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1 EINLEITUNG

1.1 Hintergrund

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation liegen kardiovaskuldre Erkrankungen mit
31% (2012) an erster Stelle der Todesursachen weltweit, allein 2012 starben 17,5 Millionen
Menschen an den Folgen (Statistisches Bundesamt, 2015, World Health Organisation, 2015).

Laut Gesundheitsberichtserstattung des Bundes waren 2013 in Europa 270,7 Sterbefille je
100.000 Einwohner (altersstandardisiert) auf Krankheiten des Kreislaufsystems

zuriickzufiihren (Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 2015).

Eine wichtige Ursache hierfiir ist die Atherosklerose, eine chronische Entziindung, bei der
Immunzellen kontrolliert in die GefdBwand einwandern. Es kommt zu atherosklerotischen
Lasionen, Atheromen und atherosklerotischen Plaques. Eine Vielzahl hochspezifischer
zelluldrer wie molekularer Mechanismen ist die Grundlage dieser multifaktoriellen
Entziindungserkrankung. (Ross, 1999, Soehnlein and Weber, 2009, Galkina and Ley, 2009,
Bocker et al., 2004)

Die hierdurch bedingten GefdBschiddigungen der groflen und mittleren Arterien kdnnen
Durchblutungsstérungen und Infarzierungen von Herz, Gehirn und Extremitdten zur Folge

haben (Ross, 1999, Galkina and Ley, 2009).

1.2 Die Rolle von Leukozyten bei Entziindungen

Das Immunsystem ist stindig dem Angriff verschiedener potentiell schidlicher
Mikroorganismen ausgesetzt. Eine akute Entzlindung manifestiert sich typischerweise mit den
Kardinalsymptomen Calor (Uberwirmung), Rubor (Rotung), Tumor (Schwellung), Dolor
(Schmerz) und Functio laesa (gestorte Funktion). (Klinke et al., 2005, Schmidt et al., 2003,
Bocker et al., 2004)

Um Schidigungen abzuwehren, hat der Organismus unterschiedliche Mechanismen
entwickelt. Einer hiervon ist die Erkennung und Bekdmpfung der Pathogene durch im Blut
zirkulierende Immunzellen, um so eine weitere Ausbreitung zu verhindern. Das
mikrovaskuldre System stellt sich als Ort hochgradig dynamischer Vorgéinge dar. (Hickey and
Kubes, 2009, Auffray et al., 2009b)

Leukozyten zirkulieren als Teil des zellgebundenen Immunsystems grof3tenteils in Blut- und
Lymphgefiflen, solange bis ihre Anwesenheit an Orten einer Immunantwort gefordert wird
(Muller, 2003, Aumiiller et al., 2010, Klinke et al., 2005, Schmidt et al., 2003). Eine

1
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Aufstellung beteiligter Subpopulationen zeigt Tabelle 1. Die Widerstandsfahigkeit der weillen
Blutkorperchen gegen starke hdmodynamische Kréfte und Verwirbelungen in groflumigen
Gefdllen wie auch die Vermeidung einer Aggregation untereinander und mit anderen Zellen

ermdglichen ihnen, sich effizient im ganzen Organismus zu verteilen (Montresor et al., 2012).

Demgegeniiber steht der humorale Teil des Abwehrsystems, der sich aus im Blut befindlichen
Stoffen wie Interleukinen, durch Plasmazellen gebildeten Antikdrpern und weiteren
Substanzen zusammensetzt (Muller, 2003, Aumiiller et al., 2010, Klinke et al., 2005, Auffray
et al., 2009b).

Eine Entziindung selbst ist die stereotype Reaktion von vaskularisiertem Gewebe auf jegliche
Art von Verletzung und betrifft vor allem postkapillire Venolen. In diesem Bereich des
GefaB3systems entsteht in der frilhen Phase der Abwehrreaktion eine histamin-induzierte
,undichte Stelle”. Die Permeabilitdt im Sinne der Durchldssigkeit des Endothels verdndert
sich. Diese aktive regulierbare und selektive Barrierefunktion ist die Voraussetzung fiir eine
Extravasation der Entziindungszellen ins interstitielle Gewebe in Richtung der Verletzung
beziehungsweise des Pathogens. (Muller, 2003, Klinke et al., 2005)

Eine wichtige Aufgabe in der Abwehr von potentiellen Krankheitserregern stellt die
Phagozytose dar, die durch Elie Metchnikoff (1845-1916) erstbeschrieben wurde (Heifets,
1982, Tan and Dee, 2009, Tauber, 1992). Diese wird vor allem von mononukledren
phagozytierenden Zellen wie den Monozyten und den polymorphkernigen Leukozyten (PMN-
polymorphnuclear leukocyte) bewerkstelligt (Klinke et al., 2005, Schmidt et al., 2003).
Wihrend der Phagozytose (beispielsweise durch einen Neutrophilen Granulozyten) wird ein
Bakterium mittels Zellfortsdtzen/Pseudopodien umschlossen, als abgekapseltes Phagosom in
die Zelle aufgenommen und fusioniert dort mit Lysosomen und degranulierenden
neutrophilen Granula, was letztendlich zur Zerstérung des Bakteriums fiihrt (Schmidt et al.,
2003, Hickey and Kubes, 2009). Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit iiber NETs
(Neutrophil extracellular traps — neutrophile extrazelluldre ,Fianger”) - durch PMNs
ausgeschiedene fadenformige Geflechte aus DNA und gegen Bakterien gerichtete Faktoren -
Bakterien aufzuspiiren, einzufangen, abzutéten und deren Virulenzfaktoren abzuschwichen
(Schmidt et al., 2003, Hickey and Kubes, 2009, Leavy, 2012, Kolaczkowska and Kubes,
2013). NETs sind sehr adhésiv und binden Pilze, grampositive und gramnegative Bakterien
(Hickey and Kubes, 2009, Yipp et al., 2012).

Leukozyten setzen sich aus Monozyten (ca 5% der Gesamtleukozyten), Lymphozyten (ca

30%) und Granulozyten (ca 65%) zusammen und erfiillen viele verschiedene Funktionen. Zur
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Gruppe der Granulozyten gehdren Neutrophile (40-60%), Basophile (1%) und Eosinophile
(5%) Granulozyten. (Klinke et al., 2005, Aumiiller et al., 2010, Schmidt et al., 2003) (s. Tab.
1).

Neutrophile Granulozyten sind 12-15um grof8 und stellen mit 2000-6000/ul Blut einen
Grof3teil der Leukozyten (Gesamtzahl 5000-10000/ul). Sie haben mehrsegmentige
polymorphe Kerne. Abhdngig von ihrem Reifegrad werden junge stabkernige von reifen
segmentkernigen Formen unterschieden. (Klinke et al., 2005, Aumiiller et al., 2010, Schmidt
et al., 2003)

Um ihre Funktionen zu erfiillen, verfiigen sie iiber primire, sekundire, tertidre und
sekretorische Granula verschiedenen Inhalts. Primdre Granula beherbergen Defensine,
Peroxidasen und Hydrolasen, sekundéire unter anderem Histaminasen und Lactoferrin, tertidre
enthalten Matrixmetalloproteinasen, die sie zur Gewebswanderung befdhigen und
sekretorische Granula beinhalten alkalische Phosphatase. (Aumiiller et al., 2010, Schmidt et
al., 2003, Beninghoff and Drenckhahn, 2003)

Neutrophile Granulozyten sind die Schliisseleffektorzellen des angeborenen Immunsystems
(Hickey and Kubes, 2009). Thre schnelle Migration aus den BlutgefdBBen ins Gewebe ist ein
entscheidender Schritt der Entziindung und wird durch feinste Verdnderungen des
Mikromilieus bedingt (Kaplanski et al., 1994, Patel et al., 2002, Hickey and Kubes, 2009,
Khandoga et al., 2009). Die Aufgabe der PMNs besteht hauptsidchlich in der Isolation, der
Aufnahme und dem Abtdten von Pathogenen iiber oxidative wie auch nicht-oxidative
Mechanismen (Hickey and Kubes, 2009).

Soehnlein et al. beschrieben 2009, dass eine Auswanderung von Polymorphkernigen
Leukozyten aus GefdBlen hin zu einer Entziindung unter Beteiligung von Beta2-Integrinen und
Chemokinen auch zu einer Adhdsion und Auswanderung von inflammatorischen Monozyten
fiihrt. Dies ist mitunter moglich, indem PMNs, zum Beispiel durch Freisetzung bestimmter
Proteine aus ihren Granula, eine Umgebung schaffen, die die Auswanderung von Monozyten
begiinstigt (S6hnlein et al., 2009, Kolaczkowska and Kubes, 2013, Soehnlein et al., 2008,
Soehnlein and Lindbom, 2009, Soehnlein and Lindbom, 2010). Andere Studien lassen
vermuten, dass Neutrophile Granulozyten auch dazu beitragen, das adaptive Immunsystem zu
kontrollieren (Pick et al., 2013). Sie scheinen die Funktion von B- und T-Lymphozyten zu
beeinflussen (Nathan, 2006, Pillay et al., 2012, Puga et al., 2012).

Es gibt Hinweise darauf, dass verschiedene Neutrophile Subpopulationen auch
unterschiedliche Aufgaben haben (Tsuda et al., 2004, Fridlender et al., 2009, Pillay et al.,
2010).
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Monozyten gehoren ebenfalls zu den Blutleukozyten. Thre Anzahl liegt bei 200-800/ul und sie
sind 10-20pum grof3. Nach der Migration ins Gewebe werden sie als Makrophagen bezeichnet.
Auch sie beherbergen Granula, die mitunter saure Phosphatase und Lysozym enthalten.
(Klinke et al., 2005, Aumdiller et al., Schmidt et al., 2003)

Monozyten spielen eine entscheidende Rolle bei Immunreaktionen, akuten wie chronischen
Entziindungen (Hyduk and Cybulsky, 2009, Geissmann et al., 2010). Wegen ihrer Fahigkeit
zur Phagozytose und zur Umwandlung in antigenprésentierende Zellen sind sie wichtige Teile
sowohl des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems (Imhof and Aurrand-Lions,
2004).

In der Gruppe der Monozyten werden residente von inflammatorischen Formen
unterschieden, die physiologisch verschiedene Funktionen erfiillen (s. a. 1.4.2). Wihrend
residente Monozyten zum Beispiel eine Rolle in der frithen Entziindungsantwort spielen, sind
inflammatorische Monozyten mitunter fiir die Rekrutierung von T-Zellen und die Elimination
eines Pathogens zustindig. (Auffray et al., 2007, Hickey and Kubes, 2009, Saha and
Geissmann, 2011, Barbalat et al., 2009, Dunay et al., 2008, Sponaas et al., 2009)

Subpopulation Funktion/Beteiligung/funktionsbestimmende Inhalte
Neutrophile Schnelle Reaktion bei akuter Entziindung; Lyse, Phagozytose,
Granulozyten Leukotaxie, Kontrolle des adaptiven Immunsystems
Basophile Abwehr von Parasiten; Allergien; Chemotaxie fiir Eosinophile
Granulozyten Granulozyten

Eosinophile Abwehr von Wiirmern; Allergie

Granulozyten

Monozyten Phagozytose, Antigenprisentation

Lymphozyten B/T, Plasmazellen, spezifisch humoral (Antikdrperproduktion),

zelluldre Abwehr

Tabelle 1: Rolle leukozytirer Subpopulationen bei entziindlichen Prozessen. Exemplarisch
sind einige Funktionen genannt (zusammengefasst nach Issekutz et al., 1981, Kaplanski et al.,
1994, Patel et al., 2002, Klinke et al., 2005, Nathan, 2006, Hickey and Kubes, 2009, Hyduk
and Cybulsky, 2009, Aumiiller et al., 2010, Pillay et al., 2012, Puga et al., 2012)

Im Verlauf eines inflammatorischen Geschehens variieren Beteiligung und Stellenwert der
verschiedenen Leukozytenpopulationen. Die akute Form der Entziindung ist charakterisiert
durch einen schnellen und nachhaltigen Einstrom von Neutrophilen Granulozyten (Hyduk and
Cybulsky, 2009). Monozyten werden zeitgleich, aber in geringerem Ausmall vom

Blutgefaf3system ins geschiadigte Gewebe geordert (Issekutz et al., 1981).
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Im Verlauf der Entziindung vermindert sich die Gesamtzahl der Neutrophilen Granulozyten,
und das Gleichgewicht verschiebt sich hin zu den Monozyten, das entziindliche Exsudat wird
nun durch Monozyten und Makrophagen bestimmt (Hyduk and Cybulsky, 2009).

Bei der chronischen Entziindung hingegen kommt es zu einem verlingertem Einstrom
mononukledrer Leukozyten, das heil3t, abhdngig von der Art der Entziindung, von Monozyten
oder Lymphozyten (Hyduk and Cybulsky, 2009). Wéhrend Monozyten das Zellbild einer
atherosklerotischen Entziindung bestimmen, tun das Lymphozyten bei
Autoimmunkrankheiten (Hyduk and Cybulsky, 2009). Diese sind die dominierenden Zellen
des spezifischen Immunsystems und werden abhingig von auf ihrer Oberfliche exprimierten
Antigenen als T-, B- und Null-Lymphozyten bezeichnet (Schmidt et al., 2003). Lymphozyten
erflillen ihre Funktion im Kontext der spezifischen Immunabwehr, sowohl als Produzenten
von Antikorpern durch Plasmazellen (differenzierte B-Lymphozyten), als auch durch die
Bildung zytotoxischer T-Zellen (Bocker et al., 2004).

Eosinophile Granulozyten werden zum Beispiel im Rahmen einer allergischen Entziindung
chemotaktisch angelockt, ihre Granula enthalten unter anderem toxisches basisches Protein
und Peroxide. Basophile Granulozyten spielen eine entscheidende Rolle im Rahmen der
Phagozytose, in ithren Granula befinden sich beispielsweise Heparin und Histamin. (Bocker et

al., 2004) (s. Tab. 1)

1.3 Die Kaskade der leukozytiren Migration

Als Antwort auf eine Infektion oder einen mechanischen Schaden startet das Immunsystem
eine schnelle Antwort, um eine Ausdehnung des Schadens zu verhindern. In erster Linie wird
dieser Ablauf durch vaskuldre Verdnderungen und die Rekrutierung von Leukozyten erreicht.
(Wang et al., 2013)

Um ihre Effektorfunktion im Immunsystem zu erfiillen, durchwandern und priifen
Leukozyten fortwdhrend die verschiedenen Gewebe des Korpers. Sie miissen bei Bedarf
anhalten und reagieren konnen. Andererseits sollen sie auch Signale nur voriibergehender
Zellkontakte verarbeiten konnen, um ihre Bewegung fortsetzen. Die Anhaftung wie das Losen
der Verbindungen sind genauestens regulierte Prozesse. Diese selektive Rekrutierung von
Leukozyten aus dem Blut ins Gewebe und ihre Ausrichtung dort sind essentiell fiir ein intakt
funktionierendes angeborenes wie erworbenes Immunsystem. (Mempel et al., 2004, Ludwig
et al., 2009, Hickey and Kubes, 2009, Fan et al., 2006)

Die leukozytire Migration ist ein kaskadenartig aufgebauter Prozess, in dem
Adhésionsmolekiile des Endothels mit Rezeptoren, die sich auf der Oberfliche von

Leukozyten befinden, interagieren (Patel et al., 2002, Xu et al., 2013). Abbildung 1 zeigt
5
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exemplarisch  intravitalmikroskopische =~ Aufnahmen  verschiedener  Schritte  der
Migrationskaskade.

Leukozyten interagieren mit dem Endothel trotz oder aufgrund der Einwirkung des
kontinuierlichen Blutflusses und der damit verbundenen Scherkréfte (Hyduk and Cybulsky,
2009, Patel et al., 2002). Die bereits bekannten Schritte Rollen, Anhaften (Adhidsion) und
Transmigration wurden vor einigen Jahren um die Stufen langsames Rollen, feste Anhaftung,
Crawling, Migration durch die Basalmembran und Wanderung durch das interstitielle Gewebe

erginzt (Ley et al., 2007). (s. Abb. 2)

Abbildung 1: Gezeigt sind mittels Transilluminationsmikroskopietechnik angefertigte
Kurzzeit-Intravitalmikroskopie-Aufnahmen aus unserer Arbeitsgruppe. Hierbei wurde das M.
Cremaster-Modell der Maus verwendet. Wihrend der gegebenen Entziindungssituation
(Superperfusion mit fMLP) sind hier in einer postkapilldren Venole rollende (4), adhdrente
(B) und bereits ins Gewebe transmigrierte (C) Leukozyten zu sehen

Zu Beginn der Migrationskaskade haftet die Zelle an der GefdBwand an und rollt danach
langsam am Endothel entlang, bevor sie an den befallenen Stellen anhalten kann (Wang et al.,
2006, von Andrian et al., 1991, Fiebig et al., 1991, Ley et al., 2007). (s. Abb. 1, 2)

Dies wird vor allem durch Faktoren wie den Selektinrezeptor PSGL-1 (P-selectin-
glycoprotein ligand) und Selektine (P-, E- und L-Selektin) vermittelt (Patel et al., 2002,
Sperandio et al, 2006, Hickey and Kubes, 2009, Zarbock et al. 2008, Ley et al., 2007, McEver
and Cummings, 1997, Butcher,1991, Springer, 1994). (s. Tab. 2, Abb. 2)
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Selektine sind multifunktionale Adhésionsrezeptoren und stellen den primédren Kontakt
zwischen zirkulierenden Leukozyten und Endothelzellen her (Patel et al., 2002, Sperandio,
2006, Hyduk and Cybulsky, 2009, Kaplanski et al., 1994, Zarbock et al., 2008).
Endothelstindige P- und E- Selektine binden an PSGL-1 bzw. ESL (E-selectin ligand) auf
adhédrenten Leukozyten und steuern unter anderem die Aktivitit von Beta2-Integrinen
(Hidalgo et al., 2009, Piccardoni et al., 2001, Hyduk and Cybulsky, 2009, Weninger et al.,
2000, Hidalgo et al., 2007, McEver and Cummings, 1997). Leukozytires L-Selektin
ermdglicht eine Membranvorwdlbung wéhrend der Rekrutierung, eventuell besteht iiber die
Verbindung von Zytoskelett zu Endothelzellen ein Zusammenhang mit der Ausbildung
invasiver Filopodien (Hidalgo et al., 2009, Barreiro et al., 2007, Kaplanski et al., 1994). (s.
Tab. 2)

Lokalisation Ligand Funktion

P-Selektin  Endothel, PSGL-1, Zelladhdsionsmolekiil, initiale Anheftung von
aktivierte ESL Monozyten und PMNSs, Rollen, Regulation der
Thrombozyten Aktivierung von LFA-1 und MAC-1 auf

adhirenten Leukozyten

E-Selektin  Endothel als PSGL-1,  Adhésionsrezeptor initiale Anheftung und

Antwort auf ESL Rollen, Regulation der Aktivierung von LFA-1
Zytokin- und MAC-1 auf adhdrenten Leukozyten,
stimulation Vernetzung mit dem Aktin-Zytoskelett
(TNF-alpha
oder IL-1beta)

L-Selektin PMNs, PSGL-1 Vorwolbung der Membran wihrend der
Monozyten, Rekrutierung, interleukozytire
einige Wechselwirkungen iiber die Bindung
Untergruppen verschiedener glykosylierter, fucosylierter,
von T-, B- und sulfatierteter Glykoproteine wie CD34,
NK-Zellen Vermittlung von Rolling

Tabelle 2: Selektine, ihre Liganden und ihre Funktion im Rahmen der Leukozytenmigration
(zusammengefasst nach Piccardoni et al., 2001, Sperandio, 2006, Barreiro et al., 2007,
Hidalgo et al. 2009, Hidalgo and Frenette, 2009, Zarbock et al., 2008, Schmidt et al., 2003,
Maugeri et al., 2009, Simon et al., 2000, Ryan and Worthington, 1992, Nicholson, 2002,
Affymetrix Ebioscience, 2014, McEver and Cummings, 1997)

Die feste Anhaftung wird durch Integrine, vor allem Alpha4- und Beta2-Integrine auf dem
Leukozyten und Immunglobuline auf dem Endothel (zum Beispiel ICAM-1) induziert (s. Tab.
3, Abb. 2). Ausschlaggebend hierfiir ist, dass der rollende Neutrophile Granulozyt Chemokine
auf dem Oberflichenendothel entdeckt und hierdurch aktiviert wird. (Hyduk and Cybulsky,
2009)
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Integrine schlieBen die extra- und intrazelluldre Umgebung zusammen, integrieren sie (Wang,
2012). Sie bestehen je aus nicht kovalent verbundenen Alpha- und Beta-Ketten und verfiigen
iiber groBe extrazellulire Doméinen, transmembrandse Segmente und kurze intrazelluldre
Fortsétze (Lefort and Ley, 2012, Springer and Dustin, 2012, Wang, 2012). Zu den klassischen
Beta2-Integrinen gehdren Alpha L Beta2 (LFA-1, lymphocyte function associate antigen,
CD11a/CD18) und Alpha M Beta2 (Mac-1, Macrophage-1-Antigen, complement receptor
CR3, CD11b/CD18). Mit der Folge einer Affinitétssteigerung gegeniiber [CAM-1 (-2 und -3)
(intercellular adhesion molecules) erfolgt die Bindung auf dem Endothel. Hierdurch wird der
Zelle die Féahigkeit gegeben, sich gegen die Scherkrifte, die der Blutfluss auf sie ausiibt, fest
an die entzlindlichen Endothelstellen anzuheften. (Dixit et al., 2012, Hynes, 2002)

VLA-4 (Very late antigen-4) ist ein Alpha4 Betal-Integrin, das sich aus den Untereinheiten
CD49d und CD29 zusammensetzt und mit dem Endothelzellliganden VCAM-1 zur Adhédsion
von Monozyten und Lymphozyten fiihrt. VLA-4 gilt als ein Schliisselintegrin in der
Wanderung von Lymphozyten. Seine Aktivierung findet an der fiihrenden Seite von
polarisierten T-Zellen statt und ist limitierend bei deren Migration auf VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule). Ein moglicher Ligand ist JAM-B. (Hyun et al., 2009, Hyduk and
Cybulsky, 2009). (s. Tab. 3)

Die der Immunglobulinsuperfamilie zuzuordnenden ICAMs werden in zwei Untergruppen
eingeteilt, ICAM-1/CD54 und ICAM-2/CD102. ICAM-1 ist auf einer Vielzahl von
vaskuldren Endothelzellen, Hautfibroblasten und Mukosaepithelzellen dauerhaft oder
situationsunabhingig vorhanden. (Long, 2011, Huang et al., 2006, Lehmann et al., 2003)
ICAM-2 hingegen findet sich vor allem im Bereich der Zellverbindungskomplexe (Huang et
al., 2006). Beiden gemeinsam ist die Fahigkeit Beta2-Integrine und damit Leukozyten zu
binden (Lehmann et al., 2003). (s. Tab. 3)

Es konnte gezeigt werden, dass Scherkréfte obligat fiir eine fiir die Migration notige
chemokinbedingte GTPase-gesteuerte Aktivitit der Integrine sind (Alon and Feigelson, 2009,
Zwartz et al., 2004). Chemokine werden bei einer Entziindung an die Endotheloberflache
gebracht und aktivieren unter anderem das Aktinremodelling (Massena et al., 2010, Alon and

Shulman, 2011).
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Abbildung 2: Ablauf der leukozytdiren Migrationskaskade. Die Migrationsschritte werden
durch verschiedene Molekiile auf Seiten der Leukozyten wie auch der Endothelzellen
vermittelt. Tethering oder “Fangen” der Zelle, selektinvermitteltes Rollen, langsames Rollen,
feste Adhdrenz, intravaskulires Crawling, Diapedese (parazellulire Transmigration,
transzelluldre Migration); méglicherweise wird die Migration entlang des chemotaktischen
Gradienten iiber kollagenbindendes Integrin vermittelt (zusammengefasst nach Ley et al.,
2007, von Andrian and Mackay, 2000, Sixt et al. 2006)

Damit Leukozyten ins Gewebe gelangen konnen, miissen sie das Endothel iiberqueren. Die
transendotheliale Migration oder Diapedese bezeichnet die Auswanderung der Leukozyten
aus den kleinen Blutgefilen und wird durch Wechselwirkungen zwischen leukozytdren
Liganden und Adhisionsmolekiilen der Endothelzellen vermittelt. Dariiber hinaus benétigt
der Leukozyt Pseudopodien, die iiber die endotheliale Grenze hinausreichen. Thre Ausbildung
wird liber Integrine und das Zytoskelett gesteuert. Leukozyten miissen polarisieren, ihr
Zytoskelett an der filhrenden Seite rasch abbauen und es, auf der anderen Seite des Endothels
angekommen, wieder zusammensetzen. (Wehrle-Haller and Imhof, 2002, Sanchez-Madrid
and del Ponzo, 1999, Imhof et al., 1997, Imhof and Aurrand-Lions, 2004, Muller, 2003,
Shulman et al., 2009)

Die enge Verbindung der Endothelzellen wird iiber verschiedene Proteine hergestellt, die
einen stabilen Komplex bilden und dariiber die Uberquerung von Zellen iiber diese Barriere
steuern (Ley et al., 2007). (s. Tab. 3)

Die Verstrebungen zwischen den Endothelzellen werden durch Okkludin (7ight Junction/
Zonula Occludens), VE-Cadherin/CD144 und Integrine (Adhérenzverbindung/Desmosom)
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gebildet (Nawroth et al., 2002, Corada et al., 2002, Feldman et al., 2005, Furuse et al., 1993,
Beninghoff and Drenckhahn, 2003).

Die parazellulire Migration erfolgt zwischen zwei Endothelzellen und erfordert eine
voriibergehende Bildung von Liicken. Durch diese engen Offnungen miissen sich die
Leukozyten ,,zwiangen®. Im Anschluss daran wird die Kontinuitit des Endothels sofort wieder
hergestellt, und es strdomt nur eine geringe Menge an sonstigen Blutbestandteilen aus.
(Kaplanski et al., 1994, Huang et al., 1988, Mamdouh et al., 2009)

Mit Bezug auf aktuelle Studien scheint der Hauptmechanismus fiir die Uberquerung der
Endothelbarriere parazelluldr zu sein (Kvietys and Sandig, 2001, Phillipson et al., 2006,
Schenkel et al., 2004). Es gibt aber ebenso Hinweise dafiir, dass ein transzelluldrer Weg
(durch die Endothelzellen hindurch) gewahlt werden kann (Carman and Springer, 2004, Feng
et al., 1998).

Beide Migrationswege scheinen durch dhnliche molekulare Mechanismen beeinflusst zu
werden. So blockierten Antikdrper gegen PECAM-1 und CD99 in den Untersuchungen von
Mamdouh et al. (2009) sowohl die parazelluldre als auch die transzelluldre Migration von
Leukozyten. (Mamdouh et al., 2009)

Eine Rolle fiir die Transmigration von Leukozyten spielen ESAM (Endothelial cell-selective
adhesion molecule), PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1), CD99, JAMs
(Junctional adhesion molecules) und ICAM-1 (Ley et al. 2007). (s. Abb. 2)

JAM-A, -B und -C sind an der Bildung von Tight Junctions zwischen Endothelzellen und an
der leukozytdren Migration beteiligt (Weber et al., 2007, Bradfield et al., 2007, Ludwig et al.,
2009). Nach Chemokinstimulation koénnen sie aus den Zellverbindungen an die
Endotheloberfliche wandern und dort in Wechselwirkung mit anderen Molekiilen treten
(Weber et al., 2007, Bixel et al., 2007, Cera et al., 2009). Potentielle Bindungspartner der
Junctional adhesion molecules sind mitunter LFA-1, VLA-4 und Mac-1. (s. Tab. 3)

CD99 auf Endothelzellen und Leukozyten bindet homophil und beeinflusst die Migration von
Monozyten und Neutrophilen Granulozyten wie auch die lymphozytire Rekrutierung (Bixel
et al., 2007, Schenkel et al., 2002, Bixel et al., 2004, Gazit et al., 2004). (s. Tab. 3)

CD99L2 (CDY9 antigen like-2), das vor allem in neuronalen Zellen vorkommt, dhnelt CD99
beziiglich seiner Struktur, eine Beteiligung an der leukozytiren Migrationskaskade wire
denkbar (Suh et al., 2003, Bixel et al., 2007).

ESAM befindet sich auf endothelialen Tight Junctions und aktivierungsassoziiert auf

Thrombozyten. Es interagiert mit unterschiedlichen Liganden und wird in einen
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Zusammenhang mit der leukozytdren Migration gebracht. (Nasdala et al., 2002, Wegmann et
al., 2006). (s. Tab. 3)

PECAM-1/CD31 wird auf Monozyten, Neutrophilen Granulozyten, naiven T-Lymphozyten,
Thrombozyten und vaskuldren Endothelzellen exprimiert. Es kann homophile und heterophile
Bindungen (mit Alpha V Beta3-Integrinen) eingehen und vermittelt unter anderem die
Rekrutierung und Auswanderung von Neutrophilen Granulozyten. (Chosay et al., 1998,
Muller, 2003, Nakada et al., 2000, Piali et al., 1995, Sun et al., 1996, Varon et al., 1998)

(s. Tab. 3)

Endothel Leukozyt

ICAM-1, ICAM-2, JAM-C MAC-1

ICAM-1, ICAM-2, JAM-A LFA-1

ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 CD 1lc

VCAM-1, JAM-B VLA-4

JAM-A LFA-1, JAM-A
JAM-B VLA-4

ESAM unspezifisch auf Neutrophilen und Monozyten
PECAM-1 PECAM-1, Integrine
CD99 CD99

CD99L.2 Eventuell Integrine

Tabelle 3: Integrine und endotheliale Verbindungsmolekiile die an der leukozytdiren
Migration beteiligt sind mit méglichen Liganden (zusammengefasst nach Ley et al., 2007,
Bixel et al., 2007, Xie et al., 1995, Staunton et al., 1989, Dejana, 2004, Wegmann et al., 2006,
Muller, 2003, Imhof and Aurrand-Lions, 2004, Ley, 2007, Ley and Parnham, 2007, Nakada et
al., 2000)

Auf der AuBenseite des Gefdles angekommen bewegen sich die Leukozyten amoboid,
gesteuert durch einen Gradienten chemotaktischer Signale, zum Ort des Geschehens (Klinke

et al., 2005, Sixt et al., 2006, Schmidt et al.2003).
1.4 Crawling

1.4.1 Das Bewegungsphinomen des Crawlings

Das intravaskuldre Crawling ist der transendothelialen Migration unmittelbar vorgeschaltet
und wird vermutlich durch Beta2-Integrine vermittelt (Ley et al., 2007, von Andrian and
Mackay, 2000, Sixt et al. 2006). Die genauen Mechanismen des Crawlings sind jedoch noch
nicht ausreichend verstanden und stellen den Hauptaspekt dieser Arbeit dar.

Bereits 1979 zeigten Chang et al., dass Lymphozyten im Zusammenhang mit Fibroblasten in

Kultur eine Art Crawling (Krabbeln, Kriechen) betrieben. Die Autoren vermuteten, dass
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dieses Bewegungsphidnomen den Lymphozyten dazu dienen konnte zelloberflachengebundene
Antigene zu untersuchen oder mit der Transmigration in Zusammenhang stehen konnte.
(Chang et al., 1979)

Durch Schenkel et al. wurde Crawling 2004 als zusitzlicher Schritt im Verlauf der
monozytiren Migrationskaskade beschrieben und spiter als intraluminales Crawling
bezeichnet. In vitro krabbelten menschliche Monozyten von der Stelle, an der sie fest
anhafteten, liber die Endotheloberfliche zu einer Einmiindungsstelle und transmigrierten im
Anschluss daran (Schenkel et al., 2004, Wong et al., 2010).

Weitere Beobachtungen wurden in vivo im Entziindungsmodell des Musculus Cremaster
gemacht. Bereits adhérente Zellen polarisierten und begannen sich aktiv auf der entziindlichen
Endotheloberfliche zu bewegen. Diese Bewegung fand in verschiedenen Richtungen und
Formen unabhingig von der Blutflussrichtung statt. (Phillipson et al., 2006, Ryschich et al.,
2006, Wojciechowski and Sarelius, 2005) (s. Abb. 3)

Intravasales Crawling ist ein gerichteter Prozess mit typischen Bewegungsmustern und einer
Geschwindigkeit von etwa 10um/min, vergleichbar mit der der interstitiellen Migration
(9,9+/-4,5um/min). Demgegeniiber steht eine Geschwindigkeit von 16um/sec rollender
Leukozyten. (Ryschich et al., 2006)

Diese Erkenntnisse helfen zu realisieren, warum Crawling erst durch die Verwendung der
Langzeit-Time Lapse (Zeitraffer)-Mikroskopie beobachtet werden konnte.

Im Gegensatz zur interstitiellen Migration von Leukozyten scheint die intravaskuldre
Rekrutierung integrinabhingig zu sein und malBgeblich durch Scherkrifte reguliert zu werden
(Kim and Sarelius, 2004, Alon and Ley, 2008).

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass rekrutierte Leukozyten verschiedener
Subpopulationen in Venolen iiber eine beachtliche Strecke crawlten, bevor sie transmigrierten
(Phillipson et al., 2009, Phillipson et al., 2006, Wojciechowski and Sarelius, 2005, Auffray et
al., 2007).

Zur Charakterisierung der Crawlingbewegung wurden durch Auffray et al. 2007
unterschiedliche Muster beschrieben: loop, hairpin, wave, mixed (pattern), line und short

(path) (<40um). (s. Abb. 15)
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Abbildung 3: Langzeit-Zeitraffer-IVM-Aufnahmen des intravaskuldren Crawlings von
Leukozyten im M. Cremaster-Modell nach Stimulation mit dem Chemokin MIP-1. Sichtbar ist
eine bereits adhdrente Zelle, die beginnt sich entlang des Endothels senkrecht zum Blutfluss
zu bewegen und so eine Stelle sucht, um aus dem Gefdf3 zu transmigrieren. Im Anschluss
daran befindet sich die Zelle im Gewebe. Diese Bewegung ist langsamer als die des Rollens
und erfordert daher eine lingere IVM-Aufnahmedauer (-->kennzeichnet den Blutfluss)
(Phillipson et al., 2006)

1.4.2 Unterschiedliche Formen des Crawling leukozytirer Populationen

Die Einzelschritte der Migrationskaskade finden nicht ausschlieBlich in entziindetem Gewebe
statt. In Untersuchungen konnte anhand des M. Cremaster-Modells beobachtet werden, dass
in postkapilliren Venolen ohne zusitzlichen Entziindungsreiz Neutrophile Granulozyten
adhdrent wurden (Wojciechowaki and Sarelius, 2005). Allerdings ist hierbei wegen der
chirurgischen Manipulation im Rahmen der Prdparation keine klassische Steady-State-
Situation (physiologische entziindungsfreie Bedingungen ohne artefizielle Verdanderungen)
gegeben. Entsprechende in vitro-Versuche an unstimuliertem, einschichtigem Endothel aber
auch in vivo-Versuche an Mesenterium und Ohr zeigten, dass Monozyten eine Art
konstitutives Crawling ohne vorangegangene Entziindungsreize betreiben konnen (Schenkel
et al., 2004, Auffray et al., 2007, Hickey and Kubes, 2009). (s. Abb. 4)

Wichtig in diesem Zusammenhang ist, dass unter Monozyten eine gewisse Heterogenitit
herrscht (Gordon and Taylor, 2005).

Es gibt drei humane und zwei murine Subpopulationen, deren Einteilung auf ihrem Phanotyp
und ihrer individuellen Zytokinproduktion beruht. Obwohl es Unterschiede zwischen
menschlichen und murinen Monozyten zum Beispiel in Bezug auf MHC II (Major

13
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histocompatibility complex) gibt, konnen auch menschliche in Untergruppen unterteilt
werden, die in GroBe, Granularitit, Adhdsionsmolekiil- und Chemokinrezeptorexpression teils
mit den murinen {ibereinstimmen. (Geissmann et al., 2003, Wong et al., 2012, Shantsila et al.,
2011, Appleby et al., 2013, Auffray et al., 2007, Auffray et al., 2009b, Strauss-Ayali et al.,
2007)

A

(Auffray et al. 2007)

Abbildung 4: Intravitalmikroskopische Crawlingaufnahmen: Darstellung des Weges
crawlender residenter Monozyten (Time-Lapse-Mikroskopie) in Gefdffen von Haut (A, B) und
Mesenterium (gefiillter Pfeil-Arterie, ungefiillter Pfeil-Vene) (C) (Auffray et al. 2007)

Bei der auch von uns verwendeten Mauslinie CX3CR1 eGFP/+, in welcher Monozyten GFP
(green fluorescent protein) im Fraktalkinerezeptor exprimieren, kénnen hoch-GFP-
exprimierende und niedrig-GFP-exprimierende Monozyten voneinander unterschieden
werden (Auffray et al.,, 2007, Geissmann et al., 2003, Palframan et al., 2001). Die
Untergruppen differieren auch in der Expression bestimmter Oberflichenmarker,
Chemokinrezeptoren und ihrer genauen Funktion (Geissmann et al., 2003, Sunderkotter et al.,
2004, Strauss-Ayali et al., 2007, Geissmann et al., 2008, Hyduk and Cybulsky, 2009). Die
GFP-high-Fraktion (Gruppe der residenten Monozyten) crawlt unter Steady-State-
Bedingungen (Auffray et al., 2007). Dies wird dahingehend interpretiert, dass diese Zellen des
angeborenen  Immunsystems eine bisher noch nicht genauer differenzierte
Uberwachungsfunktion im Rahmen der Krankheitsabwehr erfiillen (Hickey and Kubes, 2009,
Auffray et al., 2007). Sie werden als ortsanséssig (resident) bezeichnet, da sie sowohl in
entziindetem als auch in nicht entziindetem Gewebe anzutreffen sind (Auffray et al., 2007,
Hickey and Kubes, 2009). Sie sind langlebiger als ihr Pendant und exprimieren vermehrt
CX3CR1/Fraktalkinerezeptor, kaum andere Chemokinrezeptoren, Gr-1 und L-Selektin
(Hyduk and Cybulsky, 2009, Hickey and Kubes, 2009, Geissmann et al., 2003).

Residente Monozyten kdnnen unabhingig von der Blutflussrichtung, teils iiber lange Strecken

und iiber geraume Zeit (bis mehrere Stunden) im Steady-State iiber das GefaBendothel
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krabbeln (Auffray et al., 2009b). Nach dem Setzen eines inflammatorischen Stimulus crawlen
sie jedoch nur kurz in Venolen und transmigrieren dann (Hickey and Kubes, 2009).

Die sogenannten inflammatorischen (niedrig-GFP-exprimierenden/Gr-1+) Monozyten
scheinen unter entziindungsfreien Bedingungen nur eine begrenzte Dauer zu leben und
enthalten reichlich L-Selektin, PSGL-1 und Chemokinrezeptoren (wie CCR2, MCP-1/CCL2),
aber wenig CX3CRI1/Fraktalkinerezeptor (Hyduk and Cybulsky, 2009, Geissmann et al.,
2003, Auffray et al., 2007). In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass diese Population
in der Leber nach Infektion mit Listeria monocytogenes, Plasmodium chabaudi oder
Toxoplasma gondii im Stande war, zum Beispiel TNF-alpha zu produzieren oder die
Bereitstellung von Effektor-T-Zellen zu fordern und so zur Elimination der Pathogene
beizutragen (Saha and Geissmann, 2011, Barbalat et al., 2009, Dunay et al., 2008, Sponaas et
al., 2009).

Wihrend niedrig-GFP-exprimierende “Entziindungsmonozyten” in erster Linie rollen,
crawlen hoch-GFP-exprimierende residente Monozyten vornehmlich iiber weite Strecken und
gelangen bei Bedarf schnell ins Gewebe, um dort zu Makrophagen zu differenzieren (Auffray
et al., 2007, Auffray et al., 2009b). Da es auch die ortsansdssigen Monozyten waren, die
zuerst Entziindungsmediatoren wie Tumornekrosefaktor, Chemokine und Interleukin-1
ausschiitteten, konnten sie auch iiber ihre unmittelbaren Aufgaben im Rahmen der frithen
Entziindungsantwort hinaus mafBgeblich an der Rekrutierung anderer Effektorzellen wie
PMNs und Entziindungsmonozyten beteiligt sein. (Auffray et al., 2007, Hickey and Kubes,
2009, Auffray et al., 2009b)

Residente Monozyten crawlen mit einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 12pm/min,
nachdem sie integrin- und CX3CR 1-vermittelt fest an das Endothel gebunden haben (Auffray
et al., 2007, Auffray et al., 2009b).

Durch Sumagin et al. wurden 2010 Monozyten und Neutrophile Granulozyten in
unstimuliertem und stimuliertem Zustand verglichen. In unstimulierten Venolen wurden
signifikant mehr Monozyten als Neutrophile Granulozyten adhdrent (58% vs. 14%). Diese
Zahlen konnten durch die Gabe von TNF-alpha erhoht werden. (Sumagin et al., 2010)

Da diese Untersuchungen am M. Cremaster stattfanden, kann hier postuliert werden, dass es
bisher keine Daten zum Crawling von Neutrophilen Granulozyten unter Steady-State—

Bedingungen im entsprechenden nativen und nicht verletzten Gewebe gibt.

Das T-Zell-Homing in Lymphknoten wurde ebenso als ein mehrstufiges Modell, das auf der
Wechselwirkung zwischen Lymphozyten und Endothelzellen und den exprimierten

Oberflaichenmolekiilen beruht, beschrieben (Stein et al., 2000, Warnock et al., 1998).
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Optional ICAM-1-abhingiges intraluminales Crawling von T-Zellen in hochendothelialen
Venolen fand im Vorfeld der schnellen ICAM-1- und ICAM-2-abhingigen Diapedese statt
(Boscacci et al., 2010). Soriano et al. stellten 2011 eine Einschrankung des Crawlings von T-
Lymphozyten auf chemokinbedeckten Endothelzellen nach ROCK (Rho-associated coiled
coil containing protein kinase)-Hemmung fest.

Shulman et al. zeigten 2009 in vivo und in vitro crawlende T-Lymphozyten in Lymphknoten.
Hierbei fiihrten chemokine Signale auf Endothelzellen zu einer punktformigen Anhdufung
von LFA-1. Dies bedingte eine Ansammlung von ICAM-1 und folglich die Ausbildung von
Filopodien und unterstiitzte dariiber lymphozytdres Crawling. Scherkrifte steigerten die
Ausbildung von Filopodien dieser crawlenden T-Lymphozyten. (Shulman et al., 2009) (s.
Abb. 6)

1.4.3 Regulatoren des Crawlings

Mechanismus und Regulation dieses neuen Schritts genauer zu verstehen waren Inhalt dieser
Arbeit. Es wird vermutet, dass Integrine im Zusammenspiel mit ihren endothelseitigen
Liganden wie ICAM-1, ICAM-2 und VCAM das Crawling leukozytiarer Subpopulationen
steuern. So scheint die Aktivierung von Integrinen obligat fiir Charakteristika und Erfiillung
diverser leukozytdrer Funktionen, zum Beispiel des Rollens und Crawlens (Herter et al.,

2013).

1.4.3.1 Die Rolle von Integrinen: Inside-out— und Outside-in-Signalwege

Integrine sind eine grofBe Gruppe von Adhésionsrezeptoren, die mallgeblich an der Anheftung
von Zellen aneinander beteiligt sind. Sie befinden sich auf der Zelloberfliche in einem
dynamischen Gleichgewicht zwischen drei Anpassungszustinden (Kim et al., 2011a, Springer
and Dustin, 2012). Da dieses Gleichgewicht auch die zytoskelettale Neuorganisation
beeinflusst, scheint es wichtig zum Beispiel fiir die Festigung der Anhaftung und das
intraluminale Crawling zu sein, also Schritte die im Anschluss an die primédre Adhidsion
stattfinden (Pick et al., 2013, Abram and Lowell, 2009, Kim et al., 2011a, Springer and
Dustin, 2012).

Auf zirkulierenden Leukozyten befinden sich Integrine in einem Zustand niedriger Affinitit,
erst iiber die Bindung l6slicher Partner wie Chemokine, Wachstumsfaktoren oder T-Zell-
Rezeptoraktivierung kommt es zu ihrer Aktivierung (Sixt et al., 2006). So kdénnen die
Adhésionsrezeptoren sensibilisiert werden und ihre Konformation und damit ihre Affinitét fiir

extrazelluldre Liganden dndern, woraufhin iiber ein transmembrandses Zusammenspiel die
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Ligandenbindungsfunktion der Integrine aktiviert wird (Kim et al., 2011a, Hu and Luo, 2013,
Lefort and Ley, 2012, Zhang and Wang, 2012, Sixt et al., 2006).

Erst aktiviertes LFA-1 und aktiviertes Mac-1 haben die Moglichkeit ihre endothelialen
Liganden ICAM-1 und VCAM-1 zu binden, G-Protein-gekoppelt fiihrt das Signal letztendlich
zu einer primdren festen Adhésion des Leukozyten (Alon and Shulman, 2011, Shulman et al.,
2009).

Integrine haben die besondere Féhigkeit, Signale in zwei entgegengesetzte Richtungen iiber

die Plasmamembran zu iibertragen (Luo et al., 2007, Kawamoto et al., 2012).

Inside-out Outside-in

1. Anhaftung 2. Stabilisierung 3.Crawling

el e o e o o o[ e
g

Chemokin
GPCR

- -

Bindung '
Aktiviertes Integrin/Ligand Mac-1
Nichtaktiviertes Integrin Integrin LFA-1

(Mac-1/LFA-1 Integrinliganden

ICAM-1

e el e[ e

Abbildung 5: Inside-out- und Outside-in-Signalwege. Im Rahmen des Inside-out fiihrt ein
zelluldrer Stimulus tiber intrazelluldre Signalwege zu einer Aktivierung des Integrins.
Leukozytdre GPCRs binden an endotheliale Chemokine. Durch die nachfolgende Aktivierung
der Integrine kénnen diese an das Endothel binden. Der Leukozyt kann am Endothel anhaften.
Der Outside-in-Signalweg bedingt eine erhohte Affinitdt fiir Liganden durch Bindung an
auflenliegende Integrindomdnen. Nach einer Anhdufung aktivierten Integrins kommt es zur
Ausbildung von Filopodien, die Anheftung am Endothel wird stabilisiert, die Zelle polarisiert
und beginnt zu crawlen (zusammengefasst nach Qin et al., 2004, Moser et al., 2009, Kim et
al. 2011a, Dixit et al., 2012, Lefort and Ley, 2012, Montresor et al. 2012, Shen et al., 2012,
Springer and Dustin, 2012, Wang, 2012, Zhang and Wang, 2012, Hu and Luo, 2013)

Die Bezeichnung [Inside-out (Signalgebung von innen nach aufBlen) bezieht sich auf den
Signalweg, bei dem ein zelluldrer Stimulus tiiber intrazelluldre Signalwege zu einer
Aktivierung des Integrins fiihrt (Lefort and Ley, 2012).

Im Anschluss kommt es zu einem Stabilisierungsprozess der leukozytiren Anheftung am
Endothel. Die hierfiir nétige Aktivierung findet von auflen nach innen statt (Qutside-in). Die
Antwort der Zelle wird nach Bindung von bereits aktivierten und zwischenzeitlich
immobilisierten Liganden einer anderen Zelle oder in der extrazelluldren Matrix gebundenen

Integrine vermittelt. (Lefort and Ley, 2012, Shulman et al., 2009) (s. Abb. 5)
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Sowohl Inside-out als auch Outside-in griinden auf G-Proteinen und verwenden Calcium als
second messenger (sekundérer Botenstoff) (Dixit et al., 2012 Shen et al., 2012, Hu and Luo,
2013).

Zusammenfassend kommt es primédr zur Bildung eines lokalen Adhésionskomplexes und
Aktivierung stromabwiérts gelegener Signalwege durch eine Kraftumwandlung iiber die
Membrananhdufung hochaffiner (HA-) Integrine (Clustering), die nach leukozytirem Rollen
und Anhalten unter den hydrodynamischen Kréften des Blutflusses initiiert wird. Dies fiihrt
zu einer Aktivierung des Zytoskeletts mit Polarisierung der Zelle, Ausbildung von Filopodien,
zum Crawling und schiitzt den adhdrenten Leukozyten davor, mit dem Blutfluss weggespiilt
zu werden. (Lefort and Ley, 2012, Shulman et al., 2009, Hu and Luo, 2013, Dixit et al., 2012)
(s. Abb. 5)

So sind es die transmembrandsen Integrinrezeptoren, die das Aktinmyosinskelett dynamisch
mit der extrazelluldiren Umwelt verbinden. Das heif3t auch, dass transmigrierende Leukozyten
diese Adhésionsmolekiile zwangsldufig brauchen, um sich amdboid iiber Oberflichen zu

bewegen. (Lammermann et al., 2008, Muller, 2003)

Wichtig fiir die Analyse der leukozytdren Migration ist die Kenntnis {iber die verschiedenen
Folgen, die abhéngig von der Wahl eines Interventionspunktes entstehen. Wird der Inside-out-
Signalweg modifiziert, wird die Kaskade zum Zeitpunkt des initialen Arrests unterbunden.
Wird hingegen die QOutside-in-Phase blockiert, kann der Leukozyt zwar anhalten, wird sich
aber im Anschluss wieder vom Endothel 16sen. Das heifit, wenn versucht wird die
Crawlingregulation zu beeinflussen, indem Signalwege an unterschiedlichen Stellen
unterbrochen werden, haben die crawlenden Zellen die Moglichkeit anzuhalten, sich wieder
vom Endothel zu 16sen oder ihre Geschwindigkeit zu verdndern. Hieriiber sind verschiedene
Einfliisse auch auf das Crawling selbst moglich. (Kim et al., 2011a, Hu and Luo, 2013, Lefort
and Ley, 2012, Zhang and Wang, 2012, Dixit et al., 2012, Shen et al. 2012, Hyduk and
Cybulsky, 2009, Shulman et al., 2009)

1.4.3.2 Der Einfluss von Mac-1, LFA-1, ICAM-1, Vav-1, mAbp1 und CD18 auf das
Crawling

CDI11a/LFA-1

Crawling residenter Monozyten scheint vor allem im Steady-State LFA-1-abhéingig zu sein,

eine Schlisselrolle von intaktem LFA-1 auf unstimulierten Endothelzellen ist beschrieben

(Hickey and Kubes, 2009, Schenkel et al., 2004). Auch wurde die Anzahl crawlender Zellen
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in vivo durch blockierende Antikorper gegen LFA-1 reduziert, residente Monozyten 16sten
sich unter Steady-State-Bedingungen vom Endothel (Auffray et al., 2007). LFA-1 scheint
maflgeblich daran beteiligt, dass sich Monozyten auch unter dem Einfluss von Scherkréften
am Endothel halten konnen (Hickey and Kubes, 2009). Von Sumagin et al. wurde 2010
beschrieben, dass auch die gecrawlte Strecke hiervon beeinflusst wird. LFA-1 vermitteltes
Crawling war hierbei um die zwei- bis dreifache Distanz ldnger als durch Mac-1-reguliertes
(Sumagin et al., 2010).

In den Untersuchungen von Phillipson et al. 2006 wurden die molekularen Mechanismen
neutrophilen Crawlings in entziindlicher Umgebung mit besonderem Augenmerk auf den
Einfluss von Beta2-Integrinen untersucht (Hickey and Kubes, 2009, Phillipson et a., 2006).
Die Zelladhidsion zeigte sich hierbei abhéngig von LFA-1 (Phillipson et al., 2006, Ryschich et
al., 2006, Phillipson et al., 2009, Ley et al., 2007). Nach den Ausfiihrungen von Green et al.
(2006) wird die Rekrutierung polymorphkerniger Neutrophiler Granulozyten durch eine
Kombination aus Selektinen, G-Protein und Beta2-Integrinen reguliert, wobei der LFA-
Affintitszustand eine entscheidende Rolle spielt. Sie stellten fest, dass ein Wechsel der
Affinitatszustinde von LFA-1 von mittel zu hoch zur Polarisation der Zelle fiihrt, wichtig fiir
den Ubergang vom Rollen zur scherkraftresistenten Anheftung ist und erst die
kontaktvermittelte Signalgebung und damit die Leitung der PMNs in Richtung des
entziindlichen Gewebes ermoglicht (Green et al. 2006).

Eine das Crawling im Steady-State und die TNF-alpha-induzierte Auswanderung Neutrophiler
Granulozyten im M. Cremaster wie auch in der Peritonealhdhle reduzierende Wirkung
blockierender Antikorper konnte fiir LFA-1 nicht gezeigt werden (Green et al., 2006,
Sumagin et al., 2010). Jedoch fiihrte die Applikation eines LFA-1-blockierenden Antikdrpers
in den Versuchen von Phillipson et al., 2009 in iiber 80% zur Abldsung crawlender Vav-/- -
Neutrophiler Granulozyten.

In der Vergangenheit konnte ein Einfluss von LFA-1 auf T-Lymphozyten, getriggert durch
Chemokine, die auf dem Endothel exprimiert wurden, gezeigt werden. Diese T-Lymphozyten
bendtigten unter anderem hochaffines LFA-1, um sich zu polarisieren und die fir die
Kriechbewegung notigen Filopodien auszubilden (adhdsiv und invasiv). So konnten sie auf

HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) crawlen. (Shulman et al., 2009)

CDI11b/Mac-1
Crawling ortsstindiger/residenter Monozyten scheint unter Steady-State-Bedingungen

weitgehend Mac-1-unabhingig zu sein (Auffray et al., 2007, Hickey and Kubes, 2009). So ist
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eine AntikOrpergabe gegen Mac-1 im stimulierten Zustand effektiver als im Steady-State die
Migration von Monozyten zu reduzieren (Sumagin et al., 2010). In den Analysen von
Sumagin et al. (2010) war Mac-1-reguliertes Crawling von Monozyten deutlich kiirzer als
durch LFA-1-vermitteltes.

Mac-1 reguliert vermutlich auch das Crawling von adhdrenten Neutrophilen Granulozyten
(Phillipson et al., 2006, Ryschich et al., 2006, Phillipson et al., 2009, Ley et al., 2007). So
reduzierten Antikorper gegen Mac-1 ebenfalls die Geschwindigkeit der Crawlingbewegung
bei PMNs, die trotz LFA-1-Defizienz adhédrent wurden (Phillipson et al., 2006). Antikérper
gegen Mac-1 vermochten in friiheren Untersuchungen Crawling sowohl im Steady-State als
auch die TNF-alpha-induzierte Auswanderung Neutrophiler Granulozyten im M. Cremaster

wie auch in der Peritonealhdhle zu reduzieren (Green et al., 2006, Sumagin et al., 2010).

Vav-1

Vav-1 ist ein Guaninaustauschfaktor, der das Aktinzytoskelett reguliert (Phillipson et al.,
2009).

Wildtyp und Vav-1-defizienten Tieren wurden blockierende Antikérper gegen Mac-1 und
LFA-1 appliziert, bei Vav-1-Defizienz verdanderte sich zwangslaufig die Wechselwirkung mit
Mac-1, in Vav-/- knockout-Tieren war Crawling Mac-1-unabhéngig. Die PMNs zeigten ein
passiveres Crawlingverhalten, in erster Linie in Flussrichtung. (Phillipson et al., 2009)
Insgesamt kam es zu Defekten in Neutrophilem Arrest und Crawling und konsekutiv zu einer
Minderung emigrierter Zellen in Vavl-defizienten Tieren, woraus die Autoren dieser Studie
schlussfolgerten, dass Vav-1 eine entscheidende Rolle in der Wechselwirkung von Mac-1 und

LFA-1 spielt, und damit einen Beitrag zur Regulation intraluminalen Crawlings leistet

(Phillipson et al., 2009, Woodfin et al, 2010).

CD18 stellt die Beta2-Integrin-Untereinheit dar, die mit CD11a beziechungsweise CD11b
zusammen LFA-1 und Mac-1 bildet, eine selektive Blockierung von CD18 fiihrte in der
Vergangenheit ebenso zu einem deutlichen Riickgang der Anzahl crawlender
Leukozyten.(Ryschich et al., 2006).

CD18-blockierende Antikorper reduzierten signifikant die Anzahl, die Geschwindigkeit und
die Strecke leukozytidren Crawlings (Shulman et al., 2009, Ryschich et al., 2006, Auffray et
al., 2007).
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ICAMSs sind Bindungspartner von LFA-1 und Mac-1. Ryschich et al. beschrieben 2006, dass
im Rahmen intravitalmikroskopischer Aufnahmen mesenterialer Venolen nach einer
Blockierung von ICAM-1 kaum noch Leukozyten crawlten, wohingegen dieser Effekt bei
einer Blockierung von ICAM-2 nicht zu beobachten war. Die Rolle von ICAM-2 in der
leukozytdren Migration scheint stimulusspezifisch. (Ryschich et al. 2006, Huang et al., 2006)
Halai et al. zeigten 2014, dass sowohl eine funktionelle als auch eine genetische Blockade von
ICAM-2 die Geschwindigkeit neutrophilen Crawlings reduzieren, die Héufigkeit von
Crawling mit verdndertem Stop-Start-Profil erh6hen und im Vorfeld der Transmigration die
Wechselwirkung zwischen endothelialen Verbindungen verliangern. Insgesamt fiihrte diese
Blockade dazu, dass weniger Zellen das Gefdl verlieBen. (Halai et al., 2014)

Bei einer in vitro-Studie (ohne das Vorhandensein von Scherkriften) konnte gezeigt werden,
dass ICAM-2 auch das Crawling von Monozyten beinflusste. Dies wurde durch die
monozytir exprimierten Beta2-Integrine und konstitutionell endothelial exprimiertes [CAM-2
vermittelt. (Hickey and Kubes, 2009, Schenkel et al., 2004)

Der Einfluss von ICAM-1 ist nicht nur quantitativ fassbar. Die Zellen, die nach der Gabe
eines spezifischen Antikorpers noch crawlten, taten dies langsamer und {iber eine kiirzere
Strecke (Ryschich et al., 2006). Auch in anderen Untersuchungen reduzierte sich leukozytéres
Crawlen bei gegebener ICAM-1-Defizienz in KO-Méusen (Frommhold et al., 2010,
Phillipson et al., 2006, Ryschich et al., 2006).

Verschiedene Rollen scheinen ICAMs im Zusammenwirken mit anderen Adhésionsfaktoren
zu spielen. So wurde gezeigt, dass endothelexprimiertes ICAM-2 keinen Einfluss auf Mac-1-
abhéngiges Crawling von PMNs hatte, ICAM-1 jedoch wurde als Vermittler von deren Mac-
1-abhingigem Crawling identifiziert (Phillipson et al., 2009).

T-Lymphozyten benétigten eine Anhdufung von ICAM-1, um sich zu polarisieren und
Filopodien auszubilden (adhésiv und invasiv) und auf HUVEC zu crawlen (Shulman et al.,
2009).

Abbildung 6 zeigt die Ausbildung solcher Ausldufer.

mAbpl (mammalian actin-binding protein 1) ist ein Adapterprotein und wird auf einer
Vielzahl murinen Gewebes exprimiert (Schymeinsky et al., 2009, Kessels et al., 2000,
Larbolette et al., 1999).

Auch mAbpl beeinflusst das Zytoskelett, indem es iiber adhisive Beta2-Integrine eine
wichtige Funktion in der Kraftiibertragung vom Aktin-Zytoskelett zu extrazelluldren

Liganden erfiillt, und konnte das Gleichgewicht der Affinitdtszustinde zwischen Beta2-
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Integrin-Liganden in Richtung einer gesteigerten Affinitdt verschieben (Schymeinsky et al.,
2009, Schymeinsky et al., 2011). Ebenso besteht die Moglichkeit, dass mAbpl auch iiber
Beeinflussung der Endozytose der Integrine den intrazelluldren Integrinverkehr mit reguliert
und so die Wiederverwertung von beispielsweise LFA-1 steigert (Fabbri et al., 2005, Caswell
et al., 2009, Schymeinsky et al., 2009). Hepper et al. zeigten 2012 in vitro eine mAbpl-
Abhidngigkeit Beta2-integrinvermittelter  endothelialer — Leukozytenausbreitung unter

Scherkrafteinfluss, im Gegensatz hierzu war es unter statischen Bedingungen verzichtbar.

1.4.3.3 Der Einfluss von Scherkriften auf das Crawling

Eine Rolle scheint auch die An- beziehungsweise Abwesenheit von Scherkréften zu spielen.
(s. Abb. 6)

Scherung bezeichnet eine Krafteinwirkung antiparallel zu einer parallelen Oberfldche. So
ensteht eine Gleitungskraft. Die tangentiale Schubspannung berechnet sich aus der Scherkraft
pro Fliche (Nm=Pa). (Balke, 2010, Hyduk and Cybulsky, 2009)

In vitro wurde der Einfluss von Scherkriften auf die Ausbildung von Filopodien an
adhérenten ruhenden Lymphozyten gezeigt. Es konnte beobachtet werden, dass sich vermehrt
Filopodien unter crawlenden T-Lymphozyten bildeten, wenn Scherkrifte auf sie einwirkten.
Umgekehrt wurden invasive Fortsdtze unter crawlenden Lymphozyten kaum gebildet, wenn
keine Scherkrifte wirkten oder Einschrinkungen, bezogen auf Chemokinsignale, bestanden.
Da unter diesen Voraussetzungen kaum transendotheliale Migration stattfand, scheint die
Hiufigkeit der Ausbildung invasiver Filopodien mit einer erfolgreichen Uberwindung der
endothelialen Barriere assoziiert zu sein. (Shulman et al., 2009, Schreiber et al., 2007, Ward,
2009)

Invasive Filopodien wurden nie auf der filhrenden Seite von Lymphozyten beobachtet, die
bereits das Endothel iiberquert hatten. Lymphozyten und PMNs ragten mit diesen invasiven
Fortsédtzen in die Endothelzellen hinein, wihrend sie diese tiberquerten (Cinamon et al., 2004,
Schreiber et al., 2007, Carman et al. 2007). Wenn Lymphozyten und eventuell auch andere
Leukozyten letztendlich die parazelluliren endothelialen Verbindungen erreicht hatten,
nutzten sie diese Fortsdtze, um subendothelial gelegene Chemokine zu untersuchen (Weber et
al., 1999, Lee et al., 2009, Alon and Shulman, 2011).

Chemokinaktivierte T-Zellintegrine scheinen durch Scherkréfte beeinflusst zu werden (Woolf

et al., 2007).
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in vitro-Situation ohne die Einwirkung von Scherkréften mit Einwirkung von Scherkréften

(Shulman et al., 2009)

Abbildung 6: T-Lymphozyten auf aktiviertem Endothel. Die Ausbildung von Filopodien setzt
die Einwirkung von Scherkrdften voraus. Die Bildung dieser Ausldufer ist eine essentielle
Voraussetzung fiir das Crawling von Zellen. (Shulman et al., 2009, Schreiber et al., 2007,
Ward, 2009)

1.5 Methoden zur Analyse des Crawlings in vivo

Bei einer grolen Menge an Daten iliber die dem Crawling zugrundeliegenden Mechanismen
entstammen diese jedoch unterschiedlichen Versuchsprotokollen. (s. Abb. 7)

Die Abhéngigkeit Crawlings von bestimmten Oberflaichenmolekiilen wurde zum Beispiel an
knockout-Tieren, nach Vorbehandlung mit einem blockierenden Antikdrper oder nach
Applikation von Antikérpern im Anschluss an eine intravitalmikroskopische Aufnahme
untersucht. Potentielle Fehlerquellen bei diesen Versuchsanordnungen sind der nicht
ausschlieBfbare Einfluss anderer Faktoren und die nicht gegebene kontinuierliche
Analysierbarkeit der einzelnen crawlenden Zelle.

Um Crawling als Schritt der Migrationskaskade genauer zu analysieren und unsere
Fragestellungen zu beantworten, war es noétig, die Versuchsanordnung zur Analyse
leukozytdren Crawlings zu optimieren und hierfiir ein Modell zu etablieren, das eine in vivo-
Analyse wihrend physiologischer Steady-State-Bedingungen ebenso wie wihrend einer
Entziindung zulésst. Bedingung hierfiir war, eine Moglichkeit zu entwickeln, einzelne Zellen
vor, wihrend und unmittelbar nach der Gabe von blockierenden Antikoérpern verfolgen und

analysieren zu konnen (Single-Cell-Tracking).
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Abbildung 7: Vergleich der verschiedenen Versuchsanordnungen zur Untersuchung des
Crawlingphdnomens. (A)Vorbehandlung mit blockierenden Antikorpern, vor Beginn der
intravitalmikroskopischen Aufnahmen (Phillipson et al. 2006) (B)Verwendung von knockout-
Tieren (Phillipson et al. 2006) (C)Gabe von blockierenden Antikorpern nach einer
vorangegangenen Aufnahme des Grundzustandes (Phillipson et al., 2009) (D)Versuchsaufbau
dieser Studie, durchgehende Intravitalmikroskopie vor/wihrend/nach Applikation des
Antikérpers, Single-Cell-Tracking
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2  FRAGESTELLUNG UND ZIELE

Um die funktionelle Relevanz und die molekularen Mechanismen des Crawlings besser zu

verstehen, sollten im Rahmen dieser Studie folgende Inhalte untersucht beziehungsweise

folgende Fragestellungen beantwortet werden.

Welche Subpopulationen von Leukozyten oder Immunzellen haben unter

physiologischen und inflammatorischen Bedingungen die Fahigkeit zu crawlen?

Welchen Einfluss haben die Art des Versuchsaufbaus und unterschiedliche

Fluoreszenzmarker auf das Crawlen von Leukozyten?

Welchen Einfluss haben physiologische Umgebungsfaktoren wie Blutfluss-
geschwindigkeit, -richtung, Scherrate und Gefil3groB3e auf das Crawlingverhalten von

verschiedenen leukozytiren Subpopulationen?

Welche Unterschiede von Crawling gibt es unter physiologischen (Steady-State) und

inflammatorischen Bedingungen?

Welche Rolle spielen die Beta2-Integrine Mac-1 und LFA-1 auf den Leukozyten und
deren endothelseitiger Ligand ICAM-1 fiir das Crawling?

Ein Ziel war dariiber hinaus, das Single-Cell-Tracking-Protokoll zur Analyse von

Crawling in vivo zu optimieren und auf diesem Wege die Auswertung der

intravitalmikroskopischen Bildgebung zu verbessern.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Alle Versuche wurden im Labor der experimentellen Erwachsenenkardiologie des Deutschen
Herzzentrums in Miinchen gemal des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt (AZ.55.2-1-
54-2531.3-16-09, AZ55.2-1-54-2531.3-46-09).

3.1 Verwendete Tiere

Die Miuse waren bei den Versuchen zwischen sechs und zwolf Wochen alt und wogen 25-
30g. Sie wurden unter Einhaltung des Tag-Nacht-Rhythmusses in Kéfigen zu zwei bis sechs
Tieren gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter (SNIFF Spezialdidt, Soest,
Deutschland). Fiir die einzelnen Versuchgruppen wurden minnliche und weibliche Tiere

folgender Stimme verwendet:

C57BL/6 Wildtypen (Charles River Wiga GmbH, Sulzfeld und Eigenzucht aus der

Tierhaltung des Deutschen Herzzentrums Miinchen, LazarettstraBe 62, 80636 Miinchen).
C57BL/6-Miuse werden in der biomedizinischen Forschung als Hintergrund genetisch
verdanderter Tiere und als Wildtypkontrollen verwendet (Bourdi et al., 2011, Kamradt et al.,
2000).

CX3CR1 eGFP/+ (S. Jung, Weizman Institute of Science, Department of Immunology,

Rehovot, Israel; Walter Brendel Zentrum fiir experimentelle Medizin, Miinchen; Eigenzucht
aus der Tierhaltung des Deutschen Herzzentrums Miinchen, LazarettstraBe 62, 80636
Miinchen). Dieser Stamm wurde zur Analyse von Monozyten verwendet.

Die CX3C-Chemokinfamilie beinhaltet nur CX3CL1 (gleichbedeutend mit Fraktalkine). Dies
ist der einzige Ligand des G-proteingekoppelten 7-membrangebundenen Rezeptors CX3CR1
(Kim et al., 2011b, Jung et al., 2000). Er befindet sich auf unterschiedlichen Zelltypen, zum
Beispiel Endothelzellen (Schulz et al., 2007). CX3CR1 wird in murinen Hautwunden durch
einwandernde Makrophagen, Myofibroblasten und Endothelzellen exprimiert (Brancato and
Albina, 2011). Auf Endothelzellen exprimiertes Fraktalkine vermittelt die Aktivierung und
Adhision von Leukozyten, die seinen Rezeptor CX3CR1 exprimieren (Hasegawa et al., 2005,
Imai et al. 1997).

Bei den verwendeten transgenen heterozygoten Tieren wird das entsprechende Gen durch ein
GFP-Gen ersetzt, als Folge exprimieren Monozyten, natiirliche Killerzellen und einige T-
Lymphozyten GFP im Fraktalkinerezeptor (Kezic et al., 2008, Auffray et a., 2007, Kim et al.,
2011b, White et al., 2014).
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LysM eGFP/eGFP (Thomas Graf, Center of Genomic Regulation, Barcelona, Spanien; Walter

Brendel Zentrum fiir experimentelle Medizin, Miinchen; Eigenzucht aus der Tierhaltung des
Deutschen Herzzentrums Miinchen, Lazarettstrale 62, 80636 Miinchen). In unseren
Versuchen wurden homozygote Tiere dieses Stamms zur Analyse von Neutrophilen
Granulozyten verwendet.

Durch knockin des GFP-Gens in das murine Lysozym M werden myelomonozytére Zellen in
vivo mit griinfluoreszierendem Protein markiert. Als Folge dessen exprimieren die meisten
myelomonozytiren Zellen, vor allem reife Neutrophile Granulozyten, aber kaum andere
Zellinien dieser Tiere griin fluoreszierendes Protein anstelle des LysozymM-Gens. Auch
Mause, bei denen beide Kopien des LysM-Gens inaktiviert werden, unterscheiden sich in
Entwicklung und Fruchtbarkeit nicht von den entsprechenden Wildtypen. (Faust et al., 2000,
Schulz et al., 2007)

T-red-high (Thorsten Mempel, Boston; Eigenzucht aus der Tierhaltung des Deutschen
Herzzentrums Miinchen, LazarettstraBe 62, 80636 Miinchen). Dieser Stamm wurde zur
Analyse von T-Lymphozyten verwendet.

T-Lymphozyten, einschlieBlich Effektorzellen dieser Tiere, exprimieren rotfluoreszierendes
Protein (RFP). Dies wird erreicht, indem die kodierende FP-Sequenz, kontrolliert durch eine
DNA-Sequenz, die das Ablesen eines Gens verstirkt (den murinen CD4-Promoter), ohne
Silencer von Introns und das plasmidische Konstrukt in befruchtete Eizellen injiziert wird.

(Mempel et al. 2006, Manjunath et al., 1999)

3.2 Verwendete Reagentien

Farbung, Losung, Antikoagulation

Acridin Orange und Rhodamin 6G Chlorid wurden zur in vivo-Anfarbung von Leukozyten
bei Wildtyptieren im Rahmen der Vorversuche verwendet, mittels TRITC und FITC Dextran
war es moglich Gefdlle darzustellen und so die Mikrozirkulation zu untersuchen. NaCl und
DPBS wurden zur Verdiinnung beziehungsweise Losung anderer Reagentien und
Ringerlaktatlosung zur Superperfusion des murinen Ohrs wéhrend der [VM-Aufnahmen
verwendet. Durch Heparin wurde eine Koagulation des entnommenen Blutes bis zur Analyse
verhindert. FluoSperes ermoglichten die Bestimmung der Blutflussgeschwindigkeit. Die

entsprechenden Bezugsquellen zeigt folgende Tabelle.
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Verwendete Reagentien  Bezugsquelle Charakteristika
Acridin Orange Sigma Aldrich, Steinheim, Kationisch,
(Stone and Bradley, 1967, Deutschland nukleinsdurebindend;

Saetzler et al., 1997, Liu et
al. 2014, Fan et al., 2006)

Exzitation 470nm, Emission
530-560 nm;

Einlagerung in Lysosomen,
Endosomen, Golgi-Apparat,
Zellkern

Rhodamin 6G Chlorid
(Saetzler et al., 1997,
Wiseman et al., 1985,
Kutushov and Gorelik,
2013)

Invitrogen life technologies
GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Kationisch, Einlagerung in den
aktiven Mitochondrien von
Leukozyten,;
Exzitationsmaximum 527nm,
Emissionsmaximum 551nm

TRITC Dextran
(Heidt et al, 2014)

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Exzitationsmaximum 557nm,
Emissionsmaximum 576nm

FITC Dextran
(Jaffer, 2011, Bayer et al.,
1998, Thorball, 1981)

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Exzitationsmaximum 490nm,
Emissionsmaximum 520nm

NaCl

Braun,
Melsungen,Deutschland

DPBS

PAN Biotech, Aidenbach,
Deutschland

Ringerlaktat-losung

Serag-Wiessner GmbH&Co.
KG@G, Naila, Deutschland

Heparin Natrium

Braun, Melsungen,

25000IE/5ml Deutschland
FluoSpheres Invitrogen, Karlsruhe, 2um
Deutschland

Tabelle 4: Auflistung verwendeter Reagentien

Induktion einer Entziindung:

KC/CXCLI und fMLP fungieren als Vermittler der Entziindung (Xu et al., 2013, Chen et al.,

2009, Hol et al. 2010). KC wurde entsprechend in unseren Versuchen verwendet, um eine

akute Inflammation zu erzeugen. Mittels PTX wurde seine Wirkung tiberpriift. (s. Tab. 5)

KC entspricht in der Maus dem menschlichen Chemokin GRO-alpha (Stefanovic et al., 2005).
Es wird der Familie der Zytokine zugeordnet und ist ein CXC(L)-Chemokin (KC/GRO-
alpha/CXCL1), eine Aminosdure befindet sich zwischen den ersten beiden Cysteinen
(Bagglioni, 1998, Son et al., 2007, Zlotnik and Yoshie, 2000).

Chemokine agieren als Entziindungsvermittler und spielen so eine entscheidende Rolle bei
inflammatorischen Geschehen (Glass et al., 2003, Igbal et al., 2013). So werden zum Beispiel
wiéhrend einer chronischen Entziindung Chemokinrezeptoren heraufreguliert (Johnston et al.

1999). Chemokine sind kleine Peptide, deren Wirkung als potente Leukozytenaktivatoren
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iiber eine Familie von 7-transmembrands-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vermittelt wird
(Fernandez and Lolis, 2002, Murdoch and Finn, 2000). KC, das unter anderem auch in
Monozyten, Makrophagen und Epithelzellen exprimiert wird, wird, induziert durch Thrombin,
in den Endothelzellen der GefdB3e gebildet (Iida and Grotendorst, 1990, Becker, 1994). Das
entsprechende GRO (growth related)-Gen hat inflammatorische und wachstumsregulierende
Eigenschaften (Miura et al., 2001, Becker et al., 1994, Haskill et al., 1990).

Der CXCR2-Rezeptor fiir KC (und homolog IL-8) befindet sich auf myeloiden Zellen, im
besonderen auf reifen Granulozyten. Der Chemokinrezeptor und sein Ligand KC vermitteln
die Rekrutierung von Neutrophilen Granulozyten (Murdoch and Finn, 2000, Fernandez and
Lolis, 2002, Laing and Secombes, 2004, Tecimer et al., 2000, Ritzman et al., 2010,
Chintakuntlawar and Chodosh, 2009).

KC, das auf frithen atherosklerotischen Schidden prasentiert wird, war in fritheren
Untersuchungen auch an der Rekrutierung von Monozyten beteiligt (Huo et al., 2001).
Verwendet wurden 600ng intraarteriell (Smith et al., 2004, Huo et al., 2001, Woodman et al.,
1993). Dies entspricht der Dosis von IL-8, die in vergangenen Studien zu einem Anhalten
rollender Neutrophiler Granulozyten im Mesenterium von Hasen fiihrte (Ley et al., 1993,

Smith et al., 2004).

Als Kontrolle des Wirkmechanismus von KC und, um zu {iberpriifen, ob Crawling abhéngig
von GPCRs ist, wurde einem Versuchstier Pertussistoxin injiziert und im Anschluss daran die

intravitalmikroskopische Bildgebung gestartet. (s. Tab. 5)

PTX/Pertussis Toxin ist ein komplexes Exotoxin aus Bordetella pertussis. Es vermittelt die
ADP-Ribosilierung der Alpha-Untereinheit von mit oberflachlichen Chemokinrezeptoren
zusammenhédngenden inhibitorischen G(i)-Proteinen, woriiber eine Interaktion mit deren
GPCRs (G-protein-coupled-receptors) verhindert und damit die Neutrophilenantwort auf
Chemokine reduziert wird. Es ist weder eine Inaktivierung der damit konstitutiv aktiven
Adenylatzyklase noch eine Offnung von Kaliumkanilen méglich, folglich erhdht sich der
cAMP-Spiegel. (Andreasen and Carbonetti, 2008, Antoine et al., 2000, Mangmool and
Kurose, 2011, Moullam et al., 1990, Ryan et al., 2010, Wen et al., 2013) (s. Abb. 8, Tab. 5)

Die Anwendung von Pertussistoxin resultiert in einem verdnderten Chemokinhaushalt und
hemmt die Anlockung von Neutrophilen Granulozyten (Andreasen and Carbonetti, 2008,

Spangrude et al., 1985, Bestebroer et al., 2010, Igbal et al., 2013, Ryan et al., 2010).
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Andreasen und Carbonetti zeigten 2008 in vivo und in vitro diesen direkten Einfluss von PTX

auf Neutrophile Granulozyten (Andreasen and Carbonetti, 2008).

Verwendete Reagentien Bezugsquelle Charakteristika
KC/N51 Invitrogen life technologies Zytokin
(Son et al., 2007) GmbH, Darmstadt,

Deutschland; 20ug, Fa.
Peprotech, Kat. No.250-11

PTX Sigma Aldrich, Steinheim, Exotoxin; Verdndert den
(Huo et al., 2001, Antoine et al., Deutschland Chemokinhaushalt,
2000, Mangmool and Kurose, antagonisiert KC

2011, Mouallem et al., 1990, Ryan
et al., 2010, Bestebroer et al., 2010,
Igbal et al., 2013)

Tabelle 5: Auflistung verwendeter  Reagentien in  Zusammenhang mit der
Entziindungsinduktion

PTX
+ ‘ Chemokine
Adenylatzyklase 4 + ‘ ‘ ‘

cAMP 4 + Antwort Qes

Neutrophilen
ADP-Ribosilierung Granulozyten auf
[ Chemokine
G GPCR
I
- Aktivierung &
Rekrutierung
v

Neutrophiler Granulozyt

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Wirkung von Pertussistoxin. Im Normalfall
werden Chemokine/Chemoattractants iiber GPCRs erkannt, die oberflichlich auf Leukozyten
exprimiert werden. Hieriiber wird die Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten
gesteuert. PTX ribosiliert G-Proteine, die mit diesen oberflichlichen Chemokinrezeptoren
gekoppelt sind. Uber Verdnderungen im Chemokinhaushalt kommt es zu einer Modifikation in
der Steuerung Neutrophiler Granulozyten (zusammengefasst nach Bestebroer et al., 2010,
Andreasen and Carbonetti, 2008, Antoine et al, 2000, Mangmool and Kurose, 2011,
Mouallem et al., 1990, Ryan et al., 2010)
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Die integrinabhédngige lymphozytire Adhésion in hochendothelialen Venolen muriner Peyer
Plaques wurde in fritheren Studien durch die Vorbehandlung rollender Lymphozyten mit
Pertussitoxin blockiert (Berlin et al., 1993). Auf diesen Beobachtungen griindet die
Hypothese, dass lymphozytire G(i)-Proteine eine entscheidende Rolle in der
Integrinaktivierung spielen. In nachfolgenden in vitro-Studien konnten diese schnellen PTX-
abhéngigen chemokinstimulierten Aktivierungsschritte von Integrinen nicht bestétigt werden

(Alon and Feigelson, 2009).

3.3 Verwendete Antikorper

Um zu iberpriifen, welche Oberflichenmolekiile und Rezeptoren Crawling regulieren
konnen, wurden einige dieser mittels monoklonaler Antikorper selektiv blockiert.

Verandert sich Crawling in irgendeiner Form, sei es quantitativ oder qualitativ, wenn ein
spezifischer Antikorper appliziert wird, l4sst dies den Riickschluss zu, dass der blockierte Part
essentiell fiir Crawling ist.

Da Crawling in der Vergangenheit als LFA-1- und Mac-1-abhidngig beschrieben wurde,
iiberpriiften wir dies anhand unseres Versuchsprotokolls und verglichen die Wirkung der
gegen die Untereinheiten CDIl1la- und CDI1l1b-gerichteten Antikdrper zwischen den
leukozytdren Populationen und unter differierenden Umgebungsbedingungen. Als
endothelseitiger Ligand dieser Beta2-Integrine wurde ICAM-1 (CD54) untersucht.
Kontrolliert wurden die so iiberpriiften Wirkungen der Antikérper mit Hilfe eines
Kontrollantikorpers (IgG2a). (s. Tab. 6)

Anti-Ly6G wurde im Rahmen der Vorversuche als alternative Farbemdglichkeit von PMNs
verwendet. Hierflir wurden im Vorfeld der Aufnahmen 2upg beziehungsweise 10ug
intraarteriell injiziert. (s. Abb. 9)

Eine Auflistung aller verwendeten Antikorper zeigt Tabelle 6.
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Verwendete Bezugsquelle/Klon Charakteristika
Antikorper

(Applikation i.a.)

Anti-IgG2a (50pg) Ebioscience, San Diego, USA; Kontrollantikorper

(AffymetrixEbioscience, Klon: m2a-15F8
2014, Xie et al., 1997)

Anti-CD11a (50pug) Ebioscience, San Diego, USA; LFAIl: CD11a/CD18;

Klon M17/4 FITC s. a. Tab.3; Abschnitt 1.4.3.2
Anti-CD 11b (50ug) Ebioscience, San Diego, USA; MAC-1: CD11b/CD18;

Klon M1/70 s. a. Tab.3; Abschnitt 1.4.3.2
Anti-CD54- Ebioscience, San Diego, USA; s. a. Tab.3; Abschnitt 1.4.3.2
Antikorper/Anti- Klon YN1/1.7.4, FITC
ICAM-1 (50pug)
Anti-Gr-1 (Ly6G) Ebioscience, San Diego, USA; Ly6G = GPI-verankertes Protein
(25ug) Klon: RB6-8C5 (Glykosylphosphatidylinositol),

(AffymetrixEbioscience,
2014, Wang et al., 2012,
Sahbaie et al., 2012,
Yipp and Kubes, 2013)

Antikorper gegen myeloisches
Differenzierungsantigen, von
Monozyten nur voriibergehend
wihrend der
knochenmarksgebundenen
Entwicklungsstufe, von PMNs in
allen Entwicklungsstufen
exprimiert;

Abhidngig vom verwendeten
Klon sind die AK mehr oder
weniger PMN-spezifisch.

Tabelle 6: Auflistung verwendeter Antikorper
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01:10 03:10

Abbildung 9: Zweiphotonenmikroskopische Aufnahmen eines crawlenden Neutrophilen
Granulozyten in den Gefdifien einer C57BL/6-Wildtyp-Maus nach Applikation eines Anti-Gr-
1-Antikérpers im Steady-State in Gefifen des Ohrs. Die Gefifse wurden zur besseren
Kontrastierung mit FITC-Dextran angefdirbt

3.4 Versuchsaufbau

3.4.1 Narkose

Alle chirurgischen Eingriffe wurden in Vollnarkose durchgefiihrt.

Nach einer Isofluran-Primedikation wurde die Andsthesie der Versuchtiere mittels
intraperitonealer Injektion von Midazolam (90ug), Medetomidin (15ug) und Fentanyl (90ug)
fortgefithrt. Durch diese Kombination konnte eine ungefdhr 45 Minuten andauernde
Anisthesie erreicht werden. Eine Aufrechterhaltung der Sedierung wurde bei Bedarf durch
wiederholte Injektion der obengenannten Kombination erreicht. (s. Tab. 7)

Die ausreichende Narkosetiefe wurde iiber das Fehlen von Schmerzreflexen bei Druck auf
den digitalen Nagelfalz des Versuchstiers definiert (Alves et al., 2009).

Wihrend der Priparation wurden die Tiere auf einer Warmematte gelagert, so dass die
Korpertemperatur kontinuierlich bei 37°C lag, und andauernd iiber eine Maske mit Sauerstoff

versorgt. (s. Abb. 10)
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3.4.2 Praparation und Katheterisierung der Arteria femoralis

Um Farbstoffe und Antikorper oder Fluorpartikel zur Messung der Blutflussgeschwindigkeit
zu applizieren oder eine generalisierte akute Entziindungsreaktion zu induzieren, wurde zur
Anlage eines systemischen Zugangs die linke Arteria femoralis katheterisiert. Als
Vorbereitung wurde das linke Bein des Versuchstiers rasiert und enthaart (Balea
Enthaarungscreme). Der Katheter wurde beim narkotisierten Tier unter Nutzung eines
chirurgischen Lichtstereomikroskops gelegt. Hierzu wurde bei der narkotisierten Maus nach
Hautdesinfektion (Cutasept) ein ungefdhr ein Zentimeter langer horizontaler Hautschnitt an
der Innenseite des linken Oberschenkels gemacht, dann wurden die Gefdle von Faszien und
Gewebe freipriapariert und im Anschluss vorsichtig die Arterie von Vene und Nerv separiert.
Nach erfolgter Trennung wurde die A. femoralis distal ligiert und um das proximale Segment
ebenso ein Faden gelegt. Das Gefdl wurde mit Hilfe einer Kaniile minimal eréffnet und
hierdurch ein Propylenekatheter eingefiihrt. Nach Fixierung mittels eines Fadens wurde die
Haut tiber dem liegenden Katheter mit Seidenfdden und Einzelknopfndhten verschlossen. (s.

Abb. 10, Tab. 7)
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Verwendete Materialien/ Bezugsquelle Charakteristika

Geriite

Forene 100%, 250 ml, B506 Fa Abbott, Wiesbaden, = Anésthetikum
Deutschland

Midazolam (50mg/kg Korper-  Ratiopharm, Ulm, Anisthetikum

gewicht) Deutschland

Medetomidin (5mg/kg Korper-  Pfitzer, Karlsruhe, Anisthetikum

gewicht) Deutschland

Fentanyl (0,5mg/kg Korper- CuraMed Pharma Anisthetikum

gewicht) GmbH, Miinchen,
Deutschland

Balea Enthaarungscreme Balea, DM, Karlsruhe
Deutschland

chirurgisches Mikroskop Wild, M3Z, Heerbrugg,
Schweiz

Cutasept F Spray Bode Chemie,
Hamburg, Deutschland

Faden Pearsalls Limited, 5/0
Taunlon, England

Kaniilen Braun, Melsungen, 0,4x0,2mm, 0,13 x 0,3mm
Deutschland

Propylenekatheter Smith Medical Ltd.GB  0,28ID/0,610D, Portex

Seidenfiden Pearsalls Limited, sille braded suture, reel no 0015,
Taunlon, England 0,5U7/0

Silikon Pattex, Diisseldorf, Transparente Abdichtung
Deutschland

Intravitalmikroskopische Dipl. Ing. Martin Spezialanfertigung

Plattform Humbs, Deutschland

TrimScop La Vision Biotec, Zweiphotonenmikroskop
Bielefeld, Deutschland;

Mai Tai Laser SpectraPhysics,
Kalifornien, USA

Mikroskop mit Wasser- Olympus, Tokio, Japan

immersionsobjektiv (20fach).

Imspector La vision, Biotec, Software
Bielefeld, Deutschland

Volocity Improvision, Perkin- Auswertungssoftware
Elmer, Waltham, USA

GIMP The GIMP Team Bildbearbeitungsprogramm,

Kontrastverstirkung

Sigma Stat Jandel scientific, Signifikanzpriifung, t-Test bzw.
Erkrath, Deutschland Anova on ranks-Test

Sysmex KX-21 Sysmex Europe Group  Analyse hdmatologischer

GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Parameter

Tabelle 7: Auflistung verwendeter Materialien, Gerdte und Programme
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3.4.3 Das Ohrmodell der Maus

Fiir die Intravitalmikroskopie verwendeten wir ein Modell, das bereits aus Untersuchungen
der Mikrozirkulation bekannt und etabliert ist (Robert et al., 1999, Ludwig et al., 2004).
Hierbei wurde das unrasierte rechte Ohr des Versuchstiers mit vier bis fiinf feinsten
Kaniilenspitzen auf einer speziellen intravitalmikroskopischen Plattform fixiert. Dafiir war
keine weitere chirurgische Manipulation nétig, so dass durch eine solche weitgehend
atraumatische Fixierung ein Steady-State-Zustand ohne Entziindungsreiz geschaffen werden
konnte. Die Offnung der intravitalmikroskopischen Plattform wurde mit Silikon abgedichtet.
Wihrend des Versuchs wurde das Ohr mit einer warmen Ringerlaktatlosung superperfundiert.

So wurden vergleichbare physiologische Versuchsbedingungen geschaffen. (s. Abb. 10)

Abbildung 10: Vorbereitende Prdparation und Versuchsaufbau (A)Katheterisierung und
Fixierung des Zugangs mit Fdden in der linken Arteria femoralis des Versuchstiers
(B)Fixierung des Ohrs mittels feinster Kaniilen auf einer speziell angefertigten intravital-
mikroskopischen Plattform, Abdichtung mittels Silikon und Superperfusion mittels
Ringerlaktatlosung (C)Mikroskopierplattform mit Versuchstier unter dem Zweiphotonen-
mikroskop, Katheter mit aufgesetzter Spritze zur Injektion und Spiilung, Sauerstoffversorgung
mittels einer Maske und eines Schlauchsystems, Warmwasserzirkulationssystem zur Aufrecht-
erhaltung einer konstanten Temperatur von 37°C

3.4.4 Zweiphotonenmikroskopie

Seit iiber einem Jahrhundert werden IVM-Techniken verwendet, um in einem lebenden
Versuchstier die Leukozytenrekrutierung in geschidigtes Gewebe auf dem Niveau der
einzelnen Zelle zu analysieren. Auf diese Weise ist es moglich dynamische Prozesse lebender
Zellen zu beschreiben. (Masedunskas et al., 2013, Mempel et al., 2004, Stephens and Allan,
2003)

Fiir die intravitalmikroskopischen Schnittbildaufnahmen unserer Versuche wurde ein
Zweiphotonenmikroskop (TrimScop, Mai Tai Laser, Mikroskop mit Wasserimmersions-

objektiv) verwendet. Der schematische Aufbau ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Die Multiphotonenmikroskopie stellt eine Standardmethode zur nichtinvasiven Bildgebung
von Geweben mit subzelluldrer Auflosung dar (Friedl et al., 2007).

Bei der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie absorbiert zum Beispiel Fluorescein die
Energie eines Photons und einige Nanosekunden spéter strahlt es einen Teil der Energie in
Form eines zweiten Photons wieder ab. Die Energie eines Photons ist indirekt proportional zu
seiner Wellenldnge, das heiflt das zweite Photon hat eine hohere Wellenlidnge als das erste
(Wellenldangenverschiebung, Stokes-Verschiebung). Das bedingt zum Beispiel eine griine
Emission bei Anregung im blauen Bereich. (Cahalan et al., 2002, Universitit Wien, 2015,
Spektrum Akademischer Verlag, 2000) (s. Abb. 11)

Bei der Multiphotonenmikroskopie hingegen wird zur Bildgebung ein Phdnomen verwendet,
das 1931 durch Maria Goppert-Mayer beschrieben wurde und 1990 durch Denk et al. erstmals
zur praktischen Anwendung kam (Denk et al., 1990, Goppert-Mayer, 1931, Gericke, 2014,
Masters and So, 2004). Das Prinzip besteht darin, dass ein Elektron zwei Photonen zeitgleich
absorbiert (innerhalb einer Zeitspanne von unter einer Picosekunde) (Cahalan et al., 2002,
Gericke, 2014). Anstelle der Anregung eines Molekiils mit 400nm, wird hierbei der angeregte
Zustand induziert, indem zwei Photonen der Wellenlinge 800nm gleichzeitig verwendet
werden (Gericke, 2014). Hierdurch ist die Anregung insgesamt energiedrmer und nichtlinear
(Helmchen and Denk, 2005). Die als Fluoreszenz sichtbar werdende Energie wird beim
Ubergang des angeregten Zustandes zuriick in den Grundzustand frei (Helmchen and Denk,
2005, Sumen et al., 2004). (s. Abb. 11)

Das emittierte Licht hat hierbei eine geringere Wellenlidnge als das zur Anregung verwendete
(Campagnola and Loew, 2003, Cahalan et al., 2002). Weil die Anregung auf der zeitgleichen
Absorption von zwei Photonen beruht, steigt die entstehende Fluoreszenz proportional zum
Quadrat der Anregungsintensitit (Cahalan et al., 2002). Die Effektivitit der
Multiphotonabsorption ist abhingig von den physikalischen Eigenschaften des Molekiils und
der raumlichen und zeitlichen Verteilung des Anregungslichts (Helmchen and Denk, 2005).
Durch die Second Harmonic Generation (SHG) — eine Frequenzverdopplung eines
Anregungslaserstrahls - ist es moglich kiirzere Wellenldngen zu erreichen (Campagnola and
Loew, 2003). Dieses Phanomen stellt einen nichtlinearen optischen Prozess dar, langwelliges
Licht (z.B. rotes) kann bei nahezu entsprechender Qualitdt in kurzwelliges mit doppelter
Frequenz (z.B. blaues/grilnes) umgewandelt werden. Dies ermdglicht eine genaue
Fokusierung. (Campagnola and Loew, 2003, Masters and So, 2004, Mohler et al., 2003,
Mullisch and Welsch, 2010, Campagnola et al., 2002)
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angeregter Zustand

£--51 lstrahlungslose £--.51 lstrahlungslose

Deaktivierung 4000m Deaktivierung

= ) e L )

Fluoreszenz 400nm Fluoreszenz

E=hv/2

S0 S0
Grundzustand

Abbildung 11: Prinzip der Zweiphotonenmikroskopie dargestellt anhand eines modifizierten
und vereinfachten Jablonskidiagramms. (A)Anregung nach dem Einphotonenprinzip
(B)Anregung durch zwei Photonen doppelter Wellenldinge (modifiziert nach Helmchen and
Denk, 2005, Gericke, 2014, Campagnola et al., 2002, Bristol University, 2014)

Eine niedrige numerische Apertur von 0,95 und eine hohe Auflosung ermoéglichen
Aufnahmen hoher Eindringtiefe und Qualitit. Uber die Verwendung eines gepulsten Lasers
wird eine Reduzierung der sonst hohen Anregungsenergie erreicht. Durch diese Art der
Laseranwendung entstehen wéhrend des Impulses durch Summation hohe Spitzenleistungen
bei verhéltnismiBig geringen in etwa der konventionellen Konfokalmikroskopie
entsprechenden Durchschnittsleistungen. (Bristol University, 2014, Gericke, 2014, Williams
et al. 1994, Cahalan et al., 2002)

Die Gesamtdauer unserer Aufnahmen pro Versuchstier betrug zwischen 60 und 90 Minuten
und war unter anderem abhéngig von der Art des applizierten Farbstoffs. Fiir die einzelnen
Aufnahmen wurden folgende Einstellungen festgelegt: Anregungswellenlinge 800nm,
Gesamtzeit 20min, 120 steps, 10sec, 20Z-Stacks/horizontale Schnittbilder, 10wait time; 2-5%
LaserPower, 3 Kandle: blau, griin, rot; Region: 200um x 200um; 512 x 512 Pixel).

Eine Laserquelle bildet ultrakurze Laserimpulse, Intensitdt und Stdrke der Strahlung werden
eingestellt, bevor Laserstrahl und Mikroskop verbunden werden. Bewegliche Scanspiegel
ermdglichen ein koordiniertes Abarbeiten der Probe. Die durch zwei Photonen angeregte
Fluoreszenz, die abgestrahlt wird, geht durch das Objektiv, den Strahlteiler und wird im

Photomultiplier gemessen. Die Abbildung des Priparats jedoch wird erst durch den
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angeschlossenen Computer generiert. (Helmchen and Denk, 2005, Cahalan et al., 2002,
Gericke, 2014,Campagnola and Loew, 2003, Campagnola et al., 2002, Diaspro et al., 2006,
Pawley , 2006)

Scanspiegel

Exzitationsfilter

Scanlinse <=‘= Beleuchtungsloch

; "»‘ Auswertungcomputer
Rohrenlinse —_—— /
i Fokusiertes Licht
Photomultiplier

Emissionsfilter

Dichrotischer Strahlteiler

Strahlenfokus @

- Gewebeprobe/Versuchstier

Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Zweiphotonenmikroskops (modifiziert nach
Helmchen and Denk, 2005, Cahalan et al., 2002, Gericke, 2014, Campagnola and Loew,
2003, Campagnola et al., 2002, Diaspro et al., 2006, Pawley, 2006)
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Folgende Abbildung zeigt exemplarisch eine zweiphotonenmikroskopische Aufnahme

inklusive eines definierten Beobachtungsfeldes.

Abbildung 13: Intravitalmikroskopische  Aufnahme des murinen Ohrs mittels
Zweiphotonenmikroskopie, Definition der Bewegungsfelder. Fdrbung Neutrophiler
Granulozyten durch Anti-Gr-1. Pfeile kennzeichnen die Beobachtungsfelder von 200um x
200um; Die Anzahl crawlender Zellen wird anhand eines Gefdifisegments von 100um
bestimmt (gestrichelter Pfeil).

3.4.5 Etablierung eines Modells zur Single-Cell-Tracking-Analyse des Crawlings

Um die direkte Wirkung der blockierenden Antikdrper gegen Integrine auf crawlende Zellen
zu untersuchen, wurde nach einer Grundzustandaufnahme von fiinf bis zehn Minuten Dauer
der entsprechende Antikorper wéhrend der laufenden Aufnahme appliziert und im Anschluss
das Zellverhalten durch Single-Cell-Tracking vor, wéhrend und nach Antikérpergabe
analysiert. (s. Abb. 7, 14)

Der genaue Zeitpunkt der Applikation wurde dokumentiert und ist dariiber hinaus durch die
FITC-Farbung der Antikorper in den Aufnahmen selbst reproduzierbar.

Am Ende jedes Versuchs erfolgte nach nochmaligem Vertiefen der Vollnarkose eine
intrakardiale Blutentnahme. Danach wurden die Tiere nach einer weiteren Kontrolle einer

ausreichenden Narkosetiefe durch Genickbruch getétet.
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Grundzustand Gabe des AK

- 5m min 0 min

|

Abbildung 14: Darstellung des Single-Cell-Tracking-Protokolls mit den zugehdrigen
intravitalmikroskopischen Aufnahmen. Gezeigt ist ein crawlender GFP-positiver Monozyt in
einer postkapilldren Venole. Nach einer Aufnahmedauer von fiinf Minuten wurde wdhrend
der laufenden Aufzeichnung der jeweilige Antikorper injiziert. Im Anschluss wurde der Weg
des crawlenden Leukozyten mittels der Methode ,, Single-Cell-Tracking *“ analysiert. Die blaue
Markierung entspricht in diesem Fall der Bewegung vor Antikorpergabe, die rote der danach

3.4.6 Himodynamische und leukozytire Parameter

Dem entnommenen Blut wurde Heparin zugefiigt und im Anschluss eine Analyse der
Blutbestandteile wie des Hamatokrits und der Gesamtzahl der Leukozyten (white blood cell
count/WBC-Wert) durchgefiihrt (Sysmex KX-21). Hierdurch wurde eine Vergleichbarkeit der
Blutwerte und damit der Ergebnisse gesichert.

Pro Experiment beziehungsweise Tier wurden mehrere Gefdlle und die gegebenenfalls darin
crawlenden Zellen ausgewertet. Der Durchmesser der Gefdlle, in denen wir Crawling
untersuchten, wurde an mindestens fiinf verschiedenen Stellen gemessen und daraus der
Mittelwert errechnet.

Die Geschwindigkeit des Blutflusses wurde anhand der gemessenen Geschwindigkeit von
applizierten fluoreszierenden Partikeln bestimmt (Zhou et al., 2009). Die 2um grof3en Partikel
wurden im Anschluss an die Aufnahmen systemisch liber den liegenden A. femoralis-
Katheter appliziert (Khandoga et al., 2009). Auch hierbei wurde der Mittelwert aus
mindestens fiinf Messungen pro Gefal ermittelt. Die Auswertung erfolgte liber das Programm
Volocity, indem der Mittelwert aus der zuriickgelegten Strecke einzelner Fluroreszenzpartikel

pro definierter Zeiteinheit verwendet wurde.
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Wie erwéhnt, wurde unter anderem in den Studien von Shulmann et al. 2009 gezeigt, dass
Scherkrifte eine Voraussetzung fiir Crawling sind. Phillipson et al. zeigten 2009, dass
perpendikuldres mechanotaktisches Crawling in vitro reproduzierbar war, wenn die Zellen
unter den Einfluss von Scherspannung gebracht wurden. Um diesen Einflussfaktor Scherung
in vivo zu analysieren, wurden die Gefélle, in denen Crawling zu beobachten war, abhingig
von der FlieBgeschwindigkeit des Blutes im Verhdltnis zum Gefddurchmesser in eine low
shear- und eine high shear-Gruppe eingeteilt (Gaboury et al., 1996).
Die Newtonsche Wandscherrate (s™) ergibt sich aus der achtfachen Flussgeschwindigkeit (in
um/0,1sec) geteilt durch den GefiaBdurchmesser (in um). Die mittlere Blutfluss-
geschwindigkeit wird bestimmt, indem die zentrale Geschwindigkeit mit dem Faktor 0,625
multipliziert wird. Die Scherrate an den Grenzflichen - am Ubergang von endothelialer
Oberfliche und GefaBlumen - definiert sich durch Multiplikation mit dem empirischen
Korrekturfaktor von 4,9. (Cahalan et al., 2002, Khandoga et al., 2009, Ryschich et al., 2006)
Auf dieser Berechnung beruhend, wurden Gefd3e in Gruppen hoher und niedriger Scherkraft
aufgeteilt. Eine Newtonsche Scherrate kleiner 400 s™ galt als niedrig (Taylor et al., 1996).
Die crawlenden Leukozyten wurden analog zu Auffray et al. (2007) nach ihrem
Bewegungsmuster in die Untergruppen hairpin, wave, line, loop, mixed und short eingeteilt.
(s. Abb. 13).
Ihre Bewegungsrichtung im Verhéltnis zum Blutfluss im Gefall wurde in ,,mit dem Blutfluss®,
»gegen den Blutfluss® und ,,senkrecht zum Blutfluss* (90° +/- 30°) unterteilt.
Die crawlenden Zellen wurden nach Bearbeitung des Videomaterials analysiert. Wir
dokumentierten die Geschwindigkeit, das Crawlingmuster und die insgesamt zuriickgelegte
Strecke jeder einzelnen crawlenden Zelle. Es wurden Gruppen fiir Bewegungsmuster und
Bewegungsrichtung gebildet. Das Verhalten der einzelnen Zelle im Verlauf der Aufnahme
wurde betrachtet und im Nachhinein nach einem festen Schema klassifiziert.
Alle Parameter wurden getrennt drei bis fiinf Minuten vor und bis 15 Minuten nach der
intraarteriellen Antikdrperapplikation untersucht.

e AAVA N S R It E A SR

hairpin/ wave/ line/ loop/ mixed/ short/

Haarnadel Welle gerade Schleife Mischform kurz

Abbildung 15: Schema der verschiedenen Bewegungsformen des Crawlings (nach Auffray et
al. 2007)
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3.4.7 Experimentelle Untergruppen

Die Versuche wurden in verschiedene Gruppen unterteilt.

Die im Vorfeld an Wildtypmédusen durchgefiihrten Versuche mit konventioneller
Fluoreszenzfiarbung (Acridine Orange, Rhodamin 6G), PTX und Gr-1-Antikérpern fanden
ohne einen zusétzlichen Entzlindungsreiz mittels KC, LPS oder fMLP statt.

Ebenso wurde in drei Gruppen, bestehend aus LysM eGFP/eGFP, CX3CR1 eGFP/+ und 7-
red-high Tieren, gepriift, ob diese Zellen unter Steady-State-Bedingungen und nach
Entziindungsinduktion crawlten.

Im Anschluss wurden sowohl in der Versuchsreihe des unstimulierten Steady-State, als auch in
der Versuchsreihe ,Entziindung®“ nach Stimulierung primidr Monozyten und Neutrophile
Granulozyten untersucht.

Die Effekte von Antikorpern gegen CD11a, CD11b und CD54 auf Monozyten im Steady-State
und Neutrophile Granulozyten wihrend einer Entziindung wurden analysiert und mit

denjenigen bei der Gabe des Kontrollantikorpers IgG2a verglichen. (s. Tab. 8).

A
Leukozyten AO+ N=19
Leukozyten Rh6G+ 20ug, LP 5-11% N=70
Leukozyten Rh6G+ 2ug, LP 2,5-5% N=25
T-Lymphozyten RFP+ Steady-State N=11
Neutrophile Granulozyten Anti-Gr-1/Ly6G 10ug N=5
Neutrophile Granulozyten Anti-Gr-1/Ly6G 2ug N=5
PTX Kontrollen N=51
PTX 3h N=18
PTX 6h N=9
LysM eGFP/eGFP, Steady-State, LP 5-11% N=5
LysM eGFP/eGFP, Steady-State, LP 2,5-5% N=29
LysM eGFP/eGFP, KC N=14
CX3CRI1 eGFP/+, Steady-State, LP 5-11% N=5
CX3CR1 eGFP/+, Steady-State, LP 2,5-5% N=25
CX3CRI1 eGFP/+, KC N=11
B
Steady-State CX3CR1 eGFP/+  Entziindung (KC) LysM eGFP/eGFP
Anti-CD11a n=18 n=11
Anti-CD11b n=15 n=19
Anti-CD54 n=5 n=7
Anti-IgG2a n=20 n=26

Tabelle 8: Einteilung in Versuchsgruppen: (A)alle durchgefiihrten Versuche (B)alle unter der
Anwendung von Antikérpern durchgefiihrten Versuche, n=Anzahl der Zellen, N=Anzahl der

Gefdfse
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3.4.8 Das Entziindungsmodell

In fritheren Studien wurde beschrieben, dass sich crawlende Leukozyten unter
physiologischen unstimulierten Bedingungen in einer Vielzahl der Fille vom Endothel 16sten
und nicht emigrierten, die Stimulation einer Entziindung, zum Beispiel mit TNF-alpha, die
Zahl crawlender Leukozyten aber vervielfachte (Shulman et al., 2009, Ryschich et al., 2006).
Um zu untersuchen, ob sich das Crawlingverhalten der Leukozytenpopulationen und seine
Regulation in einer Entziindungssituation dndern, wurde nach Mikroskopaufnahmen der
Baseline-Situation (Grundzustand) an postkapilliren Venolen und Arteriolen systemisch iiber
den A. Femoralis-Katheter KC/CXCL1 oder fMLP (Daten nicht dargestellt) appliziert. In
fritheren Studien wurde in vivo gezeigt, dass diese Substanzen einen ziigigen Anstieg von
transmigrierenden Zellen hervorrufen (Fernandez and Lolis, 2002, Murdoch and Finn, 2000,
Laing and Secombes, 2004, Haskill et al., 1990, Reutershan et al., 2005, Huo et al., 2001).
Nach den Ergebnissen aus den Vorversuchen entschieden wir uns bei den definitiven
Versuchsgruppen fiir die Entziindungsinduktion mit KC. Zuerst wurde analysiert, in welchem
Umfang und wie schnell KC leukozytires Crawling induziert. Hierzu wurde LysM
eGFP/eGFP und CX3CR1 eGFP/+ Miusen nach einer Aufnahme im Ruhezustand das
Chemokin systemisch appliziert. So war ein direkter Vergleich des unbeeinflussten Steady-
State mit dem Verhalten der Leukozyten nach einem Entziindungsreiz méglich. Uberpriift

wurde die Wirkung von KC durch Kontrollen mit NaCl.

3.5 Statistische Analysen und Bildbearbeitung

Die verwendete Software war Imspector, die dreidimensionale Rekonstruktion und die
Auswertungen wurden mit dem Programm Volocity durchgefiihrt. Die Nachbearbeitung des
Bildmaterials  erfolgte mittels der Auswertungssoftware Volocity und dem
Bildbearbeitungsprogramm GIMP. (s. Tab. 7)

Zur Uberpriifung der Signifikanz der Ergebnisse wurden statistische Auswertungen mittels
des Programms Sigma Stat durchgefiihrt. (s. Tab. 7)

Bei den Versuchsgruppen werden Mittelwert und Standardabweichung angegeben. P-Werte
unter 0,05 werden als signifikant (*p<0,05) eingestuft. Bei normalverteilten Daten mit
homogen verteilten Varianzen wurde zum Vergleich von zwei Gruppen der t-Test verwendet,

beim Vergleich mehrerer Gruppen der ANOVA on ranks-Test.
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4.1 Himodynamische Parameter

Die himodynamischen Parameter wurden einerseits mit einer Blutuntersuchung nach Ende
der Versuche, andererseits durch computergestiitzte Auswertung mit den Programmen
Volocity und Imspector bestimmt.

Tabelle 9 zeigt, dass die versuchsrelevanten Blutwerte wie systemische Leukozytenzahl,
mittlerer GefdaBdurchmesser, Blutflussgeschwindigkeit und Scherrate zwischen den
Hauptversuchsgruppen vergleichbar waren. Auch beziiglich des Hamatokrits bestanden keine
groBeren Differenzen (nicht dargestellt).

Ebenso legen die Zahlen nahe, dass auch durch beispielsweise externe Einfliisse (z.B. durch
unterschiedliche Fliissigkeitszufuhr durch Spiilen des Katheters) kein signifikanter Einfluss

auf diese Werte bestand.

CX3CR1 eGFP/+ IgG2a-AK/ Anti-CD11a Anti-CD11b Anti-CD54
vor AK

Gefifidurchmesser 17,1+/-6,3 16,1+/-5,8 23,9+/-7,1 20,7+/-4,9

(in pm)

Blutflussgeschwindigkeit = 94,5+/-25,0 87,0+/-31,4 100+/-50 101,7+/-43,9

(in pm/ 0,1 sec)

WBC 4,2+/-2.1 3,9+/-2,8 3,6+/-1,8 4,8+/-1,9

(Leukozyten x 1000/ nl)

Newti)nsche Scherrate 585,6+/-179,3 578,9+/-237,1 438,9+/-123,2 578,7+/-197,9

(ins™)

LysM eGFP/eGFP IgG2a-AK/ Anti-CD11a Anti-CD11b Anti-CD54
vor AK

Gefialidurchmesser 24,5+/-6,3 19,4+/-3,9 23,5+/-4,4 20,6+/-1,9

(in ytm)

Blutflussgeschwindigkeit 97,7+/-24,6 89,7+/-26,3 95,3+/-29,3 82,9+/-19,8

(in pm/ 0,1 sec)

WBC 4,9+/-2,5 3,4+/-0,9 4,7+/-1,7 3,8+/-1,1

(Leukozyten x 1000/ nl)

Newt?nsche Scherrate 462,7+/-190,2 440,1+/-145,9  439,6+/-150,7  497,0+/-85,9

(ins”)

Tabelle 9: Mikrohdmodynamische Parameter aller mittels AK durchgefiihrten Versuche mit
CX3CRI1 eGFP/+ im Steady-State (A) und LysM eGFP/eGFP Tieren im Rahmen einer KC-
induzierten Entziindung (B), jeweils bei Antikorpern gegen IgG2a, CDI1la, CD11b, CD54;
Die Injektion eines Kontrollantikorpers hatte keinen Einfluss auf Crawling selbst oder einen
anderen Schritt der Migrationskaskade. Deshalb wurden zur Veranschaulichung der
hdmodynamischen Parameter Werte aus diesen beiden Gruppen zu einer Gruppe ,,1gG2a-
AKNor AK “ zusammengefasst (Mittelwert +/- Standardabweichung)
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Im Durchschnitt hatten die beobachteten GefdBe aller Versuche einen Durchmesser von
18,2um (CX3CR1 eGFP/+) bzw. 23,5um (LysM eGFP/eGFP), der WBC lag bei 4,1
(CX3CR1 eGFP/+) und 4,6 (LysM eGFP/eGFP), die Blutflussgeschwindigkeit betrug
94,3um/0,1sec (CX3CR1 eGFP/+) bzw. 95,3um/0,Isec (LysM eGFP/eGFP) und die
Scherrate 561,1(CX3CR1 eGFP/+) bzw. 458,1(LysM eGFP/eGFP) (Daten nicht graphisch

dargestellt). Auch beziiglich dieser Werte waren die verschiedenen Tiere vergleichbar.

4.2 Crawlingverhalten unter Steady-State-Bedingungen: Analyse von Neutrophilen

Granulozyten, Monozyten und T- Zellen

Um zu kldren, welche leukozytidren Subpopulationen unter physiologischen Bedingungen
crawlen konnen, fiihrten wir im ersten Abschnitt der Arbeit folgende Experimente durch:

Zur Crawlinganalyse Neutrophiler Granulozyten wurde die LysM eGFP/eGFP Mauslinie, fiir
Monozyten CX3CR1 eGFP/+ und fiir T-Zellen T-red-high verwendet.

Die Anzahl der crawlenden Zellen wurde im Anschluss an die intravitalmikroskopischen
Aufnahmen computergestiitzt bestimmt. In einem festgelegten Abschnitt des Gefdles (200um
X 200pum) wurden crawlende Zellen in ihrem Bewegungsverhalten durchgehend verfolgt
(Single-Cell-Tracking; Volocity/Imspector), auch um zu vermeiden, dass Mehrfachzdhlungen
einzelner Zellen das Ergebnis verfilschten. (s. Abb. 13)

Durchschnittlich konnten in einem Gefall von CX3CR1 GFP/+ Tieren unter physiologischen
Bedingungen 2,3/10*um® Monozyten beobachtet werden. Im Gegensatz hierzu scheinen
Neutrophile Granulozyten in einem LysM eGFP/eGFP Tier ohne gegebenen Entziindungsreiz
kaum zu crawlen (Anzahl 0,8/10*um?) (s. Abb. 16, 17, 19).
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02:10

Abbildung 16: Zweiphotonenmikroskopische Aufnahmen eines crawlenden Monozyten im
Steady-State in einem Ohrgefifs einer CX3CRI eGFP/+ Maus. Die Gefifse wurden zur
besseren Kontrastierung mit TRITC-Dextran angefirbt

Wihrend Monozyten in einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 10,8pum/min crawlten,
taten dies Neutrophile Granulozyten, sofern sie crawlten, kurze Strecken und mit 17,8 um/min

(,,Rolling-like-crawling*). (s. Abb. 20)
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Abbildung 17: Zweiphotonenmikroskopische Aufnahmen im Steady-State in einem Ohrgefdfs
einer LysM eGFP/eGFP Maus. Uber den dargestellten Zeitraum von tiber zehn Minuten

crawlt kein Neutrophiler Granulozyt. Die Gefifle wurden zur besseren Kontrastierung mit
TRITC-Dextran angefdirbt

T-Lymphozyten crawlten in unseren Experimenten nicht im Steady-State. In den Versuchen
mit 7-red-high Tieren konnten weder im arteriellen noch im vendsen Gefdf3ssystem crawlende
T-Zellen gezeigt werden. Dariiber hinaus waren in diesen Tieren auch keine adhérenten T-
Zellen darstellbar. (s. Abb. 18, 23).

Intravitalmikroskopische Aufnahmen aus Tieren verschiedener Stimme zeigen exemplarisch

die Abbildungungen 16, 17 und 18.
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Abbildung 18: Zweiphotonenmikroskopische Aufnahmen im Steady-State in einem Ohrgefdf;
einer T-red-high-Maus. Uber den dargestellten Zeitraum von iiber zehn Minuten crawlt kein
T-Lymphozyt. Die Gefdifse wurden zur besseren Kontrastierung mit FITC-Dextran angefdrbt

Zusammenfassend waren unter gleichen Rahmenbedingungen signifikant mehr crawlende

Monozyten als crawlende Neutrophile Granulozyten und keine crawlenden T-Zellen zu sehen.
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Abbildung 19: Unterschiede im Crawling zwischen Monozyten und Neutrophilen
Granulozyten  unter  Steady-State-Bedingungen  (A)Quantitativer  Unterschied — im
Crawlingaufireten der leukozytiren Subpopulationen (Mittelwert +/- Standardabweichung; t-
Test;, *p<0,05) (B)Prozentsatz der Gefdfle, in denen kein Crawling stattfand, N= Anzahl der

Gefif3e

Im Gegenzug waren in 72,4% der insgesamt betrachteten GefdBe keine crawlenden
Neutrophilen Granulozyten zu erkennen, in den verbleibenden konnte Crawling erst zum
Aufnahmeende hin beobachtet werden. (s. Abb. 19)

Nur in 12,1% der Gefdfle waren hingegen keine crawlenden Monozyten sichtbar. Das heif3t, in
entziindungsfreien Gefdllen scheint es iiblich zu sein, dass zwar Monozyten, jedoch kaum
Neutrophile Granulozyten crawlen.

Die Crawlingdauer der eGFP-positiven Neutrophilen Granulozyten im Steady-State war,

sofern Einzelzellen crawlten, wesentlich kiirzer als die der eGFP-positiven Monozyten

(0,9min vs. 7,1min). (s. Abb. 16).
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Abbildung 20: Anzahl und Geschwindigkeit crawlender Leukozyten im Vergleich
(4)Geschwindigkeit crawlender Monozyten und Neutrophiler Granulozyten unter
physiologischen und entziindlichen Bedingungen (B)Vergleich der durchschnittlichen
Crawlingdauer im Steady-State, Monozyten vs. Neutrophile Granulozyten (,, rolling-like-
crawling®) (Mittelwert +/- Standardabweichung, t-Test, *p <0,05), n=Anzahl der
beobachteten Zellen

Da die Zellen in den Blutgefilen in verschiedene Richtungen crawlten, evaluierten wir
anschlieBend die Hauptbewegungsrichtung sowie die dargebotenen Muster der crawlenden
Leukozyten zum Blutfluss quantitativ. Hierbei zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung
der Crawlingrichtung zwischen den Populationen. Gruppeniibergreifend bewegte sich die
Mehrzahl der Monozyten und Neutrophilen Granulozyten mit dem Blutfluss, ein Teil gegen

und der kleinste prozentuale Anteil senkrecht zum Blutfluss. (s. Abb. 21)
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Abbildung 21: Vergleich von Crawlingrichtung (A) und Crawlingmuster (B) im Steady-State
zwischen Monozyten und Neutrophilen Granulozyten; n(Monozyten)=58, n(Neutrophile
Granulozyten)=23

Eine Abweichung wurde jedoch bei der folgenden Einteilung der Bewegungsmuster
erkennbar. Wéhrend die Hauptform bei Neutrophilen Granulozyten short war, zeigten die
Monozyten vor allem Aairpin und wave als bevorzugte Crawlingformen. (s. Abb. 21)

Es scheint folglich Unterschiede zwischen den leukozytdren Populationen im Crawling unter
Steady-State-Bedingungen zu geben, sowohl das Auftreten allgemein — in erster Linie
crawlten Monozyten - als auch die Bewegungscharakteristika betreffend.

Bei analoger Versuchsanordnung waren wie erwidhnt in keiner Aufnahme crawlende T-

Lymphozyten in T-red-high Tieren darstellbar.
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4.3 Einfluss des Versuchsaufbaus auf Crawling - Phototoxische Effekte fiihren zu

vermehrtem Crawling

Um auszuschlieBen, dass Crawling unter Steady-State-Bedingungen durch einen
phototoxischen Effekt der Zweiphotonenmikroskopie mit konsekutiver Zellaktivierung
auftrat, beziehungsweise um eine Moglichkeit zu finden, diese Storeffekte zu minimieren und
so ein optimales Protokoll fiir Bildgebung und Analyse des Crawlings zu etablieren, wurden
im Vorfeld der definitiven Versuchsreihen Experimente mit unterschiedlichen Féarbungen und
Variationen der angewandten Laserstirke des Zweiphotonenmikroskops durchgefiihrt.
Folgende Versuchsgruppen wurden eingefiihrt: In C57BL/6 Wildtyptieren wurden
Leukozyten mit den konventionellen Fluoreszenzfarbstoffen Acridinorange, Rhodamin 6G
und Ly6G/Anti-Gr-1 angefarbt. (s. Tab. 8)

Die Ergebnisse hieraus konnten mit den Resultaten der Tiere mit GFP/RFP-markierten Zellen
verglichen werden. Da die Menge der selektiv gefdarbten und analysierten Subpopulationen
deutlich unter der Menge der Gesamtheit der crawlenden Leukozyten unter Acridinorange-
und Rhodaminfarbung aus den Vorversuchen lag - es crawlten etwa doppelt so viele acridin-
bzw. rhodamingefirbte Leukozyten wie die Gesamtzahl der Leukozytensubpopulationen,
wenn diese mit anderen Methoden untersucht wurden, und die Zellzahl durch Erh6hung der
angewandten Laserstirke weiter vervielfacht werden konnte - lag die Vermutung nahe, dass
hier phototoxische Effekte ursdchlich waren. Durch die Kombination aus Farbstoffen und
Laserstirke wurde das Gewebe geschidigt. Diese Hypothese wurde iiberpriift, indem die
applizierte Laserstirke des Mikroskops (von 5-10% auf 2-5%) und die Konzentration von
Rh6G (von 20pg auf 2ug) reduziert wurden. Im Anschluss crawlten signifikant weniger
Leukozyten (Mittelwert 5,7/10*um? vs. 10,5/10%*um?). (s. Abb. 23)

Die beobachtete Lasertoxizitdt trat nicht bei genetisch verdnderten CX3CR1 eGFP/+ Tieren
auf, bei denen keine zusitzliche Fluoreszenzfarbung von Néten war. (s. Abb. 23)

Eine hohergradige Einstellung iiber einen ldngeren Zeitraum fiihrte bei LysM eGFP/eGFP-
Maiusen zu einer erhdhten Zahl crawlender Neutophiler Granulozyten. Insgesamt crawlten
Neutrophile Granulozyten wie beschrieben kaum, wenn kein Entziindungsreiz gegeben war,
entweder durch  chemische Entziindungsinduktion (KC, fMLP) oder durch
mechanisch/thermische Schiddigung im Rahmen der oben beschriebenen Phototoxizitit. (s.
Abb. 19, 24, 26)

Eine andere Herangehensweise an das Problem farbetechnisch bedingten Einflusses war eine
verdnderte Form der Anfarbung bei ansonsten gleichbleibendem Versuchsprotokoll. Wahrend

im Steady-State und bei Firbung mit Ly6G/Anti-Gr-1 nur einige Neutrophile Granulozyten

53



4 ERGEBNISSE

crawlten, taten dies mehr, wenn weniger Anti-Gr-1-Antikérper appliziert wurden
(durchschnittlich 2,0/10 *um?® bei 10pg, 3,4/10*um? bei 2pg) (s. Abb. 22). Das bedeutet, diese
Art der Farbung scheint Crawling quantitativ und eventuell auch qualitativ zu beeinflussen.

Deshalb wurde im Folgenden darauf verzichtet.

4,5

Anti-Gr-1 10pg, LP 2,5-5%, N=5 Anti-Gr-1 2pg, LP 2,5-5%, N=5

Abbildung 22: Vergleich des Crawlingverhaltens der leukozytdren Subpopulationen in
postkapilliren Venolen bei Fdarbung mit Anti-Gr-1; Bei einer Verminderung der applizierten
Antikérper crawlten vermehrt Zellen (Mittelwert +/- Standardabweichung, t-Test, *p <0,05),
N=Anzahl der Gefifse

Ein optimales Versuchsprotokoll, das ausschlieBlich GFP/RFP-positive Tiere vorsieht, die
anzuwendende Laserstirke limitiert (Maximum 5%) und so mogliche Storfaktoren minimiert,
ist Voraussetzung fiir die intravitalmikroskopische Analyse crawlender Leukozyten im
Steady-State. Entsprechend wurden nach Etablierung unseres Versuchsaufbaus alle weiteren

Experimente auf diese Weise durchgefiihrt.
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Monozyten eGFP/+, LP 5-11%, N=5 Monozyten eGFP/+, LP 2,5-5%, N=25

Abbildung 23: Vergleich des leukozytiren Crawlingverhaltens in postkapilldren Venolen bei
Modifizierungen des Versuchsaufbaus ohne zusdtzliche Entziindunginduktion via KC; (4)Bei
Farbung mit konventionellen Fluoreszenzfarbstoffen war die Anzahl der crawlenden
Leukozyten deutlich erhoht (Mittelwerte +/- Standardabweichung; Anova-Test, mit gleichen
Buchstaben gekennzeichnete Gruppen unterscheiden sich mit einer Wahrscheinlichkeit
p<0,05) (B)Eine Reduzierung des applizierten Rhodamins und der Laserstdrke ergab eine
Abnahme crawlender Zellen (C)Eine Reduzierung der Laserstdrke bei Versuchen mit
CX3CRI1 eGFP/+ zeigte keine quantitative Verdnderung (B&C:Mittelwert +/- Standard-
abweichung; t-Test, *p<0,05), N=Anzahl der Gefdifse
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05:40

Abbildung 24: Phototoxische Schddigung, Zweiphotonenmikroskopie einer postkapilliren
Venole einer LysM eGFP/eGFP Maus bei einer angewandten Laserstdrke von 5-10%, Im
Verlauf beginnt eine zunehmende Zahl Neutrophiler Granulozyten adhdrent zu werden und zu
crawlen

Zusammenfassend zeigten die Versuche dieses Abschnitts, dass die Wahl des
Versuchsaufbaus die Ergebnisse signifikant verdndern kann. Sowohl die verwendete Férbung
als auch eine Erhohung der Laserstirke des Mikroskops sind im Stande das

Crawlingverhalten der Leukozyten zu beeinflussen.
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4.4 Crawling wihrend einer akuten Entziindung

Crawling stellt sich in unterschiedlicher Form dar, abhingig davon, ob die Umgebung im
Steady-State oder entziindlich verdndert ist. Deshalb verwendeten wir im néchsten Schritt eine
Versuchsanordnung, in der die leukozytire Bewegung wéhrend einer akuten Entziindung
beobachtet werden konnte. Das Ziel dieses Teils der Arbeit war zu untersuchen, auf welche

Art die verschiedenen Zellpopulationen auf verdnderte Umgebungsbedingungen reagieren.

4.4.1 Schaffung einer inflammatorischen Reaktion durch Gabe von KC und

Uberpriifung des Wirkmechanismusses

Um eine entziindliche Umgebung zu schaffen, verwendeten wir das Chemokin KC (CXCLI).
Die in der Literatur beschriebenen Wirkungen von KC wurden in Vorversuchen an C57BL/6—
Wildtypméausen bei Farbung mit Rh6G tiberpriift. Hierbei bestétigte sich der schnelle Anstieg
von transmigrierenden Zellen und damit auch des Crawlens als Antwort auf die Applikation.
Im Vorfeld wurde iiberpriift, ob Crawling ein chemokin- beziehungsweise GPCR-abhéngiger
Prozess ist. Hierflir verwendeten wir das Bordetella-pertussis-Toxin PTX, das Einfluss auf
diese Rezeptoren hat. (s. Abb. 8)

Nach der Gabe von PTX zeigte sich, dass in den beobachteten Gefallen weniger Zellen
crawlten als bei den durchgefiihrten Kontrollen. Hierbei wurden die Versuchsgruppen nach
dem beobachteten Intervall nach PTX-Gabe eingeteilt. Ausgewertet wurden Experimente

nach drei Stunden und weitere nach sechs Stunden. (s. Abb. 25)

5

a, b

NS 3 A
=S
]
K 5
a b
| — ﬁ—
0 - T
Kontrolle, N=51 PTX 3h, N=18 PTX 6h, N=9

Abbildung 25: Uberpriifung der KC-Wirkung durch die Gabe von Pertussistoxin. Es kam zu
einer anhaltenden Reduktion des Crawlings von Leukozyten in C57BL/6 Wildtypmdusen bei
Férbung mit Rh6G im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwerte +/- Standardabweichung, Anova-
Test, mit gleichen Buchstaben gekennzeichnete Gruppen unterscheiden sich mit einer
Wahrscheinlichkeit p<0,05), N=Anzahl der Gefifse
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Die gezeigte signifikante Reduktion crawlender Zellen erklart sich daraus, dass PTX G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren hemmt, {iber die KC seine ,,entziindliche* Wirkung entfaltet.
Damit bestdtigte sich die inflammatorische Wirkung des Chemokins tiber GPCR-Rezeptoren,

seine Wirkung auf die leukozytdre Migration und damit das Crawling.

4.4.2 Crawlingverhalten nach KC-Entziindungsreiz: Unterschiede zwischen

Neutrophilen Granulozyten und Monozyten

Im néchsten Schritt sollte die Frage beantwortet werden, ob leukozytidre Subpopulationen eine
induzierte Entziindung auf verschiedene Arten beantworten und worin diese Unterschiede
gegebenenfalls bestehen.

Den Versuchstieren wurde hierfiir intraarteriell einmalig 600ng KC appliziert. Nach diesem
Entziindungsreiz wurden 60-miniitige intravitalmikroskopische Aufnahmen gestartet.

Bei der Gegeniiberstellung von Steady-State und Entziindung zeigte sich ein Unterschied im
Verhalten der Leukozytensubpopulationen. Wihrend unabhingig vom Entziindungsgeschehen
vergleichbare Zahlen von Monozyten Crawling zeigten (2,3 und 2.2/10*um?), war bei
Neutrophilen Granulozyten ab KC-Gabe ein deutlicher Anstieg zu beobachten (von 0,8 auf
4,4/10*um?). (s. Abb. 26)

Auch bei der Geschwindigkeit zeigte sich eine Verdanderung bei Neutrophilen Granulozyten
(Abnahme von 17,8 pm/min auf 9,8um/min) unter Entziindungsbedingungen. Sie glichen sich
hierbei den Monozyten an, deren Crawlinggeschwindigkeit sich im Vergleich zwischen
Steady-State und Entziindung nicht signifikant verdnderte (10,8 und 11,1pum/min). (s. Abb.
20)
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Steady-State, N=25 10-60 min nach KC, N=11 Steady-State, N=29 10-60 min nach KC, N=14

Monozyten Neutrophile Granulozyten

Abbildung 26: Vergleich der Anzahl crawlender Leukozyten zwischen Steady-State und KC-
induzierter Entziindung (A)intravitalmikroskopische Aufnahme crawlender Monozyten nach
KC-Applikation in einer Cx3CRI eGFP/+ Maus (B)intravitalmikroskopische Aufnahme
crawlender PMNs nach KC-Applikation in einer LysM eGFP/eGFP Maus (C)quantitative
Auswertung crawlender Monozyten und Neutrophiler Granulozyten, Steady-State vs.
Entziindung (C: Mittelwert +/- Standardabweichung, t-Test; *p<0,05), N=Anzahl der Gefijfle

Im Anschluss analysierten wir Richtung und Muster der Crawlingbewegung. (s. Abb. 27)
Nach KC-Applikation crawlten Monozyten und Neutrophile Granulozyten im Vergleich zum
Steady-State vermehrt auch gegen die BlutfluBrichtung oder senkrecht dazu.

Bei der Analyse der Crawlingmuster ergaben sich Unterschiede zwischen Monozyten und
Neutrophilen Granulozyten. Wéhrend Neutrophile Granulozyten im Steady-State vorwiegend
kurze Strecken wéhrend des Crawlens zuriicklegten (Hauptmuster short), crawlten nach KC-
Gabe die meisten Zellen in der Form hairpin. Bei Monozyten war dies die
Hauptbewegungsform, sowohl im Steady-State, als auch wéihrend der Entziindung, wobei sich
nach dem Setzen des Entziindungsreizes die Variabilitdt der Muster erhohte. Dies zeigte sich
daran, dass sich der prozentuale Anteil der Hauptmuster verringerte und in zusitzlichem

Umfang weitere Muster auftraten.
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Abbildung 27: Gegeniiberstellung von Crawlingrichtung (A) und —muster (B) im
unstimulierten Steady-State und wdhrend einer KC-induzierten Entziindung, n(Monozyten
Steady-State)=58, n(Monozyten KC)=25, n(PMN Steady-State)=23, n(PMN KC)=61

Die vorliegenden Daten untermauern die Hypothese, dass sich Crawling zwischen Steady-
State-Bedingungen und im Rahmen einer Entziindung zwischen den Leukozytenpopulationen
unterscheidet. Neutrophile Granulozyten crawlten nach KC sowohl in groferer Anzahl als
auch langsamer. Monozyten und Neutrophile Granulozyten bewegten sich nach dem
Entziindungsreiz vor allem im Muster hairpin und vermehrt auch entgegengesetzt des

Blutflusses.

4.5 Die Wirkung blockierender Antikorper auf das Crawlingverhalten leukozytirer

Subpopulationen unter Steady-State—Bedingungen und wihrend einer Entziindung

Im néchsten Teil der Studie untersuchten wir die Rolle der Beta2-Integrine LFA-1 und Mac-1

und ihres endothelseitigen Liganden ICAM-1 auf das Crawling Neutrophiler Granulozyten
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und Monozyten mittels spezifischer Antikérper und durch das von uns etablierte Single-Cell-
Tracking.

Im Anschluss wurden Geschwindigkeit, Strecke, Richtung, Muster, Bewegung pro Zeiteinheit
und Dauer des Crawlings analysiert. Aufgrund der Ergebnisse des vorangegangenen
Abschnitts wurden Monozyten unter Steady-State-Bedingungen und Neutrophile

Granulozyten nach KC-Stimulation untersucht.

4.5.1 Der Effekt von Anti-CD11a-Antikérpern auf Crawling

Im folgenden Abschnitt lag der Fokus auf der Rolle von LFA-1 (im Speziellen seiner
Untereinheit CD11a) fiir das Crawlingverhalten von Monozyten und Neutrophilen
Granulozyten.

Analysiert wurden hier die leukozytiren (Crawlingdauer, -geschwindigkeit, -richtung,
-muster) und hidmodynamischen Parameter. Sie waren vergleichbar zwischen den
Versuchsgruppen. (s. Tab. 9, 10)

Die durchschnittlich gemessenen Bewegungsgeschwindigkeiten zeigt Abbildung 28.

CX3CR1 CX3CR1 LysM LysM
eGFP/+ eGFP/+ eGFP/eGFP eGFP/eGFP
IgG2a-AK/ Nach Anti- IgG2a-AK/ Nach Anti-

vor AK CD11a vor AK CD11a
n (Anzahl der Zellen) 58 18 61 11
Mittlere 10,8+/-1,1 9,4+/-3,2 9,8+/-0,9 12,2+/-1,6
Crawlinggeschwindigkeit
(nm/min)
Hauptcrawlingrichtung Gegen 20, Gegen 4, Gegen 29, Gegen 4,
zum Blutfluss (n) senkrecht 6, senkrecht 4, senkrecht 10, senkrecht 1,
mit 32 mit 10 mit 22 mit 6
Hauptmuster Hairpin, Hairpin, Hairpin, wave  Hairpin, wave
wave, mixed wave, short, line line, short
mixed

Tabelle 10: Crawlingparameter der durchgefiihrten Versuche mit CX3CRI eGFP/+ und
LysM eGFP/eGFP Tieren und Anti-CDIl1a-Antikorpern in Gegeniiberstellung mit den
Kontrollen (in die Auswertung miteinbezogen sind auch die kurzen Bewegungen der Zellen
unmittelbar vor AK-induzierter Ablosung)
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Monozyten Neutrophile Granulozyten

Abbildung 28: Analyse der Crawlinggeschwindigkeiten nach Antikorperapplikation (CD11a)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert +/- Standardabweichung; t-Test, *p<0,05)

Nach Gabe von gegen CD-11a-gerichteten Antikdrpern nicht jedoch in den Kontrollgruppen
dnderten einige Leukozyten ihr Crawlingverhalten. 61,1% der Monozyten und 72,7% der
Neutrophilen Granulozyten 16sten sich vom Endothel. (s. Abb. 29)
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Monozyten Neutrophile Granulozyten

Abbildung 29: Ablosender Effekt von CDI1a auf crawlende Leukozyten; Im Vergleich zu den
IgG2a-Kontrollgruppen losten sich nach Anti-CD11a-Applikation vermehrt Monozyten und
Neutrophile Granulozyten vom Endothel

Wenn aber, wie diese Reaktion vermuten ldsst, CD11a obligat fiir Crawling ist, stellt sich die
Frage, warum sich nicht alle beobachteten Leukozyten vom Endothel l6sten und der
Antikorpereffekt so unerwartet schwach war.

Da in fritheren Studien in vitro bei T-Zellen eine scherkraftabhdngige Signalgebung von LFA-

1 gezeigt werden konnte (Shulman et al., 2009), wurden in diesem Abschnitt unserer
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Versuche Gruppen - definiert durch die Hohe der Scherkréfte - gebildet und die Ergebnisse
miteinander verglichen.

Das Verhalten der crawlenden Zellen wurde abhingig davon untersucht, ob sie sich in
GefdBen mit schneller oder langsamer FlieBgeschwindigkeit aufhielten, und welche
Scherkrifte beziehungsweise welche Zugspannung in diesem Zusammenhang auftraten.
Verglichen wurde das Verhalten von Monozyten (im Steady-State) mit dem von Neutrophilen
Granulozyten (im Entziindungsmodell).

Beim Vergleich des Crawlings aller untersuchten Zellen in den scherkraftdefinierten Gruppen
(low-shear und high-shear, Grenze/Cut off bei 400s™) zeigten sich vor Gabe eines
Antikorpers dhnliche Crawlinggeschwindigkeiten um 10um/min. (s. Abb 30)

An diesem Parameter &nderte sich im Rahmen der LFA-1-Versuchsgruppen nichts,

unabhingig von der Hohe der Scherrate.

um/min
[o2)

>400/s, n=35 <400/s, n=23 >400/s, n=30 <400/s,n=31

Monozyten Neutrophile Granulozyten

Abbildung 30: Vergleich der Crawlinggeschwindigkeiten von Leukozyten abhdngig von ihrer
Zuordnung zur entsprechenden shear-Gruppe; Crawlinggeschwindigkeit von Monozyten
unter Steady-State-Bedingungen und von Neutrophilen Granulozyten im Entziindungsmodell;
(Mittelwert +/- Standardabweichung, t-Test; *p<0,05), n=Anzahl der Zellen

Eine interessante Beobachtung hierbei jedoch war, dass die ablosende Wirkung von Anti-
CD11a-Antikdrpern hauptsidchlich in Gefa3en hoher Scherrate auftrat. Sowohl Monozyten im
Steady-State als auch Neutrophile Granulozyten nach KC-Stimulation l6sten sich hier
hiufiger als im Gesamtkollektiv kurz (durchschnittlich 0,82min) nach der Applikation des
CD11a-Antikorpers vom Endothel. (s. Abb. 31, 32)

84,6% der Monozyten und alle PMNs zeigten ein derartiges Verhalten. Nach Anti-LFA-1-
Gabe crawlten deutlich weniger Leukozten in diesen Gefdflen. Dies dullerte sich auch darin,

dass keine neuen Zellen begannen zu crawlen.
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In GefdBBen mit niedriger Scherrate war dieser Effekt bei Monozyten nicht sichtbar. Hier
crawlten die Zellen unverindert in Richtung und Geschwindigkeit. (s. Abb. 32)

Monozyten crawlten nach  Antikorperapplikation mit einer  durchschnittlichen
Geschwindigkeit von 9,4um/min vor allem mit dem Blutfluss in den Mustern hairpin, wave,
short und mixed. (s. Tab. 10)

In der Gruppe der Neutrophilen Granulozyten 16ste sich jedoch die Hilfte der crawlenden
Zellen auch in Gefdllen niedriger Scherrate. (s. Abb. 32)

Neutrophile Granulozyten bewegten sich unter KC-Stimulation nach Applikation von
Antikorpern mit einer mittleren Geschwindigkeit von 12,2um/min. Sie taten dies vorwiegend

mit dem Blutfluss und in den Mustern hairpin, wave, short und line. (s. Tab. 10)
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Abbildung 31: Zweiphotonenmikroskopische Aufnahmen und Beispieltracks crawlender
Monozyten (Markierung durch Pfeile) der Versuche mit CDI11a-blockierenden Antikérpern,
Steady-State (4)Crawlende Monozyten wdhrend Steady-State vor Gabe eines Anti-CDIla-
Antikorpers (B)Crawlende Monozyten wdhrend Gabe eines Anti-CDI11a-Antikérpers
(C)Ablosung im Anschluss der Gabe eines Anti-CD11a-Antikorpers (D)die Zellen losten sich
nach Gabe des blockierenden Antikorpers gegen LFA-1 in high-shear-Gefdfien ab. (E)Im
Gegensatz dazu blieb die Geschwindigkeit der Crawlingbewegung in einem low-shear-Gefdifs
nach Antikorpergabe unverdndert, die crawlende Zelle loste sich nicht vom Endothel (blaue

Linien kennzeichnen den Weg der Zelle vor Gabe des Antikorpers, rote Linien den Weg
danach)
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Ob sich eine crawlende Zelle abloste, stand in unseren Versuchen in keinem Zusammenhang
mit ihrer primdren Bewegungsrichtung bezogen auf den Blutfluss, ein Richtungswechsel in

direktem Zusammenhang mit Injektion des Antikorpers war nicht zu beobachten (Daten nicht

dargestellt).
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Abbildung 32: Effekt von Anti-CDI1a auf das Crawlingverhalten von Leukozyten abhdngig
von der Scherrate: (A)Der Grofiteil der Monozyten in Gefdfsen mit hoher Scherrate léste sich
bei Gabe von CDIla-blockierenden Antikorpern vom Endothel oder hielt an. Dieses
Phéiinomen zeigte sich in keinem Gefdf mit niedriger Scherrate. (B)Alle Neutrophilen
Granulozyten in Gefdfien mit hoher Scherrate losten ihre Verbindung mit dem Endothel und
crawlten nicht mehr, nachdem der Antikérper appliziert wurde. Dieses Verhalten wurde auch
bei 50% der Neutrophilen Granulozyten in Gefdflen mit niedriger Scherrate beobachtet,
n=Anzahl der Zellen

Die Ergebnisse aus diesem Teil der Studie zeigen die Abhdngigkeit leukozytdren Crawlens
von CDI1a bei beiden untersuchten Populationen, abhéngig von den im Gefaf3 herrschenden

Scherkriften. Vorwiegend bei hoher Scherrate konnten sich crawlende Zellen nach der
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Applikation blockierender Anti-CD11a-Antikdrper nicht mehr am Endothel halten und I6sten
sich ab. In Gefdflen niedriger Scherrate hingegen scheint LFA-1 eine untergeordnete Rolle in

der Crawlingregulation zu spielen.

4.5.2 Der Effekt von Anti-CD11b-Antikorpern auf Crawling
Im néchsten Schritt untersuchten wir die Wirkung von Mac-1 auf das Crawling.
Die entsprechenden leukozytiren und hdmodynamischen Parameter waren vergleichbar

zwischen den Versuchsgruppen. (s. Tab. 9, 11)

CX3CR1 CX3CR1 LysM LysM
eGFP/+ eGFP/+ eGFP/eGFP  eGFP/eGFP
IgG2a-AK/ Nach Anti- IgG2a-AK/ Nach Anti-
vor AK CD11b vor AK CD11b

n (Anzahl der Zellen) 58 15 61 19

Mittlere 10,8+/-1,1 9,9+/-3,5 9,8+/-0,9 9,3+/-5,5

Crawlinggeschwindigkeit

(num/min)

Hauptcrawlingrichtung  Gegen 20, Mit 13 Gegen 29, Gegen 2,

zum Blutfluss (n) senkrecht 6, Angehalten:2  senkrecht 10,  senkrecht 2,
mit 32 mit 22 mit 15

Hauptmuster Hairpin, Hairpin, Hairpin, wave  Hairpin, wave
wave, mixed ~ wave, mixed  line line

Tabelle 11: Crawlingparameter der durchgefiihrten Versuche mit CX3CRI eGFP/+ und
LysM eGFP/eGFP Tieren und Anti-CDI11b-Antikorpern in Gegeniiberstellung mit den
Kontrollen

Monozyten zeigten vor allem hairpin, wave und mixed, Neutrophile Granulozyten hairpin,
wave und line, unabhéngig von dem Anti-Mac-1-AK.

Eine Ablosung der crawlenden Leukozyten trat weder in Zusammenhang mit Anti-Mac-1
noch mit dem Kontrollantikorper auf. (s. Abb. 33)

Auch die Geschwindigkeit der Crawlingbewegung blieb von der Gabe eines gegen CD11b-
gerichteten Antikorpers weitestgehend unbeeinflusst. (s. Abb. 34, Tab. 11)
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Abbildung 33: Darstellung des Verhaltens von Monozyten und Neutrophilen Granulozyten
nach Anti-CD11b-Applikation in Bezug auf eine mogliche AK-bedingte Ablosung, n= Anzahl
der Zellen

pm/min
oo

IgQRa/vor AK, n=58 Anti-CD11b, n=15 IgQRa/vor AK, n=61 Anti-CD11b, n=19

Monozyten Neutrophile Granulozyten

Abbildung 34: Analyse der Crawlinggeschwindigkeit nach Antikorperapplikation (CD11b) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert +/- Standardabweichung,; t-Test, *p<0,05),
n=Anzahl der Zellen

Nach der Applikation zeigten sich jedoch unterschiedliche Phinomene, abhingig davon, in
welche Richtung die Zellen im Vorfeld gecrawlt waren. (s. Abb. 35, 36)

Wihrend sich bei den Leukozyten, die mit der Blutflussrichtung crawlten, keine signifikanten
Unterschiede zeigten, war bei der Mehrheit der primér gegen die Flussrichtung crawlenden
Zellen zu beobachten, dass sie ihre Bewegungsrichtung dnderten. 22% der
richtungswechselnden Neutrophilen Granulozyten bewegten sich im Anschluss senkrecht zum
Blutfluss, die iibrigen 78% und alle richtungswechselnden Monozyten mit der

Blutflussrichtung. (s. Tab. 11)
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Abbildung 35: Zweiphotonenmikroskopische Bilder eines crawlenden Monozyten in einer
postkapilliren Venole einer CX3CRI1 eGFP/+ Maus unter Steady-State-Bedingungen (A)vor
Injektion des blockierenden Antikorpers gegen CDII1b (Zellbewegung blau) (B)wdihrend
Injektion des blockierenden Antikérpers gegen CDI11b und (C)nach Injektion des
blockierenden Antikorpers gegen CDI1b (Zellbewegung griin) (Pfeile kennzeichnen die
Richtung des  Blutflusses und der Crawlingbewegung) (D)Einzelanalyse der
Crawlingbewegung mittels Single-Cell-Tracking (die blaue Markierung entspricht der
Crawlingbewegung des Monozyten gegen den Blutfluss vor der Gabe des Antikorpers, die
rote Markierung dem Pfad nach Richtungswechsel als Folge der Intervention)

Interessanterweise zeigte sich dieses Phidnomen des Richtungswechsels sowohl bei
Monozyten unter Steady-State-Bedingungen als auch bei PMNs nach KC-Stimulation. So
dnderten 77,8% dieser Monozyten ihre Bewegungsrichtung und crawlten nach CD11b-AK-
Gabe in Richtung des Blutflusses, 22,2% der Monozyten hielten an. (s. Abb. 36)

Diese Reaktion konnte in keinem der Falle beobachtet werden, in denen die Zellen primér mit
dem Blutfluss gecrawlt waren oder in denen ein Kontrollantikdrper gegeben wurde. (s. Abb.
36)

Neutrophile Granulozyten zeigten ein dhnliches Verhalten. Ein Grofiteil (81,8%) der zu
Beginn gegen den Fluss crawlenden Zellen wechselte die Richtung. Kein Effekt zeigte sich
bei Zellen, die sich von Anfang an mit dem Blutfluss bewegten. Kein Neutrophiler
Granulozyt hielt als Reaktion auf den Antikorper an. (s. Abb. 36)

Das Phénomen des Richtungswechsels konnte auch in 33,3% der LysM eGFP/eGFP
Kontrollversuche beobachtet werden. (s. Abb. 36)
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Abbildung 36: Wirkung von Anti-CDI11b auf crawlende Leukozyten in Bezug auf einen
Richtungswechsel, abhdngig von ihrer urspriinglichen Bewegungsrichtung zum Blutfluss.
(A)Die Mehrzahl der Monozyten unter Steady-State-Bedingungen reagierte mit einer
Richtungsdnderung auf die Gabe von gegen CDI1b-gerichteten Antikérpern, wenn sie im
Vorfeld gegen die Blutflussrichtung gecrawlt war, die iibrigen dieser Monozyten hielten an.
(B)Ein Grofiteil der Neutrophilen Granulozyten unter Entziindungsbedingungen reagierte
ebenso mit einer Richtungsdnderung auf AK—Gabe, Ein Teil der Zellen zeigte dieses
Verhalten auch bei der Gabe eines Kontrollantikérpers, n=Anzahl der Zellen

Wurden bei den primér gegen den Blutfluss crawlenden Leukozyten analog zu den LFA-1-
Versuchen durch die Hohe der Scherrate determinierte Gruppen gebildet, zeigte sich, dass
Monozyten sowohl in Gefden mit hoher als auch mit niedriger Scherrate die Richtung

dnderten oder anhielten. (s. Abb. 37)
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Abbildung 37: Wirkung von Anti-CD11b auf gegen den Blutfluss crawlende Leukozyten
abhdngig von der aufiretende Scherrate: (A)Unterteilung der Versuche zur Untersuchung von

Monozyten (B)Unterteilung der Versuche zur Untersuchung von Neutrophilen Granulozyten,
n=Anzahl der Zellen

Die Neutrophilen Granulozyten, die den Richtungswechsel in der Kontrollgruppe zeigten,

taten dies ebenfalls unabhéngig von der im entsprechenden Gefall herrschenden Scherrate.

Die Ergebnisse aus diesem Teil der Studie zeigen, dass die selektive Blockierung von CD11b
héufig zu einem Richtungswechsel der crawlenden Zelle fiihrte, wenn diese sich im Vorfeld
entgegengesetzt der Blutflussrichtung bewegt hatte. Der Einfluss der im Gefid3 wirkenden
Scherkrifte auf die Bewegungsrichtung beziehungsweise einen Richtungswechsel scheint

vernachléssigbar.
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4.5.3 Der Effekt von Anti-ICAM-1-Antikorpern auf Crawling

Nachdem sich in den vorangegangenen Versuchen gezeigt hatte, dass die Blockierung sowohl
von LFA-1 als auch von Mac-1 mittels Antikérpern Einfluss auf crawlende Zellen hat, wurde
im nichsten Abschnitt der Stellenwert eines ihrer endothelseitigen Liganden untersucht.

Die Applikation eines Antikdrpers gegen CDS54 zeigte eine deutliche Wirkung auf die
crawlende Leukozyten. Die Bewegungsgeschwindigkeit verminderte sich signifikant. (s. Abb.
38, Tab. 12)

Crawlten Monozyten in CX3CR1 eGFP/+ Méusen in Kontrollen beziehungsweise im Vorfeld
der Applikation mit 10,8um/min, taten sie dies nach Gabe des blockierenden Antikdrpers nur
noch mit 1,3um/min. PMNs crawlten normalerweise 9,8 um/min, nach AK-Gabe 1,2pm/min.
Beide Populationen bewegten sich nach AK-Gabe unverdandert im Verhiltnis zum Blutfluss,
Monozyten bevorzugt in den Mustern hairpin, wave und mixed, Neutrophile Granulozyten in

wave, hairpin und line. (s. Tab. 12)

CX3CR1 CX3CR1 LysM LysM
eGFP/+ eGFP/+ eGFP/eGFP eGFP/eGFP
IgG2a-AK/ Nach Anti- IgG2a-AK/ Nach Anti-

vor AK CD54 vor AK CD54
n (Anzahl der Zellen) 58 5 61 7
Mittlere 10,8+/-1,1 1,3+/-0,6 9,8+/-0,9 1,2+/-0,4
Crawlinggeschwindigkeit
(um/min)
Hauptcrawlingrichtung Gegen 20, Gegen 1, Gegen 29, Gegen 2,
zum Blutfluss (n) senkrecht 6, senkrecht 1, senkrecht 10, senkrecht 2,
mit 32 mit 3 mit 22 mit 3
Hauptmuster Hairpin, Hairpin, Hairpin, wave  Hairpin, wave
wave, mixed wave, line line
mixed

Tabelle 12: Crawlingparameter der durchgefiihrten Versuche mit CX3CRI eGFP/+ und
LysM eGFP/eGFP Tieren und Anti-CD54-Antikorpern in Gegeniiberstellung mit den
Kontrollen

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sowohl die Beta2-Integrine LFA-1 und Mac-1 als
auch der endothelseitige Ligand ICAM-1 wichtige Funktionen in der Regulation leukozytéren
Crawlings erfiillen. Thr Einfluss scheint jedoch, abhéngig von Charakteristika der Zelle und

deren Umgebung, verschieden zu sein.
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Abbildung 38: Intravitalmikroskopische Aufnahme eines crawlenden Monozyten in einer
CX3CRI eGFP/+ Maus im Steady-State vor (A), wihrend (B) und nach (C) Applikation des
Anti-CD54-Antikorpers, (D)Single-Cell-Tracking (die blaue Markierung entspricht der
Bewegung vor Antikorpergabe, die rote derjenigen im Anschluss daran); der Monozyt bewegt
sich nach der Applikation des AK sehr langsam und crawlt letzendlich nicht mehr (E)Analyse
der die Crawlinggeschwindigkeit (Mittelwert +/- Standardabweichung, t-Test, *p<0,05)
n=Anzahl der Zellen
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5 DISKUSSION

5.1 Diskussion von Material und Methoden

Mikroskopie

Um das Verhalten von Leukozyten zu untersuchen, stehen in vivo- und in vitro-Protokolle zur
Verfiigung. Die der Migration zugrundeliegenden Mechanismen unterscheiden sich allerdings
zwischen diesen beiden Prinzipien (Nourshargh and Marelli-Berg, 2005, Colditz et al., 2007,
Khandoga et al., 2009). In vitro-Analysen vernachldssigen die funktionalen und
morphologischen Verdnderungen, die Leukozyten aufgrund von Wechselwirkungen,
beispielsweise mit dem Endothel, durchlaufen (Khandoga et al., 2009). Ein klarer Vorteil
eines in vivo-Versuchsmodells ist demnach, dass Zellen in ihrer komplexen natiirlichen
Umgebung unter Einfluss von Faktoren beobachtet werden koénnen, wie sie im lebenden

Organismus herrschen.

Die Zweiphotonenmikroskopie ermdglicht eine dynamische Analyse bei hervorragender
Auflosung und Penetrationstiefe. In vitro bleiben solche Umgebungseinfliisse und
systemischen Einwirkungen, die das Verhalten der Zellen modifizieren konnen, wie zum
Beispiel der Einfluss durch Scherkrifte, weitgehend unberiicksichtigt. Molekulare
Mechanismen werden unter Vernachldssigung organspezifischer Aspekte untersucht.
(Cahalan et al., 2002, Marquardt and Siegfried, 1994)

Da jedoch eine Abwehr- oder Entziindungsreaktion aus dem Zusammenwirken verschiedener
komplexer und dynamischer Faktoren, wie etwa der Interaktion verschiedener Zellen oder
geloster Stoffe im flieBenden Blut entsteht und durch viele Umgebungsfaktoren beeinflusst
wird (Cahalan et al., 2002), wurden unsere Untersuchungen in vivo durchgefiihrt. Diese
Methode machte die Analyse des Crawlings im natilirlichen Mikromilieu unter
physiologischen Bedingungen moglich.

Zur Beantwortung der Fragestellungen, unter welchen Bedingungen Neutrophile
Granulozyten, T-Lymphozyten und Monozyten crawlen, war die intravitalmikroskopische
Analyse ihres Verhaltens in unseren Augen am besten geeignet.

Die IVM-Fluoreszenzmikroskopie stellt eine etablierte Methode dar, um die Mikrozirkulation
direkt zu untersuchen. Andere denkbare Methoden zur Untersuchung der leukozytéiren
Migration wiren zum Beispiel das Myeloperoxidase-Assay (MP-Assay), das

Peritonitismodell und immunhistochemische Verfahren.
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(Immun)Histochemische Farbungen werden auch verwendet, um Gewebsschnitte mittels
verschiedener Mikroskopiearten zu untersuchen und erlauben hierbei die rdumliche
Verteilung zelluldrer Antigene zu analysieren (Coons et al.,, 1941, Moon et al., 2010).
Oberflachenstrukturen und spezifische Zellfunktionen konnen sichtbar gemacht werden und
damit in Zusammenhang mit der Crawlingfahigkeit verschiedener Zellen gebracht werden.
Hierbei ist es mit relativ geringem Aufwand moglich auch Leukozytensubpopulationen zu
klassifizieren. Mochte man jedoch einen dynamischen Prozess wie das Crawling oder andere
Transmigrationsschritte untersuchen, reicht die hierdurch erreichbare punktuelle Erfassung
der Leukozyten nicht aus.

Beim Peritonitismodell wird durch Applikation inflammatorische Mediatoren kiinstlich eine
Entziindung des Peritoneums induziert. Indem der Bereich anschlieBend gespiilt und der
Inhalt mittels FACS (fluorescence-activated cell sorting) untersucht wird, sind Aussagen {iber
das Ausmal} der Migration von Entziindungszellen méglich (Laurila et al., 2009, Henderson et
al., 2003). Fiir die Untersuchung des Crawlings ist auch diese Methode ungeeignet, da sie
keine selektive Betrachtung eines Schritts ermoglicht.

Beim Myeloperoxidase-Assay (MPO-Assay) werden rekrutierte und transmigrierte
Leukozyten nachgewiesen, indem das Enzym an Gewebepridparaten quantifiziert wird. MPO
ist ein in Neutrophile Granulozyten hochexprimiertes lysosomales Protein, das den Grad
neutrophiler Aktivierung widerspiegeln soll. (Kupczyk et al, 2002, Bozeman et al., 1990, Pulli
et al., 2013, Graff et al., 1998).

Fiir unsere Fragestellung war diese Methode nicht geeignet, da auch hierbei nur das Ausmal
der Entziindungsreaktion in Form der transmigrierten Neutrophilen Granulozyten bestimmt
wird, nicht jedoch ein Einzelschritt der Kaskade - hier das Crawling - analysiert werden kann.
Ein weiterer Nachteil ist, dass artifizielle Leukozytenanhdufungen in den Gewebeproben die
Enzymaktivitdit und damit das Ergebnis verdndern und diese Untersuchung weitgehend

spezifisch flir Neutrophile Granulozyten ist.

Bei der von uns gewéhlten Methode, der Intravitalmikroskopie, werden zwei Prinzipien
unterschieden, Transillumination und Epiillumination (Krukemeyer, 2005). Bei der
Epiillumination wird das Licht durch die Probe reflektiert, bei der Transillumination wird es
durch die Probe geleitet, um einen Kontrast zu erzeugen, der Detektor befindet sich auf der
gegeniiberliegenden Seite (Syngene, 2010, Webb and Brown, 2013). (s. Abb. 39)

Im Allgemeinen befindet sich die Lichtquelle bei der Transillumination ndher an der zu

untersuchenden Probe. Dies hat den Vorteil einer hoheren Energielibertragung und damit
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eines grofleren Kontrasts. Der Vorteil der Epiillummination liegt in der Betrachtung nicht

transilluminierbarer Strukturen. (Syngene, 2010, Krukemeyer, 2005)

Epiillumination Transillumination
// Detektor
é | —— Gewebeprobe/Versuchstier
A A A
A A | A A

Abbildung 39: Mikroskopische Prinzipien, Epiillumination/Transillumination (modifiziert
nach Syngene, 2010, Webb and Brown, 2013)

Als mogliche mikroskopische Methoden kommen Lichtmikroskopie, klassische
Fluoreszenzmikroskopie, = RLOT  (Reflected  light  oblique  transillumination),
Konfokalmikroskopie und Multiphotonenmikroskopie in Frage.

Konventionelle Lichtmikroskopie birgt unter anderem die Problematik der Uberlagerung von

Ebenen. Das heifit, Strukturen im Mittelpunkt und Strukturen auferhalb dieses Fokus und
damit scharfe und unscharfe Bildpunkte liegen iibereinander.

Intravitale Fluoreszenzmikroskopie ist eine Form der Lichtmikroskopie und bedeutet, dass

lebende Strukturen durch eine externe Strahlungsquelle dazu gebracht werden, fiir die Dauer
der Bestrahlung zu leuchten. Sie ermoglicht eine unmittelbare Betrachtung der
Mikrozirkulation im lebenden Organismus. Hierbei ist eine zeitgleiche, empfindliche,
spezifische Darstellung und Analyse von Zellen - in unserem Fall Leukozyten - und Blutfluss
moglich. Das Prinzip beruht darauf, dass ldngerwelliges Licht ausgesendet wird als
eingestrahlt wurde (Stokes), durch das Mikroskop wird die Fluoreszenz (zum Beispiel durch
ein Fluorchrom wie Acridin Orange) des Substrats detektierbar, Ein Strahlteiler trennt das
Anregungslicht vom Fluoreszenzlicht. Probleme bei dieser Methode bereitet die
Eigenfluoreszenz mancher Strukturen. (Spektrum Akademischer Verlag, 2000, Yuste, 2005,
Lichtman and Conchello, 2005)

Ein Hauptproblem der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie ist, dass eine scharfe

Fokusierung nur bis in eine Tiefe von unter 100pm von der Gewebsoberfliche moglich ist,
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und die Tatsache, dass iiber die Dauer der Anwendung das Licht den instabilen
Fluoreszenzfarbstoff ausbleicht und Lichtschdden im Gewebe entstehen. Dariiber hinaus
streuen die meisten Gewebe das Licht, so dass Kontrast und Auflosung mit der Scharfstellung
auf tiefere Gewebeschichten abnehmen. (Cahalan et al., 2002, Helmchen and Denk, 2005)

Fiir unsere Studie beziehungsweise fiir Langzeitanalysen des Crawlings im Steady-State ist
dies kritisch, da iiber die Photobleichung mit einer Aktivierung von fokusierten Zellen zu
rechnen ist.

Das Prinzip der RLOT-Mikroskopie ist die Erzeugung eines Phasengradienten, der Lichtstrahl

lauft zweimal durch die Probe. Durch optische Interferenzphdnomene wird eine verstdrkte
Kontrastierung erreicht, indem feinste Gradienten von Brechungsindizes in Geweben sichtbar
gemacht werden. Morphologische Strukturen werden durch Phasenunterschiede gebrochenen
und ungebrochenen Lichts abgebildet. (Dirksen et al., 1978, MacVicar, 1984, Mempel et al.,
2003).

Ein Schema zur RLOT-Mikroskopie zeigt Abbildung 40.

Bild, dargestellt aus
Strahlungsmaxima

Spiegel

Objektiv

Gewebeprobe/Versuchstier

Reflektor, schrige Ausrichtung

Abbildung 40: Schema RLOT-Mikroskopie. Eine Lichtquelle entsendet Licht der Wellenlinge
700nm. Dieses Licht trifft zuerst auf einen Teilerspiegel, dann auf einen in schrdger Ebene
stehenden Reflektor, bevor es durch die Probe gebeugt wird. Die Strahlengdnge, die durch
das Objektiv laufen, ergeben das Bild (modifiziert nach Mempel et al., 2003, Dirksen et al.,,
1978, MacVicar,1984)

Die erforderliche Wellenldnge fiir eine optimale Auflosung und Penetration betrdgt 700 nm
(MacVicar, 1984). Vorteile der RLOT-Mikroskopie sind bei transilluminierbaren Geweben

die hohere Bildqualitit und die relativ ldngere Beobachtungszeit bei reduzierter
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Lichtschadigung im Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie. (Rehberg et al.,
2011, Mempel et al., 2003, Dirksen et al., 1978, MacVicar,1984).

Ein gut etabliertes Modell im Rahmen der RLOT ist die Préparation des Musculus Cremaster.
Gegen die Anwendung der RLOT im Rahmen unserer Fragestellung sprach, dass durch sie
allein keine Unterscheidung der leukozytidren Subpopulationen moglich ist. Hierflir wire eine
nachfolgende histologische Betrachtung notig. Dazu kommt, dass Crawling ein
verhéltnisméBig langsamer Prozess ist und eine bessere Kontrastierung von Endothel- und
Entziindungszellen durch Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen zu erreichen ist.

Bei der Konfokalmikroskopie wird die Probe sukzessive durch den Lichtstrahl abgetastet. Die

Beleuchtung des Priparats wandert durch eine punktformige Beleuchtungsquelle, das Licht
wird durch unterschiedliche Ebenen des Priparats gebiindelt. Gemessen werden ausgesandtes
Licht und Fluoreszenz. Die unscharf abgebildeten Randbezirke werden im Unterschied zur
konventionellen  Lichtmikroskopie durch den FEinsatz der Detektionslochblende
ausgeschlossen. Ein dreidimensionales Bild entsteht aus dem relativ kleinen Bildbereich, der
scharf abgebildet wird. (Egelman, 2012, Muller, 2006, Pawley, 2006, Spektrum
Akademischer Verlag, 2000, Fries Research & Technology, 2014, Price and Jerome, 2011)
Ein Vorteil der Konfokalmikroskopie ist die hohe numerische Apertur und der damit
verbundene Strahleneinfallswinkel. Hierdurch ist es mdglich auch Strukturen, die hinter
dichten Elementen liegen, darzustellen, die groBe Empfindlichkeit ermdglicht eine gute
Bildqualitdt (Egelman,2012, Muller, 2006, Pawley, 2006, Spektrum Akademischer Verlag,
2000, Fries Research & Technology, 2014, Price and Jerome, 2011).

In unseren Versuchen entschieden wir uns gegen diese Art der Mikroskopie, da sie der
Multiphotonenmikroskopie in Bezug auf die Eindringtiefe unterlegen ist und die aufgrund
langerer Beobachtungsdauer bei niedriger Intensitdt bedingte Phototoxizitit zu verfalschten
Ergebnissen fiihren kann und ein Steady-State so nicht moglich wire.

Ein Schema zur Konfokalmkroskopie zeigt Abbildung 41.
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Weilles Licht

Beleuchtungslochblende

Lichtdetektor ~ Detektionslochblende
Objektiv

Gewebeprobe/Versuchstier

Abbildung 41: Schema Konfokalmikroskopie. FEin nach der Anregungslochblende
punktformiger Lichtstrahl trifft Objektiv und Prdparat, das reflektierte Licht nach dem
Objektiv den Strahlteiler, der einen Teil des Lichts spiegelt, und lduft dann durch eine
Lochblende auf den Lichtdetektor. Das eingestrahlte Licht hat eine kleinere Wellenlinge als
das ausgestrahlte. Der Detektionfokus ist konfokal zum Objektivfokus (Modifiziert nach
Egelman, 2012, Muller, 2006, Pawley, 2006, Spektrum der Wissenschaft Verlag, 2000, Fries
Research & Technology, 2014, Price and Jerome, 2011)

Im Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie war es durch die Anwendung der

Zweiphotonenmikroskopie moglich, auch lingere Aufnahmen, wie sie fiir das intravaskulére

Crawling nétig sind, bei geringerer phototoxischer Schiadigung anzufertigen.

Wichtige Charakteristika der Zweiphotonenmikroskopie sind die Multiphotonfluoreszenz und
die Higher Harmonic Generation (s. Abb. 11). Bei der Multiphotonenfluoeszenz wird ein
Elektron durch mehrere Photonen simultan angeregt. Die Higher Harmonic Generation
impliziert eine Frequenzvervielfachung. Entsprechend stellt die Second Harmonic Generation
eine Verdopplung der Frequenz dar. Die SHG tritt ausschlieBlich im Laserfokus, nicht jedoch
peripher davon auf. Die entstehenden optischen Schwingungsfrequenzen liegen iiber denen
des Lasers selbst. Die Wellenldnge der SHG entspricht 50% des eingestrahlten Lichts. (Cox,
2007)

Diese Mikroskopieart erzeugt zwar auch Schnittbilder, aber durch die energiedrmere
fokusierte Anregung, die damit minimale Streustrahlung und die sehr kurzen aber intensiven

Lichtimpulse, die bei der Multiphotonenmikroskopie verwendet werden, ist es moglich,
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lebende Gewebe im Steady-State direkt in einer groferen Tiefe und bei einer im Vergleich zur
konventionellen Mikroskopie reduzierten Ausbleichung und Phototoxizitdt zu beobachten
(Cahalan et al., 2002, Helmchen and Denk, 2005).

Durch die groBere Eindringtiefe von bis zu mehreren hundert Mikrometern ist die
Multiphotonenmikroskopie auch fiir Proben groferer Dicke geeignet. Eine Vielzahl an
Farbstoffen, unter anderem UV-Farbstoffe konnen angeregt werden. Dariiber hinaus entsteht
ein weitaus geringeres MalBl an Autofluoreszenz, und eine sehr hohe dreidimensionale
Auflosung ist moglich. (Universitdt Wien, 2014, Drobizhev et al., 2011, Kawakami et al.,
2013)

Die im Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie deutlich hohere
Tiefenauflosung bei vergleichbarer Auflosung in der x- und y- Ebene ist bedingt durch die
quadratische Abhéingigkeit der Signalstidrke von der Pulsleistung (Gericke, 2014, Mulisch and
Welsch. 2010).

Durch einen punktgenau konzentrierbaren Laserstrahl mit hoher Energiedichte ist es mdglich,
die Anregung und damit die sichtbare Fluoreszenz im Zentrum der Aufnahme zu
konzentrieren. Ober- und unterhalb des fokusierten Areals féllt die Photonendichte rapide ab.
(Cahalan et al., 2002)

Uber diese Vorteile der Multiphotonenmikroskopie konnen auch tieferliegende Gewebe wie
lymphatische Organe, Nieren, Herz, Haut und Gehirn im Detail untersucht werden, ohne das
Gewebe zu beschddigen (Helmchen and Denk, 2005).

Nachteile der Multiphotonenmikroskopie sind die hohen Anschaffungskosten, im speziellen
des Lasers und die noch undefinierten Eigenschaften fiir die Anregung diverser Farbstoffe

(Universitdt Wien, 2014).

Tiere

Fir alle Versuche dieser Studie verwendeten wir Méuse. Ein entscheidender Vorteil, die
intravitalmikroskopischen Aufnahmen an ihnen durchzufiihren, ist, dass eine langjéhrige
Erfahrung aus Versuchen besteht und diese Tierart immunologisch gut verstanden ist.

Durch die verhiltnismaBig kurze Zeit, die fiir die kostengiinstige Ziichtung notig ist, hatten
wir die Moglichkeit, quantitativ wie qualitativ aussagekriftige Versuchsreihen mit hohen
Gruppenzahlen durchzufiihren. Hierdurch konnte der Einfluss von Zufallserscheinungen und

Fehlern minimiert werden.
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Ein weiterer Grund fiir die Wahl der Maus war die Verfiigbarkeit von transgenen
Versuchstieren (GFP, RFP) und knockout-Varianten sowie der entsprechenden Antikorper,
deren Wirkungen auf das Crawling Inhalt unserer Fragestellungen war.

Ein grundsdtzliches Problem bei der Durchfiihrung von Tierversuchen zur Erforschung
physiologischer wie pathologischer Mechanismen ist, dass die Ergebnisse nicht pauschal auf
den Menschen iibertragen werden konnen. Die zwischen Mensch und Tier bestehenden
Unterschiede in Anatomie, Physiologie, Pathophysiologie und Stoffwechsel machen einen
direkten Transfer der Ergebnisse unmdglich. Die Kombination mit klinischen Studien
relativiert diese Problematik.

Wichtig war, dass wir nach den Ergebnissen mit konventionellen Férbungen aus unseren
Vorversuchen die Option hatten, einen alternativen Versuchsaufbau mit genetisch verdanderten
Tierstimmen zu verwenden. So war es moglich, die Phototoxizitét, wie wir sie im Vorfeld bei
Anwendung konventioneller Fluoreszenzfarbstoffe beobachtet hatten, zu reduzieren.
Phinotyp, Gesundheitszustand und Fertilitit aller verwendeten Tierstimme waren mit
Kontrollen aus C57BL/6-Wildtypen vergleichbar.

Die Kollektivgroflen der einzelnen Versuchsgruppen wurden nach statistischer Begutachtung

so berechnet, dass aussagekréftige allgemeingiiltige Angaben gemacht werden konnten.

Die Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurden an Tieren folgender Stimme durchgefiihrt.

CX3CR1 eGFP/+ Tiere wurden zur Analyse des Crawlings von Monozyten verwendet.

Monozyten aus homozygoten CX3CR1 eGFP-knockin Médusen crawlen quantitativ und
qualitativ in verdnderter Form, da kein regulédrer Fraktalkine-Rezeptor mehr vorhanden ist.
Dieser ist an Adhédsion und Crawling von Monozyten unter Steady-State-Bedingungen
beteiligt. (Hickey and Kubes, 2009, Auffray et al., 2007, Auffray et al., 2009a, Geissmann et
al., 2003)

Dieser Zusammenhang der monozytiren Transmigration im allgemeinen und des Crawlings
im speziellen mit Fraktalkine verbot die Verwendung homozygoter Tiere (CX3CR1 eGFP).
Wir verwendeten fiir unsere Versuche heterozygote Maiuse (CX3CR1 eGFP/+), weil
Fraktalkine bei diesen erhalten bleibt und die Monozyten dieser Tiere in ihrer urspriinglichen
Form crawlen.

Eine alternative Féarbung von Monozyten wire mittels Fluoreszenzfarbstoffen oder
Antikdrpern moglich (Carlin et al.,, 2013), jedoch wéiren auch hierbei artefizielle
Veranderungen des Crawlings nicht auszuschlieBen. Eine Anfarbung mittels gegen F4/80-

gerichteten Antikorpern wére eine solche Option. Dies wird unter anderem von Monozyten
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exprimiert, jedoch in geringerem Malle als von Gewebsmakrophagen (Austyn and Gordon,
1981). Dariiber konnte eine solche Markierung von Monozyten nicht ausreichend stabil sein.

Wie beschrieben, existieren zwei monozytdre Subpopulationen, niedrig- und hoch-gfp-
exprimierende. Beide konnten durch die intravitalmikroskopische Bildgebung visualisiert
werden. Unsere Analysen beziehen sich jedoch auf die residenten hoch-GFP-Monozyten, weil
diese die Hauptfraktion crawlender Monozyten allgemein, im Steady-State speziell, stellen,
und im Anschluss schnell ins Gewebe migrieren, wohingegen niedrig-GFP-Zellen
vorwiegend rollen (Auffray et al., 2007). Die Identifizierung von GFP-low und GFP-high

Monozyten war optisch sehr gut moglich.

Fir die Darstellung des Crawlings von Neutrophilen Granulozyten wurden in unseren

Experimenten LysM eGFP/eGFP Tiere verwendet. Myelomonozytire Zellen sind in diesem

Mausstamm markiert, endogene Neutrophile Granulozyten leuchten stdrker, wohingegen
Monozyten und Makrophagen in einem geringeren Mal3 angeférbt sind (Kreisel et al., 2010,
Faust et al., 2000, Chtanova et al., 2008, von Bruehl et al. 2012).

Eine Alternative hierzu wére eine fluoreszierende oder radioaktive Markierung der
Neutrophilen Granulozyten, die aber die physiologische Funktion beeinflussen konnten. Eine
weitere Moglichkeit stellt die ex vivo-Fiarbung der Neutrophilen Granulozyten dar. Allerdings
bestiinde hier das Risiko eines verdnderten Bewegungsverhaltens (Kreisel et al., 2010). Die
Bedingung fiir diese Technik oberflachliche Gefile zu verwenden, wére beim Ohrmodell
gegeben.

Der Vorteil des verwendeten GFP-Stamms liegt klar darin, dass wir endogene Neutrophile
Granulozyten ohne artifizielle Verdnderungen in ihrer natiirlichen Bewegung vorliegen hatten
und Fluoreszenzschiden umgingen. Ein Nachteil dieses Modells ist, dass die Proportion von
GFP-positiven Zellen im peripheren Blut einer groBlen interindividuellen Variabilitit
unterliegt (Faust et al., 2000). Dariiber sind in diesen Tieren auch kleine Mengen an
Erythrozyten und B-Zellen GFP-positiv, was an unspezifischer Bindung oder Aggregation
liegen konnte (Faust et al., 2000). LysM ist ist wie erwdhnt auch in monozytdren Subgruppen
aktiv (von Bruehl et al., 2012). Da es sich hierbei aber nur um eine geringe Anfarbung eines
Teils der Monozyten handelt und die Anzahl an Monozyten an den zirkulierenden Leukozyten
verhéltnisméBig gering ist (5%) (Sumagin et al., 2010, Voisin et al., 2009), sollte dies bei den

vorliegenden Fallzahlen keine Verfédlschung der Ergebnisse bedingen.
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T-red-high Mause haben rote T-Lymphozyten. Eine Variante eines rotfluoreszierenden
Proteins (Ds-RedIl) wird einheitlich und selektiv in T-Zellen exprimiert und kennzeichnet
diese fluoreszierend (Mempel et al., 2006). Dies bringt den Vorteil, dass keine zusétzliche
Farbung notig ist, birgt allerdings die Gefahr von Verdnderungen der beobachteten
Mechanismen durch den genetischen Eingriff, beziechungsweise unterschiedliche

Expressionsmuster zwischen den Untergruppen von T-Zellen.

Versuchsanordnung

Fiir die vorliegende mikrozirkulatorische Fragestellung, welche Zellen vermittelt durch
welche Mechanismen in  welchen Gefdlen crawlen, kamen unterschiedliche
Versuchsaufbauten in Frage, so zum Beispiel die Modelle von M. Cremaster, Mesenterium
und Ohr.

Vorteile sind die gute chirurgische Zugénglichkeit, die Applikationsmoglichkeiten von
Substanzen, lokal, systemisch oder per Superperfusion und das Vorhandensein der
verschiedenen Teile der Mikrozirkulation.

Das Musculus Cremaster-Modell ist eine gut etablierte Methode, die in der Vergangenheit in
vielen Untersuchungen der Mikrozirkulation Anwendung fand. Viele Gefal3e auf einer kleinen
iiberschaubaren Fliache mit einer annidhernd zweidimensionalen GefdBarchitektur bieten
nahezu  ideale  Bedingungen. @ Durch  eine  geringe  Gewebedichte  werden
Uberlagerungsartefakte minimiert. (Hickey and Kubes, 2009, Dangerfield et al., 2002, Ozer et
al., 2002, Bastiaanse et al., 2006, Lister et al. 2007, Yazici and Siemionow, 2006).

Ein zu bedenkender Nachteil ist die Abhéngigkeit der Priparationsqualitit von dem Geschick
und den Fidhigkeiten des Operateurs. So kann eine unterschiedlich starke
Gewebetraumatisierung zu nicht validen und reliablen Ergebnissen fiihren. Auch bei geiibter
sorgfiltiger Préparation ist bei dieser Methode nie eine gédnzlich atraumatische Situation zu
schaffen. Durch Gewebsschidigungen verdndert sich aber die Leukozytenaktivitit, eine
Steady-State-Situation ist nicht moglich. Somit wird dieses Modell als sogenanntes ,, Trauma
Model“ verwendet (Frommbhold et al., 2010, Sperandio et al., 2001, Frommbhold et al., 2011).
Auch die Untersuchung des Mesenteriums ist ein gut erprobtes Verfahren zur Priifung der
Mikrostrombahn, da dieses Gewebe ebenso transilluminierbar ist (Ding et al., 2013, Kozlov
and Banin, 1975, Schneider et al., 2012, Zweifach, 1973, Boros et al., 1998, Gonzalez et al.,
1994, Massberg et al., 1998a, Massberg et al., 1998c¢). Vorteile dieses Modells sind die relativ

geringen Artefakte durch Traumatisierung aufgrund der guten Zuginglichkeit und der damit
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verbundenen wenig aufwéndigen Prédparation, jedoch ist auch hier kaum ein vollstindiger
Steady-State moglich, Bewegungsartefakte erschweren die Analyse.

Weitere Orte zur Untersuchung mikrozirkulatorischer Vorgédnge sind Gehirn (Kawamura et
al., 1990), Leber (Vollmar et al., 1994), Bauchspeicheldriise (Hoffmann et al., 1995),
quergestreifte Skelettmuskulatur (Menger et al., 1988) und Lunge (Kuebler et al., 1994).

Ein Nachteil dieser Modelle ist die, bedingt durch die Lage, aufwéndigere Préparation. Fiir
unsere Versuche war es jedoch wichtig, mit dem Ziel eines Steady-State moglichst

atraumatisch zu arbeiten.

Ein klarer Vorteil des verwendeten Ohrmodells, des M. Cremaster und des Mesenteriums
liegt in der zweidimensionalen GefdBarchitektur, die es erlaubt, alle bekannten Stufen der
Migrationskaskade zu analysieren. Ein weiterer Grund das Ohr zu wéhlen, war die hierfiir
nétige minimale chirurgische Pradparation. Im Vergleich zum Modell des M. Cremaster
konnten so entziindliche Reaktionen und Artefakte als Reaktion auf die chirurgische
Manipulation vermieden werden. Hierdurch war die definitive Festlegung eines
entziindungsfreien Steady-State-Status erst moglich. Der dritte Grund fiir die Wahl des
Ohrmodells als fiir uns idealen Versuchsaufbau war, dass hier nach Fixierung des Priparats
kaum Bewegungsartefakte auftreten, die stabile Aufnahmen des Crawlings erschweren und
eine Vergleichbarkeit der Versuche unmdoglich machen wiirden. Dies war eine essentielle
Voraussetzung fiir die spétere genaue Analyse der Bewegung im Rahmen des Single-Cell-

Trackings.

Die Auslosung einer Entziindung via intraarteriell appliziertes KC erwies sich als sinnvoll. Es
ist bekannt, dass KC/CXCL1 mit einer Einwanderung von Leukozyten assoziiert ist (Carollo
etal., 2001).

Chemokine sind hochspezifisch, induzieren Chemotaxis, konnen Zellen aktivieren und
koordinieren so die Entziindung. CXCL agieren vor allem auf Neutrophilen Granulozyten und
T-Lymphozyten, CXC sind Chemoattractants unter anderem fliir Monozyten. (Bagglioni
1998, Zlotnik and Yoshie, 2000)

Um zu testen, ob KC in der Lage ist iiber GPCRs Crawling zu induzieren, wurden die
obengenannten Versuche mit Pertussistoxin durchgefiihrt. (s. Abb. 25)

PTX wirkt antagonistisch zu CXCR2 (Huo et al., 2001) In unseren Vorversuchen
reduzierte/verhinderte PTX Crawling. Da das Toxin Einfluss auf die Wirkung von KC hat, ist

wiederum ein Zusammenhang zwischen KC und Crawling wahrscheinlich.
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Wir entschieden uns die Entziindung in unseren Versuchen mit KC zu schaffen, weil es
schnell, gut steuerbar und vorhersagbar zu einer Rekrutierung und nachfolgend einer
Transmigration von Entziindungszellen im allgemeinen, PMNs und Monozyten im speziellen

fihrte.

Die Wirkung blockierender Antikdrper wurde von uns an CX3CR1 eGFP/+ im Steady-State
und an LysM eGFP/eGFP Tieren nach Entziindungsinduktion untersucht. Hierfiir entschieden
wir uns nach den Ergebnissen aus den Vorversuchen. Dabei hatte sich, wie oben beschrieben,
gezeigt, dass sich das Crawling von Monozyten in Steady-State und einer Entziindung in
keinem der Parameter mafgeblich unterscheidet. In der Gruppe der Neutrophilen
Granulozyten jedoch schien aufgrund der quantitativen wie qualitativen Unterlegenheit im
Crawling wahrend des Steady-State eine Analyse nach einem Entziindungsreiz sinnvoll.
Unsere  Vorversuche hatten gezeigt, dass die Verwendung konventioneller
Fluoreszenzfiarbungen wie zum Beispiel Rhodamin 6G und Acridin Orange, die Stérke der
Laserkraft und die Farbung mittels Anti-Gr-1-Antikorpern kritisch zu hinterfragen sind, wenn
eine Steady-State-Situation geschaffen werden soll. Geschwindigkeit und Dauer von Crawling
waren in unseren Versuchen stark abhidngig von der Art der Farbung. Die Laserstirke hatte
einen groBeren Einfluss auf crawlende Neutrophile Granulozyten als auf Monozyten.

Wie beschrieben, konnte eine Minimierung phototoxischer Effekte maBigeblich durch die
Anwendung des Zweiphotonenmikroskops erreicht werden. In Vorversuchen verwendeten wir
Rhodamin 6G und Acridin Orange fiir die Bildgebung von Leukozyten unter physiologischen
Bedingungen in aus der Literatur bekannten Konzentrationen (AO 0,05ml 0,05% i.a.,
entsprechend 1pmol/kg Korpergewicht, Rh6G 0,1ml 0,05% i.a. entsprechend 15mg/kg
Korpergewicht).

Hier zeigte sich jedoch eine Potenzierung des phototoxischen Effektes des Lasers und somit
eine schnelle (innerhalb von etwa flinf bis zehn Minuten) inflammatorische Reaktion mit
vermehrter Adhdsion von Leukozyten. Deshalb verglichen wir im Anschluss phototoxische
Effekte von Rhodamin6G und Acridin Orange auf die leukozytire Adhésion, indem wir diese
Ergebnisse Versuchgruppen GFP-markierter Stimme gegeniiberstellten. Die Einstellungen
der Zweiphotonenintravitalmikroskopie sowie Laserstirke und Exzitationswellenldnge waren
in beiden Gruppen identisch.

Bei einer in weiteren Versuchen durchgefiihrten Reduzierung der Laserstérke (von 5-10% auf
2-5%) und der Konzentration von Rh6G (von 20pg auf 2pg) war die Anzahl crawlender

Leukozyten nur etwa halb so groB3.
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Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass die Anzahl adhdrenter und crawlender
Leukozyten mit der eingestellten Laserstirke und der Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffs
zunimmt. Phototoxische Effekte fiihren folglich zu einem verdnderten Crawling von
Leukozyten.

Auch in der Literatur existieren Hinweise auf einen fluoreszenzbedingten Einfluss von
Rhodamin 6G bei lingerer Aufnahmedauer auf Leukozyten und Endothel (Saetzler et al.,
1997, Yuan and Fleming, 1990, Massberg et al., 1998b, Lehmann et al., 2001).

Wenn das Ziel wie in unserem Fall die Schaffung eines moglichst unverdnderten
unstimulierten Zustandes ist, in dem Zellen wéhrend ihres physiologischen Verhaltens
beobachtet werden sollen, miissen storende FEinfliisse beziehungsweise artifizielle
Verdnderungen vermieden werden. Deshalb war es sinnvoll Versuchprotokolle zu erstellen,
die a) ohne konventionelle Fluoreszenfarbstoffe auskommen (GFP-Tierstimme), b) die
Aufnahmedauer und Laserstirke begrenzen (maximal 90Minuten, LP 2,5-5%) und c) eine
moglichst atraumatische Préparation (Ohrmodell) vorsehen. Nur so kann ein tatséchlicher
Steady-State erreicht werden.

Unsere Vorversuche zeigten weiter einen hemmenden Effekt fluoreszierender Anti-Gr-
1/Ly6G-Antikorper auf neutrophiles Crawling. Durch Reduktion der Konzentration des
Antikorpers (von 10ug auf 2pg) stieg die Anzahl crawlender PMNs moderat an (von
durchschnittlich 2 auf iiber 3/10*um?). Wir vermuten, dass bereits geringe Dosen des Gr-1-
Antikorpers neutrophile Funktionen hemmen konnen, weswegen wir in unseren
Hauptversuchsgruppen von dieser Farbung absahen.

Im Widerspruch hierzu stehen die 2013 von Yipp und Kubes verdffentlichten Daten. Beim
Vergleich von LysM eGFP/eGFP Tieren mit und ohne Ly6G-Antikorper zeigten sich nach
Emigration keine Unterschiede in Bezug auf Geschwindigkeit und Ortsdnderung. Konstatiert
wurde, dass Anti-Gr-1/Ly6G-Antikérper in niedrigen Dosierungen (1-40upg) nicht in die
Rekrutierung und das Verhalten von Neutrophilen eingreifen (Yipp and Kubes, 2013).

Eine mogliche Erklarung fiir diese Diskrepanz ist, dass hier die Antikoérper im Rahmen eines
Staphylococcus aureus-Modells mit exzessiver inflammatorischer Reaktion und einem
massiven Anstieg der Migration von PMNs intradermal appliziert wurden, wobei die
Unterschiede sehr schwer zu erkennen sind, wohingegen wir sie in einer Steady-State-
Situation systemisch iiber einen in der A. femoralis liegenden Katheter injizierten.

In den bisherigen Studien wurden zur Analyse der Rolle der Beta2- Integrine LFA-1 und
Mac-1 knockout-Tiere verwendet oder die mikroskopischen Aufnahmen wurden erst im

Anschluss an eine Vorbehandlung mit blockierenden Antikérpern gestartet. (s. Abb. 7)
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Eine Moglichkeit fiir ein Nichtauftreten oder eine Verminderung von Crawling in diesen
Versuchsprotokollen konnte durch Einflussnahme auf einen fritheren Schritt zum Beispiel von
Beta2-Integrinen und ICAM-1 auf die primdre Adhésion bedingt sein. Wenn allerdings schon
zu einem Zeitpunkt in die Migrationskaskade eingegriffen wird, der in der Abfolge der
Migrationsschritte zeitlich vor dem Crawling liegt, kann nicht mehr davon ausgegangen
werden, Crawling in seiner tatsdchlichen Form vorzufinden.

Phillipson et al. (2006) arbeiteten unter anderem mit LFA-1- und Mac-1-defizienten Tieren.
Hierbei ldsst sich sehr gut die Rolle der beiden Beta2-Integrine fiir die Transmigration im
allgemeinen betrachten, aber der unmittelbare Einfluss auf das Crawling ist schwer
abzuschitzen.

Wenn wie in anderen Versuchsreihen (z.B. Phillipson et al., 2009) nach einer
vorangegangenen Aufnahme im unbeeinflussten Zustand die entsprechenden Antikorper
appliziert werden und erst nach einer Pause die Videoaufnahmen starten, kann ebenfalls nicht
zuverldssig beurteilt werden, worin die direkte Wirkung des Antikorpers auf den crawlenden
Leukozyten liegt. Der Beobachter kann nicht sicher sein, nach der Applikationspause die
gleiche Zelle im Fokus zu haben wie im Vorfeld. Antikorperabhdngig oder
antikdrperunabhédngig konnte sich die primdr beobachtete Zelle zwischenzeitlich abgeldst
haben und im nachhinein eine andere Zelle im gleichen Bereich zu crawlen begonnen haben.
Die Dauer der Crawlingbewegung der einzelnen Zelle ist zeitlich begrenzt. Monozyten
crawlen durchschnittlich zwolf Minuten und Neutrophile Granulozyten durchschnittlich bis
sechs Minuten (Ryschich et al., 2006, Auffray et al., 2007). So ist die Aussagekraft von
Aufnahmen mit Pausen iiber 15 bis 20 Minuten nur bedingt. (s. Abb. 7)

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, ein neues Versuchsprotokoll zu kreieren und zu
etablieren.

In unseren Experimenten wird ein Einfluss auf einen friiheren Migrationsschritt als Ursache
fiir ein modifiziertes Crawlingverhalten ausgeschlossen. Dariiber hinaus ist die definitive
Identifikation der zu analysierenden Zelle iiber eine pausenlose Aufnahme vor, wihrend und
nach der Antikorperapplikation und das anschlieBende Tracking jeder einzelnen crawlenden

Zelle moglich.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Friithe Beschreibungen des Crawling-Phédnomens finden sich in den Arbeiten von Schenkel et
al. 2004. Mittels Real-Time-Mikroskopie auf HUVEC wurde Crawling fiir Monozyten in vitro
beschrieben, damals noch unter der Bezeichnung Lokomotion. Die Autoren zeigten, dass sich
Monozyten zytokinaktiviert effektiv zu nahegelegenen Zellverbindungen bewegten, bevor sie
das Endothel iiberschritten und dass dieser Schritt abhidngig von Wechselwirkungen zwischen
CD11a/CD18 (LFA-1) und CD11b/CD18 (Mac-1) mit ICAM-1 und ICAM-2 war (Schenkel
et al., 2004).

Etwa 60% aller Leukozyten in nicht lymphatischem Gewebe, die in Wechselwirkung mit der
GefaBwand treten - sei es in Form von Rollen, Adhdrenz oder Crawling - sind Neutrophile
Granulozyten, etwa 20% Monozyten und die restlichen 20% Lymphozyten (Sumagin et al.,
2010).

Crawling wurde bisher fiir Monozyten, Neutrophile Granulozyten und T-Lymphozyten, teils
in vitro, teils in vivo, vor allem jedoch im Rahmen von akuten Entziindungen beschrieben.
Die Frage, welche leukozytiren Subpopulationen im Steady-State crawlen und wie sie in
ihrem Bewegungsverhalten untereinander differieren, ist nicht im Detail erforscht und
mitunter Inhalt der vorliegenden Arbeit.

Anhand der bereits bekannten Fakten und auf unseren Vorversuchen beruhenden
Uberlegungen stellen wir die Hypothese auf, dass intravaskulidres Crawling von Leukozyten
als Voraussetzung der TEM ein umfassender, moglicherweise kaskadenartig aufgebauter
Prozess ist, dessen Regulation durch eine Vielzahl von Adhésionsmolekiilen und Rezeptoren
auf Leukozyten- wie auf Endothelseite stattfindet.

Wir postulieren, dass im Steady-State regelmillig monozytéres, jedoch kaum neutrophiles
Crawling stattfindet, und dass unter diesen Bedingungen verschiedene Oberflichenmolekiile
verschiedene Funktionen erfiillen.

Die Bewegungsrichtung der crawlenden Zelle zum Blutfluss, das Vorhandensein von
Scherkriften und nicht zuletzt die leukozytdre Subpopulation haben Einfluss auf Qualitdt und

Quantitéit des Crawlings.

Crawling als obligate Vorstufe der Diapedese

Aktuell bestehen noch Unklarheiten beziiglich der genauen biologischen Relevanz und der
differenzierten Mechanismen leukozytiren Crawlings. Ein moglicher Erkldrungsansatz ist,
dass Zellen nicht primér an der fiir sie optimalen Emigrationsstelle anhalten und diese mittels

Crawling, unabhdngig von einwirkenden hdmodynamischen Kréften, erst ausfindig machen
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(Wong et al.,, 2010, Xu et al., 2013). Das Sich-Ausbreiten, das Absuchen mittels
intraluminalen Crawlings von Zellen nach stattgehabter Adhdrenz wird als essentiell fiir die
transendotheliale Migration gesehen (Schenkel et al., 2004, Wojciechowski and Sarelius,
2005).

Dass transmigrierende Zellen offensichtlich spezielle Bereiche bevorzugen, um die
Endothelbarriere zu iiberwinden, gibt Hinweise auf den physiologischen Einfluss einer
mannigfaltigen Morphologie des Endothels wie auch seiner molekularen Zusammensetzung
(Shaw et al. 2004, Burns et al., 2000, Burns et al., 1997, Allport et al., 2001, Luscinskas et al.,
2002).

Unsere intravitalmikroskopischen Aufnahmen bestitigen Crawling als Voraussetzung der
Transmigration. Wir konnten keine Zelle ausfindig machen, die transmigrierte ohne im
Vorfeld gecrawlt zu sein, Leukozyten krabbelten von ihrem priméren Anhaltsort zur Stelle, an
der sie liber das Endothel transmigrierten. Aber nicht jede Zelle, die crawlte, transmigrierte
automatisch anschlieBend.

Einige Studien zeigten, dass, wenn Crawling von Neutrophilen Granulozyten in vivo
unterbunden wurde, weniger Zellen emigrierten, die Diapedese verzogert und vor allem
transzelluldr stattfand, jedoch nicht génzlich verhindert wurde (Massena et al., 2010,
Phillipson et al., 2006, Phillipson et al., 2009, Wong et al., 2010). Dies entspricht nicht
vollstdndig unseren Beobachtungen. Ein Grund hierfiir konnte das angewandte Single-Cell-
Tracking-Versuchsprotokoll sein, bei dem wir ausschlieBen konnten einen anderen Schritt der

Migrationskaskade zu blockieren.

Es wird vermutet, dass die Richtung des Crawlings sowohl durch mechanotaktische als auch
durch haptotaktische Signale beeinflusst wird. Mechanotaktisch, weil crawlende Neutrophile
Granulozyten in vivo auch senkrecht zur Blutflussrichtung crawlen, bis sie auf einen
Knotenpunkt zwischen zwei Endothelzellen treffen (Phillipson et al., 2009, Massena et al.,
2010). Bei der Mechanotaxie folgen die Leukozyten einem selbsttitigen Signal wie zum
Beispiel der rheologischen Scherspannung (Li et al., 2002, Lo et al., 2000). Haptotaktisch,
weil sich die Bewegungsrichtung dnderte, sobald die crawlende Entziindungszelle dieser
interendothelialen Verbindung folgte (Phillipson et al., 2009, Massena et al., 2010). Bei der
Haptotaxie folgt die Zelle einem zum Beispiel an Zelloberflachen gebundenen Signalmolekiil
(z.B. PECAM-1), im Gegensatz zur Chemotaxie, bei der sie ein Gefille 16slicher Chemokine
leitet (Egger, 2005, McCarthy et al., 1983). Angehduft auf dem lumenseitigen Endothel

vermdgen Chemokine die Konformation Neutrophiler Beta2-Integrine zu verédndern und so
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Adhision und Crawling zu beeinflussen (Phillipson and Kubes, 2011). Allein die endotheliale
Anwesenheit von Chemokinen filihrt allerdings nicht zu Crawling und Transmigration,
vielmehr bedarf es eines chemotaktischen Gradienten iiber der Gefilwand, wobei die
Chemokinzentration in Richtung Gewebe ansteigt (Phillipson et al., 2009, Massena et al.,
2010, Granger and Kubes, 1994).

Es ist wahrscheinlicher, dass sich Chemokine in gebundener Form auf dem Endothel befinden
und dort proadhdsiv wirken, als dass sich 16sliche Chemokingradienten auf der
lumenzugewandten Seite des Gefdllendothels befinden, da sie dort leicht durch den Blutfluss
weggesplilt wiirden (Tanaka et al., 1993, Rot, 1992, Middleton et al., 2002). Ein so
geschaffener Gradient auf der Endothelflédche bietet die Moglichkeit Entziindungszellen iiber
die endotheliale Oberfliche hin an bestimmte bevorzugte Stellen zu locken und auf diese
Weise promigratorisch zu wirken. Die Auslosung einer Entziindung durch das Chemokin KC
in unseren Versuchen fiihrte zu vermehrtem leukozytiaren Crawling.

Auch Massena et al. konnten 2010 zeigen, dass es bei einer ortsgebundenen extravaskulidren
Chemokinfreisetzung zu einer vermehrten leukozytidren Rekrutierung aus den Gefdllen ins
Gewebe kommt. Die crawlenden Neutrophilen Granulozyten wandern, gesteuert liber das
chemotaktische Gefille, in Richtung einer Chemokinquelle. Zwischen den endothelialen Zell-
Zell-Verbindungen angekommen, wird die Entziindungszelle dann durch chemotaktische
Signale weitergeleitet. (Massena et al., 2010)

Moglicherweise exprimieren die Endothel-Zell-Verbindungen, die die Transmigration von
Leukozyten fordern, auch hohere Spiegel an Adhédsionsmolekiilen, die einen haptotaktischen
Gradienten fiir crawlende Zellen schaffen (Coleman and Tsongalis, 2009).

Als mogliche Kandidaten sind hier VCAM-1, CD11c, JAM-A, -B, -C und VLA-4 denkbar. Es
ist auch wahrscheinlich, dass das von Zellverbindungen unabhéngige Crawling, wie wir es im
Steady-State vermuten, wéihrend einer Entziindung in ein an die Zellverbindungen gebundenes
Crawling iibergeht, bevor es letztendlich im Verlauf der Migrationskaskade zur parazelluldren
Diapedese kommt.

Nach der Emigration aus den GefaBBen wandern die Zellen weiter im Gewebe entlang eines
chemotaktischen Gradienten in Richtung der hoheren Chemokinkonzentration (Cara et al.,
2001, Kay et al., 2008, Massena et al., 2010, McDonald et al., 2010).

Eine Entziindungszelle muss, um zum Ort des Geschehens, sprich der Entziindung, zu
gelangen, zwischen verschiedenen zeitlich parallelen chemotaktischen Signalen wie
bakteriellen Peptiden und MIP-2 (macrophage inflammatory protein-2) unterscheiden (Heit et
al., 2008, Massena et al., 2010, Billadeau, 2008).
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5 DISKUSSION

Sowohl mechanotaktische, als auch chemotaktische/haptotaktische Zeichen helfen
Leukozyten also, geeignete Verbindungstellen im Endothelverlauf und in unmittelbarer Nahe
zur Chemokinquelle zu erkennen, zu erreichen und letztendlich dort zu transmigrieren.
Denkbar ist, dass abhidngig davon, welche Signalgebung iiberwiegt, Crawling auf
verschiedene Arten imponieren (beispielsweise differente Muster) oder auch unterschiedlich
reguliert sein konnte. Exemplarisch sei hier die Konformationsdnderung von Beta2-Integrinen
unter Chemokineinwirkung auf Eosinophilen Granulozyten genannt (Weber et al., 1996).
Diese Aspekte bei den unterschiedlichen Subpopulationen genauer zu analysieren, ist Inhalt
eines moglichen Folgeprojektes.

Der dem Crawling nachgeschaltete Schritt der transendothelialen Migration wurde im

Rahmen dieser Arbeit nicht explizit untersucht.

Welche leukozytiren Subpopulationen crawlen im Steady-State und wie unterscheidet
sich das Bewegungsverhalten untereinander?

Einige Leukozyten crawlen nicht ausschlieBlich unter Entziindungsbedingungen, sondern
konnen auch im Steady-State durch das Gefalsystem patrollieren (Hickey and Kubes, 2009,
Auffray et al., 2007, Sumagin et al., 2010, Geissmann et al. 2003, Schenkel et al., 2004).

Es ist wichtig, nicht nur zwischen leukozytéren Subpopulationen zu unterscheiden, sondern
auch zwischen Crawling im Rahmen einer stimulierten Entziindung und dem im
unstimulierten Steady-State.

Auf Grundlage der bisherigen Erkenntnisse war es am Beginn unseres Projektes wichtig zu
priifen, welche Zellpopulationen iiberhaupt die Fihigkeit haben zu crawlen und welche
hiervon dies physiologischerweise auch ohne Stimulation tun.

Nur residente Monozyten scheinen die einzigartige Fahigkeit zu haben, auf diese Weise
gesundes Gewebe zu erkunden, zu kontrollieren und auf mdgliche Schadigungen hin
abzusuchen (Sumagin et al., 2010, Auffray et al., 2007, Geissmann et al., 2003, Hickey and
Kubes, 2009). Die Art und Weise wie sie patrollieren, aber auch die Regulation dessen
unterscheidet sich sowohl von monozytirem inflammatorischem Crawling, als auch von
Crawling bei Neutrophilen Granulozyten (Sumagin et al., 2010).

Unsere Aufnahmen zeigen ebenfalls residente Monozyten, die im Steady-State ohne
gegebenen Entziindungsreiz crawlen, meistens ohne im Anschluss zu transmigrieren,
wohingegen PMNs dies entsprechend fritherer Angaben nicht taten. Wiahrend des Steady-

State krabbelten sie kaum und wenn dann mit einer deutlich erhdhten Geschwindigkeit, so
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dass fraglich ist, ob Crawling hierbei die gleiche Rolle im Rahmen der Transmigration spielt
wie bei Monozyten oder wihrend einer Entziindung.

Sumagin, et al. veroffentlichten 2010 Daten, wonach ohne dass ein Entziindungsreiz gesetzt
wurde, 13,6% der Neutrophilen Granulozyten fest adhidrent wurden, um im Anschluss zu
crawlen. Hingegen zeigten 58,2% der Monozyten diese Adhédrenz, wovon 48,0% danach
crawlten. Wichtig bei der Interpretation dieser Ergebnisse und einem Vergleich mit unseren
Daten ist, dass diese Versuche als Musculus Cremaster-Modell durchgefiihrt wurden. Dies
schlie8t nicht aus, dass eventuell eine entziindlich-traumatische Reizung Einfluss auf die
Resultate hatte.

Unsere Daten am Ohrmodell zeigen, dass im Steady-State kaum Neutrophile Granulozyten
crawlen (Anzahl 0,8/10°um®) in iiber 70% der GefiBe fand iiberhaupt kein Crawling
Neutrophiler Granulozyten statt. Die Zellen, die crawlten, taten dies schnell (,,rolling-like*)
iiber eine kurze Strecke (short) und Dauer (meist unter einer Minute).

Hingegen erfolgt das liberwachende Crawling residenter Monozyten im Steady-State liber
weitere Strecken, die Bewegung fiihrt nicht auf direktem Wege zum Zielort und wird
vornehmlich durch LFA-1 reguliert, wohingegen das effektivere, kiirzere und direktere, fast
geradlinige Crawling nach einem Entziindungsreiz Mac-1-abhéngig ist und die wenigen in
unstimulierten GefdBBen crawlenden Zellen eine grofere Varianz an Bewegungsmustern
zeigen (Sumagin et al., 2010).

Wenn eine Entziindungszelle in variablen indirekten Mustern um endotheliale
Verbindungsstellen ,,herumcrawlt®, konnte sie einerseits die ndhere Umgebung absuchen,
aber auch gleich einen optimalen Ausgangspunkt fiir die TEM ausmachen.

In unseren Versuchen crawlten Monozyten weitschweifender (groftenteils zwischen fiinf und
zwOlf Minuten) als Neutrophile Granulozyten.

Sumagin et al. zeigten 2010, dass sich die Crawlingmuster inflammatorischer Monozyten
denen von Neutrophilen Granulozyten anglichen, nachdem mit TNF-alpha eine Entziindung
induziert wurde. Auch in unseren Versuchen verdnderten sich die Crawlingmuster, PMNs
crawlten selten (in knapp 30% der beobachteten GefdBe) im Steady-State. Nach einem
Entziindungsreiz durch KC crawlten sie insgesamt vermehrt und auch hdufiger im Muster
hairpin. Monozyten bewegten sich im Steady-State vorwiegend in dieser Form.

Die patrollierende Aktivitdt der residenten Monozyten scheint unter dem Aspekt sinnvoll,
dass auch sie es sind, die vor allen anderen Abwehrzellen zur Stelle sind, wenn tatsidchlich
eine Schidigung des Gewebes eingetreten ist (Auffray et al., 2009b, Auffray et al. 2007).

Uber eine zeitige Ausschiittung von Entziindungsmediatoren aktivieren sie weitere
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Effektorzellen des Immunsystems und tragen somit entscheidend zu einer schnellen

effizienten Reaktion bei (Auffray et al., 2009b, Auffray et al. 2007, Hickey and Kubes, 2009).

Shulman et al. beobachteten 2009 in einem in vitro-Modell fiir lymphozytire Adhédsion und
transendotheliale Migration auf HUVEC crawlende T-Lymphozyten in Lymphknoten.
Soriano et al zeigten 2011 in vivo mittels dynamischer Zweiphotonenmikroskopie crawlende
T-Zellen in lymphatischem Gewebe ohne das Setzen eines zusétzlichen Entziindungsreizes.
Mittels eines Mausstamms, in welchem T-Zellen RFP exprimieren, tberpriiften wir
entsprechend, ob T-Lymphozyten in vivo unter physiologischen Bedingungen in der
Mikrozirkulation des Ohrs crawlen. In Venolen und Arteriolen waren keine Adhésion und
kein Crawling darstellbar. Ein moglicher Grund fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse ist das
verwendete Versuchsprotokoll. Wahrend wir unsere Experimente mit 7-red-high Tieren im
Steady-State durchfiihrten, verwendeten Soriano et al. 2011 gereinigte T-Zellen, farbten diese
mit einem Fluoreszenzfarbstoff und injizierten sie in Méause vom Wildtyp. Im Gegensatz zum
von uns verwendeten atraumatischen Ohrmodell wurde durch Soriano et al. 2011 der rechte
popliteale Lymphknoten fiir die intravitalmikroskopischen Aufnahmen operativ freigelegt.
Unter diesen Aspekten sind die Ergebnisse von Soriano et al. 2011 nicht mit unseren
Resultaten vergleichbar, da wir kein lymphatisches Gewebe im speziellen, sondern die
Mikrozirkulation im allgemeinen untersuchten, nicht in beiden Féllen eine vergleichbare
atraumatische Prédparation stattfand und weitere Reize durch die Fluoreszenzfarbung der T-

Lymphozyten mdglich erscheinen.

Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppen zu gewihrleisten, aber auch um
eine Abhéngigkeit des Crawlings von diesen Umstinden zu untersuchen, analysierten wir
verschiedene Parameter wie den Gefddurchmesser, die Bewegungsrichtung, -
geschwindigkeit und -muster und die Scherrate.

In unseren Versuchen crawlten im nicht stimulierten Ohr durchschnittlich 2,3/10*um?
Monozyten. Diese eigenen Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen aus der Literatur, in
denen beschrieben wurde, dass einzelne GFP-positive Monozyten in postkapilldiren Venolen
und Kapillaren crawlenderweise patrollieren (Auffray et al., 2007).

In fritheren Studien werden leukozytire Crawlinggeschwindigkeiten von 4-20pum/min genannt
(Ryschich et al., 2006, Auffray et al., 2007). Diese sind vergleichbar mit unseren Ergebnissen.
Wie beschrieben, waren die Geschwindigkeiten bei Monozyten im Steady-State und PMNs
nach KC- Gabe weitgehend ausgeglichen.
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Der prozentuale Anteil an den verschiedenen Crawlingmustern und —richtungen zeigte ebenso
eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen der Literatur (Auffray et al., 2007) und unserer
Studie. So waren in unseren Versuchen vornehmlich wave und hairpin bei residenten
Monozyten zu sehen. Neutrophile Granulozyten crawlten in unseren Versuchen (nach KC)
vor allem als hairpin, line und wave. Die Crawlingrichtung unter Steady-State-Bedingungen
war in alle Richtungen moglich, fand jedoch sowohl bei Monozyten als auch bei Neutrophilen
Granulozyten vornehmlich (>50%) mit dem Blutfluss statt.

In der Vergangenheit wurde beschrieben, dass Crawling gegen und senkrecht zur
Flussrichtung des Blutes eine wichtige Voraussetzung fiir die intravaskuldre leukozytdre
Migration zu den interendothelialen Verbindungen im Rahmen einer Entziindung sei
(Schenkel et al., 2004, Wong et al., 2010, Phillipson et al., 2006, Ryschich et al., 2006,
Wojciechowski ans Sarelius, 2005). Phillipson et al. zeigten 2009, dass adhédrente Neutrophile
Granulozyten aus Wildtyp-Tieren in vivo, aber auch in vitro unter der Einwirkung von
Scherkriften senkrecht zum Blutfluss crawlten, jedoch héufig die Richtung dnderten, wenn sie
endotheliale Verbindungszonen erreichten. Unsere Ergebnisse an LysM eGFP/eGFP Tieren
konnen diese Beobachtung nicht bestitigen. Im Steady-State crawlte iiber die Hailfte der
PMNs mit dem Blutfluss, nur ein kleiner Teil senkrecht dazu. Ein moéglicher Grund fiir diese
Unterschiede ist das verwendete Versuchsprotokoll, im Gegensatz zu unseren Experimenten

wurde hier Crawling unter inflammatorischen Umgebungsbedingungen untersucht.

Wie unterscheidet sich Crawling von Monozyten und Neutrophilen wihrend einer
akuten Entziindung im Vergleich zum Steady-State?

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse stellte sich die Frage, wie sich die Populationen unter
verdnderten duBeren Bedingungen, sprich als Antwort auf einen Entziindungsreiz verhalten,
und ob sich die Regulation des Crawlings als essentielle Voraussetzung der Transmigration
hierbei zwischen den beiden Zellgruppen unterscheidet.

Untersucht wurde dies fiir PMNs (Phillipson et al., 2006, Phillipson et al., 2009, Ryschich et
al., 2006, Wojciechowski and Sarelius, 2005, Sumagin et al., 2010) und residente (GFP high-)
Monozyten (Sumagin et al., 2010, Ryschich et al., 2006, Auffray et al., 2007).

Neutrophile Granulozyten scheinen fast ausschlieflich im Anschluss an einen
inflammatorischen Reiz das klassische Crawlingphdnomen zu zeigen. Es wurde beschrieben,
dass nach Gabe des Chemokins MIP-2 (Macrophage inflammatory protein 2) oder TNF-alpha
im M. Cremaster von Wildtyptieren alle adhdrent gewordenen Zellen auch unmittelbar

crawlten (Phillipson et al., 2006, Phillipson et al., 2009).
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Auch in unseren Untersuchungen zeigte sich eine verdnderte Situation nach dem Setzen eines
Entziindungsreizes durch KC oder fMLP (im Rahmen von Kontrollversuchen, nicht
dargestellt).

Crawling wéhrend einer Entziindung unterschied sich zwischen PMNs und Monozyten. Die
Injektion von KC induzierte nach 10-60 Minuten einen Anstieg crawlender Neutrophiler
Granulozyten (von 0,8 auf 4,4/ 104pm2), aber die Zahl der residenten Monozyten blieb
weitgehend konstant (bei 2,3 und 2,2/10 ‘pm?).

Bei Monozyten zeigten sich in unseren Experimenten &hnliche Verhéltnisse und
Verhaltensweisen wie bei Neutrophilen Granulozyten nach KC. Sie behielten groftenteils ihre
Bewegungsgeschwindigkeit im Vergleich zum Steady-State bei. Im Gegensatz dazu fielen bei
den Neutrophilen Granulozyten starke Verdnderungen nach KC auf. Sie bewegten sich
langsamer als im Vorfeld (18um/min zu 10um/min). Monozyten é&nderten ihre
Bewegungsgeschwindigkeit nicht (11pum/min).

Neutrophile Granulozyten zeigten im Steady-State kein klassisches Crawling, sondern
vielmehr ein kurzes und schnelles ,,rolling-like-crawling* (s.o.), bei dem sich die Zellen
hdufig und ziigig wieder vom Endothel ablosten.

In unseren Versuchen zeigte sich sowohl bei Monozyten als auch bei Neutrophilen
Granulozyten nach KC-Applikation eine gesteigerte Bewegung gegen den Blutfluss. Fast die
Hélfte der nun crawlenden Zellen bewegte sich nun in dem Blutfluss entgegengesetzter
Richtung. Ebenfalls, wenngleich prozentual geringer, erhdhte sich der Anteil von Leukozyten,
die senkrecht zum Fluss crawlten.

Exemplarisch seien hier auch LysM eGFP/eGFP Neutrophile Granulozyten aus unseren (in
dieser Arbeit nicht genauer besprochenen) Kontrollversuchen mit fMLP genannt. Eine Stunde
nach fMLP-Gabe bewegten sich nur noch 37% mit dem Blutfluss, die verbleibenden 63%
bewegten sich gegen oder senkrecht zum Blutfluss, bei Monozyten waren die Ergebnisse
nicht vergleichbar deutlich.

Dass die Bewegung zum Blutfluss variierte, je nachdem ob die Aufnahme im Steady-State
oder einer entziindlichen Umgebung angefertigt wurde, konnte als Anpassungsvorgang an die
verdnderten Bedingungen und damit als eine andere Art des Crawlings interpretiert werden.
Auch die moglicherweise von der Art der Entziidungsinduktion abhéngigen differierenden
Verhaltensweisen der Subpopulationen sollten weiter hinterfragt und anhand groBerer

Fallzahlen tiberpriift werden.
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Da Neutrophile Granulozyten nach einem Entziindungsreiz auch ihr Crawlingmuster dem der
Monozyten anpassten (von short zu hairpin) und Monozyten die Varianz ihrer Muster
erweiterten - die Hauptmuster Aairpin und wave verminderten sich zugunsten anderer, z.B.
loop - kann vermutet werden, dass auch die Form der Bewegung von den Erfordernissen an
die Zelle abhiangt und eventuell auch hier ein Charakteristikum effizienten Crawlens vorliegt.

Eine interessante Fragestellung ist auch, inwiefern monozytires Crawling das von PMNs
beeinflusst. Eine Depletion von Blutmonozyten behinderte in in vivo-Versuchen auch die
Rekrutierung Neutrophiler Granulozyten in der Lunge, woraus sich auch zwangsldufig ein
starker Einfluss auf die transendotheliale Migration ergibt (Kreisel et al., 2010). Ob daraus
auch ein Einfluss auf Crawling resultiert, und wenn ja in welcher Form, bleibt jedoch

ungeklart.

Ein anderer Aspekt ist die Frage nach weiteren Akteuren in der Steuerungsschleife des
Crawlings. So konnten nicht nur Endothelzellen, sondern auch Perizyten - die
Bindegewebszellen, die das Endothel von Gewebsseite her umschlieBen — an der TEM und
dem Crawling beteiligt sein.

Proebstl et al zeigten 2012, dass subendotheliales Neutrophiles Crawling durch Perizyten
beeinflusst wird. Uber die Wechselwirkung mit den Leukozyten fazilitierten Perizyten die
Transmigration in vivo (Proebstl et al., 2012). Auf ihrem Weg vom GefaBlumen {iiber
Endothel, Perizyt und Basalmembran wird die Entziindungszelle durch verschiedene
Mechanismen geleitet. Die Autoren der obengenannten Studie konnten zeigen, dass
Neutrophile Granulozyten entlang perizytérer Fortsdtze crawlten, um Liicken zwischen zwei
Perizyten ausfindig zu machen. Dies war abhingig von LFA-1, Mac-1 und ICAM-1. (Proebstl
etal., 2012)

Wenn, wie hier gezeigt, Perizyten subendotheliales Crawling beeinflussen, wire auch eine
Wirkung auf intravasales Crawling denkbar.

Ein moglicher Grund, warum PMNs vor allem nach Stimulation crawlen, kdnnte sein, dass
sich die Abstinde zwischen benachbarten Perizyten bei gegebener Entziindung vergrofern,
indem sich die Perizyten selbst verdndern und so neue potentielle Austrittspunkte schaffen
(Proebstl et al., 2012).

Wird nun die Hypothese aufgestellt, dass eine solche perizytire Formveridnderung
Voraussetzung fiir Neutrophiles Crawling und, damit gekoppelt, der anschlieBenden

Migration ist, wire dies eine logische Erkldrung dafiir, warum Neutrophile Granulozyten
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kaum im Steady-State crawlen. Daraus ergdbe sich auch ein riickwirkender Einfluss auf die
Migrationskaskade.
Diesen Ansatz in Bezug auf intraluminales Crawling genauer zu untersuchen, wére eine

interessante Fragestellung im Rahmen kiinftiger Projekte.

Diskussion der Wirkungen der blockierenden Antikorper — Die Rolle von Beta2-
Integrinen und deren Ligand ICAM-1 auf das Crawling von Leukozyten

Die Schnelligkeit transendothelialer Migration wird durch das Niveau von Integrinen, ihren
Liganden und deren Affinitit zueinander beeinflusst (Valignat et al., 2013, Palecek et al.,
1997).

Der Beitrag von Adhésionsmolekiilen auf Seiten des Endothels und auch des Leukozyten auf
das Crawlingphdnomen wurde hier durch die Anwendung spezifischer monoklonaler
Antikorper im Rahmen des Single-Cell-Tracking-Protokolls untersucht.

In der Vergangenheit wurde beschrieben, dass es fiir Monozyten nach Blockade des
Crawlings durch Anti-LFA-1- und Anti-Mac-1-Antikorper auf diesen Zellen selbst oder
ICAM-1 und ICAM-2-Antikdrper auf den Endothelzellen schwieriger war zu emigrieren. Jene
Monozyten wurden zwar adhédrent und polarisierten auch, waren aber unfihig auf dem
Endothel zu crawlen. (Wong et al., 2010, Schenkel et al., 2004)

Crawling war in den in vitro-Versuchsreihen von Schenkel et al. 2004 obligat fiir eine
Migration iiber die Endothelbarriere. Neutrophile Granulozyten konnten bei in vivo-
Betrachtungen durch Phillipson et al., 2006 jedoch in vergleichbarer Quantitit bei reduzierter
Geschwindigkeit migrieren (Wong et al., 2010).

Griinde hierfiir konnten einerseits die unterschiedlichen Versuchbedingungen (in vivo/in
vitro) sein, aber auch populationsspezifische Variationen der Leukozyten im Bereich
beteiligter Integrine und ihrer Liganden sind denkbar. So wurde in frilheren
Veroffentlichungen ein unterschiedlicher konformationsabhéngiger Aktivierungsstatus von
LFA-1 auf Monozyten und Neutrophilen Granulozyten und dadurch ein verdndertes
Bindungsverhalten als Grund fiir die Unterschiede in deren Crawlingverhalten genannt

(Sumagin et al., 2010, Shimaoka et al., 2006, Luo et al., 2007).

Beta2-Integrine

Weber und Springer vermuteten 1998, dass vaskuldre Integrine eine Rolle fiir das Crawling
von Monozyten spielen, Schenkel et al. (2004) benannten LFA-1 als Bedingung fiir Crawling
auf unstimuliertem Endothel (Weber and Springer, 1998, Schenkel et al., 2004, Alon and
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Feigelson, 2009). Es wird vermutet, dass leukozytires Crawling auch wihrend einer
Entziindung ein integringesteuerter mechanotaktischer Prozess ist (Phillipson et al., 2009,
Wong et al., 2010, Massena et al., 2010, Valignat et al., 2013).

Monozyten und Neutrophile Granulozyten exprimieren Beta2-Integrine situationsabhingig in
unterschiedlicher Menge. Sumagin et al. beschrieben 2010 davon abhéngig eine differierende
Regulation des Crawlings zwischen Monozyten und Neutrophilen Granulozyten. Sie zeigten
durch Flusszytometrie, dass die Expression von Mac-1 sowohl auf Monozyten als auch auf
PMNs nach Zugabe von TNF-alpha deutlich anstieg (Monozyten: 26,9+/-1,5 x
10*Molekiile/Zelle, nach TNF-alpha: 50,0+/-1,4 x 10*Molekiile/Zelle; PMNs: 33,1+/-1,2 x
10*Molekiile/Zelle, nach TNF-alpha: 56,7+/-0,8 x 104M01ekﬁle/Zelle). Die LFA-1-Expression
dagegen blieb auf PMNs unverdndert, war aber auf Monozyten nach Stimulation mit TNF-
alpha im Gegensatz zum Steady-State (eventuell durch Internalisation) deutlich geringer
(9,9+/-0,4 x 104Molek1'ile/Ze11e, nach TNF-alpha:2,9+/-0,3 x 104Molek1'ile/Zelle). Insgesamt
ergab dies bei Monozyten nach Stimulation mit TNF-alpha eine eineinhalbfach hohere Beta2-
Integrindichte als im Steady-State. Nach Sumagin et al. (2010) &dndern sich die
Regulationsmechanismen monozytiren Crawlings im Rahmen einer Entziindung von LFA-1
hin zu Mac-1. (Sumagin et al., 2010)

Hierfiir spricht auch, dass auf durch einen Entziindungsreiz hin aktivierten Leukozyten
entsprechende Mengen LFA-1, aber groflere Mengen Mac-1 exprimiert werden (Jacobson and
Schrier, 1993, Crucian et al., 2006).

Im Hinblick auf diese Erkenntnisse wire es sinnvoll, unsere zukiinftigen Versuche auch mit
durchflusszytometrischen Analysen zu kombinieren, um so die intravitalmikroskopischen
Beobachtungen in Zusammhang mit genauen Werten zur Beta2-Integrinexpression setzen zu
kénnen. Auch die Uberpriifung anderer Oberflichenmolekiile, wie ICAM- 1 und -2, VLA

aber auch JAMs wire in Kombination mit der Zweiphotonenmikroskopie interessant.

LFA-1,CDI11a/CD18

LFA-1 liegt seit einiger Zeit im Blickpunkt der Analysen leukozytdrer Rekrutierung im
allgemeinen wie auch des Crawlings im speziellen und wurde bereits in vielen in vivo- und in
vitro-Studien untersucht. Da die Analysen der Rolle von LFA-1 in vivo jedoch entweder an
KO-Tieren oder erst nach AK-Applikation angefertigt wurden, ist die Frage, wie sich eine
Hemmung von LFA-1 unmittelbar auf die Crawlingbewegung auswirkt, weiterhin ungeklért.
Deshalb fiihrten wir mikroskopische Aufnahmen durchgehend nach unserem Single-Cell-

Tracking-Protokoll durch.
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Rollende Leukozyten werden dort adhdrent, wo sie endothelgebundene Chemokine
entdecken, das wiederum wird durch LFA-1 auf Leukozyten vermittelt (Hickey and Kubes,
2009). Da der stabile Adhdsionskomplex als Startpunkt der Bewegung in unmittelbarem
Zusammenhang mit der Fahigkeit zu Crawlen steht, war es wichtig die Rolle von CD11a
hierfiir zu analysieren.

Unter anderem Sumagin et al. zeigten 2010 eine dominante Stellung von LFA-1 fiir
monozytdres Crawling im unstimulierten Zustand, allerdings anhand des M. Cremaster-
Modells. Schenkel et al. schrieben LFA-1 bereits 2004 eine Schliisselrolle im Rahmen
monozytiren Crawlings zu. Antikorper, gerichtet gegen CD11a, fithrten in fritheren Studien
zu quantitativen EinbuB3en crawlender Monozyten (Auffray et al., 2007).

Auch ist bekannt, dass LFA-1 unter Scherkrafteinfluss die Adhésion von T-Effektorzellen an
endotheliales ICAM-1 stérkt (Lek et al., 2013). Unter crawlenden T-Zellen fanden sich viele
dynamische LFA-1/ICAM-1-Anhdufungen, die in Zusammenhang mit der Ausbildung
ventraler Filopodien standen, und den Aufbau adhésiver Ausldufer ermoglichten (Shulman et
al., 2009).

Der Effekt von Anti-LFA-1-AK war in unseren Versuchen weniger ausgeprigt als erwartet.
Um die Reaktionsweisen der Leukozyten genauer einordnen zu koénnen, wurden sie in
scherkraftgebundene Gruppen eingeteilt. Hierbei zeigte sich eine klare Zuordnung der Gefille
zum Verhalten der crawlenden Zelle. Nach der Gabe von Anti-CD11a-Antikorpern 16sten sich
sowohl residente Monozyten (unter Steady-State-Bedingungen) als auch Neutrophile
Granulozyten (wdhrend einer Entziindung), die in Gefdlen mit hoher Scherrate gecrawlt
waren, groftenteils kurz nach der Applikation des CD11a-Antikorpers vom Endothel, neue
begannen nicht zu crawlen. Da dies nicht in Gefdflen mit niedriger Scherrate gezeigt werden
konnte, ist eine Schliisselrolle von Scherkréften in der LFA-1-Anhdufung und Signalgebung
in der Crawlingsregulation in diesen GefaBlen wahrscheinlich. Demnach konnte sich die
Steuerung der Bewegung unterscheiden, abhdngig davon, in welchem Gefdll sich die
crawlende Zelle befindet. LFA-1 (CD11a/CD18) scheint der Entziindungszelle eine sowohl
dynamische als auch stabile Bewegung am Endothel entlang zu ermoglichen, den durch den
Blutstrom einwirkenden Scherkrédften zum Trotz.

Die vorliegenden Daten lassen vermuten, dass Scherkrifte im Stande sind, LFA-1 zu
regulieren, LFA-1 fiir eine erneute Adhdsion wihrend des Crawlings zustidndig ist und in
Gefédllen mit niedriger Scherrate die Rolle von LFA-1 moglicherweise von anderen Integrinen

(wie beispielsweise VLA-4 oder MAC-1) iibernommen wird.
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Es gibt zwei unterschiedliche Adhdsionswege, auf denen Leukozyten emigrieren konnen,
einen, der den CD11a/CD18-Adhisionskomplex bendétigt, und einen anderen, der das nicht
tut, abhéingig vom jeweiligen Stimulus und Signalweg (Doerschuk et al., 2001).

Dies ist ein mdglicher Ansatz, die unterschiedlichen Effekte blockierender Antikérper unter
differierenden &ulleren Bedingungen =zu erkldren. Unterschiedliche Ausléser oder
eingeschlagene Signaltransduktionswege, eventuell auch beeinflusst durch die Stirke der
einwirkenden Scherkraft, wiirden erkldren, warum LFA-1-AK einmal zu einer Ablosung
fiihren, ein andermal ohne jeglichen Effekt bleiben.

Die Crawlinggeschwindigkeiten von Monozyten und Neutrophilen Granulozyten selbst
scheinen unabhingig von der Scherrate. Sie unterschieden sich in unseren Auswertungen
gruppeniibergreifend nicht wesentlich in GefdBlen mit hoher Scherrate von Gefiflen mit

niedriger Scherrate.

Mac-1, CD11b/CD18

Mac-1 ist dafiir bekannt, Crawling neutrophiler Granulozyten im Rahmen einer Entziindung
zu regulieren (Phillipson et al., 2006, Ryschich et al., 2006, Ley et al., 2007, Phillipson et al.,
2009). Antikorper gegen Mac-1 reduzierten in anderen Untersuchungen zum Beispiel die
Geschwindigkeit der Bewegung, schriankten die Emigration ein und konnten die Anzahl der
crawlenden Zellen nach TNF-alpha-Gabe reduzieren (Phillipson et al., 2006, Pick et al., 2013,
Sumagin et al., 2010).

Monozytires Crawlen zeigte sich in einer entziindlichen Umgebung ebenfalls Mac-1-
abhingig (Sumagin et al., 2010, Hickey and Kubes, 2009). Diese Beobachtungen bestétigten
Mac-1 als wahrscheinlichen Crawlingregulator. Jedoch sind die Daten insgesamt inkongruent,
da LFA-1 und Mac-1 auch eine Rolle in der Adhésion von Leukozyten spielen (Dunne et al.,
2003). Frommbhold et al. zeigten 2010, dass losliches RAGE (receptor for advanced glycation
end products) als Mac-1-Ligand unter FluBbedingungen wéhrend eines Traumamodells die
Adhision von Leukozyten Mac-1-, jedoch nicht LFA-1-abhdngig steuerte.

Eine Blockade von Mac-1 hemmte in den Versuchen von Ueno et al. 2014 Crawling und
TEM Toxoplasma gondii-infizierter Monozyten in einem grof8eren Umfang als von nicht
infizierten. Die Toxoplasmeninfektion fiihrte zur vermehrten Expression der hochaffinen
Mac-1-Konformation und zu seiner Anhdufung in der Nihe endothelialer Verbindungszonen
(Ueno et al., 2014). Infektionen im allgemeinen oder spezielle Formen scheinen also Einfluss
auf den Affinititszustand und die Anordnung von Mac-1 zu haben. Dies bestdtigt unsere

Theorie, dass Mac-1-gesteuertes Crawling abhidngig von den Umgebungsbedingungen ist.
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Das Problem an den bisherigen in vivo-Studien, in denen Mac-1 als moglicher
Crawlingregulator untersucht wurde, ist, vergleichbar mit LFA-1, dass entweder knockout-
Tiere verwendet oder die Antikdrper vor der mikroskopischen Aufnahme appliziert wurden.
Wie bereits erwdhnt, verfehlen diese Methoden den direkten Beweis, dass das ausgeschaltete
Adhésionsmolekiil Crawling selbst und nicht vielleicht schon die Adhdsion davor blockiert.
Dies war der Grund, warum wir den Effekt von Mac-1 auf das Crawling von Leukozyten auch
mit Hilfe der Single-Cell-Tracking-Methode intravitalmikroskopisch untersuchten.

Die Experimente mit Mac-1-blockierenden Antikérpern zeigten unterschiedliche Reaktionen
der crawlenden Zellen, abhingig von der Richtung, in der sie sich vor der Intervention
bewegten. Wir beschreiben einen Richtungswechsel primir gegen den Blutfluss crawlender
Monozyten (78%) und Neutrophiler Granulozyten (82%) bei Blockade von Mac-1. Crawlende
Zellen gaben in unseren Versuchen eine Bewegungsrichtung gegen den Fluss auf. Ein Teil der
Monozyten (22%) hielt an, dariiber hinaus &nderte sich die Geschwindigkeit der
Crawlingbewegung nicht nach Gabe des Antikorpers. Der vorbeschriebene Einfluss von Anti-
Mac-1-AK auf die Crawlinggeschwindigkeit konnte von uns demnach nicht bestétigt werden.
Da sich die Bewegungsgeschwindigkeit der Zellen aber in unseren Versuchen unter Anti-
CD54 deutlich reduzierte, kommt gegebenenfalls eine antikorperbedingte Stérung des
Miteinanders der Bindungspartner Mac-1 und ICAM-1 als Ursache der unterschiedlichen
Erscheinungen in Frage.

Der GroBteil der Zellen bewegte sich nach Applikation von Anti-Mac-1-Antikoérpern mit dem
Blutfluss, kein Effekt zeigte sich bei Zellen, die sich von Anfang an mit dem Blutfluss
bewegten.

Dass auch einige Neutrophile Granulozyten nach Gabe eines Kontrollantikorpers
scherkraftunabhingig die Richtung dnderten, ldsst sich hieraus nicht erkldren. Da es sich im
Vergleich zu den Ergebnissen nach Anti-Mac-1-AK bei Monozyten und den iibrigen PMNs
aber um die Reaktionen weniger Einzelzellen handelte, ist eine zufillige Erscheinung

moglich.

Die Abhéngigkeit der Crawlingregulation durch Mac-1 und LFA-1 von der priméren
Bewegungsrichtung, wie in unseren Versuchen dargestellt, wurde in fritheren Studien noch
nicht gezeigt.

Crawling gegen den oder senkrecht zum Blutfluss scheint einen komplexen Mechanismus
darzustellen und durch andere Molekiile reguliert zu werden als die Bewegung mit dem Fluss.

Crawlende Zellen sind offensichtlich gezwungen, wenn die Crawlingsteuerung iiber CD11b
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blockiert wurde, in eine andere Ausgangsposition zu wechseln (hier die entgegengesetzte
Richtung), um weiterzucrawlen.

Die Crawlingrichtung unterliegt variablen Einfliissen, PMNs crawlen nach Massena et al.,
2010 in vivo vorwiegend mechanotaktisch gesteuert bis sie eine passende Junktionsstelle
entdecken und bewegen sich dabei teils auf direktem Wege und aktiv gegen den Strom des
vorbeiflieBenden Bluts dorthin. Haben sie die Grenze zwischen zwei Endothelzellen erreicht,
folgen sie ihr haptotaktisch reguliert (Phillipson et al., 2009, Massena et al., 2010). Wenn eine
perpendikuldre Bewegung im Rahmen einer Mechanotaxie stattfindet — dies bekréftigen auch
die Ergebnisse von in vitro-Versuchen unter Scherkraft- aber ohne Chemokineinfluss von
Massena et al. (2010) — und sich das dndert, wenn Mac-1 blockiert wird, ist eine tragende
Rolle von Mac-1 und seinen Bindungspartnern ICAM-1, ICAM-2 und JAM-C in dieser Form
hochstwahrscheinlich. Die Vermutung liegt nahe, dass Crawling gegen den Blutfluss in zwei
Phasen eingeteilt werden kann, eine nichtjunktionale mechanotaktische und eine junktionale,
die gegebenenfalls auch einer unterschiedlichen Regulierung unterliegen.

Wenn sich eine Zelle nicht mit dem Blutfluss bewegt, hat sie zwei Moglichkeiten, sie kann
senkrecht auf direktem Weg zu einer Junktionsstelle oder gegen den Blutfluss auf
,2Umwegen‘ an ihren definitiven Transmigrationsort crawlen.

Dass die Art der Endotheliiberquerung — transzelluldr oder parazelluldr - zwischen den
leukozytdren Subpopulationen variiert, wenn ein wichtiger Regulator wie Mac-1 blockiert
wird, konnte auch ein Hinweis auf differierende Steuerungsmechanismen sein. Wurde
Crawling von Neutrophilen Granulozyten durch eine Blockade von Mac-1 gehemmt,
migrierten sie vermehrt transzellulér. (Phillipson et al., 2006, Wong et al., 2010)

In unseren Versuchen crawlten nach der Gabe von Mac-1-Antikdrpern keine Monozyten aber
zwei Neutrophile Granulozyten perpendikuldr, die sich im Vorfeld gegen den Fluss bewegt
hatten. Wenn man die Hypothese aufstellt, dass perpendikulidres Crawlen im Zusammenhang
mit einer transendothelialen Migration steht, konnte ein Grund fiir den Unterschied zwischen
den Leukozytenpopulationen sein, dass Monozyten unter Umstdnden nicht in der Form
transzelluldr zu migrieren im Stande sind wie Neutrophile Granulozyten (Wong et al., 2010).
Entsprechend konnte die Art und Weise der Endotheliiberquerung auch Einfluss auf die
Crawlingrichtung gegen den oder senkrecht zum Fluss haben. Eine Zelle die auch
transzelluldr emigrieren kann, kann direkt (senkrecht) zum Endothel crawlen, eine andere, die

erst eine Junktionsstelle suchen muss, wird sich eventuell gegen den Fluss bewegen.
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Bezugnehmend auf den Einfluss von Mac-1 ist auch eine genauere Betrachtung seiner
Bindungspartner indiziert. Eine verdnderte Expression von JAM-C an interendothelialen
Verbindungszonen wéhrend Ischdmie-Reperfusions-Versuchen, seine Blockade und
genetische Deletion fiihrten in der Vergangenheit zu einer zogerlichen oder verkehrten
polarisierten transendothelialen Migration von PMNs, was fiir eine malB3gebliche Beteiligung
von JAM-C an der Migration wéahrend Entziindungen spricht (Woodfin et al., 2011).

Die mdgliche Rolle von JAM-C auch fiir das Crawling von Leukozyten lenkt die
Aufmerksamkeit allgemein auf die Verbindungsstellen zwischen Endothelzellen und andere
dort lokalisierte Adhésionsmolekiile wie Junctional Adhesion Molekuls A und B, ESAM,
Okkludine und Claudine und ihre mdgliche Rolle als Steuerungseinheiten. Diese
junktionsassoziierten Molekiile konnten im Fokus weiterer Analysen von Crawling und TEM
stehen.

Die Richtungswechsel von primdr gegen den Fluss crawlenden Zellen als Antwort auf die
Applikation eines CD-11b-Antikdrpers waren in unseren Versuchen unabhingig von der
GroBe der einwirkenden Scherkréfte. Zwischen 75% und 83% der Leukozyten dnderten ihre
Crawlingrichtung in beiden Scherkraftgruppen. Auch das Anhalten von Monozyten unter
Steady-State-Bedingungen konnte in beiden Gruppen gesehen werden.

Allerdings ist hierbei die Aussagekraft eingeschrankt, da insgesamt nur zwei Monozyten als
Reaktion auf den AK anhielten, davon jeweils einer in den beiden shear-Gruppen. Ob die
Fortfiihrung der begonnenen Bewegung davon abhingt in welchem Gefdl3 (hohe oder niedrige
Scherrate) sie stattfindet und gegebenenfalls unterschiedlich reguliert wird, kann aus den
vorliegenden Daten nicht geschlossen werden. Dies anhand weiterer Versuche ausreichender
Fallzahl mit besonderem Augenmerk auf den Abbruch einer begonnenen Crawlingbewegung

zu untersuchen, wire ein interessanter Aspekt moglicher Folgeprojekte.

ICAM-1

Werden CD11a oder CD11b durch monoklonale Antikérper blockiert, kdnnen sie nicht mehr
mit ihren Liganden interagieren. Daraus ergibt sich die Frage, ob nicht das Ausschalten von
Mac-1/LFA-1 selbst die Ursache des Richtungswechsels, Anhaltens oder Abldsens ist,
sondern vielleicht das Problem darin liegt, dass der endothelseitige Ligand ob seiner
mangelnden Bindung an das Beta2-Integrin in Wahrheit der maBgebliche Regulator ist.

Die Immunglobuline ICAM werden unter anderem auf Leukozyten und Endothelzellen
exprimiert (Long, 2011, Huang et al., 2006, Lehmann et al., 2003). Die Wirkung von

beispielsweise ICAM-1 auf die leukozytidre Migration ist sehr gut untersucht. So ist es unter
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anderem wichtig fiir die Aufrechterhaltung der Bindung zwischen Endothel und Leukozyt
(Smith et al., 1989, Smith et al., 1988). In den Untersuchungen von Ryschich et al. 2006
verhinderten entsprechende ICAM-1-Antikdrper grofBtenteils Crawlen. Anzahl, Strecke und
Geschwindigkeit nahmen im Vergleich zur Kontrolle ab, die durchschnittliche Crawlingdauer
jedoch variierte zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant (Ryschich et al., 2006).
Trotz der vielfdltigen Daten in bisherigen Studien war es fiir uns wichtig, eigene Ergebnisse
unseren Versuchsprotokollen entsprechend zu erhalten. Unsere Experimente zeigen, dass
ICAM-1 als Hauptligand der Beta2-Integrine zwar das Crawling von Monozyten und PMNs
beeinflusst, sich aber prozentual nach Antikorpergabe nicht mehr Zellen beispielsweise mit
oder gegen den Blutfluss bewegten als davor. Bei keiner intravitalmikroskopischen Aufnahme
und dem anschlieBenden Tracking war ein Richtungswechsel zu sehen. Auch in der Literatur
ist kein Richtungswechsel bei AK-Gabe gegen ICAM-1 erwihnt.

Wir beobachteten jedoch in diesen Versuchen, dass Zellen der verschiedenen Populationen
auf die Gabe von ICAM-1-blockierenden Antikérpern mit einer Verlangsamung (Monozyten
von 11lpm/min und Neutrophile Granulozyten von 10um/min auf Ipum/min) und teils mit
einer allgemeinen Reduktion der Crawlingbewegung reagierten. Diese eigenen Ergebnisse
sind vergleichbar mit den bekannten Ergebnissen friiherer Studien (Ryschich et al., 2006).
Eine mogliche Interpretation dieses Phidnomens ist, dass ICAM-1 als ein essentieller
Bestandteil Mac-1- und LFA-1-abhingigen Crawlings gesehen wird (Phillipson et al., 2009).
Wird nun die Funktion von ICAM-1 gestort, kann Crawling trotz intakten Mac-1 nicht mehr
in der urspriinglichen Quantitdt und Qualitdt stattfinden, da es an einem funktionstiichtigen
Liganden mangelt. ICAM-1 scheint eine wichtige Voraussetzung fiir zielgerichtetetes
Crawling in vivo zu sein.

Auch ICAM-2 ist ein potentieller Kandidat in der Steuerung leukozytdren Crawlens (Hickey
and Kubes, 2009, Schenkel et al. 2004, Halai et al., 2014), wurde jedoch im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht untersucht.

Diskussion der Wirkung von Scherkriften auf den Crawlingprozess

Scherkrifte haben einen nicht zu vernachlédssigenden Einfluss auf die Migrationskapazitéit von
Leukozyten (Shulman et al., 2009, Phillipson et al., 2006, Cuvelier and Patel, 2001, Sumagin
et al., 2010). Im Gegensatz zur interstitiellen Leukozytenmigration untersteht die
Migrationskaskade stark dem Einfluss einwirkender Scherkréifte (Shulman et al., 2009,
Phillipson et al., 2006, Cuvelier and Patel, 2001, Cinamon et al. 2001, Cinamon et al., 2004).
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Interessant in diesem Zusammenhang ist auch die Frage, welche Auswirkungen Scherkréfte
einerseits auf die Entziindungszelle, andererseits auf das vaskuldre Endothel haben und
inwiefern hierdurch andere membrangebundene Proteinaktivititen, wie beispielsweise die
Expression von Wachstumsfaktoren beeinflusst werden (Valignat et al., 2013).

In vitro wurde ohne das Einwirken von Scherkridften die Beobachtung gemacht, dass
Monozyten nach einer Art ,,basalen* Crawlings nicht migrierten. Es konnte sich hierbei um
eine Crawlingform handeln, die in unstimulierten Gefden stattfindet, ohne zu einer
Zelldiapedese zu fithren. Jedoch stellt sich die Frage, ob es sich hierbei um ein
physiologisches Phdnomen handelt, da der Einfluss der in diesem Fall nicht vorhandenen
Scherkrifte wie erwdhnt nicht zu unterschétzen ist. Scherkrifte kdnnen einerseits zu einer
Ablosung der crawlenden Monozyten fiihren, in vivo jedoch auch die Bereitschaft der Zelle
steigern zu transmigrieren. (Cuvelier and Patel, 2001, Hickey and Kubes, 2009)

Valignat et al. (2013) priiften die Auswirkungen von Verdnderungen der lokalen Scherkrifte
auf migrierende T-Lymphozyten. Die hierfiir bendtigte Zeit blieb unabhéngig von der Stérke
der  Scherkrifte, mdglicherweise  weil die  entgegengesetzten  Krifte von
Fortbewegungslamellipodien diese {iiberstiegen. Jedoch passten die Lymphozyten ihre
Migration schnell und reversibel an verdnderte Scherkréfte an. (Valignat et al., 2013, Rainger
et al., 1999).

In unseren in vivo-Versuchsreihen standen die Leukozyten immer unter dem Einfluss von
Scherkriften. In einer physiologischen Umgebung ist es nicht moglich, diese zu eliminieren.
Das wire im Rahmen unserer Fragestellung auch nicht sinnvoll gewesen. Um den Einfluss
von Scherkriften zu quantifizieren, unterschieden wir Gefille mit hoher von Gefillen mit
niedriger Scherrate und analysierten die crawlenden Zellen darin auf mdgliche Unterschiede.
Ist wie in diesem Fall, die Scherrate die einzige Variable bei sonst gleichen Bedingungen,
sind differierende Ergebnisse ihrem Einfluss zuzuordnen.

Scherkréfte scheinen Beta2-Integrin-reguliertes Crawling zu beeinflussen, die Wirkung LFA-
I-blockierender Antikorper war in unseren Versuchen im Gegensatz zu der von Mac-1-
Antikorpern scherkraftabhiangig.

Unter anderem induzieren Scherkréfte die notige Zellverformung, konnen sowohl férdernd als
auch hemmend auf Selektin-Selektinliganden-Briicken wirken, vermitteln Expressions-
verdnderungen leukozytdrer Adhésionsrezeptoren und ermoglichen so erst Adhésion, Rollen
und Transmigration (Sundd et al., 2011, Lei et al., 1999, Finger et al., 1996, Lawrence et al.,
1997, Simon and Goldsmith, 2002, Sampath et al., 1995, Cuvelier and Patel, 2001,
Luscinskas et al., 2001).
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Da fiir Scherkrifte eine Wirkung auf die Integrinregulierung und damit indirekt auf die
Crawlingbewegung, aber in vitro auch auf das Crawlen selbst beschrieben wurde (Lee et al.,
2009, Shulman et al., 2009, Marschel and Schmid-Schonbein, 2002), priiften wir den Einfluss
dieses Parameters auch in unseren in vivo-Versuchsreihen. Die unmittelbare Abhéngigkeit des
Crawlings von auf die Zellen einwirkenden Scherkriften wurde bisher intravital-

mikroskopisch nicht gezeigt.

Im Rahmen unserer Experimente konnten im Vergleich zu den Ergebnissen aus einigen in
vitro—Studien, in denen Scherkrifte als essentiell fiir Crawling beschrieben wurden, das
ginzlich unabhdngig von einem chemotaktischen Gradienten war, bei beiden
Zellpopulationen keine Unterschiede in den bewerteten Bewegungscharakteristika (z.B.
Muster, Richtung, Geschwindigkeit) gezeigt werden.

Eine mogliche Erklarung fiir diese unterschiedlichen Beobachtungen ist, dass die
Integrinregulierung auf Leukozyten als Voraussetzung fiir eine crawlinglimitierende
Filopodienausbildung scherkraftabhéngig ist.

Es ist kein unmittelbarer Widerspruch der Ergebnisse untereinander zu konstatieren. Jedoch
ist festzuhalten, dass die in vitro-Ergebnisse nicht direkt auf lebende Organismen iibertragbar
sind, und zur genauen Crawlinganalyse in vivo-Versuchsreihen unverzichtbar sind.

Wihrend die Applikation von blockierenden Antikorpern gegen LFA-1 eine Ablosung der
Monozyten vom Endothel in postkapilliren Venolen mit hoher Scherrate induzierte, konnte
eine derartige Wirkung in Venolen mit niedriger Scherrate nicht gezeigt werden, eventuell
bedingt durch in diesen Gefd3en unterschiedlich wirkenden Scherkrifte. Ein moglicher Grund
hierfiir ist, dass fiir eine Ansammlung und Aktivierung von LFA-1 intravasale Scherkrifte
nétig sein konnten. Bei ausreichend hoher Zugspannung wére dies im Vergleich zu Gefilien
niedriger Scherrate, in denen diese deutlich geringer ausgeprigt ist, ein moglicher Grund fiir
das beobachtete unterschiedliche Crawlingverhalten von Monozyten dort. Da blockierende
Antikorper gegen LFA-1 keine Auswirkung auf das Crawling in Gefédf3en niedriger Scherkraft
hatten, ist zu vermuten, dass es hier LFA-1-unabhiangig durch andere Mechanismen reguliert

wird.

5.3 Maogliche Folgeprojekte

Nach der Beendigung unseres in dieser Arbeit beschriebenen Projekts sind weitere Ansétze

beziehungsweise Versuchsautbauten denkbar.
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Um eine noch genauere Aussage zur Regulation des Crawlings zu erhalten, wire es sinnvoll,
die Wirkung von Beta-Integrinen auf monozytires Crawling auch unter den Bedingungen
einer Entziindung genauer zu untersuchen.

Dartiber hinaus wire auch eine Analyse des Einflusses von CD11c, VLA-4, VCAM-1, JAM-
und A, -B, -C auf das Crawling der leukozytiren Subpopulationen im Steady-State und
wihrend einer Entziindung denkbar. Der Einfluss von Selektinen auf das Crawling wurde von
uns teils im Vorfeld dieser Arbeit untersucht. Antikorper gegen P-, L- und E-Selektine hatten
hierbei keine Wirkung auf crawlende Leukozyten.

Durch die Technik der Konfokalmikroskopie konnte die Verteilung von JAMs in Bezug auf
die Ubergiinge und Verbindungen zwischen den Endothelzellen untersucht werden.

Mittels Flusszytometrie konnte sowohl die Aktivitdt und Reinheit der Leukozyten als auch die
Bindung der gegebenen Antikorper tiberpriift werden.

Von grofBem Interesse ist auch eine spezielle Analyse des Crawlings wihrend der
Atherosklerose. Hierfiir wire die Verwendung von ApoE-defizienten Tieren eine Option.
Bedingungen fiir alle Folgeversuche sollten die genaue Einhaltung der -etablierten
Versuchsprotokolle, eine stindige Kontrolle der Vergleichbarkeit der einzelnen

Versuchsgruppen und der Tiere untereinander wie auch ausreichend hohe Fallzahlen sein.

5.4 Ausblick

Mit einer genaueren Kenntnis der Migration von Entzlindungszellen, respektive des
Crawlings und seiner spezifischen Regulation in Abhéngigkeit von unterschiedlichen
Rahmenbedingungen ist langfristig eine zielgerichtete Intervention im Rahmen von
Entziindungsgeschehen vorstellbar.

Da diese die Grundlage einiger bedeutender Krankheitsentititen darstellen, ist dies sowohl
medizinisch als auch gesundheitspolitisch eine interessante Option.

Die gezielte pharmakologische Beeinflussung leukozytirer Migration ist ein Ziel in der
Entwicklung neuer Therapieoptionen fiir Krankheiten, bei deren Behandlung eine reduzierte
oder gesteigerte Immunantwort erwiinscht ist (Mackay, 2008, Friedl and Weigelin, 2008,
Nourshargh et al. 2010).

Zum Beispiel konnten auf Zellebene angreifende Therapien den Verlauf einer
atherosklerotischen Entziindung modifizieren und damit das Fortschreiten der Krankheit
positiv beeinflussen (Soehnlein and Weber, 2009).

Experimentelle Ansitze konnten die Zahl verfiigbarer Blutmonozyten vermindern, von denen
sich Makrophagen, dendritische Zellen und Schaumzellen ableiten. So konnten

atherosklerotische Lédsionen beziehungsweise deren Belastung mit sich verdndernden
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Blutlipiden reduziert werden, indem zielgerichtet Einfluss auf bestimmte Adhisionsmolekiile
genommen wird (Galkina and Ley, 2009).

In diesem Zusammenhang stellen auch Integrine einen Angriffspunkt moglicher
therapeutischer Interventionen dar. Integrine vermitteln nicht nur adhdsive Vorginge
zwischen Zellen beziehungswese zwischen Zellen und extrazelluldrer Matrix, sondern
beeinflussen viele verschiedene Signaltransduktionskaskaden, die das Uberleben, die
Proliferation, die Differenzierung von Zellen und die Organentwicklung beeinflussen. Defekte
der Integrine oder ihrer Effektoren konnen demnach Verdanderungen dieser Bereiche bedingen
und so  fehlerhafte = Organentwicklung, = Abwehrschwidche, @ Malignome  und
Autoimmunkrankheiten bedingen (Zhang and Wang, 2012).

Die gestorte Aktivierung von Integrinen auf Leukozyten und die unzureichende Expression
von Glykoproteinen, Mac-1, LFA-1 und gpl150/95 charakterisieren menschliche
Leukozytenadhdsionsdefizienzsyndrome. Diese sind gekennzeichnet durch eine gestorte
Rekrutierung und Emigration von Leukozyten und konsekutiv eine ungeniigenden Funktion
wihrend einer Entziindung. Es kommt zu rezidivierenden Infektionen. (Herter et al., 2013,

Anderson et al., 1985, Anderson and Springer, 1987, Bowen et al., 1982)

Bereits heute finden blockierende Antikdrper, gerichtet beispielsweise gegen VLA-1
(A4B1)/Natalizumab und gegen LFA-1/Efalizumab, Anwendung in der Behandlung
verschiedener Krankheitsbilder (Zhang and Wang, 2012, Miller et al., 2003, Lebwohl et al.,
2003). Lebwohl et al. zeigten 2003 eine signifikante Verbesserung maéaBiger bis schwerer
Krankheitsverldufe der Psoriasis bei Behandlung mit Efalizumab. Durch Gabe von
Natalizumab konnte unter anderem eine Reduzierung entziindlicher ZNS-Lisionen im

Rahmen der Multiplen Sklerose erreicht werden (Miller et al., 2003).

Ein weiterer interessanter Aspekt ist ein mdglicher Zusammenhang crawlender Leukozyten
mit der Pléttchen-Clearance (Beseitigung). Maugeri et al. (2011) wiesen auf intensive
Wechselwirkungen zwischen aktivierten Thrombozyten und Leukozyten und eine sich darauf
beziehende Moglichkeit hin, aktivierte Thrombozyten aus dem Blutkreislauf zu entfernen.
Diese wiederum konnten in Zusammenhang mit der Entstehung von Thrombosen und der
Atherosklerose stehen. (Maugeri et al., 2011)

Die Rolle residenter Monozyten im Steady-State ist weiterhin ungeklirt. Eine eventuelle
Beteiligung patrollierender Monozyten an der Beseitigung aktivierter Pldttchen wiére

denkbar.
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Entziindliche Reaktionen spielen eine entscheidende Rolle in der Entstehung und dem Verlauf
vieler Krankheiten. Auch wirtschaftlich wie gesundheitspolitisch bedeutende Entitdten wie
Atherosklerose und die dadurch bedingten Herzkreislauferkrankungen gehoren hierzu.
Entscheidend in der immunologischen Pathophysiologie ist, dass die entsprechenden
Entziindungszellen aus dem Blutgefdflsystem in das Gewebe gelangen konnen. Fiir ein
koordiniertes Nacheinander der hierzu ndétigen Schritte ist die Interaktion von
Signalmolekiilen wie Anhaftungsfaktoren auf Entziindungszellen und Endothelzellen
entscheidend. Die drei Schritte der bekannten Migrationskaskade Rollen, Anhaften und
Transmigration wurden in den vergangenen Jahren in einer Vielzahl von Studien untersucht.
Intravaskuldres leukozytidres Crawling (,,Krabbeln/Kriechen®) hingegen stellt einen relativ
neu identifizierten Schritt dar, dessen funktionelle Bedeutung und genaue Regulierung bisher
noch nicht ausreichend verstanden sind.

Gegenstand dieser Studie war es, die genauen Mechanismen des Crawlens inklusive der
Unterschiede zwischen den Populationen und verschiedenen Ausgangssituationen mittels in
vivo-Mikroskopie zu analysieren.

Um das entsprechende Bewegungsverhalten genauer zu verstehen, war es notig, im Vorfeld
eine Versuchsanordnung zu etablieren, die es uns ermoéglichte die intravasal crawlenden
Zellen zu beobachten und ihr Verhalten quantitativ wie qualitativ zu beschreiben. Hierfiir
wurde aufgrund seiner Vorteile gegeniiber der herkommlichen Intravitalmikroskopie ein
Zweiphotonenmikroskop verwendet. Um die Leukozyten in einer entziindungsfreien Situation
zu beobachten, entschieden wir uns fiir das Ohrmodell. Hier konnen die Zellen bei minimaler
chirurgischer Manipulation und kaum auftretenden Bewegungsartefakten in einer
zweidimensionalen GefdBarchitektur beobachtet werden. Im Anschluss wurde das
Bewegungsverhalten der Zellen mittels Single-Cell-Tracking analysiert. Diese von uns
etablierte Methode ermdglicht die durchgehende Beobachtung und Analyse jeder einzelnen
crawlenden Zelle. Einfliisse anderer Faktoren auf andere Schritte der Migrationskaskade

konnen ausgeschlossen werden.

Im ersten Teil unserer Untersuchungen konnten wir das in der Literatur bereits beschriebene
patrollierende Crawling von Monozyten unter entziindungsfreien Bedingungen (Steady-State)
beobachten, wobei kein Crawling von T-Lymphozyten und kaum Crawling von Neutrophilen

Granulozyten darstellbar war.
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Wir konnten zeigen, dass Acridin Orange- bzw. Rhodamin 6G-markierte Leukozyten in den
Ohrvenen crawlten. In diesem Zusammenhang stellten wir einen bedeutenden Einfluss des
phototoxischen Effekts auf den Entziindungszustand des Ohrs und damit das Verhalten der
Neutrophilen Granulozyten fest. Dieses Phdnomen zeigte sich in diesem Ausmal nicht bei der
Untersuchung von Monozyten.

Um den die Phototoxizitét verstirkenden Effekt von konventionellen Fluoreszenzfarbstoffen
zu umgehen, entschieden wir uns fiir die Verwendung von LysM eGFP/eGFP und CX3CR1
eGFP/+ Tieren.

Eine weitere Beobachtung war, dass auch die eingestellte Energie des Zwei-Photonen-Lasers
Einfluss auf die Anzahl der crawlenden Neutrophilen Granulozyten hatte. Diese Wirkung
wurde bei GFP-positiven Monozyten nicht sichtbar. Als Konsequenz daraus wurde die
maximal anzuwendende Laserstiarke wihrend der Versuche auf einen Bereich zwischen 2,5%
und 5% begrenzt. Da eine liangere Einwirkung des Lasers bei geringer Stirke ebenso eine
entziindliche Reaktion zu induzieren vermochte, wurde auch die Gesamtaufnahmedauer
einzelner Gefdfle limitiert. Gegen Gr-1-gerichtete Antikorper scheinen das Crawling von
Neutrophilen Granulozyten zu hemmen.

Aufgrund dieser Ergebnisse verwendeten wir fiir alle nachfolgenden Versuche Protokolle, die
genetisch verdnderte GFP-Mausstimme und damit eine Farbung mit anderen Farbstoffen

hinféllig machten.

Im zweiten Teil dieser Studie untersuchten wir Unterschiede zwischen dem Crawling von
Neutrophilen Granulozyten und Monozyten im Steady-State. Wir stellten fest, dass
Neutrophile Granulozyten unter physiologischen Bedingungen kaum crawlen und, wenn sie
es tun, eine sehr schnelle Bewegung (,,Rolling like crawling®) kiirzerer Dauer
(durchschnittliche Geschwindigkeit Neutrophile Granulozyten: 18um/min, Monozyten: 11
pm/min; durchschnittliche Dauer: Neutrophile Granulozyten 0,9min, Monozyten: 7,1min)
ausfiihren. Ebenso beobachteten wir Unterschiede im Bewegungsmuster zwischen den
Leukozytenpopulationen. Wihrend Neutrophile Granulozyten hauptsdchlich kurze
Wegstrecken (short) zuriicklegten, war das Hauptbewegungsverhalten von Monozyten
hairpin. Im Gegensatz hierzu zeigte sich die Richtung der Bewegung vergleichbar zwischen

beiden Populationen, hauptsédchlich mit dem Blutfluss (>50%).

Im nédchsten Schritt analysierten wir die Unterschiede im  Verhalten der

Leukozytensubpopulationen als Antwort auf einen Entziindungsreiz. Wir zeigten, dass KC
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einen quantitativen Anstieg crawlender Neutrophiler —Granulozyten verursachte.
(durchschnittliche Anzahl crawlender Zellen: 0,8/10 ‘um?® vor KC auf 4,4/10 *um?). Diese
Wirkung hatte KC nicht auf Monozyten. Der Entziindungsreiz brachte die Leukozyten dazu,
ithre Bewegungsgeschwindigkeit zu verdndern. Neutrophile Granulozyten crawlten jetzt
langsamer, vergleichbar mit Monozyten. Deren Geschwindigkeit entsprach mit
durchschnittlich 10pm/min der unter Steady-State-Bedingungen.

Im Gegensatz zur Hauptbewegungsrichtung beider Populationen mit dem Blutfluss unter
Steady-State-Bedingungen crawlten Monozyten und Neutrophile Granulozyten nach KC-
Gabe zu einem groBeren Anteil auch gegen die Blutflussrichtung und senkrecht dazu.

Eine Verdnderung beobachteten wir beziiglich des Bewegungsmusters. Wéhrend Neutrophile
Granulozyten bei einer Entziindung vor allem die Form hairpin zeigten, dnderten auch die
Monozyten ihr Bewegungsmuster dahingehend, dass sie die Variabilitidt ihrer Bewegung

erweiterten und viele verschiedene Crawlingmuster parallel auftraten.

Im folgenden Teil der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Wirkung der Integrine Mac-1,
LFA-1, ihres Liganden ICAM-1 und des Blutflusses inklusive der Scherrate auf das
Crawlingverhalten von Leukozyten.

Wir konnten zeigen, dass LFA-1, Mac-1 und ICAM-1 Crawling von Monozyten im Steady-
State und Neutrophilen Granulozyten im Rahmen einer Entziindung regulieren. LFA-1 hatte
Einfluss auf Crawling in Gefdlen mit hoher Scherrate, nicht jedoch in Gefallen mit niedriger
Scherrate. Monozyten (85%) und Neutrophile Granulozyten (100%) losten sich in Gefd3en
mit hoher Scherrate vom Endothel, nachdem blockierende Antikorper gegen LFA-1 gegeben
wurden. Diese Ergebnisse liefern Hinweise auf eine nicht zu unterschétzende Rolle von
CD11a auf die leukozytire Adhdsion.

Mac-1 erwies sich als crawlingdeterminierend bei Leukozyten, die sich gegen den Blutfluss
bewegten. Sie &dnderten ihre Richtung (78% der Monozyten, 82% der Neutrophilen
Granulozyten) oder hielten an (22% der Monozyten), nachdem gegen CD11b-gerichtete
Antikorper gegeben wurden. Ob die Zelle in einem Gefdll hoher oder niedriger Scherrate
crawlte, hatte keinen Einfluss hierauf.

ICAM-1-Antikorper flihrten bei beiden Populationen zu einer Verminderung der
Crawlinggeschwindigkeit (von 10/11pm/min auf 1 pm/min).

Wihrend beschrieben wurde, dass Scherkrifte in vitro Crawling beeinflussten, konnten wir in

unseren in vivo-Experimenten zeigen, dass die Crawlinggeschwindigkeit unabhédngig von der
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Starke der Scherkrifte ist, unterschiedliche Scherraten jedoch Einfluss auf die Wirkung von
Antikdrpern, im Speziellen die Signalgebung via LFA-1, haben.

Die Beobachtungen im Rahmen dieser Studie liefern deutliche Hinweise, dass Crawling von
Leukozyten eine wesentliche Voraussetzung fiir die Zellmigration wéhrend einer Entziindung
ist. Dieses Kriechverhalten stellt einen komplexen Prozess dar, der sehr spezifisch iiber die
Interaktion verschiedener Oberflichenmolekiile mit den entsprechenden Liganden gesteuert
wird. Seine Regulation scheint sich bei differierenden Umgebungsbedingungen zu
unterschieden. So lassen die Ergebnisse unserer Versuchsreihen vermuten, dass die Grof3e des
GefidBes in Zusammenhang mit der Blutflussgeschwindigkeit und die dadurch bedingte
Scherrate Unterschiede im Crawlingverhalten bedingen. Die Wirkung der applizierten
Antikorper war teils abhingig von der vorherigen Bewegungsrichtung der Zelle. Auch dies
lasst vermuten, dass sich die Steuerung des Crawlings bei verschiedenen
Bewegungsrichtungen und Zellpopulationen unterscheidet und es wahrscheinlich
unterschiedliche Formen von Crawling gibt.

Der Versuchsaufbau erwies sich als geeignet, um in vivo und mit einer Minimierung von
Storfaktoren eine genaue Bewegungsanalyse der Zellen durchzufiihren. Durch die
Beobachtung der direkten Wirkung des Antikorpers iiber die Gabe wéhrend der
Videoaufnahmen konnten wir die entsprechenden Zellreaktionen unmittelbar dem applizierten

Antikorper zuordnen.

Um noch genauere Angaben iiber das Crawling und seine Bedeutung im Rahmen von
Krankheiten zu erlangen, werden weitere Versuchsreihen notig sein. Gerade bei der Analyse
von Monozyten ist eine hohe Versuchszahl nétig, da in den Einzelgeféfen jeweils nur wenige
Zellen crawlen. Mittelfristig sind jedoch durchaus therapeutische Interventionen in der

Behandlung diverser entziindlicher Verdnderungen denkbar.
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