibliche &imit einem Mannchen gekreuzt. Die
Nachkommen wurden nach ca. 3 Wochen von den Effetrennt und gleichgeschlechtliche
Tiere desselben Wurfes in Gruppen bis hochstengvh b5 Tieren (je nach Kéafiggrol3e)
gehalten. Stichprobenartig wurden den Mausen Schapsien entnommen und mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) genetisch charalegr Um PRTN3/ELA2-defiziente

Mause von Wildtyp-Tieren zu unterscheiden, wurdeogeische DNA mittels PCR unter
Verwendung geeigneter Sonden hinsichtlich des PREN®?-Lokus analysiert (Abb. 7).

2.3.3. Narkosen

Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung wurdere dMause durch Inhalation von
Isoflurane (FiO2 0.35, 0.015 L/L Isofluran, Forehbott GmbH, Wiesbaden, Germany)
betaubt, und nach Beendigung der Versuche unteeridaf Narkose mit einer Uberdosis
Phentobarbital intraperitoneal getttet. Zur Demlatwurden die Versuchstiere mit einer
intramuskularen Gabe einer Ketavet® und Rompun®tl,Ketavet, 0,3 ml Rompum und 0,4
ml NaCl 0,9%; 20-30 ul) narkotisiert.

Wahrend der Préparationen wurden die Mause aufr gjebeizten Observationsplattform
gelagert um die Kdrpertemperatur bei 37,0° C abteerhalten. Zur Applikation des Croton

Ols auf das Ohr wurde eine Kurznarkose mit Athechigefiihrt.

2.4. Tiermodell der intravitalmikroskopischen Analy se
2.4.1. Anatomie des Ohrs

Das Ohr der Maus misst ungefahr 12x12 mm bei Dicke ca. 300 um (Abb.8) [23]. Dieses
letzte Charakteristikum ist wichtig, da es eingduitale Transillumination und eine direkte
Visualisierung der Mikrozirkulation des Ohrs ermogt. Das Ohr besteht aus zwei voll
ausgebildeten Hautschichten, die durch eine zetigende Knorpelschicht voneinander
getrennt werden. Jede Schicht ist durch eine diBpelermis und eine tiefe Dermis

charakterisiert und auf beiden Seiten nur schwaitll@m Knorpel fixiert [22].

Das Ohr wird von drei grof3en, an der Basis eintickta, Gefalinervenbiindeln versorgt, die in
der Peripherie durch bogenférmige Arkaden miteieanéh Verbindung stehen [69].
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Ein Gefal3nervenbindel beinhaltet jeweils eine Agt€60-60 um), eine Vene (50-400 pum)
und einen Nerv zur neurovaskularen Versorgung des.(QAus diesen Bindeln entspringen
Arterien und Venen abnehmender Ordnung. Anderen ravaiskularen Netzwerken

entsprechend, verzweigen sich die Arteriolen (1546, die parallel den grél3eren Venolen
(20-50 pm) verlaufen (Abb. 8), in 4-8 um Kapillaren.

Die ersten 3 Ordnungen der BlutgefalRe verlaufenbaiden Seiten des Knorpels tief in der
Dermis und der Epidermis und sind gelegentlich kluircegulér geformte Ldcher in der

Knorpelschicht verbunden [21].

2.4.2. Depilierung des Méauseohrs

Drei Tage vor dem Versuchsbeginn wird das linke @ér behaarten Mause unter einer
intramuskularen Ketavet/Rompum-Narkose (0,3 ml #eta0,3 ml Rompum und 0,4 ml NaCl
0,9%; Injektion von 20-30 ul) mit einer Enthaarurrgsne (Plicamed, Willy Rusch Hospital
Vertriebs GmbH, Bdblingen, Deutschland) depiliéer zeitliche Vorlauf ist ndtig um eine
Einflussnahme der Enthaarungscreme auf die Mikkalation des Ohrs zu minimieren. Das
Ohr muss nach der Prozedur mit NaCl (0,9%) gespéiden, da Mause aggressiv auf den

Geruch reagieren und sich mitunter im Kafig gegeigséie Ohren abbeil3en.

2.4.3. Praparation des Ohrs

Unter einem Operationsmikroskop (Wild, Heerbrughv&#eiz) wird das Mauseohr mit 3 sehr
kleinen Halteschlaufen (Ethibond 9.0, Ethicon, Nwstiedt, Deutschland) in 3-, 6- und 9 Uhr -
Position versehen. Zum Ausspannen des Ohrs werdese dSchlaufen mit Haltefaden
(Ethibond 5.0, Ethicon, Norderstedt) angeschlungash an der Plexiglasbihne mit Klebeband
fixiert. Diese Lagerung erlaubt ein flaches Anliegdges Ohres auf der Plexiglasbihne ohne

Beeinflussung der Mikrozirkulation [33].

2.4.4. Implantation des Dauerkatheters

Die Implantation des Katheters bei Mausen der \rsieihe 4 wurde etwa 1 h vor
Versuchsstart unter sterilen Bedingungen und gieiémasthesie durchgefuhrt. Hierfir wurde
die Halsregion mit der Enthaarungscreme (Plicaréitly Rusch Hospital Vertriebs GmbH,

Boblingen, Deutschland) enthaart und das Tier fixien Ruckenlage gebracht.
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Nach einer zweiminitigen Hautdesinfektion (KodanKifiurr-Forte Spray, Fa. Schilke & Mayr
GmbH, Norderstedt, Deutschland) wurde die Haut ppachan mit einem ca. 1 cm langen
Schnitt vom rechten Unterkiefer bis zur rechtervCiala erdffnet.

Mit zwei spitzen chirurgischen Pinzetten wurde dakBkutane Fettgewebe frei prapariert und
anschliel3end die Vena jugularis dargestellt. Um\diea jugularis wurden kaudal zwei, sowie
kranial eine Ligatur zur Schlinge gelegt. Nach d2uziehen der kranialen Schlinge wurde
neben den kaudalen Ligaturen eine Yarsagil-Klemngelegt. Die Vene wurde dann mit einer
spitzen Pinzette gefasst und mit einer GefaRsatr@fénet. Nach Durchspilen des Katheters
mit einer Heparin-Kochsalzlésung (MischverhaltnisdQDO) wurde dieser in dem Gefal
platziert und bis zur Yarsagil-Klemme vorgeschobgogass die, den Katheter sichernden,
Ligaturen zugezogen werden konnten. Die Yarsagithe wurde anschliel3end entfernt und
der Katheter um weitere ca. 15 mm vorgeschoben.|&ad@ Durchgéangigkeit des Katheters
und somit seine intravasale Lage gesichert wardemudie Ligaturen endgultig chirurgisch
verknotet und der Katheter ebenfalls durch Knotersehlossen. Der ventse Katheter wurde in

gleicher Weise implantiert. Die Hautwunde wurde 43§ Einzelkopfnéhten verschlossen.

2.5. Entziindungsmodelle

2.5.1. Irritative Dermatitis mit Croton Ol (ICD)

Zum Auslosen der akuten irritativen Kontaktdernmtivurde das nicht-sensibilisierende
Irritanz Croton Ol (Sigma 1%) [217], ein Ol der nile@nischen Pflanzen Croton tiglium, das
zu einem starken neutrophilen Infiltrat fuhrt, vervdet. Mit Hilfe einer Mikropipette wurde 10

il 1%iges Croton Ol (in Aceton/Olivendl 4:1) aufrdesntrale Seite des Ohres gleichmaRig

aufgetragen.
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2.5.2. Reverse passive Arthus Reaktion (RPAR)

Mit der Hilfe einer speziellen mikrochirurgischerailile (FST, Heidelberg, Deutschland) mit
einem Aul3endurchmesser von ca. 0,2 mm wurde 5 glAddikorper (Kanninchen IgG
Fraktion gegen Ovalbumin; Katalognr. 55304 Lotn03%2, ICN Biomedicals GmbH,
Eschwege, Deutschland) in einer 1:8 Verdinnung\Na! unter mikroskopischer Kontrolle in
den rechten oberen Quadranten appliziert.

Die Reaktion wurde dann durch intravasale Injektdes Antigen Ovalbumin (20mg/kg/KG) in
die Schwanzvene der Maus gestartet [100]. Anschiigf@deirde im betroffenen Areal mehrere

»Regions of interest” (ROI) mit dem Intravitalmikia®p untersucht.

2.6. Intravitalmikroskopie

2.6.1. Aufbau der intravitalmikroskopischen Messein heit

In Abb. 9 ist ein Bild des Intravitalmikroskops (W) zu sehen. Um vibrationsfreies Arbeiten
zu garantieren, wurde das IVM auf dem GrundsockeéreFrasmaschine installiert. Ein
Stahltisch tragt eine Untersuchungsplattform, dewegt durch zwei Motoren in X-Y-Ebene
horizontal bewegt werden kann. Auf der Untersuclptajtform wurde die Plexiglasbthne
befestigt, auf der das Versuchstier fixiert wur®@®][ Das Mikroskop selbst lauft an zwei
vertikalen Bewegungsfiihrungsystemen, und erlaubthdeinen angeschlossenen Motor die
vertikale Z-Achsen Bewegung. Auf der linken Seites dArbeitsplatzes wurde ein S-VHS
Videorekorder, ein Videomonitor und eine Kontralleeit fir die Bewegungsmotoren
angebracht. Auf der rechten Seite befand sich ersdhalcomputer und ein Monitor.

Die Ausgangsposition der Plexiglasplatte war zuiBegedes Versuchs stets identisch. Da der
Nullpunkt als Bezugspunkt fir alle Veranderungenatlen Versuchen einheitlich war, gelang
es Uber diese Fixierung die Untersuchungsplattfeomn Mikroskopiertisch zu entfernen und
die korrekte Ausgangsposition spater wieder zueimdSchlussendlich bot diese Vorrichtung
die Moglichkeit innerhalb des Ohres verschiedeneb@ehtungsfelder exakt zu reproduzieren.
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2.6.2. Lichtquelle zur Anregung der Fluoreszenz

Das Mikroskop Axiotech vario (Carl Zeiss AG, Obetken, Deutschland) war mit einem
Projektionsokular mit 1,25fachem Vergro3erungsfaktoausgestattet. Zur Analyse der
intravitalen mikrozirkulatorischen Aufnahmebilderurde ein 20 x/0,5 W Archoplan
Immersionsobjektiv (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Behland) verwendet. Durch diese
optische Anordnung der Objektive wurde eine 533atGesamtvergrof3erung erreicht. Auf
einer CCDKamera FK 6990 1Q-S konnten unter Verweigdeines FSA-Tubus-GW die
intravitalmikroskopischen Bilder aufgezeichnet weard

Als Lichtquellen dienten eine Quecksilberdampf-kaggenlampe HBO 100W (Carl Zeiss
AG, Jena, Deutschland) fur die Aufnahmen mit Rhada®® und eine stufenlos regulierbare
Halogenlampe 12V, 100W (Carl Zeiss AG, Jena, Délasdl)) fur die Aufnahmen mit FITC-

Dextran. Die entsprechenden Bandpassfilter (FIT@te, Anregungsbereich blau und
Rhodamin 6G, Anregungsbereich grin) wurden miteatees Fluoreszenzfilterschiebers fur
den jeweiligen Fluoreszenzmarker eingesetzt. UbwneVideozeitgenerator (VT 633; Fora
Company Ltd., Tokyo, Japan) wurden Datum und Uhrredas Bild eingeblendet und dem
Videorekorder zugefuhrt. Mit einer Geschwindigkein 50 Halbbildern pro Sekunde wurden
die Videobilder auf S-VHS-Videobandern aufgezeithnad wahrend der Versuche zur

Beobachtung und Kontrolle online auf einen Vided&thirm projiziert.

2.6.3. Positionierung der Versuchstiere unter der Mes  seinheit und

Aufnahme der Gefal3abschnitte

Die narkotisierten Versuchstiere wurden auf derxiglasbihne auf dem X-Y-Tischs des
Intravitalmikroskops fixiert (Abb.10). Das flach sgespannte Ohr der Maus wurde mit Hilfe
eines Tropfens 36°C warmen Wassers, das zwischeru@hPlexiglas eingebracht und mit
einem kleinen Baumwollschwamm an der Seite wiedgyesaugt wurde, in bestméglichen
Kontakt zum Glas gebracht. Dies ermoglichte einenogde Lichtpenetration und verbesserte
das mikroskopische Bild. Zur Orientierung und zumffliden geeigneter postkapillarer
Venolen wurde eine Schemazeichnung der GefalRaktimteunter Zuhilfenahme einer

Ubersichtsaufnahme in kleiner VergréRerung anggtert

22



Material und Methodik

Die Umgebung des Areals, in dem die Antikorper eggrtt worden waren, wurde einmal in
FITC- und einmal in Rhodamin 6G adaptierten Licktrachtet. Mittels eines Videogerates

wurden in gewissen Zeitabstanden Aufnahmen gemanchspéater offline ausgewertet.

2.6.4. Analyse der Mikrozirkulation

2.6.4.1. Auswerteeinheit
Im offline Verfahren, also nach Beendigung der er®, wurden die Videobander mittels
eines computerunterstitzten Mikrozirkulations-AsahBystems (Cap-Image®, Dr. Zeitl,

Heidelberg, Deutschland) ausgewertet [121].

2.6.4.2. Mikrozirkulatorische Parameter
Als mikrohdmodynamische Parameter wurden die folgendntravitalmikroskopischen

Parameter quantitativ erfasst:

1. Gefalidurchmesser
2. Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
3. Extravasation von Plasmamarker (Leakage)

2.6.4.3. Kontrast verbessernde Malinahmen

Bei Durchlichtaufnahmen wurde zur Kontrastverbassgrein 443 nm Filter verwendet, der
vornehmlich fir Licht mit einer Wellenlange im Abptionsbereich von Hamoglobin

durchlassig ist. Der Einsatz dieses Filters besthed sich auf die Auswahl geeigneter
GefalRabschnitte fur die intravitalmikroskopischaufriahmen. Ziel war es so wenig Licht wie
maoglich auf das mit Fluoreszenzmarkern behandededbe zu bringen, um phototoxische

Reaktion gering zu halten [81, 153].

Fur die Bearbeitung und Auswertung der intravitkhmskopischen Parameter wurden zwei
verschiedene Fluoreszenzmarker eingesetzt: Rhodé@imund FITC-Dextran (150.000 D).

Rhodamin 6G dient der intravitalen Markierung vagukozyten. Es wurde in einer Dosis von
0,15 mg/kg/KG intravends verabreicht. Diese Dosigruschliel3t eine Hemmung der

oxidativen Phosphorylierung durch Rhodamin 6G sielus [82].
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FITC-Dextran (Fluoreszeinisothiocyanat gekoppelt @axtran), ist ein hochmolekularer
Plasmamarker. Wird dieser Plasmamarker mit einer lledlange von 500 nm
(Exzitationsmaximum 490 nm) angeregt, so emittegrein weil3-gelbliches Licht mit einer
Wellenlange von 525 nm. Dies bewirkt einen deuditiKontrastunterschied der durch Plasma
angefarbten, hellen Geféal3en und des restlicherketlenscheinenden Gewebes. FITC-Dextran
dient somit der Bestimmung des Gefal3durchmesserslemBxtravasation von Plasmamarker

(Leakage). Die Dosierung betrug intravenos 0.0&kgi/G.

2.6.4.4. Bestimmung des GefaRdurchmessers
Zur Bestimmung des GefalRdurchmessers wurde diet-aitbmatische Methode der

GefalRdurchmesserbestimmung des Cap-Image®-Systamzb[245].

2.6.4.5. Bestimmung der Leukozyten-Endothelzell-Int  eraktion (LEI)

Um die Leukozyten innerhalb eines Gefal3segmenteszéahlen, wurde der betreffende
Abschnitt 30 Sekunden lang online auf Videobandj@abmmen.

Bei der Auswertung wurden je nach LEI die Leukomyt@ drei verschiedene Klassen
eingeteilt (Abb. 11):

¢ Nicht adhaerente Leukozyten also Zellen, die im zentralen Blutstrom ohne kKabhtmit dem
mikrovaskularen Endothel an der GefalRwand entlbe@gen.

* Rollende Leukozyten sind im Randstrom flieRende Zellen, die sich amnkravaskularen
Endothel mit deutlich geringerer Geschwindigkeitwbgen als der zentrale Blutstrom. Sie
wurden qualifiziert als diejenigen Zellen, die pfinute ein definiertes Geféal3segment passierten.
(Zelle/min).

e Adharente Leukozyten sind definiert als die Zellen, die sich wahrend dem zuvor

gekennzeichneten 200um langen GefaRabschnitt vichEndothel 16sten. Sie werden als Zellen
pro mm2 Endotheloberflache angegeben (Zellerfimm
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Die Anzahl der adhaerenten Leukozyten pro “rEmdotheloberflache (F) kann aus dem
GefalRdurchmesser (D), der Ladnge des untersucht&R&eschnittes (100pm)(L), der Anzahl
adhaerenter Leukozyten (N) und der Kreiskonstamtee folgt berechnet werden:

F = (Nx10%/(DxmxL)

F = Anzahl der adhaerenten Leukozyten pro*nmdotheloberfliche
D = GefaRdurchmesser in um

L = Lange des GeféaRabschnittes (100pm)

N =Anzahl adhéarenter Leukozyten

I1 = Kreiskonstante (3,1415)

agrpLbE

2.6.4.6. Bestimmung der Extravasation (Leakage)

Schréder et al. beschrieben 1976, dass unter phgsohen Bedingungen das mikrovaskulére
Endothel flir FITC-Dextran 150 000 D geringfligig meabel ist [193]. Kommt es jedoch zu
einer Storung der Endothelschrankenfunktion, flidres zu einer Extravasation des
Fluoreszenzmarkers in das perivaskulare GewebeseDidustritt des hochmolekularen
Plasmamarkers in das Interstitium fihrt zu einentkastveranderung zwischen Gefalien und
Gewebe und wird als Parameter fur die Permealsiitiiterung densitometrisch gemessen und
berechnet. Im offine Modus wurde mit Hilfe von Clapage® der entsprechende
Fluoreszenzintensitatsquotient (la/li) berechned. Beschreibt die Fluoreszenzintensitat
aul3erhalb, li die Fluoreszenzintensitat innerhab definierten Gefal3segments (Abb.12). Der
GefalRdurchmesser wurde zur digitalen Dickemessuagusgil eingezeichnet. Die Werte

wurden als dimensionslose Zahlen angegeben.

2.7. Weitere Parameter
Um die spate Phase der Entziindungsreaktion zu betglma wurden Dickemessungen sowie

histologische und immunhistologische Untersuchurdyenhgefihrt.

2.7.1. Atraumatische Ohrdickemessung
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die OhrdickenMaR fur die Odembildung mittels
eines ,Spring Loaded Calipers® (Abb.13) atraumdtisen &ulReren unbehaarten Drittel des

Ohrs, der sogenannten Pinna, ermittelt.
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2.7.2. Histologische Untersuchungen

Zu festgelegten Zeitpunkten wurden mit Hilfe eirfRundstanze (0,7 mm Durchmesser,
Baumarkt, Deutschland) Hautproben aus den proximalateilen beider M&auseohren

(Reaktionsohr und Kontrollohr) entnommen. Dann waorake Hautproben zur weiteren

Verarbeitung nach mehrmaligem Waschen mit PhospBatfered Saline (PBS) in 4%igem

Formalin eingelegt. Die Hautproben wurden darauthiawei Abfolgen zu je 3x4 pm dicken

Hautscheiben, jeweils im Abstand von 100 um gest@m{Abb.14).

2.7.2.1. Histologische Farbungen
Die histologische Aufarbeitung der Gewebeproberolgd mittels Hamatoxylin/Eosin-,

Giemsa- und immunhistologischer Farbung (CD 45-68¢Antikorper).

2.7.2.1.1. Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die Objekte wurden in saurem Hamatoxylin nach Ehrfyefarbt. Dies erfolgte in flieRendem
Leitungswasser oder in 0,25% Natriumhydrogencartbadsizng, gefolgt von einer Spulung mit
Aqua dest. Anschliel3end wurde das Praparat in EBssing (Eosin in Aqua dest 1:10) fur 5-10

min eingelegt und wieder mit Aqua dest. abgespuilt.

2.7.2.1.2. CD 45 und Ly-6G Farbungen

Nach Herstellung der Antikdrperverdiinnungen (CD14480 und 1:80; Ly-6G 1:25 und 1:50)
wurden diese auf die Schnitte aufgetragen und @im®n in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert.

Im zweiten Schritt wurde der ,,Anti-Rat Link* aufgagen und fir 20 min bei Raumtemperatur
in einer feuchten Kammer inkubiert. Im dritten Sthmwurde das ,Label* (Alkaline
Phosphatase, konjugiertes Streptavidin) aufgetragah fur 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach jedem der drei ersten Arbeitsstmturden die Praparate fur jeweils 10 min
in PBS unter einmaligem Wechsel des Puffers gevessch

In einem letzten Schritt wurde das Substrat aubgétrund fir 15 min in einer feuchten

Kammer inkubiert.
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2.7.2.2. Digitale Messung der Ohrdicke am histologi  schen Praparat

Die digitale Auswertung der Ohrdicke und des leykéizen Entzindungsinfiltrats erfolgte im
Institut far Allergie und Umwelt (Minchen, Deutsaht) mit Hilfe einer selbst entwickelten
elektronischen Auswertematrix im Auswertesystem BB 3Hierzu wurden die histologischen
Praparate mittels eines Mikroskops vergrofRert umdBlider in digitalisierter Form einem
angeschlossenen Computer zugeleitet. Das Messaveatle mittels zweier parallel
eingezeichneter Balken, am aullersten Rand des semgden histologischen Praparats,
definiert (Abb. 15). AnschlieBend wurde mit Hilfener speziellen Messfunktion des
Auswerteprogramms die Ladnge des Messareals durcimegsung der Lange des Knorpels
ermittelt. Eine andere Funktion berechnete dieltdades Messareals nach computergestitzter
Markierung des Areals. Die mittlere Dicke des Aseals Mald fur die stattgefundene

Odembildung ergibt sich dann durch den Quotient@schen Flache und Lange.

2.7.2.3. Digitale Quantifizierung des leukozytaren Infiltrats

Das digitalisierte Bild der CD45 Farbung wurde nginem speziellen Farbfilter des
Analysesystems auf das Emissionsspektrum des Apgkéranalysiert. Es ergab sich ein Bild
mit Fluoreszenzpunkten an Orten mit hoher Antikédpdte, entsprechend der geférbten
eingewanderten Leukozyten. Die Flache aller erttette Fluoreszenzpunkte liel3 sich
computergestitzt ermitteln und bildete, geteiltctudie Flache des Beobachtungsfelds, den
Fluoreszenz-Index als vergleichbares Mal} fur digeaieine Infiltration von Leukozyten in
das Gewebe (Abb. 16, Abb.17).

2.7.2.4. Direkte Quantifizierung des Neutrophilenin filtrats

Die direkte Quantifizierung des Infiltrats an polgrphen neutrophilen Granulozyten (PMN)
erfolgte durch direkte Auszahlung der mit dem fur aude-PMN spezifischen
Antikorpermarker Ly6-G gefarbten Zellen innerhaibes vordefinierten Areals (Abb.17). Das
Beobachtungsareal wurde definierte als das gesasitletbare Objektivfeld bei 20-facher
VergréRerung, dass sich links und rechts der Migie Ohrschnitts anschloss. Zu diesem Zweck
wurde die Mitte anhand einer Schemazeichnung feat. Bei Artefakten (Uberlagerungen,
Einrisse im Préparat usw.) wurde das Beobachtuligsfeweils weiter nach rechts

beziehungsweise nach links verschoben.
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2.8. Versuchsgruppen

2.8.1. Intravitalmikroskopische Analyse der nativen Mikrozirkulation an
Ohr der behaarten Maus (C57/B6/SV129) und der haarlo sen (SKH- 1
hr/hr) Maus

Die Mikrozirkulation von 4 haarlosen (SKH-1 hr/hund 6 behaarten (C57/B6/SV 129)
Mausen wurde ermittelt, um Qualitat und die Repriehbarkeit unseres Modells garantieren
zu konnen. Die Analyse der mikrozirkulatorischemaPeeter (Leakage und LEI) wurden nach

intravenoser Gabe der Fluoreszenzfarbstoffe dufihge

2.8.2. Irritative Kontaktdermatitis (ICD) am Ohr der  Maus

2.8.2.1. Analyse der mikrozirkulatorischen Paramete  r bei der ICD durch

Croton Ol
Die irritative Dermatitis mit Croton Ol 1% (in Aamt:Olivendl 1:4) wurde an 3 Wildtypen und
PRTN3/ELA2-Doppel-Knockout nach Aufnahme der Baarsmeter der Mikrozirkulation,
wie oben beschrieben, ausgeldst. 3 Wildtypen uriéRITN3/ELA2-Doppel-Knockout dienten
als Kontrollgruppe und wurden nur mit dem Tragerigein (Aceton:Olivendl 1:4) behandelt.
AnschlielRend wurden Leakage und LEI in vordefigerArealen 2,5 und 5 h nach Induktion
der Reaktion ermittelt.

2.8.2.2. Analyse der Ohrdicke und des leukozytaren bzw. des neutrophilen
Infiltrats mittels Histologie und Immunhistologie

Fur diesen Versuch wurde die irritative Dermatitisit 1%-igem  Croton Ol (in

Aceton:Olivendl 1:4) am linken Ohr von 5 Wildtypend 5 PRTN3/ELA2-Doppel-knockout

wie oben beschrieben ausgeldst. Die rechten Ohiegrteth als Kontrollohren und wurden nur

mit dem Tragergemisch (Aceton:Olivendl 1:4) behdinde

Knockout und Wildtyp wurden verblindet in zwei Gpgn, eine Gruppe mit 8 h und eine mit

24 h Reaktionszeit, eingeteilt. Zu den Zeitpunkie2,5 h, 5 h, 8 h und 24 h wurde die Dicke

beider Ohren mechanisch mittels ,Spring-loaded feali gemessen. Nach der definierten

Reaktionszeit wurden sowohl Reaktions- als auch iwdohr entnommen und fur Histologie

und Immunhistologie wie in 2.6.2. beschrieben prigpa
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2.8.3. Untersuchungen zur Arthus Reaktion

2.8.3.1. Untersuchungen des Einfluss der Applikatio n von Volumen ins
Mauseohr auf die Mikrozirkulation

Jeweils 3 Wildtyp Mause (C57/B6/129SV) wurde sqfdrthh und 6 h nach Applikation von 5

ng HO ins Ohr intravitalmikroskopisch untersucht uné giasmazellulare Leakage mittels

FITC-Dextran analysiert, um einen moglichen Effé&t Applikation auf die Mikrozirkulation

ausschlieRen zu kénnen.

2.8.3.2. Evaluierung der reversen passiven Arthus R eaktion

5 pl Antikdrper gegen Ovalbumin (Rabbit IgG gegewal®umin, Katalognr. 55304 Lotnr.
40352, ICN Biomedicals, Eschwege, Deutschland) euvee beschrieben anstatt NaCl in Ohr
injiziert. Nach 6 Stunden wurde die Arthus Reaktwie beschrieben gestartet. Hiernach

wurde die Mikrozirkulation bei Wildtyp Mausen im &idndungsgebiet aufgezeichnet.

2.8.3.3. Evaluierung der Induktion der Reversen Pas siven Arthus Reaktion
(RPAR) durch kontinuierliches Online-Monitoring
5 ul Antikdrper gegen Ovalbumin (Rabbit IgG gegewal®umin, Katalognr. 55304 Lotnr.
40352, ICN Biomedicals, Eschwege, Deutschland) euvie beschrieben anstatt NaCl in Ohr
injiziert. Das Anlegen eines Jugularvenenkathegensoglichte vor intravitalmikroskopischer
Beobachtung die RPAR eine Aufzeichnung der Basédioreditionen. Die Mikrozirkulation
im Verlauf der Arthus Reaktion wurde dann nach &ades Antigens (Ovalbumin, A2512
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) onlineedlir nach dem Start (t=0 - t=1h) und zu
einem spateren Zeitpunkt (t=1h - t=2h) erhoben.
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2.8 Statistik

Die Bestimmung statistisch signifikanter Untersdeiewischen den Gruppen erfolgte mittels
der Testverfahren ,ANOVA on RANKS* gefolgt vom &tiard-Newman-Keuls-Test. Zum
Vergleich mehrerer Zeitpunkte innerhalb einer Grupperde der RM-ANOVA-Tests und im
Anschluss der Standard-Newman-Keuls-Test als post Test verwendet. Die Angaben
samtlicher Werte erfolgten, soweit nicht anders egeden, als Mittelwert mit dem
Standardfehler des Mittelwertes (x +/- SEM). Dagn8ikanzniveau wurde bei p>0.05

angesetzt.
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3. Ergebnisse

Studien implizieren eine Beteiligung der neutrophiSerinproteasen PRTN3 und ELA2 beim
Einwandern von Neutrophilen Granulozyten aufgrunelfaitiger inflammatorischer Reize

[44, 56, 241, 247]. Andere Untersuchungen, insheésa@n mit defizienten Mausestdmmen
konnten keine Unterschiede im Emigrationsverhaltem Neutrophilen Granulozyten

feststellen [6, 28].

Ein neu charakterisierter, defizienter Mausestaiindie neutrophile Elastase und Proteinase
3 sollte zur Aufklarung dieser Widerspriche beigragMit Hilfe dieser doppelten Defizienz
konnen Uberlappungseffekte der beiden Serinproteasdindert werden.

Dieser Knockout-Stamm entwickelte im Modell der iommkomplex-vermittelten reversen
passiven Arthus Reaktion (RPAR) in eigenen Vorvelnen bereits nach 1 h ein geringeres
Odem und nach 6 h eine reduzierte Hamorrhagie éngléich zum genetischen Hintergrund.
Schon bei Elastase-defizienten Tieren beobachteteihd Mitarbeiter in einem Hautmodell
des bullésem Pemphigoids [141] einen neutrophil@igEationsdefekt.

Um erstmals eine Beteiligung der neutrophilen Seotgasen PR3 und ELA2 an der
Emigration von neutrophilen Granulozyten an der Hawtivo beobachten zu kénnen, wurde
ein bestehendes Modell zur intravitalmikroskopischéntersuchung der Mikrozirkulation

gewahlt und nach unserer Fragestellung hin angepass
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3.1. Etablierung des Tiermodells

Das Modell der haarlosen Maus als Versuchstiemfinvo Studien der Hautmikrozirkulation
wurde von Eriksson und Mitarbeitern [69] erstmailsgefuhrt. Es wurde von Barker und
Mitarbeitern am Ohr der haarlosen (SKH-1) Maus rhpiért [21] und stellt ein an unserem
Institut etabliertes Modell dar. Dieses Tiermodetlaubt chronisch-mikrozirkulatorische
Untersuchungen unter physiologischen und pathoplogischen Bedingungen. Die
notwendigen mikrochirurgischen Eingriffe sind wenigvasiv und fiihren zu keiner

wesentlichen Traumatisierung des zu untersucheHderareals.

3.1.1. Normale Mikrozirkulation des genetischen Hin tergrunds
C57/B6/SV129 (+/+)

Zur Etablierung unseres Modells wurde erstmald\llgozirkulation des etablierten Modells
der haarlosen Maus dokumentiert und mit Literatgadnen verglichen. Hierfir wurden 6
Tiere (haarlose SHK-1 Mause) zur Intravitalmikrosieovorbereitet und, wie in Abschnitt 2.6
beschrieben, analysiert.

In einem nachsten Schritt wurde die Mikrozirkulatiodes depillierten, behaarten
Mausestamms (n=5), der den genetischen Hintergmmsérer Knock-out Mause darstellte,

mit den vorliegen Daten verglichen.

Nolte et al. beobachtete die Leukozyten-Endothelatdraktion in 6 haarlosen Mausen in je
4-6 BlutgefalRsegmenten [158]. Fur die Berechnung ae@harenten Leukozyten pro
Endotheloberflache nutzte er mit 200 um ein doppelgroles Gefallsegment wie in unseren
Experimenten. Dementsprechend wurden seine Datgenachnet* (Tab.1). Vergleichswerte
zur Extravasation vom Plasmamarker (Leakage) wujdegst im Rahmen von
Untersuchungen zur Beeinflussung des C-Peptids dmgbetischen, haarlosen Mausen
publiziert [130].
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Die modifizierten Ergebnisse von Nolte et al. ur@hger et al. sind in Tabelle 1 unseren

Ergebnissen gegenubergestellt:

Mikrozikulatorische C57/B6/Sv129 Haarlose (SKH-1 |Haarlose (SKH-1 hi)
Parameter +/- SEM Mause (n=6) hr) Mause (n=5) Mause [130, 158]

Leakage (le/li) 0,27+/-0,04 0,27+/-0,07 0,27+/-0,02 [130]

Rolling (n/s) 0,42+/-0,10 0,38+/- 0,02 0,4+/-031)) [158]*
Sticking (n/10Qum/min) | 17,6+/-5,67 14,6+/-0,415 12+/- 6 (SD) [158]*
Tabelle 1: Mikrozirkulatorische Parameter von @itlerten (C57/B6/SV129) Mausen und 5 haarlosen

(SKH-1 hr) werden mit den Resultaten von Nolte let(@ haarlose Mause und jeweils 4-6

Gefallssegmente) verglichen.

Die Mikrozirkulation der Hautgefal3e der haarlosedHSL hr Méause zeigte im direkten
Vergleich der Untersuchungen von Nolte sowie Langed Mitarbeitern erhobenen
Basiswerten keinen signifikanten Unterschied:

Unsere Beobachtungen der LEI postkapillarer Venolen SKH-1 (hr/hr) Mause ergaben
eine Fraktion rollender Leukozyten von 0,38+/-01@8 und eine Fraktion fest adhéarenter
Leukozyten von 14,6+/-0,415 n/100um/min. In den&kpenten von Nolte und Mitarbeitern
zeigten sich mit einer Fraktion rollender Leukomytait 0,4+/-0,2 (SD) und fest adharenter
Leukozyten mit 12+/-6 (SD) n/100pum/min vergleichisverte [158].

Auch die basale Extravasation von Plasmamarkerkdges unserer haarlosen Mause zeigte
keinen Unterschied zu Literaturangaben (0,27+/-0€d8us 0,27+/-0,02) (Tab.1) [130].

Damit konnte eine vergleichbare Durchfuhrung undblkérung des Modells sichergestellt

werden.

Obwohl das Modell der haarlosen Maus zur Untersughder Hautmikrozirkulation das
etabliertere Modell darstellt, ist in unserer Seudie Erhebung der Mikrozirkulation eines
behaarten Mausestamms notwendig, da dieser dentisgdre®m Hintergrund fur die
Vergleichsstudien mit den PRTN3/ELA2-Knockout Mauskarstellt.
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Bei der gezeigten Ubersichtsaufnahme der flach edaggrten Ohren einer haarlosen und
einer depilierten C57/B6/SV Maus fallt nur eine el@zdunklere Hautfarbe und eine etwas
verwaschenere GefalRzeichnung auf. Die darunter bdbdgeen Aufnahmen der
Mikrozirkulation beider Mausestdmme zeigen jeweils gut dargestelltes GefalRbundel mit
einer Arteriole und einer Venole mit abfihrenderi&Ben vergleichbarer Qualitat.

So konnten auch erwartungsgemald unsere vergleieheridtravitalmikroskopischen
Messungen zwischen dem haarlosen Mausestamm (StKw) (n=5) und dem depilliertem
Hintergrundstamm (C57/B6/SV129) (n=6) keine sidaifiten Unterschiede im Hinblick auf
die Integritat der GefaRbarriere und auf der Ebemd_BI aufzeigt werden (Tab.1).

Im direkten Vergleich fallt die prominentere Datlsteg peripherer, perfundierter,
Kapillarschlingen in der Aufnahme der haarlosen $auf. Dieser Mausestamm wird daher
haufig fir Studien zur Messung der funktionellen plardichte als Mal3 fur die
Gewebeperforation verwendet [130, 158]. Fur unkerersuchungen ist dies allerdings nicht

notwendig.

Zur Beobachtung der ICD durch Croton Ol am OhrMeaus wurde ein Modell eingesetzt ,
das bereits an der Universitat Frankfurt zur Intedmikroskopie des Mauseohrs eingesetzt
wird. Dieses Modell zur intravitalmikroskopischen edbachtung der ventralen
GefalRarchitektur und Mikrozirkulation [144] wurdkeadings leicht modifiziert (Abb.17).
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3.1.2. Unterschiedliche mikrozirkulatorische Paramete r zwischen

ventralem und dorsalem Ohr

10

nicht signifikant

0,6 - } [} E I

0,4 -

Leakage (Baseline)

0,2 1

Dorsale Ohrseite Ventrale Ohrseite

0,0

6)
2)
3) -
3) -
7)

Wildtyp (n

(+/+) Kontrollohr (n
(-/-) Kontrollohr (n
(+/+) Reaktionsohr (n
(-/-) Reaktionsohr (n

Diagramm 1: Extravasation des Plasmamarkers FIT@QrBe zwischen der dorsalen Ohrseite des

Wildtypstamms und der ventralen Ohrseite vor Aptiién von Croton Ol.

1. Inder dorsalen Mikrozirkulation wird eine deutlinfedrigere Leakage festgestellt (0,27 versus 0,55
Mittelwert ventral).

2. Die Basiswerte der Leakage der verschieden Gruppeder ICD mit Croton Ol zeigen keine
Unterschiede im Vergleich zwischen PRTN3/ELA2 (-nd (+/+)-Gruppe.

Wie aus den Diagrammen 1-3 ersichtlich wird, konzevischen der Extravasation von
Plasmamarker (FITC-Dextrar(Abb. 12) und der Anzahl rollender Leukozyten (AHD.
Unterschiede erhoben werden. So zeigt sich an elgiralen Ohrseite eine etwa doppelt so
hohe Baselineleakage wie an der dorsalen SeiteglMért 0,55 versus 0,27). Grund hierflr
ist sicherlich die deutlich geringere Pigmentierudey ventralen Ohrseite, was zu hdheren
naturlichen extravaskularen Fluoreszenzindizes f(iHj)t. Da sich die Leakage als Quotient
zwischen extravasalem und intravasalem Fl bereckengeében sich fir die ventrale Ohrseite

héhere Fluoreszenzindizes.
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1,0

nicht signifikant

=

0,6

04

® ¢ t []

0,2

Rollende Leukozyten (Baseline)

Dorsale Ohrseite Ventrale Ohrseite

0,0

6) -
2) 1
3)
3)
7) -

Wildtyp (n

(+/+) Kontrollohr (n
(-/-) Kontrollohr (n
(+/+) Reaktionsohr (n
(+/+) Reaktionsohr (n

Diagramm 2: Anzahl rollender Leukozyten am Gefa®émel an der dorsalen Ohrseite (Wildtyp) und an

der ventralen Ohrseite der Gruppen vor Applikation Croton Ol (Baseline)

1. Die Anzahl rollender Leukozyten ist auf der doradhrseite erhéht. Dieser Effekt wird den gréReren
Gefalldurchmessern auf dorsaler Seite zugeschrieben.

2. Die Baseline-Anzahl rollender Leukozyten der versdbn Gruppen vor der ICD mit Croton Ol zeigen
keine Unterschiede im Vergleich zwischen PRTN3/EL(A2 und (+/+)-Gruppe.

Die hoéhere Anzahl rollender Leukozyten an der ders@hrseite (Diagramm 2) ist am
ehesten als ist ein Begleiteffekt der durchscheitthheren GefalRdurchmesser im Gegensatz
zur ventralen Seite aufzufassen. Der proportionaleisammenhang zwischen
GefalRdurchmesser und Anzahl von rollenden Leukozypeo 100 pm ist in der
Mikrozirkulationsforschung bekannt [108]. Der déatilhohere Schwankungsgrad kann dabei
ebenfalls auf gréfere Schwankungen der GefaRdusdaneder dorsalen Ohrseite
zurtckzufihren sein

Dagegen zeigten sich keine Unterschiede in der Wresdharenter neutrophiler Granulozyten

zwischen der dorsalen und ventralen Ohrseite.
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1000 -

500 A

s P g TS L

Dorsale Ohrseite Ventrale Ohrseite

-500

Adhérente Leukozyten (Baseline)
o

-1000 ~

6) -
2)
3)
3)
7)1

Wildtyp (n

(+/+) Kontrollohr (n
(-/-) Kontrollohr (n
(+/+) Reaktionsohr (n
(+/+) Reaktionsohr (n

Diagramm 3: Anzahl der adharenten Leukozyten zvweisater dorsalen Ohrseite des Wildtypstamms und

der ventralen Ohrseite vor Applikation von Crotoin O

1. Es zeigen sich keine Unterschiede in der basaleaaradharenter Leukozyten zwischen dorsaler
und ventraler Mikrozirkulation.
2. und im Vergleich zwischen PRTN3/ELA2 (-/-) und{}Gruppe.

3.2. Irritative Kontaktdermatitis (ICD) durch Croto  n Ol

Die akute irritative Kontaktdermatitis (ICD) mit @on Ol stellt in der pharmakologischen
Entziindungsforschung ein weit verbreitetes Modelt [¥8]. Es besticht durch einfache
Handhabung und Reproduzierbarkeit und ist durclke starke neutrophilen Infiltration und

Odembildung charakterisiert.
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In den folgenden Diagrammen sind die mikrozirkulsidren Parameter Leakage, Rolling
und Sticking von insgesamt 4 Gruppen zu drei veesidmen Zeitpunkten aufgefihrt
(Baseline, 2,5 und 5h nach Applikation von Crotdh Oie ersten zwei Gruppen dienten als
Kontrollgruppen. Wildtypen (Gruppe 1) und Knockddéuse (Gruppe 2) wurden zur
Kontrolle ausschlie3lich mit dem Tragergemisch ¢aAoce Olivendl 4:1) behandelt. Die
Reaktionsgruppen unterteilen sich in eine Wildtypgre (Gruppe 3) und eine Knock-out-
Gruppe (Gruppe 4). Beide Gruppen wurden mit 10pieril%-igen Croton Ol in

Aceton:Olivendl 4:1) konfrontiert (Tab. 2, Abb. 18)

Reaktionsgruppen Kontrollgruppen
(Croton (Tragergemisch)

Ol+Tragergemisch)
Wildtyp (PRTN3/ELA2) +/+ Gruppe 1 Gruppe 2
Knock-out( PRTN3/ELA2) -/- Gruppe 3 Gruppe 4

Tabelle 2:  Gruppeneinteilung der intravitalmikroplschen Beobachtung der Croton-Ol induzierten exkut

Kontaktdermatitis
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3.2.1. Vergleichbare mikrozirkulatorische Parameter b ei PRTNS3/ELA2-

defizenten Mausen und deren Hintergrund

Mause vom Wildtyp sind von PRTN3/ELA2-defizienteratsen hinsichtlich Entwicklung,
Verhalten, Fertilitat und Infektanfalligkeit nichdu unterscheiden [76]. Ebenso zeigten
Untersuchungen der neutrophilen Granulozyten inipperem Blut von PRTN3/ELA2-
defizienten Mausen und vom Wildtyp in Vorversuclme Unterschiede. Dies zeigte sich
neben der relativen und absoluten Zellzahl der beylen auch in der Reife der Zellen
(fluoreszenzzytometrische ldentifikation). DarUbaraus lieRen sich keine morphologischen
Anomalien PRTN3/ELA2-defizienter Granulozyten inthimikroskop erkennen [174].

Im Rahmen unserer Studie ist neben der AnzahlgReifl Morphologie die Vergleichbarkeit
der mikrozirkulatorischen Parameter zwischen PRBNB2-defizienten Tieren im Vergleich
zum Wildtyp von entscheidender Wichtigkeit.

Ruckschlisse Uber mogliche Unterschiede zwischdmorirkulatorischen Parametern bei
PRTN3/ELA2-defizienten Mausen und deren Hintergrweitden aus den Diagrammen 1-3
ersichtlich: Alle mikrozirkulatorischen Parameteteékage, Rollende und adharente
Leukozyten) zeigen  keine  signifikanten  Unterschiedém  Vergleich  der

intravitalmikroskopischen Baselinewerte von Knodkond Kontrolle.

Zusammenfassend zeigen PRNT3/ELA2-defiziente Maisenormale Mikrozirkulation.

3.2.1.1 Kein Unterschied in der Auspragung der Leak  age wahrend der

ICD zwischen PRTN3/ELAZ2 (-/-) und (+/+) Hintergrund
Intravitalmikroskopisch lieR sich im Verlauf dera@on Ol induzierten ICD eine stetige und
gegenuber der Kontrollgruppe signifikante Steiggruder plasmazellularen Leakage
nachweisen. Signifikante Unterschiede zwischen RPIRAN3/ELA2-defizienten Gruppe und
der Kontrollgruppe zeigten sich nicht. Da die Dyrilg sowohl der Reaktions- als auch der
Kontrollgruppen einen nahezu parallelen Verlauf zaigt war eine unterschiedliche

Entwicklung der Leakage an diesem Modell nicht zagreisen.
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—&— (+/+) Kontrollohr (n=2)
—O— (-/-) Kontrollohr (n=3) 7’/}{
094 ¥ (+/+) Reaktionsohr (n=3)
" | —#— (-/-) Reaktionsohr (n=7) s
= 0,8
o
=
> 07
(o))
@
X
@
(¢}
— 0,6
0,5
7’}( Signifante Unterschiede zwischen Reaktions-
04 gruppen und Kontrollgruppen (p<0,05)
) T

Baseline -
25h

=
o]

Diagramm 4: Extravasation des Plasmamarkers (FD&&tran) bei vier verschiedenen Gruppen vor

(Baseline), 2,5 h und 5 h nach der ICD mit Crotdn O

1. Die beiden Kontrollgruppen zeigen einen nicht-diganten Unterschied in den Leakagewerten

zueinander zu allen drei Zeitpunkten.

2. Beide Reaktionsgruppen reagieren mit einer sigaifien Erhéhung der GefaRdurchlassigkeit
gegeniber dem eigenen Ausgangswert und gegeniberKdatrollgruppen als Ausdruck der
Entziindungsreaktion durch Croton Ol. Zwischen desakRonsgruppen zeigt sich kein statistisch
signifikanter Unterschied. Der auch hier zu beobzwdte parallele Verlauf der beiden Kurven spricht,

wie fir die Kontrollgruppen, fiir eine noch vergleharere Anderung gegeniiber den jeweiligen

Ursprungswerten.

Auch in der Kontrollgruppe lief3 sich ein dezentersfeg der Leakage beobachten. Dabei
wurde die Kontrollgruppe mit den Tragergemisch Acein Olivendl topisch behandelt.

Aceton ist in diesem Zusammenhang fir eine leicaiibergehende Erhéhung der

Plasmaleakage bekannt.

40



Ergebnisse

3.2.1.2. Kein Unterschied in der Leukozyten-Endothelz  ell-Interaktion
wahrend der ICD zwischen PRTN3/ELA2 (-/-) und (+/+)

0,5
—&— (+/+) Kontrollohr (n=2)
—O— (-/-) Kontrollohr (n=3)
—w— (+/+) Reaktionsohr (n=3)
0,4 4 —V— (-/-) Reaktionsohr (n=7) %
@
£
c
[}
< 03 -
N
o
4
>
Q
-
o 0,2+
©
c
Q
e
ad
0,1 A
7{\( Signifante Unterschiede zwischen Reaktions-
gruppen und Kontrollgruppen (p<0,05)
0,0 T T

25h

e
Lo

Baselinie

Diagramm 5: Anzahl rollender Rodamin 6G fluoreszmaatkierter Leukozyten am GefaRendothel bei vier

verschiedenen Gruppen vor (Baseline), 2,5 h unei&ch der ICD mit Croton Ol.

1. Die beiden Kontrollgruppen zeigen keinen signifteanUnterschied in den Leakagewerten zueinander
zu allen drei Zeitpunkten. Mittelung der beiden ¥emverlaufe lasst auf eine dezente Zunahme der am
Endothel rollenden Leukozyten schliel3en.

2. Ebenfalls ohne signifikanten Unterschied zueinarméchnen sich die beiden Reaktionsgruppen durch
eine deutliche Reduzierung rollender Leukozyten. dos Vergleich zum Ausgangswert war diese

Abnahme zum Zeitpunkt 5 h fur beide Reaktionsgramignifikant.

Infolge der ICD werden intravitalmikroskopisch eiddnahme von rollenden Leukozyten
beobachtet. Dieser Effekt war nach 2,5 h erstmals sehen und verstarkte sich zum
Beobachtungszeitpunkt 5 h. Hier war der Untersclsidistisch signifikant. Im Gegensatz
dazu nimmt die Anzahl fest adharenter Leukozytemrahd proportional zu. Ein signifikanter

Unterschied zur Kontrollgruppe war zum Zeitpunkt 5u beobachten.

Dahingegen zeigten sich keinerlei statistisch $ikpmte Unterschiede bei der Anzahl
rollender und fest adharenter Leukozyten zwischBiNPB/ELA2-defizienten Mausen und

41



Ergebnisse

deren Hintergrund. Aus dem Verlauf der fest adh&renteukozyten kann man eine
protrahierten Dynamik der defizienten Mause zumtpgmikt 2,5 h deuten. Dieser Effekt
scheint aber nach 5 h wieder ausgeglichen undufgriand der Schwankungsbreite der

Messergebnisse schwer zu interpretieren.

1000
—@— (+/+) Kontrollohr (n=2)
—O— (-/-) Kontrollohr (n=3)
—¥— (+/+) Reaktonsohr (n=3) 79?

8007 —v— (-/-) Reaktionsohr (n=7)

600 A

400 -+

200 A

Adhaerente Leukozyten (pro Flache)

Baseline A
5h

Diagramm 6: Anzahl adharenter Rodamin 6G-markiedteukozyten am Gefal3endothel von vier

verschiedenen Gruppen vor (Baseline), 2,5 h undi&ch der ICD mit Croton Ol.

1. Die beiden Kontrollgruppen zeigen keinen signifitan Unterschied in der Anzahl beobachteter
adhéarenter Leukozyten zueinander zu allen drepdekten und keine Veranderungen uber die Zeit.

2. 2,5 h nach der Induktion der ICD wurde ein sprufigiasignifikanter Anstieg von adhérenten
Leukozyten beobachtet. Diese Beobachtung war 5ch dar Induktion der ICD (Croton) sogar noch
starker ausgepragt. Obwohl es statistisch keineiffignzen zwischen der PRTN3/ELA2-defizienten-
Gruppe und der Wildtyp Gruppe zu ermittel gab, dwemt der Verlauf der Reaktion in der defizienten
Gruppe bis zum Zeitpunkt 2,5 h im Gegensatz zur){&ruppe protrahiert und nachfolgend (zwischen

2,5 und 5 h) verstarkt abzulaufen.
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3.2.2. Manuelle und histologische Untersuchungen zu  r PRTN3/ELA2-
defizienten Knock-out Maus im Vergleich zum Wildtyp wahrend der
ICD mit Croton Ol

In den folgenden Diagrammen werden die Daten voibliwhe PRTN3/ELA2 (-/-)- Mause
(n=5) und deren Hintergrund (n=5) 8, beziehungssv2® Stunden nach Induktion der Croton
Ol induzierten, irritativen Kontaktdermatitis aufgbrt. In allen Gruppen wurden vor und zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion d& @anuelle Dickemessungen mithilfe
des ,Spring loaded Calipers® durchgefihrt. Nach (Bewng der histologischen
Gewebeproben wurden histologische Dickemessungah aine immunhistochemischen

Analyse des Infiltrates vorgenommen.

Reaktionsgruppen Kontrollgruppen

(Croton Ol+Tragergemisch) | (Tragergemisch)
Wildtyp (PRTN3/ELA2 +/+) Gruppe 1 Gruppe 2
Knock-out (PRTN3/ELA2 -/-) | Gruppe 3 Gruppe 4

Tabelle 3: Gruppeneinteilung der ICD fir die mdleu®hrdickemessung und histologischer Aufarbeitung
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3.2.2.1 Ergebnisse der kontinuierlichen Messung de  r Ohrdicke wahrend der

ICD
400
—&— (+/+) Kontrollohr (n=5) *Signifikante Unterschiede zwischen Reaktions-
380 - O— (-/-) Kontrollohr (n=5) gruppen und Kontrollgruppen (p<0,05)
—W— (+/+) Reaktionsohr (n=5) *
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360 * 7%
E 340 A
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Q
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e
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Diagramm 7: Ohrdicke (Spring loaded caliper) in pon 4 verschiedenen Gruppen zu 5 Zeitpunkten
(Baseline, 2,5 h, 5 h, 8 h und 24 Stunden)

1. Die Kontrollgruppen zeigen keine Anderung der Otkdn im Verlauf.

2. Die Reaktionsgruppen zeigen einen parallelen, gadmemdem Ausgangswert und zur Kontrollgruppe
signifikanten, Anstieg der Ohrdicke als allgemeinéaR fur die Odembildung und Infiltration. Im
Vergleich PRTN3/ELA2 (-/-)-Gruppe mit (+/+)-Grupponnten keine signifikanten Unterschiede

erhoben werden.

Unsere Kontrolltiere zeigen nach dem Auftragen desgergemisches aus Aceton und
Olivendl keine Anderungen in der gemessenen Ohediaks MaR fur die allgemeine
Odembildung und Infiltration wahrend einer Entzungineaktion. Dahingegen kam es zu
allen Zeitpunkten zu einem signifikanten Anstiegr d®hrdicke in den Croton Ol
konfrontierten Reaktionsgruppen. Der parallele &afrlder Ohrdicke in den ersten 5 h, in
denen auch die Ergebnisse der intravitalmikroskabpgemessenen Leakage vorliegen, zeigt
eine beeindruckende Ubereinstimmung mit der Entwiwk der Leakage zum gleichen
Zeitpunkten. Der durch die Leakage bedingte Eimstkmn plasmazellularen Bestandteilen

und in Folge auch von Wasser fihrt zu einem dinedssbaren Odem.
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Diagramm 8: Prozentuale Anderung der Ohrdicke (Bploaded caliper) in 4 verschiedenen Gruppen zu
5 Zeitpunkten (Baseline, 2,5; 5; 8; und 24 Stunden)

1. Die Kontrollgruppen zeigen keine wesentlichen Vegmngen zur Ursprungsdicke.
2. Die beiden Reaktionskurven der PRTN3/ELA2 (-/-)-@ya mit (+/+)-Gruppe verlaufen bis zum

Messzeitpunkt 5 Stunden parallel und differiererzkaitig zum Zeitpunkt 8 Stunden.

Ahnlich wie bei der Analyse der Leakage verlauft 8rhohung der Ohrdicke zumindest in
den Reaktionsgruppen sehr parallel. Dies zeigt sietrucksvoll wenn man die prozentuale
Anderung der Ohrdicke zum Ausgangswert errechndtinnein Diagramm ubertragt. Erst
nach 8 Stunden erscheint die Zunahme der Ohrdrckiei Wildtypgruppe, auch wenn nicht
statistisch signifikant starker ausgepragt alsen BRTN3/ELA2 (-/-) Gruppe. Dieser Trend
kehrte sich in der Messung nach 24 Stunden wiegter u
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3.2.2.2 Ergebnisse der computerassistierten Ohrdick ~ emessung

340 4 (+/+) Kontrollohr (n=5) ¢ Signifikante Unterschiede zwischen Reaktions-
Fz71 (-I-) Kontrollohr (n=5) gruppen und Kontrollgruppen (p<0,05)
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Diagramm 9: Histologisch gemessene Ohrdicke inrdaréedenen Gruppen 8 hund 24 h nach Induktion
der ICD mit Croton Ol

1. Die Kontrollgruppen zeigen keine wesentliche Vegmdg zum Zeitpunkt 8 h und 24 h nach ICD

2. Zu beiden Zeitpunkten lie3 sich ein statischer tgied zwischen Kontrollohren und Reaktionsohren
feststellen.

3. Zudem zeigte sich, gemessen am histologischen Rtigawohl nach 8 h als auch nach 24 h sich eine
héhere Auspréagung der Ohrdicke in der PRTN3/ELA?  Gruppe im Vergleich mit der (+/+) -
Gruppe, (253+/-14,3 versus 270,0+/-17,0 und 21995-hersus 270,3+/-20,4). Dieser Unterschied war

statistisch nicht signifikant.

Wir analysierten die Dicke der histologischen Pragmamit einem computergestitzten
Methode (siehe 2.7.1.), um die Ergebnisse der nil@mueéOhrdickemessung zu den
Zeitpunkten 8h und 24h zu verifizieren. Auch hiearen die ermittelten Ohrdicken im

Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant hohien. direkten Vergleich der PRTN3/ELA2

(-/-) und (+/+) zeigte sich interessanterweise ddwam Zeitpunkt 8 h als auch zu Zeitpunkt
24 h eine erkennbare hohere Ohrdicke im Vergleigm XVildtyp. Dieser Unterschied war
nicht statistisch signifikant.
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3.2.2.3 Vergleich der histologischen und manuellen Messungen der Ohrdicken
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Diagramm 10: Vergleich zwischen der histologiscbad der manuellen Messung der Ohrdicke in pm

Beide Messmethoden ermitteln Werte mit vergleiceb&treuung der Einzelwerte.
2. Die Werte der manuellen Messungen weichen im Dagtaligt um 25% von den histologischen
Ohrdickemessungen ob. Dies ist wahrscheinlich airfe eallgemeine formalinbedingte

Schrumpfung des Gewebes zurlickzufihren.

Eine Zusammenstellung der Messergebnisse allertikaak und Kontrolltiere zeigte im

Schnitt den gleichen Anstieg von 8 h bis 24 h iml&& der ICD. Die Messergebnisse der
histologischen Messungen waren im Gegensatz zmdauellen Messungen im Schnitt um
25% niedriger, was vermutlich auf einen Formalidunierte Gewebeschrumpfung im

histologischen Vorbereitungsprozess zurickzufieen
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3.2.2.4 Die zellulare Infiltration im Rahmen der | CD zeigt keinen Unterschied
zwischen PRTNS3/ELAZ2 (-/-) und (+/+)

8
5 E’f//;f) Kontrollllo:f En=5)) Y% Signifikante Unterschiede zwischen Reaktions
-/-) Kontrollohr (n=5
B (+/+) Roakiionsoh () gruppen und Kontrollgruppen (p<0,05)
[ (/) Reaktionsohr (n=5)
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)
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S ¥ 2
S 44 1
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8h 24 h

Diagramm 11: CD45 computerassistierte Messueg Eluoreszenzindex im Beobachtungsfeld (Unterseite
des Ohrs) als Mal fir die totale Leukozyten-Irdiibn zum Zeitpunkt 8 h und 24 h nach
Induktion der ICD

1. Kontrollgruppen zeigen zu beiden Zeitpunkten eireinge Fluoreszenz innerhalb des histologischen
Schnitts des Ohrs.

2. Alle Reaktionsgruppen zeigen zur Kontrollgruppensigant hohere Fluoreszenzparameter als MaR fir
eine signifikant héhere Infiltration von Leukozytéhh nach der Induktion der ICD (Croton) wurde in
der PRTN3/ELA2-defizienten Gruppe eine hdhere Fapenz gemessen (2,4 +/-0,09 versus 3,44 +/-
0,94). Dieser Unterschied war nicht statistischigigant.

In allen Reaktionsgruppen wurde eine signifikantmahme aller Leukozyten (CD45) und
auch neutrophiler Granulozyten (Ly-6G) beobachtietden histologischen Praparaten der
Kontrollgruppen dagegen zeigten sich kaum Infiir&owohl 8 h als auch 24 h nach der ICD
lassen sich in der Messung des panleukozytarehraditsi und der spezifischen Auszahlung
neutrophiler Granulozyten keine signifikanten Ustéiiede zwischen PRTN3/ELA2-
defizienten Mausen und +/+ Mausen erheben.

Im Rahmen der ICD mit Croton Ol kommt es zu eirtarken Infiltration von neutrophilen
Granulozyten ins Gewebe mit einem Maximum nach f¢éd@&n [29]. Ein Anstieg bis zu
diesem Zeitpunkt konnte ebenfalls beobachtet werd@RTN3/ELA2-defiziente Tiere
entwickeln nach 8 h eine leicht-, aber nicht sigmaiit-, hohere Infiltration von neutrophilen

Granulozyten im Gegensatz zur Kontrollgruppe.
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Diagramm 12:  Anzahl von Ly-6G-positiven neutrophil@ranulozyten pro Beobachtungsfeld (ventrale
Ohrseite)

1. In allen Kontrollgruppen fanden sich kaum neutrégo@ranulozyten.

2. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen konnte in allReaktionsgruppen eine signifikant erhhte Anzahl
von neutrophilen Granulozyten beobachtet werdehebDiagen die Werte 24 Stunden im Mittel hdher
als nach 8 Stunden nach Induktion der ICD (Crot@tatistisch signifikante Unterschiede zwischen
den PRTN3/ELA2 (-/ -) und (+/+) ergaben sich nicht.

Dieser Unterschied lasst sich durch Messung detepkozytaren Infiltration mit CD45
beobachten, ohne dass eine Signifikanz erhobenewdrdnn. Diese Beobachtung steht in
Einklang mit Untersuchungen von Young und Mitarbeit [244] an ELA2-defizienten
Mausen. In einem TNFalpha und [I-13 basierten Hmdmiigsmodell am Modell des
Cremastermuskels beobachtete diese Gruppe nachirfe micht signifikante Erh6hung der
Anzahl infiltrierender neutrophiler Granulozyten Wergleich zur Kontrollgruppe. 24 h nach
Einleitung der gleichen Reaktion dagegen fiel diittation der neutrophilen Granulozyten

im Vergleich zur Kontrollgruppe eher schwacher @4sl].
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3.3. Reverse passive Arthus Reaktion
3.3.1. Etablierung der Arthus Reaktion am Modell de s Ohrs der Maus

Zur Induktion der Arthus Reaktion ist eine Depasitvon Antikdrper an dem zu untersuchte
Areal notwendig. In der Peritonealhdhle stellt des einfaches Verfahren dar, wird aber

komplexer, wenn es sich bei dem Beobachtungsamakin so diinnes und verletzliches

Areal wie dem Méauseohr handelt.
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3
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0,0 T T T
Wildtyp Oh 4h 6h

Diagramm 13: Leakage nach vor (Wildtyp), Oh, 4h u8id nach Applikation von 10pl NaCl in das

subdermale Kompartiment der dorsalen Ohrseite ligthiner speziellen Mikronadel.

1. Durch die Applikation von Volumen (NacCl) ins Ohiegt die Leakage um mehr das Doppelte an.
2. Nach einer Latenzzeit von 4h nach Applikation natienLeakage wieder ab, erreichte aber erst nach 6h

das Niveau des Wildtyps.

Dieses intravitalmikroskopische Modell ist so sbeki dass eine applizierte Menge an
Flassigkeit schon Messwerte beeinflussen kann. Machinjektion von NaCl (10ul) in das
subdermale Kompartiment des Mauseohrs zeigte siehrnals eine Verdopplung der

plasmazellularen Leakage.
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Erst durch langere Pausen nach Applikation derskiiésit nimmt die gemessene Leakage
wieder ab und erreicht erst nach 6 h wieder derlBmsvert.

In Folge wurden nach der Instalation von Antikérpedas Ohr eine Latenzzeit von 6 h fest

eingehalten.

Gruppe Antigen Antikorper
Kontrolle 1 -- --
Kontrolle 2 NaCl 1:8
Kontrolle 3 11 NaCl
Arthus-Reaktion 1 11 1:8
Arthus-Reaktion 2 11 1:16
Arthus-Reaktion 3 11 1:64

Tabelle 4: Gruppeneinteilung der Untersugfamzur Arthus Reaktion
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Diagramm. 14: Plasmazellulare Leakage in 3 Korgrapppen und 3 Arthus-Reaktion Gruppen mit

absteigender Verdinnung des Antikorpers.

1. Im Vergleich zu der Wildtyp Gruppe war die Leakatgr Kontrollgruppen (Ak 1:1; Ag NaCl und Ak
NaCl Ag 1:1) 6 h nach Injektion ins Ohr leicht elntho

2. Nach dem Start der Reaktion 6 h nach Injektion 1@unl Antikérper (Kanninchen-Anti-OVA-Antibody
1:8) wurde die Reaktion durch intravendse Gabe Amtigen (Chicken Ovalbumin) gestartet und die
Leakage gemessen. Unmittelbar nach dem Start deug\Reaktion wurde ein sprunghafter Anstieg in
der GefalBpermeabilitat mittels der Leakagemessuegbdrhtet. Dieser Anstieg war zu allen
Kontrollgruppen signifikant.

3. Durch weitere Verdinnung des Antikérpers wurde Zlimahme Austritt von Fluoreszenzfarbstoff ins

Gewebe deutlich abgeschwacht.

In einer ersten Versuchsreihe zur Arthus Reaktiarden bei einer relativ kleinen Fallzahl 6
Stunden nach Applikation von Kanninchen-Anti-OVA+##kbdrper die Reaktion durch
intraventse Gabe von Antigen (HuUhner-Ovalbumin}iignt. Die mikrozirkulatorischen

Aufnahmen wurden direkt nach den Start der Realdidgezeichnet (Tab. 4, Abb. 34).
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Diagramm 15: Anzahl der rollenden Leukozyten pr@ $& 3 Kontrollgruppen und 3 Arthus-Reaktion

Gruppen mit absteigender Verdinnung des Antikorpers

1. Es zeigten sich in allen Gruppen keine signifikan¥erédnderungen in der Anzahl am Endothel

entlangrollender neutrophiler Granulozyten.

Hierbei zeigte sich ein sprunghafter Anstieg derakage und der Anzahl adhéarenter
Leukozyten nach Induktion der Arthus Reaktion wobéntrollgruppen unauffallige

Parameter aufweisen. Diese Effekte nahmen in dappgen mit starkerer Verdinnung wieder
ab. Bemerkenswerterweise waren keine VeranderuagrirAnzahl rollender Leukozyten zu

verzeichnen.

Verwunderlicherweise zeigten in der Gruppe der AstiReaktion (1:8) nur einige Tiere
dieser Gruppe extrem hohe Werte in Leakage und Mnadharenter Leukozyten. Daher

wurde ein neuer Versuch zur Klarung dieses Sachltsrnd zur Etablierung dieses Modells
entwickelt.
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Diagramm 16: Anzahl adharenter neutrophiler Gl@myden in 3 Kontrollgruppen und 3 Arthus-Reaktion
Gruppen mit absteigender Verdinnung des Antikorpers

1. Innerhalb der Kontrollgruppen wurden nahezu keitiggaenten neutrophilen Granulozyten gefunden.

2. Nach dem Start der Reaktion 6 Stunden nach Injektan 10ul Antikbrper wurde die Reaktion durch
intravendse Gabe von Antigen gestartet und die Windar am Endothel fest anhaftender Leukozyten
ausgezahlt. Auch hier konnte unmittelbar nach deart@ler Arthus Reaktion ein gegenliber den
Kontrollgruppen signifikanter Anstieg adharenteukezyten beobachtet werden.

3. Die Verdiinnung des Antikdrpers ging mit einer Réelumg der Anzahl adharenter Leukozyten einher.

3.3.2. Ergebnisse der Kontrolluntersuchungen zur Ar  thus-Reaktion

Das Protokoll zur Arthus Reaktion wurde zur Ubefpni dieser Ergebnisse nochmal

modifiziert: Mit Hilfe des Venendauerkatheters ktenndurch die alleinige Gabe von

Farbstoffen die Aufnahme unaufféalliger Baselineeem mehreren vordefinierten ,regions of
interest (ROI)" erfolgen. Die Arthus Reaktion koantun unabh&ngig durch die separate
Gabe von Ovalbumin tber Katheter gestartet werden.
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Diagramm. 17:

—8— Arthus Reaktion Katheter-Kontrolle (n=3)
0,6
© 04+ }/§/E
j=2
¢
X
]
o
4
0,24
0,8 1
—~
K4
=
g
<, 0,6
N
<]
X
=]
g
> 041
=}
c
2
€
0,2 1
10 B
c 4
o o
=
>
N
= ,/E\E
4
30
-
Q
=
o
= 54
© 5
]
<
e}
<
-104
'15 T T T

Besdite AR  AR(L2)

Kontrolluntersuchung zur Arthusreaikti6 h nach Injektion von 10ul des Antikdrpers aeur
erst Fluoreszenzmarker i.v. injiziert und von Stamhal entfernte GefaRabschnitte mit
unauffalliger Mikrozirkulation aufgenommen und aRegions of intrest (ROI) definiert.
AnschlieRend die Arthus-Reaktion gestartet unddgifnierten ROIs mehrfach in der ersten

Stunde (0-1h) und der zweiten Stunde aufgenommen.
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1. Sowohl in dem ersten (0-1h) als auch in dem zwdenbachtungszeitraum (1-2h) nach dem Start der
Arthus Reaktion stiegen Leakage und die Anzahl agndrenten Leukozyten wider Erwarten im
Gegensatz zu den ersten Versuchen zur Arthus Reatkitht an.

2. Die Anzahl der rollenden Leukozyten zeigte in dre&intersuchen wie in den ersten Versuchen zur
Arthus Reaktion keine wesentlichen Veranderungee.Hohere Schwankungsbreite der Messwerte die
in diesem Versuch ist auf das zusatzliche Traumalehplantation eines vendsen Dauerkatheters
zurtickzufuihren.

3. Der dezente Anstieg der Leakage im Zeitverlaufristdem Anstieg der Leakage der Baselinegruppe
der Croton Ol induzierten irritativen Kontaktderitiatvergleichbar. Uber die Zeit reichert sich der
Plasmamarker im extravasalen Gewebe an fuhrt Uberene héheren durchschnittlichen

Fluoreszenzindex zu dem scheinbaren Anstieg detdgea

Die oben gezeigten Diagramme zeigen eine unawfélMikrozirkulation (Baseline) an
GefaRabschnitten wodurch Defekte durch die Nadbkspiplikation des Antikérpers
ausgeschlossen werden konnten. Durch die Gabe wtigeA (Ovalbumin) gegen den 6 h
zuvor eingespritzten Antikdrper (Konzentration 18urde die Arthus Reaktion online
gestartet. Es resultierte keine wesentliche Venamde der Mikrozirkulation. In unserem
ersten Modell kam es, vermeintlich durch die ArtiResaktion, zur stark erhéhten Leakage-

Werten und stark erhdéhter Anzahl adharenter Leuleozy
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4. Diskussion

Die neutrophilen Serinproteasen PRTN3 und ELA2 sndzahlreichen immunologischen
Vorgéangen beteiligt. Zahlreiche Studien belegere iR&higkeit aufgrund ihres lysogenen
Potenzials an Gewebe- und Organschéadigungen sghschi beteiligt zu sein [16, 117].
Darlber hinaus wirken sie modulierend auf versadmnedinflammatorische Prozesse [18. 19,
50, 55, 133, 165, 179, 183].

Mittlerweise konnte an einem Hautmodell eine Begaig der Protasen an antikdrper-
vermittelten Erkrankungen, wie dem bulldsen Pemmbigaufgezeigt werden [141].
Weiterhin konnte eine wichtige Rolle der Serinpasen in einem anderen antikorper-
vermittelten Entzindungsmodell, der immunkomplexmniielten RPAR, nachgewiesen
werden [168]. Dabei wurden bereits in einem frihé&tadium Defekte im
Entziindungsgeschehen beobachtet.

Ziel der vorliegenden Studie war die UntersuchungRigle der neutrophilen Serinproteasen
PRTN3 und ELA2 an einem nicht-invasiven und niahtikdrpervermittelten sowie an einem
invasiven, antikorpervermittelten Entzindungsmoddlabei sollte neben etablierten
Parametern der spaten Phase insbesondere der nmlanische Prozess auf Ebene der
Leakage und der LEI wahrend der frihen Phase detiRdungsreaktion untersucht werden.
Weitere Erkenntnisse sollte der direkte Vergleickvisehen unspezifischer nicht-
antikorpervermittelter und antikdrpervermitteltezdktion liefern.

Zur Beantwortung dieser Fragenstellung musstenbvdra folgenden Grundlagen definiert

werden:

* Wahl eines geeigneten nicht-invasiven, nicht-anpkévermittelten, neutrophilen
Entziindungsreizes an der Haut.

« Entwicklung und Etablierung eines geeigneten Had#ll®e zur Untersuchung
molekularer Entziindungsparameter (Leakage, LEI) fdénen Phase anhand des
gewahlten nicht-invasiven Entziindungsreizes.

* Wahl eines geeigneten invasiven, antikdrperveritetteEntziindungsreizes an der

Haut und Etablierung am dafur entwickelten Hautnliode
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4.1 Wahl der Entziindungsreize und des Untersuchung  smodells

4.1.1 Irritative Kontaktdermatitis mit Croton Ol (I CD) als Modell einer
nicht-invasiven, nicht-antikrpervermittelten neutr ophilen Ent-

ztndungsreaktion

Die atraumatische Induktion einer neutrophilen Entungsreaktion wurde durch die Wahl
einer topisch applizierbaren Substanz geldst. Dechdnismus sollte dabei nicht tGber eine
Kontaktsensibilisierung erfolgen, da diese uUber €lleh mediiert wird und einer

Sensibilisierungsphase bedarf. Daher wurde alsaanifigches Irritans das etablierte Croton

Ol [78] zur Induktion einer akuten, irritativen, uteophilen Dermatitis gewahit.

Croton Ol (Oleum Tiglii) wird aus den Samen der ikarischen Pflanze

Croton Tiglium hergestellt. Dieses Ol fihrt, nactnd Auftragen auf die
Haut, dghnlich dem Ablauf der RPAR, zu einer sctamel®ddembildung mit| <~

einem Maximum bei 6-8 h und zu einer starken Irgfiion von neutrophilen _ @

Granulozyten mit einem Maximum nach 24 h (Abb.28)]][ Croton Tiglium

Die Croton Ol induzierte ICD stellt ein verbreitetEntziindungsmodell zur Untersuchung
von neuen, antiinflammatorischen Substanzen damwiks am Ohr der Maus durchgefihrt
und steht reprasentativ fur eine Vielzahl von akuteeutrophilen Entziindungsreaktionen. Im
Gegensatz zu in-vitro Anséatzen werden hier nicintemozelne Funktionen analysiert, sondern
in-vivo eine komplexe, immunologische Reaktion induz [78]. Neben der leichten
Handhabung ermdglicht dieses Modell einen atrawstladin, gut charakterisierten, nicht-
antikbrpervermittelten Entzindungsreiz zu untersach Pathophysiologisch ist die
Entziindungsreaktion auf Croton Ol noch nicht klafirdert. Als der biologisch aktivste
Inhaltsstoff von Croton Ol gilt das Phorbol-12-nsyate-13-Acetat (PMA), welches direkt die
Proteinkinase Gu aktiviert [30]. Untersuchungen mit blockierendemtikorpern konnten
ferner eine zentrale Beteiligung des Entzindungstmd TNFe im Rahmen der ICD
nachweisen [123].

Meist wird zur Induktion einer Croton Ol vermitteft Entziindungsreaktion mit 20ul 1%-

2,5%igem Croton Ol gearbeitet, um einen starkezErttungsreiz zu erzeugen [87, 160].
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Wir wahlten aus zwei Griinden einen geringen Entaiigdreiz mit 10 pl 1%igem Croton Ol

Erstens lasst sich der Brennpunkt des Mikroskopdiaker werdenden Gewebe nicht
ausreichend auf die GefalRe fokussieren. Da abesténker Entziindungsreiz eine
starkere Odementwicklung hervorruft, wird das mtamikroskopische Bild so

zunehmend unschérfer. Dies ist schon anderen Advappen, wie der von Andrian

[129], aufgefallen.

Zweitens helfen schwache Entziindungsreize auchntiezinterschiede im Rahmen
der LEI, zwischen PRTN3/ELA2 (-/-) und (+/+) Mauseaufzudecken, die bei

starkeren Reizen mdglicherweise durch unspezifisdfekte tberdeckt werden.

4.1.2. Entwicklung eines geeigneten Modells zur Un  tersuchung der

Frihphase von Hautentziindungen an einem Mausemodel

In der Vergangenheit konnten verschiedene in-Wtoalelle, durch den Einsatz von Protease-

Inhibitoren, eine Beteiligung von Serinproteasen Entzindungsgeschehen nachweisen [5,

148]. Da aber in diesen Modellen weder der Blutsirarach die Scherrate, oder die

Inhomogenitat der Expression von Adhasionsmoleki@dah Endothelzellen berilicksichtigt

wird [68], wurde im Bereich der Mikrozirkulations&hung nach einem geeigneten in-vivo

Modell zur Beobachtung der Leakage und der LEI gatsu

Dabei sollten mehrere Kriterien erfillt sein:

Es sollte atraumatisch, d.h. ohne grdél3ere chircingisManipulation, durchfiihrbar

sein.

Es sollte repetitive Messungen inflammatorischeraP&ter der Haut in-vivo und

online ermdglichen.

Es sollte die Mdglichkeit bieten auch die Frihphaee Entzindungsreaktion zu

beobachten.
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Die Auswahl geeigneter tierexperimenteller Modellg Untersuchung am M&useohr in-vivo
ist gering. Erst Entwicklungen im Bereich der Miknmkulationsforschung er6ffnen heute
diese Mdglichkeiten:

1852 eroffnete Jones mit der ersten direkten Bdubagen kleinster Blutgefal3e die
mikrozirkulatorische Forschung [116]. 80 Jahre epaentwickelten Sandison und
Mitarbeitern das erste transparente Kammermodedimem Hasenohr [189], welches spater
von Algie und Mitarbeitern auf die Rickenhautfaiter Maus Ubertragen wurde [4]. 1980
stellte dann Eriksson sein HautmikrozirkulationseMth der haarlosen Maus vor das erstmals
eine atraumatische Analyse der Mikrozirkulation Heut erméglichte [69].

Dieses Modell wurde von Bondar und Mitarbeitern fimtravitalmikroskopische
Untersuchungen zur Wundheilung weiterentwickelt stellt auch fur unsere Arbeitsgruppe
ein etabliertes Modell dar [22, 23, 33]. Es erlask#tige Untersuchungen der kutanen
Mikrozirkulation unter physiologischen und pathakmpen Bedingungen [23]. Daneben
erlaubt das Modell die Anfertigung histologischechBitte fir immunhistochemische
Untersuchungen und kann durch Verwendung genteobisch verdnderter Mause
modifiziert werden [186].

Damit erflillt dieses Modell alle von uns gefordariagenschaften.

4.2. Diskussion der Untersuchungstechniken

4.2.1. Intravitalmikroskopie

Mitte der 50-iger Jahre wurde durch die Einfuhrungeuer, quantitativer

intravitalmikroskopischer Methoden zur Analyse 8&krozirkulation [105, 114] und deren

Kombination mit der Videotechnik [103,104] der Gadgtein fur detaillierte Analysen der
Mikrozirkulation gelegt. Die neuen Methoden erofare die Moglichkeit einer

kontinuierlichen, quantitativen Analyse der Mikndailation und waren damit der &lteren,
integralen Durchblutungsmessverfahren (z.B. der ®&ighéaren-Technik) [95, 99] Klar
uberlegen.

Die Intravitalmikroskopie erlaubt durch den Einsapgezieller Fluoreszenzfarbstoffe die

zuverlassige, objektive und schnelle Erfassungtifankller Parameter, wie der Leakage und
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der LEI [121]. Die Gefahr einer Uberblendung bzwbetkontrastierung beim Einsatz der
Fluoreszenzfarbstoffe wird durch Reduktion der &afisa Lichtmenge durch Verwendung
von Objektiven mit hoher numerischer Apertur emeif94]. Durch den Einsatz von hoch
empfindlichen Kameras kann die bendtigte Lichtmengeiter reduziert werden. So

ermoglicht eine lichtempfindliche Kamera mit einkerchtintensitat von 0,01 Lux die

Reduktion der Gesamtlichtmenge um den Faktor 40][18

Intravitalmikroskopische Aufnahmen wurden nur aer&én durchgefiihrt, die die Kriterien

der Praparation voll erfiillen. Insbesondere Tieie @demen und Entziindungszeichen im
Bereich des Ohrs (z.B. durch Kratzen der Maus raepilierung) wurden vom Versuch

ausgeschlossen.

4.2.2. Mikrozirkulatorische Parameter

4.2.2.1. Wahl der Narkose als beeinflussender Param eter auf die
Mikrozirkulation

Als Narkose wird das Inhalationsgas Isofluran vewet, das sich schon in der
Vergangenheit bei der Durchfihrung von intravit&raskopischen Modellen bewdahrt hat
[210]. Es zeichnet sich durch einen geringeren l&ssf auf die Mikrozirkulation als z.B.
Fentanyl [108]. Das Modell wurde urspringlich fure dwache, demobilisierte Maus
beschrieben [69]. Eine solche Demobilisation im Waustand fuhrt jedoch zu einer starken
Stressreaktion, wobei die Mikrozirkulation und Inmitét der Haut durch Aktivierung der
sogenannten HPA-Achse (Hypothalamo-Hypophysar-Aehgan Achse) beeinflusst wird [9,

246]. Deshalb wurden Versuche in Narkose bevorzugt.

4.2.2.2. Auswertung der mikrozirkulatorischen Param  eter

Die quantitative Offline-Analyse der Messdaten atést ein hohes Mal} an Konzentration
und Erfahrung seitens des Untersuchers. Eine Tgsphase ist nétig, um sich in die
technisch anspruchsvolle Auswerteeinheit einzutebeund die zur Verfligung stehenden
Methoden richtig anzuwenden. Nur so ist die Auswagtder Ergebnisse standardisierbar und
aussagekraftig. Eine hausinterne Versuchsauswel(i@eMinchen) gleicher Aufnahmen
durch den gleichen Untersucher an verschiedeneenragigten eine Varianz von +/-10%
[245].
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Um diese interindividuelle als auch intraindivideeSchwankungen zu verhindern wurden
Versuchsaufnahmen immer nur von einer Person uren@m mdoglichst kurzen Zeitraum

ausgewertet.

4.2.3. ,Spring-loaded Caliper*

Friiher wurde in Entziindungsmodellen am Ohr der Madsmbildung und Infiltration von
Leukozyten durch Wiegen des abgetrennten Ohrs djaart. Heute ermdglicht die
Dickemessung des Ohres durch einen abgefedertashhamechen Mess-Schieber (,Spring-
Loaded Caliper®) die repetitive Ohrdickemessungive. Dabei sollte die einzelne Messung
schnell erfolgen, da der Stempel des Messgeratdahgerer Messdauer Wasser aus dem

Gewebe presst und damit das Messergebnis verfgtsht

4.2.4. Histologische Untersuchungen

Histologische Schnitte wurden mittels den Fluorageearkern fur Ly-6G und CD45 gefarbt.
Wahrend es sich bei Ly-6G um ein spezifischen Aamtifjir neutrophile Granulozyten handelt
[127, 135], werden durch CD45 Antikérper membrandige Oberflachenmolekile markiert,
die wahrscheinlich als Rezeptoren, mit TyrosinkeAktivitat, fungieren. Fur die
immunbhistologische Differenzialdiagnostik hat de$&otein eine herausragende Bedeutung,

da es viele Blutzellen verlasslich markiert undRds-Leukozytenmarker fungiert (Abb.22).
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4.3. Diskussion der Ergebnisse

4.3.1. Evaluation des Tiermodells

Zur intravitalmikroskopischen Analyse wurde daspuiisgliche Modell der haarlosen Maus
von Eriksson modifiziert. Wir Gbertrugen das vorikEson etablierte Modell (SHK-1 hr/hr
Stamm) auf den Mausestamm C57/BL6 129SV, der dertigehen Hintergrund flr unsere
gentechnologisch veranderten Mause bildet.

Zur Etablierung unseres Modells wird die Mikrozirkiibn des etablierten Modells der
haarlosen Maus intravitalmikroskopisch analysiegstHK-1 hr/hr Mause n=6) und mit

Literaturangaben verglichen. Die ermittelten mikrkalatorischen Parameter haarloser SHK-
1 hr/hr Mause aus eigener Aufzucht zeigten keirgnifkanten Unterschiede zu den
Ergebnissen der SHK-1 hr/hr Mausen anderer Arlreipgzen [130, 158].

In einem nachsten Schritt wurde die Mikrozirkulatiotes depilierten, behaarten
Mausestamms (C57/B6/129 SV n=5) analysiert, der glemetischen Hintergrund unserer
Knock-out Mause darstellt und mit den ParameterrSiK-1 hr/hr Mausen verglichen [130,

158]. Unsere intravitalmikroskopischen Untersuchungeit depilierten C57/B6/129SV

Mausen zeigten dabei ahnliche Ergebnisse in derdvikulation (Leakage und LEI) im

Vergleich zu dem haarlosen Mausestamm (SHK-1 hsthwie mit bereits publizierten Daten
[130, 158].

Eine korrekte Durchfiihrung des Modells war somdedeen.

Als Nebeneffekt dieser Evaluation konnten wir eéBdembachtung von Mayrovitz und Janssen
bestétigen: In ungereizten HautgefalRen fandenirsiegbegensatz zu den GefalRen anderer
Organen, eine Fraktion rollender Leukozyten. Autlvarliegender Arbeit patrouillierte eine
permanente Fraktion von Leukozyten am Endothel iangger Haut [108, 150]. Diese basale
Fraktion rollender Leukozyten ist z.T. auf die Idi@nsnarkose mit Isofluran
zurtckzufiihren [108], wurde aber auch schon ohniékdde in der wachen Maus beobachtet
[146] und als permanent verfiigbarer Pool von Leyter im GefalRbett der Haut

interpretiert.
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4.3.2. PRTN3/ELA2-defiziente Mause im Entziindungsproz  ess

4.3.2.1. PRTN3/ELA2-defiziente Mause

Obwohl eine Fille von Studien eine Beteiligung deutrophilen Serinproteasen PRTN3/
ELA2 bei der Einwanderung neutrophiler Granulozytemf inflammatorische Reize

implizieren [44, 59, 241] und insbesondere Inhdrisstudien mit Serinproteaseinhibitoren
von einer reduzierten Infiltration berichten, [24247] zeigen Untersuchungen mit ELA2-
monodefizienten Mause keine spezifische HemmungEdewanderung von neutrophilen

Granulozyten [6, 28, 244].

Verschiedene neutrophile  Serinproteasen, die sicn  $Substratspezifitdt und

Reaktionsgeschwindigkeit unterscheiden, habentehe Anzahl Uberlappender Funktionen.
Bei Nullmutanten mit einem Verlust von nur eineutnephilen Serinprotease ist immer ein
Kompensationsmechanismus der jeweils anderen Setagse moglich. Unter Verwendung
von PRTN3/ELA2-doppelt-defizienten Mausen lassech sKompensationseffekte von

PRTN3 und ELA2 vermeiden. Weitergehende Charakéeusgen mit einer genetischen
Defizienz fur alle drei Proteasen PRTN3, ELA2 undthG sind in der Literatur nicht

dokumentiert.

4.3.2.2. PRTN3/ELA2-defiziente Mause zeigen keine w esentlichen Unterschiede

in basalen immunologischen Parametern

Immunologische Basisparameter wie Anzahl und Gmumkifon der neutrophilen
Granulozyten sind eine Voraussetzung fur die Untdmsng von spezifischen Unterschieden
zwischen PRNT3/ELA2 (-/-) und (+/+). Da PRTN3 undA2 an der Proliferationsregulation
granulopoetischer Vorlauferzellen beteiligt sin@9Lund die erbliche, zyklische Neutropenie
beim Menschen mit einem Defekt des NeutophilentBtesGens assoziiert ist [101], ware
eine verdnderte Granulopoese in PRTN3/ELA2-defteien Mausen zu erwarten.
Untersuchungen von Pfister ergeben allerdings wetwr veranderte Variation der Anzahl
neutrophiler Granulozyten im peripheren Blut, noghichen die Durchschnittswerte von
denen des Wildtyp-Mausstammes ab [168]. DarlUbenusinzeigen beide Stdmme ein

unverandertes Phagozytoseverhalten neutrophileruBrayten [168].

64



Diskussion

4.3.2.3. Kein Einfluss von PRTN3 und ELA2 auf die p lasmazellulare Leakage
wiahrend der ICD durch Croton Ol

Eine Herabsetzung der Barrierefunktion des Endsth&ihrt zum Ausstrom von
héhermolekularen Plasmaproteinen und damit zunsititiellen Odem. Dieser Prozess wird
als Leakage bezeichnet [62, 204]. Experimentelleziitmdungsreaktionen fihren Gber
exogene und endogene Mediatoren, Uber eine Intenakinit dem kontraktilen
aktinfilamentaren-Zytoskelett der Endothelzellear, Ausbildung von interzellularen Spalten
(Gaps) [62, 98, 101, 204]. Eine Zunahme der padidaetn Permeabilitdt kann dabei
einerseits durch Phosphorylierung junktionaler Bimgsproteine [67], anderseits Uber eine
Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase erfolgefili22, 139]. Auch aktivierte,
neutrophile Granulozyten kénnen durch AusschutitorgElastase [171, 205, 214] und®
[205, 213] ebenfalls eine Zunahme der Leakage lkewirWahrend die Rolle von,B, gut
charakterisiert ist [208, 234] ist die Wirkung vBhastase auf die endotheliale Permeabilitat
noch weitgehend ungeklart.

Die Rolle der neutrophilen Elastase im Hinblick adie Permeabilitét wurde in der
Vergangenheit primér am Modell der pulmonalen Ehelzelllinien untersucht:

An einem in-vitro Modell zu Messung der endothelal Permeabilitdt pulmonaler
Endothelzellen beobachteten Suttorp und Mitarbei@ch Konfrontation mit gereinigter
Elastase eine Zunahme von interzellularen Gapseumal erh6hte endotheliale Permeabilitét
[204].

In unserem in-vivo Modell der intravitalmikroskopien Bestimmung der plasmazellularen
Leakage konnen wir keinen signifikanten Untersclzadschen PRTN3/ ELA2-defizienten
Tieren beobachten. In der Frihphase der irritati¢dentaktdermatitis durch Croton-Ol ist
weder nach 2,5 h noch nach 5 h eine signifikanénsohiedliche Auspragung der Leakage
intravitalmikroskopisch zu beobachten. Die Dickesuggen des Mauseohrs mittels ,Spring-
loaded Caliper® ergaben ebenfalls keine unterscicieell Dickezunahme zwischen
PRTN3/ELA2 (-/-) und (+/+) zu diesen (2,5 h und )bsbwie zu spateren Zeitpunkten (8 h
und 24 h).
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Dieser Unterschied zur Literatur lasst sich duabédnde Punkte begrinden:

Der Einfluss neutrophiler Elastase auf die Ausbilylgier Leakage wurde besonders
im Hinblick auf das akute Lungenversagen [154] tsueht. Dabei wurden die
meisten Untersuchungen an pulmonalen Endothelzelili [199, 204, 205]
durchgefuhrt. Diese unterscheiden sich grundlegedifbau und Funktion und sind
so mit dermalen Endothelien nur bedingt zu vergkenc[120, 195].

Der Einfluss von Elastase auf die Permeabilitéiggsteng der Haut wurde bisher
selten untersucht. 1991 konnten Kawabata und Mitareom japanischen Minase
Research Institute durch intraventése Gabe von EL#ile Erhohung der
Kapillarpermeabilitdt der Haut von Schweinen bedbibexe, die durch den spezifischen
Elastase-Inhibitor ONO-5046 wieder aufgehoben werkennte [118]. In diesem
Versuch wurde die Veranderung der dermalen Kap#laneabilitat durch intravenose
Gabe von ELA2 ausgeldst. Dieser unphysiologischig e nicht mit der Dynamik
der ICD mit Croton Ol an der Haut zu vergleichemcN schweren Herzoperationen
weisen manche Patienten eine pathophysiologischhrhonzentration von ELA2
im Serum auf. Dennoch waren diese Seren nicht inLdge, die Permeabilitat von
kultivierten Endothelzellen zu erh6hen [192]. Sadshohere Mengen von ELA2, wie
sie unter pathophysiologischen Bedingungen aufireteohl nicht, oder nur im
Ausnahmefall (wie beim akuten Lungenversagen) in dage, die Leakage zu

beeinflussen.

Vorversuche unserer Arbeitsgruppe konnten am Mo&8#MAR an der Bauchhaut von
PRTN3/ELA2-defizienten Tieren eine deutliche Redwktder vaskuldaren Permeabilitat,

gemessen am Austritt des Farbstoffs ,Evans blaubaehten [168]. Dabei wurde derselbe

Mausestamm aus derselben Anzucht verwendet. Dilst sin Gegensatz zu unseren

Beobachtungen zur ICD mit Croton Ol.

Die ICD und die RPAR zeigen grol3e Unterschiede Mmerni pathophysiologischen

Entziindungsablaufen. Wahrend die ICD mit Crontord@ih die direkte Aktivierung von

Effektorzellen zu einem starken Neutrophilenindttrfuhrt, wird die RPAR uber die

Interaktion zwischen Immunkomplexen undyfRezeptoren vermittelt (177). Inwieweit sich

dadurch unsere Beobachtungen begrinden lassennwgdem eigenen Kapitel diskutiert.
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4.3.2.4. Kein Einfluss von PRTN3 und ELA2 auf die  Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion im Model der ICD durch Croton Ol

Der Einfluss neutrophiler Serinproteasen auf dergrdtionsprozess von neutrophilen
Granulozyten wird schon langer vermutet. Zum eikennte in vitro die Spaltung von
wichtigen Adh&sionsmolekilen im Prozess des Rolli#g], des Sticking [46, 134] und der
transendothelialen Migration [134] durch neutroph8erinproteasen gezeigt werden. Zum
anderen beobachtete man an Endothelzellkulturemeiinfluss neutrophiler Serinproteasen
auf das Transmigrationsverhalten gegentber vedehen Reizen [5, 148]. Als
Mechanismus wurde die lokale Freisetzung von gebpdien neutrophilen Serinproteasen
mit anschlieBender Membranbindung, am migrierendeltpol neutrophiler Granulozyten,
unter dem Namen ,limitierte Proteolyse” diskutigir®1].

Der Einfluss von PRTN3 und ELA2 auf den Prozess lder wurde bisher nur wenig
untersucht. Beobachtungen von Moser et al. an denchgn PRTN3/ELA2-defizienten
Mausestamm konnten in einem intravitalmikroskopisch®dell am Cremaster-Muskels der
Maus keinen Unterschied in der Fraktion rollendeukozyten und adharenter Leukozyten
auf PAF und fMLP nachweisen [155]. Diese Ergebniss®l im Einklang mit den hier
aufgefuhrten Untersuchungen. Hier zeigte sich ebsnkein signifikanter Unterschied im
Rollverhalten von Leukozyten im postarteriellen v&d Strombett zwischen PRTN3/ELA2
(+/+) und (-/-). Dies betraf sowohl die basale Mikirkulation als auch die Anzahl am
Endothel rollender Leukozyten (Rolling) 2,5h undridth der Konfrontation der Ohrhaut mit
Croton Ol.

Das Rollen von Leukozyten am Endothel wird durclel8ae und deren Gegenrezeptoren
vermittelt. Dabei spielt die Interaktion zwischen-SBlektin und dem wichtigsten
Gegenrezeptor auf neutrophilen Granulozyten, den$elBktin-Glykoprotein-Ligand-1
(PSGL-1), eine wichtige Rolle in der Vermittlungsd@ollings in normalen und entziindeten
HautgefalRen dar [159, 235]. 2001 identifiziertemdBeger und Mitarbeiter ELA2 und CathG
als PSGL-1-degradierende Enzyme und folgerten eméglichen Mechanismus durch

ausgeschiittete Serinproteasen in der UberleitundqRadling in die feste Adharenz [79].
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In der vorliegenden Arbeit konnte am PRTN3/ELA2idehten Mausestamm, in
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Moser][kBfe Veranderung der Anzahl
rollender Leukozyten aufgezeigt werden, weder umi@malen Bedingungen noch unter

einem nicht-antikérpervermittelten Entziindungs(&D).

In-vitro Untersuchungen lassen vermutet, dass stcdinsmigrierende neutrophilen
Granulozyten, nach der festen Bindung mit ICAM-lelo&/ CAM-1, durch eine Spaltung
dieser Bindung mittels ausgeschuitteter ELA2 befrei@nnen [46, 134]. In unserem
Mausestamm hatte eine erhdhte Anzahl adhéarenterropbier Granulozyten unter
Basalbedingungen zur Folge gehabt. Dieser Effetté Isich unter Entziindungsbedingungen
sogar noch verstarken mussen. Aber weder in unsErgersuchungen, noch bei den
Versuchen von Moser und Mitarbeitern desselben Bgtasnmes am Cremastermuskels
[155], zeigte sich dieser erwartete Effekt. Die Az der adhé&renter neutrophilen
Granulozyten waren im Vergleich Doppel-Mutant zu ldip zu keinem Zeitpunkt
signifikant unterschiedlich.

Zusammenfassend zeigten unsere Untersuchungen iereidstimmung mit den
Untersuchungen von Moser et al. [155] an einem raafikbrpervermittelten
intravitalmikroskopischen Entzindungsmodell keinerdhderungen auf der Ebene des
Rollings und des Stickings. Mdglicherweise konnte Defekt in PRTN3/ELA2-defizienten
Tieren durch CathG kompensiert werden, das ebenfaié ELA2 in der Lage ist eine
Spaltung der Bindung P-Selektin/PDGL-1 [79] zu l&em. AulBerdem kann CathG
Isoformen von ICAM-1 [184] und unter bestimmten Bepingen auch VCAM-1 spalten
[134]. Eine vollstandig erhaltene Funktion von Catie G konnte grundséatzlich zumindest

bei ELA2-monodefizienten Tieren nachgewiesen wef88h

4.3.25. Kein Einfluss von PRTN3 und ELA2 auf die transendotheliale
Migration im Model der ICD durch Croton Ol

Die Rolle der neutrophilen Serinproteasen im Prezis nachfolgenden transendothelialen
Migration ist ebenfalls noch unklar. ELA2 stellt diesem Zusammenhang die am besten
untersuchte Serinprotease dar. Die StudienlagetbiEtnnoch ein sehr kontroverses Bild:

Eine Reihe von in-vitro und in-vivo Studien mit phnakologischen Inhibitoren der ELA2 zur
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Migration von Leukozyten, unterstlitzen oder widegshen einem Zusammenwirken in
diesem Prozess [45, 77, 102, 147, 202, 241].

Untersuchungen an ELAZ2-defizienten Tieren decktevarzdie wichtige Rolle in der

Immunregulation von ELA2 auf, wie z.B. in der AbweBram-negativer Bakterien [6, 28,
213] und gegenuber Endotoxinen [213], konnten &eémen Defekt in der Migration von

neutrophilen Granulozyten beobachten [6, 28, 213].

Als nachster logischer Schritt zur Aufklarung denKtionellen Rolle von ELA2, in dem
Prozess wurden intravitalmikroskopische StudienGremastermuskel, zur Beobachtung der
einzelnen Migrationsprozesse in-vivo durchgefuhArn. diesem Modell konnten Young und
Mitarbeiter keine Beteiligung an der transendo#maMigration 4 h nach Stimulation mit
TNFa und 1I-18 beobachten. Allerdings zeigte sich aigmifikante Abnahme der Migration
in einem Entzindungsmodell durch Zymosanpartikeles® letztere Abnahme wurde
allerdings auf eine verminderte Produktion von pil@mmatorischen Mediatoren und nicht
auf eine direkte Beteiligung der ELA2 am Transmiigiegsprozess zurtickgefiihrt [244].
Dagegen konnte die gleiche Arbeitsgruppe durchapesche Applikation von Leukotrien-B4
(LTB4), einem potenten Aktivator fur die Ausschiiguvon Elastase, eine Reduzierung der
Transmigrationsrate um 66% feststellen, nachdenTidiee mit dem Elastaseinhibitor ONO-
5046 vorbehandelt worden waren. ELA2-defizienterdi€¢/-) zeigten in diesem Modell
dagegen keine Veranderung im Transmigrationsvenhalt

Da ELA2-monodefiziente Tiere mdglichen Kompensamechansimen durch andere
Serinproteasen unterliegen, wurde versucht miteHidn Doppel-Mutanten (PRTN3/ELA2 (-
/-)) eine gegenseitige Kompensation dieser beidmte®sen im Transmigrationsprozess
auszuschlieBen. So gelang am Modell des entzin@wmnastermuskels der Arbeitsgruppe
um Moser und Mitarbeitern die Beobachtung einer zegten Infiltration von Leukozyten
vier Stunden nach Konfrontation mit fMLP und PAFlleddings wurde dies auf eine
reduzierte Migrationsgeschwindigkeit im extrazelhgin Gewebe zuriickgefuhrt [155].

Im Einklang mit diesen Ergebnissen fiihrte die ICD @roton Ol in unseren Untersuchungen
zu nicht zu einer Abschwéachung der Infiltration veautrophilen Granulozyten (gemessen
am histologischen Infiltrat CD45-positiver Leukoegtim Allgemeinen und Ly-6G positiver

neutrophiler Granulozyten im Speziellen, Abb. 22).
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Unsere Ergebnisse sind dariber hinaus zu friherenvo Untersuchungen konsistent, die
eine normalen Infiltration von neutrophilen Granyh@n, sowohl bei intraperitonealer
Konfrontation mit Gram-negativen Bakterien [28] alsch gegenliber dem unspezifischen

Entziindungsstimulus Thioglycolate [2] bei Elastasmodefizienten Mausen beobachteten.

Wie schon oben angefihrt, wird in verschiedenen zlirdungsmodellen auf den
Kompensationsmechanismus Serinprotease-defiziégdezn hingewiesen [244]. In unserem
PRTN3/ELA2(-/-)-defizienten Tierstamm ist moglicheise das verbliebene CathG,
unabhangig von PRTN3 und ELA2, in der Lage die $naigration allein zu bewerkstelligen.
Der vollstandige Erhalt der biologischen Funktionesn Cathepsin G konnte in diesem
Zusammenhang bereits friher anhand eines ELA2idefen Mausestammes gezeigt werden
[146]. Hermant et al. konnte in einem HUVEC-Mod#i Transmigration von neutrophilen
Granulozyten nur hemmen, wenn sowohl ELAZ2 als dbathG inhibiert wurde. Eine solche
Uberschneidung in der biologischen Funktion konateh erklaren, warum neutrophile
Granulozyten, in Gegenwart von spezifischen Elagstashitoren und in ELA2-defizienten

Mausen, keine Einschrankung in der Transmigratéirigkeit zeigen [93].

Beim Menschen fuhrt ein Defekt der Dipeptidyl-Pdpte |, welche fur die Aktivierung von
PRTN3, ELA2 und CathG notwendig ist, zum sogenannapillon-Lefévre-Syndrom.
Neutrophile Granulozyten dieser Patienten zeigentz t Mangels an funktionsfahigen
Proteasen, keine Fehlleistung bei der Abtétung Esnherichia coli und Staphylokokken
[170]. So scheint es auch hier alternative Medraen zu geben, diesen Defekt in-vivo zu

kompensieren.
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4.4. Etablierung der RPAR am Ohr der Maus

Im Gegensatz zu unseren Beobachtungen am nickbgmgrvermittelten Entziindungsmodell
der ICD mit Croton Ol beobachteten Pfister et ah selben PRTN3/ELA2-defizienten
Mausestamm, aber bei einem antikérper-vermittelgrizindungsmodell (RPAR), eine
deutliche Reduktion der Odembildung und der Nedutilepinfiltration. Die Art des

Entziindungsreizes scheint dabei einen besonderefluds auf die Beteiligung der
Serinproteasen zu haben. Aus diesem Grund wurd&enauf unserer Untersuchungen
versucht, das invasive Entzindungsmodell der remepmassiven Arthus Reaktion auf das

intravitalmikroskopisches Modell zu tbertragen.

Das invasive Modell der RPAR bendtigt die subkutakmplikation eines spezifischen
Antikdrpers. Um vorab eine Verdnderung unspeziBschikrozirkulatorischer Parameter
auszuschlielBen, wurde ein Volumen von 10ul Koch&slng subkutan injiziert. Es
resultierte eine starke Erh6hung der Leakage imaah dem Applikationsereignis, die aber
nach 4 h deutlich ricklaufig war. Wir interpretartdiesen Effekt als traumatisch bedingte
Reaktion auf den Nadelstich zum einen und zum amndals artifiziellen Effekt, basierend auf

druckbedingter Degranulation von Mastzellen unalbaer Freisetzung von Histamin.

In den ersten Untersuchungen zur Arthus-Reaktiom kas zu einer Erhohung der
Odembildung bzw. Leakage im Gegensatz zu den Kiguppen. Diese waren schon

Minuten nach dem Start der RPAR zu beobachtenrdsganterweise blieb die Zahl der
rollenden Leukozyten wahrend der Reaktion in etaaskant. Dagegen konnte innerhalb von
Minuten nach der Gabe von Antigen - ungewodhnlicleeses - eine Vielzahl adharenter
Leukozyten beobachtet werden. Zur Uberpriifung didSgebnisse fihrten wir bei drei

Mausen zur Kontrolle ein modifiziertes Protokoll clur Hierbei legten wir im Vorfeld der

Analysen einen vendsen Dauerkatheter und injizie@eh nach Applikation des Antikorpers,
die Fluoreszenzfarbstoffe FITC-Dextran und Rhodant. Die erste Messung diente als
Basiswertbestimmung der Mikrozirkulation. Erst iolge sollte die Reaktion durch die Gabe
des Antigens gestartet und die mikrozirkulatoriscenderungen an GefaRen, mit vorher

unauffalliger Mikrozirkulation, gemessen werden.
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Dieses Setup wurde erst durch den Dauerkatheteliaghf)da eine wiederholte Injektion von
Flissigkeiten in die Schwanzvene der behaartenklennMaus ein sehr schwieriges

Verfahren darstellt, das haufig zu letalen Emboé&missen fuhrt.

In dem verfeinerten Versuchsdesign konnten keineleimgen zwischen Baseline und
Reaktion herausgearbeitet werden. Als Grund furDlergenz des ersten und des zweiten
Arthus Versuchs nehmen wir die unvorhersehbarentedische Schadigung der BlutgefalRe
durch die ins Ohr vorgeschobene Mikrokanile anchiutie der Antikérper eingebracht
wurde. Unsere Analyse zum Einfluss von injizieridiissigkeit ins Ohr verzichtete auf
Beobachtung der LEI, sodass eine, vereinzelt dafide, traumatisch bedingte
Entzindungsreaktion nach dem Nadelstich hier GUberseworden sein koénnte. Das
ungewodhnlich schnelle Auftreten von adhéarenten beyten lasst sich unter diesem
Blickwinkel jedoch auch anders interpretieren. Mclgtrweise wurden bereits adhérente,
aber noch nicht sichtbare, Leukozyten erst durchasidlutende Rhodamine 6G nach einigen
Minuten sichtbar. Die Ubertragung der invasiven RP#heint aufgrund der Empfindlichkeit

dieses Modells nicht méglich zu sein.

4.5. Einfluss der Art des Entziindungsmodells auf d ie Beteiligung
von PRTN3 und ELA2

Mogliche Grinde fir die unterschiedlichen Ergelmidslastase-, oder PRTN3/ELA2-
defizienter Mausestamme sind mannigfaltig. Expenitee Entzindungsreize an
verschiedenen Spezies (Schwein versus Maus) uisdhiedenen Organsystemen (z.B. Haut
versus Lunge versus Peritoneum) auf molekularern&bseisen Unterschiede auf, wie
pathophysiologische Untersuchungen zur Arthus Rmakklar aufzeigen [24, 209]. Es
wurden aber auch voneinander abweichende Entzisderigufe zwischen unterschiedlichen

Mausestammen beobachtet [203].

In unserem Modell der ICD mit Croton Ol zeigtenhskeine Hinweise auf eine Beteiligung
der beiden neutrophilen Serinproteasen im Entzigsygschehen. Allerdings konnte in
Vorversuchen, an einem Modell der Arthus Reaktiomer Bauchhaut, Effekte dieser beiden
Serinproteasen, sowohl bei der Infiltration von naphilen Granulozyten, als auch bei der

Odembildung nachgewiesen werden [167].
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Die divergierenden Ergebnisse lassen sich im Hikbliauf die unterschiedlichen
Entziindungsreize diskutieren:

Als der biologisch aktivste Inhaltsstoff von Crotohgilt das Phorbol-12-myristate 13-Acetat
(PMA), welches direkt die PKe&aktiviert [30]. Wahrend die spatere Entziindungsphaon
Croton Ol vermutlich durch die Neusynthese promitaatorischer Mediatoren, aus
aktivierten  Keratinozyten vermittelt wird [238], vaden frGhe Effekte im
Entziindungsgeschehen durch  Aktivierung von  Zellen it mpraformierten
Entzindungsmediatoren, wie z.B. dermalen Mastzelggiragen. PMA vermittelt dabei
durch die Aktivierung der PK& die Ausschittung des praformierten Cytokins aNfus
Mastzellen [96]. MdOglicherweise tragt sogar einaeklie Aktivierung der PKC von
neutrophilen  Granulozyten zu ersten Effekten der ot@rOl vermittelten
Entzindungsreaktion bei. Eine direkte Aktivierudigrte aber in-vitro nur zu einer selektiven
Ausschittung spezifischer Vesikel [126, 151]. Dexiproteasen PRTN3 und ELA2 werden
allerdings fast ausschlief3lich in den azurophilemn{aren) Granula gespeichert [35]. Auch
TNFa fUhrte bei neutrophilen Granulozyten nicht zur gefdittung von azurophilen Granula
[88].

Mdglicherweise ist die Art des Entziindungsreizessallaggebend fiur die Beteiligung von
PRTN3 und ELA2 an der Entzindungsreaktion. Diespdthese wirde bedeuten: Je héher
die Potenz des Entziindungsreizes zur Mobilisatemagurophile Granula aus neutrophilen
Granulozyten, desto warscheinlicher die Beteiligunder Serinproteasen am
Entzindungsgeschehen. Dass unterschiedliche Reire @remastermodell zur
unterschiedlichen Hemmung der Transmigration dwiclen Serinproteaseinhibitor fiihren,
konnte jungst von Young und Mitarbeitern festgdisteélerden [244]. Diese Gruppe
identifizierte IL-B4 als potentesten Mediator ddrA2- Ausschittung [244]. In-vitro gelingt
es fMLP in Abwesenheit von Cytochalasin B kaum rmpltile Granuloztyen zur
Ausschittung ihrer azurophilen Granula anzuregen 6][12Dagegen bewirken
Immunkomplexe in-vitro eine Ausschittung von azitgm Granula von neutrophile
Granulozyten in Abhangigkeit vom Verhaltnis aktrgeder und inhibierender fRIl (FcY
Rlla/FcYRIIb2 mRNA ratio). Bei einem Verhdaltnis 4:1 resultiertenes vergleichbare
Ausschuittung wie nach Stimulation mit fMLP/CytoctialB [222].
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Neben diesen Vermutungen kann auch die untersathedbathophysiologische Dynamik fir
ein verschieden starkes Ansprechen von PRTN3 undi2Eb den beiden Modellen der
RPAR und der ICD verantwortlich sein:

Wahrend die ICD mit Croton Ol durch direkte Aktini@g von Zellen zu einem neutrophilen
Infiltrat fahrt, ist die Arthus Reaktion eine expeentelle Imnmunkomplexreaktion, die durch
Aktivierung des Komplementsystems und durch Inteoakn mit Fg-Rezeptoren, auf

Effektorzellen vermittelt wird [25].

Die Komplementabhéngigkeit zum Einen und die Irkeoa zwischen Immunkomplexen mit
Fcy-Rezeptoren zum Anderen kdnnten bei der Beteiligung PRTN3 und ELA2 am
Entziindungsprozess der RPAR die entscheidende spodken.

Eine Aktivierung von Komplementfaktoren durch ewven ELA2 vermittelte Spaltung ist
zumindest bekannt [228 ]. Daflur sprechen auch Hrigsb der Arbeitsgruppe um Pham et al.
[2]: Mause ohne aktive neutrophile Serinproteasanew gegenulber einer experimentellen
Arthritisreaktion (passiven Transfer von Collagéndie ebenfalls wie die RPAR stark von
einer Komplementaktivierung abhangt, ) resisten2Bf), 233]. Im selben Tierstamm wurden
ebenso abgeschwachte Entziindungsreaktionen inaepl&ment-abhéngigen Entziindung
auf Zymogen beobachtet [2]. Dagegen zeigten diddausstamm keinen Defekt der
neutrophilen Infiltration nach Induktion einer skem Peritonitis mit Thiglycollate ohne

Komplementbeteiligung [2].

Dagegen beobachteten Liu. et al an einem komplemenittelten Modell des
experimentellen bulldsen Pemphigoids an der Hallastase-defizienten Mausen, 12 h nach

Induktion der Reaktion, eine reduzierte Anzahl meiger neutrophiler Granulozyten [141].

Die Interaktion zwischen Immunkomplexen mityHRezeptoren ist ein weiterer ein guter
Ansatzpunkt zur Erklarung der unterschiedlichenelligung von PRTN3 und ELA2 am
Entzindungsprozess bei der ICD und der RPAR. Nelsteersuchungen zeigen eine
dominierende Rolle von KR bei der Auspragung von Immunkomplexreaktionerv]Wwie
der RPAR.
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PRTN3 und ELA2 defiziente, isolierte neutrophile a@ulozyten produzieren nach
Aktivierung mit Immunkomplexen 30-40% weniger raalik Sauerstoffspezies als
Aktivierungsmarker im Gegensatz zu den neutropheanulozyten des Wildtyps. Dagegen
zeigte sich nach der Aktivierung der neutrophilerar@ilozyten mit Phorbol Ester kein
Unterschied [119]. Dieselbe Arbeitsgruppe vergliah einer aktuellen Studie das
Emigrationsverhalten neutrophiler Granulozyten asesem PRTN3 und ELA2 defizienten
Mausstamm mit dem Wildtyp anhand der ICD mit Cro@nund der RPAR an der Haut.
Dabei wurde eine deutliche Reduktion infiltriertezutrophiler Granulozyten im Modell der
RPAR beobachtet. Im Modell der ICD mit Croton Olgte sich im Einklang mit unseren
Ergebnissen kein Unterschied. Die Autoren folgeres ihren Ergebnissen die besondere
Bedeutung von PRTN3 und ELA2 bei immunkomplex-véigiten Entzindungsreaktionen
[119]. Dabei bestétigten sie ebenfalls aktuelle Btudur Wichtigkeit von Serinproteasen,

speziell in der Pathogenese von Immunkomplexerknag&n [176].

Ein mdglicher Interaktionspunkt zwischen PRTN3 uBHdA2 wahrend immunkomplex-
vermittelten Entzindungen stellt Urokinase-typesPimogen Activator (UPA) dar [196].
uPA [26] ist wie ICAM-1 [46] VCAM-1 [134] ein wichges Adhasionsmolekil im
Migrationsprozess im extrazellularen Gewebe undnkare ICAM-1 und VCAM-1 durch
neutrophile Serinproteasen gespalten werden [32]. E&rner ist die Aktivierung von uPA
auf Effektorzellen Voraussetzung fir einen adaqué&ida Rezeptorsignalweg und moduliert
die Balance zwischen aktivierenden und inhibierendey-Rezeptoren. Dies stellt den

entscheidenden Schritt in Verlauf von Immunkomptksankungen dar [196, 197].
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4.6. Zusammenfassung

Auf akute Entzindungsreize hin verlassen neutrepBilanulozyten das Gefal3system durch
eine Abfolge von Bewegungsmustern, genannt Rolliegte Adharenz und Transmigration.
Die Rolle der drei neutrophilen Serinproteasen, RRTELA2 und CathG in dieser
Adhasionskaskade mit anschlieRender Migration iresvébe ist noch nicht vollstandig

geklart.

In der vorliegender Studie wurde, in einem intraitikroskopischen Ohrhautmodell der
Maus, der Einfluss der beiden Serinproteasen PRUNB ELA2, an der nicht-invasiven,
nicht-antikrpervermittelten ICD mit Croton Ol uaeh der invasiven, antikdrpervermittelten
RPAR untersucht.

Die Untersuchungen zeigten erstmals in-vivo normal&rozirkulatorische Parameter
(Leakage, Rolling, Adhéarenz) der HautgefaRe bei TREELA2(-/-)-doppelt-defizienten
Mausestamm. Nach Stimulation der Haut mit Crotorhidl konnten keine Unterschiede in
der LEI in der frihen Phase zwischen PRTN3/ELA2) (uhd (+/+), beobachtet werden.
Ferner zeigten histologische Untersuchungen inspéten Phase der Entzindungsreaktion

keine Unterschiede in der Infiltration neutrophi@&@manulozyten.

Zur Untersuchung eines Immunkomplexmodell wurdesweint die reverse passive Arthus
Reaktion auf das entwickelte Modell zu Ubertrageabei erwies sich das Ohr der Maus, als
intravitalmikroskopisches in-vivo Modell der Hawatifgrund der leichten Verletzbarkeit der
BlutgefalRe als zu anfallig fur dieses invasive Enttungsmodell.

Unsere Studie zeigt damit erstmals die Unabh&ngigles Entzindungsverlauf einer nicht-
antikorpervermittelten, neutrophilen Entzindungstiea von PRTN3 und ELA2 an einem

in-vivo Modell der Haut.
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6. Abbildungen

Serinproteasen in

primé&en Granula:
" . Elastase
i N B Proteinase 3

Cathepsin G

Abbau von
Komplementfaktoren,
Rezeptoren, Chemokinen |
und Bausteinen der

extrazellularen Matrix

Meutrophiler Sranulozyet

Abb. 1: Nach partieller Aktivierung durch Chemokiexprimieren neutrophile Granulozyten
eine kleine Fraktion ihrer gespeicherten Proteasémler Zelloberflache. Hier sind
sie, abgeschirmt von Antiproteasen, in der LagenHiologischen Funktionen
nachzukommen. [Modiziziert nadtitp://www.ilo.at/images/texte/
NeutrophilGrb.jpd

Abb. 2: Dreidimensionale Darstellung von PRTN3nkK#) und ELA2 (rechts). Die

Abbildungen stammen aus der Strukturdatenbankrdemktportals ,Pubmed”.

[http://structure.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/divarv.cgi?Dopt=s&uid=457@PRTN3)
http://structure.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/mmdb/divarv.cgi?Dopt=s&uid=2035¢ELA2)]
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Abb. 3 Histamin und Thrombin bewirkt am Endothebeti die Aktivierung von
Myosinstrukturen in den Endothelzellen eine Disatian von Cadherin-Cathenin-
Komblexen in den Endothelzwischenraumen. Dem Atiston Plasmaproteinen aus
den BlutgefalRen folgt der Ausstrom von freier FHigissit

Abb.4: Durch Chemokine aktivierte endotheliale 8&he (E- Selektin) und P - Selektine aus
den Weibel-Palade-Bodies der Endothelzellen veemittie erste Kontaktaufnahme
zwischen flieBendem Leukozyten und Endothelzellwakld Gegenrezeptor dienen
Kohlenhydratverbindungen die sich durch eine genaenes Sialyl-LewisX

Kohlenhydratstruktur auszeichnen. Typische Venrstad GlyCAM-1, ESL-1 und
PSGL-1.
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Abb. 5: Von Endothel prasentierte Chemokine wid-R8er II-8 aktivieren die noch
rollenden neutrophilen Granulozyten tiber Chemokigpgoren zur Aktivierung von
Mac- 1 und LFA-1 und Bindung mit endothelialem ICAMDie raumliche Néahe
zwischen Leukozyt und Endothelzelle wahrend dedlijiRy beginstigt diesen
Prozess der Adhaerenz

Abb. 6: Durch noch nicht vollstandig geklarte Megismnen kommt es zur Kontraktion von
umliegenden Endothelzellen, was die transendoteaéMiggration des Leukozyten
vereinfacht. PECAM-1 und VCAM-1 konnten als Molekidlentifiziert werden, die
an dem Prozess direkt beteiligt sind. Die transtred@ale Migration endet mit der
Durchbrechung der Basalmembran. Der Leukozyt besiegtnun gelenkt durch
den chemischen Gradienten der Chemokine auf dideler Entzindung zu. Die
Rolle neutrophilen Serinproteasen in diesem Prosés®ch nicht vollstandig
geklart.
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Abb. 7: Schemazeichnung des Genlokus von PRTN@amsegenom (DJ186-DJ187
[110])

Abb. 8  Ausgespanntes Ohr einer Maus des Hintedgr@#7/B6/SV129. Gut sichtbar

sind die drei grol3en, an der Basis eintretended®@efrvenbiindeln, die in der
Peripherie durch bogenférmige Arkaden miteinanageNerbindung stehen.
Ein GefalRnervenbindel beinhaltet jeweils eine Agté€s0-60um), Vene (50-
400pum) und einen Nerv zur neurovaskularen Versggies Ohrs.
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Abb. 9: Intravitalmikroskopische Aufnahmeeinheitstedhend aus Intravitalmikroskop,
Kamera, Video- und Computer-Monitor, Joystick, Migkopiertisch mit
computergesteuertem Schrittmotor [96].

Abb. 10: Schemazeichnung der Anordnung der Aufresinieit. Die Blutgefal3e des Ohrs
der auf einer Plexiglasbihne immobilisierten Mausiviiber das Mikroskop auf
einem Bildschirm dargestellt und zur Datenanalysen dAuswerteprogramm
Caplmage® zugefihrt.
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Abb. 11:

Abb. 12:

Rollende Leukozyten bzw. nicht-adharehteukozyten: Es werden die
Leukozyten gezahlt, die wahrend einer Beobachtwaiggan 60 Sekunden die
rote Markierungslinie passieren.

Adharente Leukozyten: Es werden die Leukozyten lggzdie sich wahrend
einer Beobachtungszeit von 30 Sek. nicht von derkem®eichneten
GefalRabschnitt aus einer definierten Lage |6st.

Extravasation von FITC-Dextran. Mit Hilfeon Cap-lmage® wird der
Kontrastunterschied zwischen dem mit FITC-Dextraarkierten Plasma des
Gefal3es und dem Gewebe densitometrisch ermitielt (bt dargestellt). Eine
Kontrastdnderung zwischen extra- und intravasalesmidient als Parameter
fur die Permeabilitatsanderung. Aus den beidenrsciteedlichen Fluoreszenz-
intensitaten wird die Extravasation berechnet.
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Distanz zwischen 2
analysierten

Praparaten: 100 pm ICD mit Croton Ol
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Schnittdicke: dum
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Abb. 13: Schemazeichnung der Schnittfolge zuolagischen Auswertung der Haut im
Rahmen der irritativen Kontaktdermatitis

Abb. 14: Linkes Bild zeigt einen digitalisierternstologischen Schnitt des Mauseohrs.
Rechts wurde die Lange am Knorpel (griin) und déeliré (blau) erfasst.
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Abb. 15: Im linken Bild ist die zu beobachtendedrl& blau markiert. Das rechte Bild
zeigt die gemessenen Bildpunkte des CD-45 Antikd&pgektrums.

Abb. 16: Mikrozirkulation einer haarlosen (SKH-1 hr) Mausinks) einer
depilierten (C57/B6/SV129) Maus (rechts).
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Ksthaterin
W, carohs

Re unks

Abb. 17: Intravitalmikroskopische Varianten der traten Haut des Mauseohrs
(links mit Deckglas und rechts mit Haltefaden) [nfizdert nach 144].

Induktion der wrritativen ‘ 1te Aufnahme ‘ ‘ 2te Authahme ‘
Dermatitis (Croton Qil)
auf linkem Ohr \ \

Oh — 2,5h Sh ‘

Abb. 18: Protokoll der intravitalmikroskopischenedbachtung der Croton-Ol
induzierten akuten Kontaktdermatitis
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Histologische und immun-histologische

Induktion der Aufarbeitung von Reaktions- und Kontrollohr
irritativen
Dermatitis (Croton Gruppe 1 Gruppe 2
ol) pp pp
Oh —_— 8h 24h
Abb. 19: Protokoll der ICD mit manueller Ohrdéerkessung

und histologischer Aufarbeitung

Applikation Start der
von Antikérper || Arthus

ins Ohr der Reaktion

Maus (i.v.Gabe Wiederholte Autnahmen ‘
l von Antigen) J J J J J J l J l
-6h —— Oh 1/2h

Abb. 20: Protokoll der Untersuchungen zur ArtResaktion
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Abb. 21: HE-gefarbter feingeweblicher Schnitt dé4auseohrs 8 Stunden (Mitte)
und 24 Stunden (rechts) nach Einleitung der Cro@ninduzierten
Kontaktdermatitis. Man erkennt im Gegensatz zur kall® (links) eine
zunehmende Odembildung und neutrophiles Infiltrat.

Kontrolle

Abb. 22 : Ly6G gefarbte feingewebliche Schnitte ddauseohrs 24 Stunden nach
Einleitung der Croton Ol induzierten Kontaktderrtiatim Gegensatz zum
Kontrollohr (links). Die Auszahlung der Ly-6G gdfiéen neutrophilen
Granulozyten zeigte keinen signifikanten Untersdia@ischen PRTN3
und ELA2 +/+ (Mitte) und -/- (rechts).
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10. Abbildungs- Diagramm-, und Tabellenverzeichnis:

Abbildungen:

Abb.1:

Abb.2:

Abb.3

Abb.4:

Abb.5:

Abb.6:

Abb.7:

Abb.8

Abb.9:

Abb.10:

Abb.11:

Abb.12:

Abb.13:

Abb.14:

Abb.15:

Nach partieller Aktivierung durch Chemokiegrimieren neutrophile Granulozyten
eine kleine Fraktion ihrer gespeicherten Proteaséler Zelloberflache. Hier sind
sie, abgeschirmt von Antiproteasen, in der Lagenhriologischen Funktionen
nachzukommen. [Modifiziert nach http://www.ilo.at@ges/texte/
NeutrophilGrb.jpg]

Dreidimensionale Darstellung von PRTN3 K&h und ELA2 (rechts). Die
Abbildungen stammen aus der Strukturdatenbankrdemktportals ,Pubmed”.

[http://structure.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdbdatbsrv.cgi?Dopt=s&uid=4574 (PRTN3)
http://structure.ncbi.nim.nih.gov/Structure/mmdb/divarv.cgi?Dopt=s&uid=20352 (ELA2)]

Endotheliale Leakage

Prozess des ,Rollings*

Prozess der festen Adharenz (,Sticking®)

Der Prozess der Transmigraton

Schemazeichnung des Genlokus von PRTN3 émsddgenom (DJ186-DJ187 (162))
Ausgespanntes Ohr einer Maus des Hintergr@#¥/B6/SV129.
Intravitalmikroskopische Aufnahmeeinheistahend aus Intravitalmikroskop,
Kamera, Video- und Computer-Monitor, Joystick, Migkopiertisch mit
computergesteuertem Schrittmotor; nach Harris.ei@87 (9).
Schemazeichnung der Anordnung der Aufnalmheé. Die Blutgefal3e des Ohrs
der auf einer Plexiglasbiihne immobilisierten Maushiiber das Mikroskop auf
einem Bildschirm dargestellt und zur Datenanalyse deiswerteprogramm
Caplmage® zugefihrt.

Rollende Leukozyten bzw. nicht-adharergekozyten

Extravasation von FITC-Dextran

Schemazeichung der Schnittfolge zur higfislchen Auswertung der Haut im
Rahmen der irritativen Kontaktdermatitis

Linkes Bild zeigt einen digitalisierten takogischen Schnitt des Mausohrs. Rechts
wurde die Lange am Knorpel (grin) und die Flachaulperfasst.

Im linken Bild ist die zu beobachtendedRk blau markiert. Das rechte Bild zeigt
die gemessenen Bildpunkte des CD-45 Antikorperspeid
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Abb.16: Mikrozirkulation einer Haarlosen (SKH-1)hMaus (links) einer depilierten
(C57/B6/SV129) Maus (rechts).

Abb.17: Intravitalmikroskopische Varianten der vaign Haut des Mauseohrs (Links mit
Deckglas und rechts mit Haltefaden) [modifiziertimd 40].

Diagramme:

Diagramm 1:

Diagramm 2:

Diagramm 3:

Diagramm 4:

Diagramm 5:

Diagramm 6:

Diagramm 7:

Diagramm 8:

Diagramm 9:

Extravasation des Plasmamarkers FI&guBn zwischen der dorsalen
Ohrseite des Wildtypstamms und der ventralen Oterser Applikation von
Croton Ol.

Anzahl rollender Leukozyten am Gefé@lddimel an der dorsalen Ohrseite
(Wildtyp) und an der ventralen Ohrseite der GruppenApplikation von
Croton Ol (Baseline)

Anzahl der adharenten Leukozyten Zveisaler dorsalen Ohrseite des
Wildtypstamms und der ventralen Ohrseite vor Apgtlin von Croton Ol.

Extravasation des Plasmamarkers (ED&tran) bei vier verschiedenen
Gruppen vor (Baseline), 2,5 Stunden und 5 Stundeh der ICD mit Croton
Ol.

Anzahl rollender Rodamin 6G fluoreszearierter Leukozyten am
GefalRendothel bei vier verschiedenen Gruppen vasdlhe), 2,5 Stunden
und 5 Stunden nach der ICD mit Croton Ol.

Anzahl adharenter Rodamin 6G-mankidreukozyten am GefalRendothel von
vier verschiedenen Gruppen vor (Baseline), 2,5@&0 und 5 Stunden nach
der ICD mit Croton Ol.

Ohrdicke (Spring loaded caliper) in yon 4 verschiedenen Gruppen zu 5
Zeitpunkten (Baseline, 2,5; 5; 8; und 24 Stunden)

Prozentuale Anderung der Ohrdickeit§doaded caliper) in 4 verschiedenen
Gruppen zu 5 Zeitpunkten (Baseline, 2,5; 5; 8; uh&®inden)

Histologisch gemessene Ohrdicke irrdchiedenen Gruppen 8 und 24
Stunden nach Induktion der ICD mit Croton Ol

Diagramm 10: Vergleich zwischen der histologisched der manuellen Messung der

Ohrdicke in pm

Diagramm 11: CD45 computerassistierte Messung liesdszenzindex im

Beobachtungsfeld (Unterseite des Ohrs) als Ma@i&itotale Leukozyten-
Infiltration zum Zeitpunkt 8 und 24 Stunden nactuktion der ICD
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Diagramm 12: Anzahl von Ly-6G-positiven neutrophilGranulozyten pro
Beobachtungsfeld (ventrale Ohrseite)

Diagramm 13: Leakage nach vor (Wildtyp), Oh, 4h 6hchach Applikation von 10ul NacCl in
das subdermale Kompartiment der dorsalen Ohrséikelfe einer speziellen
Mikronadel.

Diagramm 14: Plasmazellulare Leakage in 3 Kontrofjgen und 3 Arthus-Reaktion
Gruppen mit absteigender Verdinnung des Antikorpers

Diagramm 15: Anzahl der rollenden Leukozyten prudele in 3 Kontrollgruppen und 3
Arthus-Reaktion Gruppen mit absteigender VerdunrdesgAntikorpers.

Diagramm 16: Anzahl adharenter neutrophiler Grazyten in 3 Kontrollgruppen und 3
Arthus-Reaktion Gruppen mit absteigender VerdinrdesgAntikorpers.

Diagramm 17: Kontrolluntersuchung zur Arthusreaukti

Tabellen:

Tabelle 1: Mikrozirkulatorische Parameter von art@sen (SKH-1 hr) und 6 depilierten
(C57/B6/SV129) Méausen werden mit den ResultatenNolite et al. (6 haarlose
Mause und jeweils 4-6 Gefal3segmente) verglichen.

Tabelle 2: Gruppeneinteilung der intravitalmikrogischen Beobachtung der Croton-Ol
induzierten akuten Kontaktdermatitis

Tabelle 3: Gruppeneinteilung der ICD fir die malfeiOhrdickemessung und histologischer
Aufarbeitung
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