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3 Einleitung

3.1 Das zellulare, angeborene Immunsystem, die akute Inflammation und

lokale Mechanismen der Pathogenabwehr

Lebende Organismen stehen permanent in Interaktion mit ihrer Umwelt. Dabei
ist eine funktionierende Abwehr essentiell um potentielle Schadlinge, wie
Bakterien, Viren, Pilze oder mehrzellige Parasiten zurickzuweisen. Schon
einfache Lebensformen sind hierflir mit Zellwanden, antimikrobiellen Peptiden
(AMPs), Antibiotika und weiteren intrazellularen Systemen zur Erkennung von
Fremd-DNA/-RNA ausgestattet [1]. Frihe wirbellose Organismen entwickelten
die ersten pattern recognition receptors (PRRs) in Form von intrazellularen
NOD-like receptors (NLRs) und transmembranaren toll-like receptors (TLRs).
Deren Funktion besteht darin pathogen associated molecular patterns (PAMPSs)
und damage associated molecuar patterns (DAMPs) zu erkennen und dadurch
zelluldren Stress im Sinne von viralem, oder bakteriellem Befall sowie
Zelluntergangen bekampfen zu kénnen [2, 3].

Im Zusammenspiel mit den ersten immunkompetenten Zellen entstand so die
Fahigkeit zielgerichtete Antworten wie Enkapsulierung, Phagozytose oder
Freisetzung von AMPs bei Erkennung von PAMPs oder DAMPs einzuleiten [4].
Dieser Mechanismus bildet die zellulare Grundlage des angeborenen
Immunsystems und hat sich im Laufe der Evolution auf hochspezialisierten
Zelltypen verteilt. Zu diesem zahlen gewebestandige Makrophagen,
dendritischen Zellen (DZs) und Mastzellen, aber auch neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und naturliche Killerzellen (NKZs) [1, 5, 6].
Makrophagen und Monozyten konnen in beinahe jedem Organsystem
angetroffen werden und scannen dort nach PRR Liganden und erflllen
homdostatische Aufgaben [7]. Kommt es zur Aktivierung, beginnen sie
augenblicklich zu phagozytieren und aufgenommene Antigene Uber den major
histocompatibility complex Il (MHC-II) zu prasentieren [8]. Fur die erfolgreiche
Abwehr sind sie jedoch auf die Rekrutierung von weiteren Zellen angewiesen.
HierfUr werden inflammatorische Mediatoren wie Tumor Nekrose Faktor o
(TNFa), Interleukin 1B (IL-1B), Interleukin 6 (IL-6), sowie Histamine und
Interferon y (INFy) in das umliegende Parenchym freigesetzt [9, 10]. Dies erfullt,
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neben der Sensibilisierung von weiteren gewebestandigen Immunzellen, die
Aktivierung von Endothelzellen, welche hierauf mit einer Steigerung der
GefalRpermeabilitat reagieren [11]. Durch einschwemmendes Wasser kommt es
zur Odembildung und nachfolgend zur Extravasation von neutrophilen
Granulozyten (polymorphonuclear neutrophils = PMNs) (siehe 3.4). Diese
setzen antimikrobielle Substanzen, wie die neutrophilen Elastase (NE),
Myeloperoxidae (MPO), Lysozym und Defensine frei [12]. Dartber hinaus sind
sie zur Phagozytose fahig [13] und konnen die Rekrutierung weiterer
Leukozyten durch Ausstolung pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFa, I1L-1[3,
IL-6 und CXCL2 beeinflussen [14]. In aktiven Entzindungsherden streben sie
so durch breitflachige Sterilisation des Areals Keimfreiheit an. Dieser Prozess
findet eine Kehrtwende, wenn apoptotische, nicht Iytische PMNs von
Makrophagen erkannt und phagozytiert werden. Hierdurch wird ein Wechsel
von pro- hin zu anti-inflammatorischer Zytokinsekretion (zum Beispiel IL-10 und
TGF-B) eingeleitet [15]. Es kommt zur Hemmung der Migration zusatzlicher
PMNs. Weiter beginnen Makrophagen mit der Beseitigung von abgestorbenen
Zellen und leiten so die Resolution der Entziindung ein [15].

Betont werden muss an dieser Stelle die Bedeutung einer exakten Regulation
aller beteiligten Zellpopulationen. Aus der Unspezifitat granulozytaren Wirkens
resultiert im Rahmen einer Immunreaktion unumganglich ein kollateraler
Gewebeschaden, dessen Ausmald fatale Folgen haben kann [16].
Paradebeispiele hierfur sind virale Pneumonien oder septisch verlaufende
Infektionen, bei denen eine unkoordinierte Uberreaktion, ein sogenannter
Zytokinsturm, in lebensbedrohlichen Krankheitsbildern gipfelt [17, 18]. Daneben
steht eine inadaquate Rekrutierung vom PMNs im Zentrum des
Pathomechanismus von autoimmun entzindlichen Erkrankungen, beispielhaft
derer des rheumatischen Formenkreises [19], oder neurologischer
Autoimmunerkrankungen [20]. Zuletzt kann eine nicht ausreichend limitierte
lokale Entzindungsreaktion den Regenerationsprozess verhindern und in einer
exzessiven Bildung von Narbengewebe und dadurch zum Funktionsverlust
fUhren [21].
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Die Beeinflussung der inflammatorischen Prozesse des angeborenen
Immunsystems ist ein attraktives Ziel fir Therapieansatze. Herausforderung
bleibt nach wie vor die Balance aus effektiver Hemmung der Entziindung und
Stimulation der Regeneration mit der einhergehenden Anfalligkeit gegenlber

Infektionen zu finden [22].

3.2 Endotheliale Aktivierung und leukozytare Migration

Ist die lokale Reaktion der gewebsstandigen, immunkompetenten Zellen auch
von zentraler Bedeutung in der Erkennung sowie Verteidigung gegen
Pathogene, so ist ihre Kapazitdt und Kompetenz im Umgang mit diesen
beschrankt. Deswegen ist der Organismus fur eine effektive Abwehrfunktion
zwingend auf die Rekrutierung von Leukozyten an den Entzindungsherd
angewiesen. Postkapillare Venolen stellen im Rahmen einer akuten

EntzGndung den primaren Schauplatz der leukozytare Rekrutierung dar [23].

Homobostase Endotheliale Rolling Slow-Rolling Arrest
Aktivierung Integrin-Aktivierung
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Abbildung 1 Endotheliale Aktivierung und leukozytéare Interaktion

Schematische Darstellung der endothelialen Interaktion von Leukozyten,
Thrombozyten und den zentralen Adhasionsmolekilen [24-26].
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Diese wird unter anderen vermittelt durch die Exposition gegentber pro-
inflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-13, dem akute Phase Protein CRP,
synthetisiert in der Leber nach Kontakt mit IL-6, oder direkter Exposition
gegenuber LPS [27]. Speziell TNFa und IL-1B stehen im zeitlichen Verlauf
dieses Prozesses an vorderster Stelle und werden von gewebestandigen
Makrophagen sezerniert, welche in Kontakt mit PAMPs oder DAMPs
gekommen sind [11]. Endotheliale Zellen reagieren hierauf mit einer luminalen
Expression von E-Selektin [28], P-Selektin [29], sowie dem P-selectin
glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) [30, 31] (siehe Abbildung 1).

Thrombozyten kdénnen nun durch die eigene Expression von P-Selektin und
PSGL-1 mit dem Endothel in Verbindung treten und verstarken damit das
Migrationssignal fur PMNs und andere Zellen [31]. Granulozyten erkennen das
reiche Angebot an Selektinen und kdnnen eine initiale Verbindung mit dem
Endothel eingehen, welche sich durch eine rollende Bewegung entlang der
Gefallwand aul3ert. Die Zellen nutzen ebenfalls PSGL-1, durch dessen Bindung
mit Selektinen ein sogenanntes outside-in signaling angesto3en und eine
Konformationsanderung der B2-Integrine (a2 = lymphocyte function antigen 1
= LFA-1 und amB2 = macrophage -1 antigen = Mac-1) auf ihrer Oberflache
induziert wird [32]. Durch intrazellulare Kaskaden kommt es zur Aktivierung und
Bindung von Talin-1 an die intrazellulare Domane der Integrin-Bz-Untereinheit.
Daraus resultiert die Entfaltung der Bindungsstelle (sogenanntes inside-out
signaling) in einen intermediaren Affinitatszustand des intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1), welches vom Endothel exprimiert wird [33]. Durch den
zusatzlichen Einfluss von Chemokinen, wie endothelial exponiertem CXCLA
und dessen Bindung an CXCR2, wird die zusatzliche intrazellulare Bindung von
Kindlin-3 angeregt [34, 35]. Dieses bewirkt in Kombination mit Talin-1 den
Ubergang der Integrine in den Zustand der hdchsten Affinitat, wodurch die
Zellen zunehmend verlangsamen (sogenanntes Slow-Rolling). Diesen
Prozessen schlieldt sich die Interaktion des asf31 Integrin, auch very late antigen

4 (VLA-4) genannt, mit dem vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1) an [36,
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37], wodurch der Leukozyt in Zusammenspiel mit ICAM-1 schliel3lich am
Endothel zum Stillstand (= Arrest) kommt [38].
Jetzt stehen die Zellen vor der Herausforderung, sich innerhalb des Blutstromes

hin zu endothelialen Austrittspunkten zu bewegen.

Endovaskulares Identifizierung Migration

Crawling von Exit-Cue's ) "
parazellular transzellular

Uropod Leading edge

Beteiligte Akteure:

GPCR - GTPasen ICAM-1 / VCAM-1 VE-Cadherin
Cluster

Chemokingradienten LFA-1/Mac-1 - ICAM-1  LFA-1/ Mac-1 - ICAM-1
(CXCR2 — CXCL1)
LFA-1/ Mac-1 - ICAM-1 VLA-4 /| VCAM-1 VLA-4 /| VCAM-1
LFA-1 / Mac-1/ ICAM-1 PECAM-1 PECAM-1
VLA-4 /| VCAM-1 CD99 CD99

JAMs JAMs

Abbildung 2 Endovaskuldres Crawling und Extravasation

Schematische Darstellung des endovaskularen Crawling hin zu Exit-Cues mit
anschlieRender TEM, para- oder transzellular [23, 25, 39]. Darunter aufgelistet sind
beteiligte Adhasionsmolekile und Proteine [24, 40, 41].

Dieser Prozess, der als Crawling bezeichnet wird (siehe Abbildung 2), ist
abhangig von einem streng regulierten Ausmall an zytoskelettaler
Reorganisation [25]. Verantwortlich dafur sind erneut Integrine und eine durch
G-Protein gekoppelte Rezeptoren (G protein coupled receptor = GPCR)
vermittelte GTPasen-Aktivitat [42]. GPCRs werden durch Chemokine wie
CXCR2 aktiviert und orientieren die Zelle durch Konzentrationsverhaltnisse zum
Herd der Entzindung [43]. Es kommt zur Polarisation innerhalb der

neutrophilen Granulozyten. Diese geht einher mit der Umverteilung von
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Integrinen aus einem retraktiven Pol (Uropod) an den flihrenden Pol (leading
edge) [44]. Durch die Polarisation sind die Zellen in der Lage Bewegungen
selbst entgegen der Blutstromung auf der Suche nach Austrittspunkten (exit
cues) durchzufuhren [45], welche das Endothel durch Anhaufungen von ICAM-
1 und VCAM-1 markiert [46, 47].

Dort angelangt fuhrt die Bindung der neutrophilen Adhasionsmolekile durch
eine Reihe von outside-in signaling zur Offnung der endothelialen Barriere
durch lokale Reorganisation und Internalisation von VE-Cadherin [48] sowie
den junctional adhesion molecules (JAMs) [49]. Durch die Bindung von platelet
endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1) sowie CD99, welche an der
junktionalen Grenze zwischen zwei Endothelzellen exprimiert werden [50],
dréngt sich der PMN durch die entstandene Offnung und gelangt so in das
Interstitium [51]. Diesersogenannten parazellulare transendotheliale Migration
(TEM) steht die transzellularen TEM gegenuber. Hierbei stehen erneut
Interaktionen von ICAM-1, VCAM-1, JAMs, PECAM-1 und CD99 im
Vordergrund, ohne dass es dabei zu einer Offnung der VE-Cadherin Bindung
kommt [52]und die Zellen das Gefald durch eine Endothelzelle hindurch
verlassen. Diese Form der Extravasation scheint physiologisch nur flr einen
Bruchteil der Zellen innerhalb der peripheren Zirkulation relevant zu sein [40]

und soll daher an dieser Stelle nicht weiter vertieft werden.

3.3 Platelet-Neutrophil Complexes (PNCs)

Thrombozyten sind die zentralen Akteure der zellularen Blutgerinnung und
dabei spezialisiert auf Interaktionen mit der extrazellularen Matrix, aktivierten
Endothelzellen und Fibrinpolymeren. Das Aufbauen eines stabilen Netzwerkes
an einer Endothellasion, sowie die Bindung und Aktivierung der Proteine der
Gerinnungskaskade, sind dabei unabdingbare Bausteine der Hamostase. Durch
Einfangen von Erythrozyten und Leukozyten [53, 54] konnen Leckagen
abgedichtet undBlutverluste minimiert werden. Daruber besitzen Thrombozyten
Eigenschaften, die klassischer Weise Zellen des Immunsystems zugesprochen
werden. Blutplattchen besitzen Rezeptoren  fir  Faktoren  des

Komplementsystems [55], konnen Fremdkorper phagozytieren [56] und sind in
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der Lage chemotaktische Mediatoren, wie platelet-factor-4 (PF-4) und
Metabolite der Arachidonsaure, freizusetzen [57, 58]. So sind sie durch P-
Selektin Exposition mitverantwortlich fur eine zielgerichtete Migration von PMNs
in entzindetes Gewebe [59] (siehe 3.2).

Daneben konnen aktivierte Thrombozyten auch mit zirkulierenden PMNs
interagieren und mit diesen in eine funktionelle Einheit Gbergehen [60, 61]
(schematisch dargestellt in Abbildung 3). Im Zusammenhang mit PMNs spricht
man hierbei von sogenannten platelet-neutrophil-complexes (PNCs), einer
Formation, die durch die Bindung von thrombozytarem P-Selektin an

granulozytares PSGL-1 initiiert wird [62].

GPlib/llla

Thrombozyt

. O Fibrinogen

PMN

Abbildung 3 Schematische Darstellung der PNC Bindung

Vereinfachtes Schaubild des zeitlichen Ablauf der Interaktion von PMNs und
Thrombozyten zur Bildung eines PNCs sowie beteiligter Oberflachenmolekile [60,
63, 64].

Durch outside-in signaling werden intrazellulare Kaskaden in Gang gesetzt,
welche B2-Integrine, Mac-1, sowie LFA-1 aktivieren. Ruhend liegen die
extrazellularen Domanen in einem gefalteten Zustand vor, welche nicht in der
Lage sind Liganden zu binden [65]. Die Aktivierung ist notwendig, damit LFA-1
intercellular adhesion molecule 2 (ICAM-2) [66], Mac-1 Glykoprotein Ib (GPIb)
[63] direkt, oder Fibrinogen vermittelt Glykoprotein lIb/llla (GPIIb/llla) binden
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kann [64]. Durch die Integrinbindungen entsteht eine stabile Verbindung,
welche den endgultigen PNC darstellt.

Funktionell betrachtet wird durch die Komplexbildung die Fahigkeit der
Extravasation des PMNs verstarkt [67] und die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species = ROS) gesteigert [68, 69]. Des
Weiteren zeigen PMNs eine erhdhte Phagozytoserate [69] und werden darlber
hinaus durch die Bindung von P-Selektin zur Formation von neutrophile
extracellular TRAPs (NETs) angeregt [70].

PNCs stellen somit eine hochaktive Subpopulation an PMNSs dar, deren Einfluss
bereits in bakteriellen und aseptischen, ebenso wie akut und chronisch
inflammatorischen Prozessen wie Sepsis [71], myokardialer Ischamie und
Reperfusionstraumata [72], akuter Lungenschadigung [73, 74], sowie den

chronisch entzindlichen Darmerkrankungen [75] gezeigt werden konnte.

3.4 Neutrophil extracellular TRAPs (NETSs)

PMNs sind die erste Front der zellularen Antwort des angeborenen
Immunsystems auf inflammatorische Stimuli und hierfur ausgestattet mit einem
breiten Arsenal an Fahigkeiten um aktiv in den Entzindungsprozess
einzugreifen. Dabei folgen sie PRR getriggerten Signalen, um den Blutkreislauf
zu verlassen und zielgerichtet in geschadigtes Gewebe zu migrieren (siehe
3.2). Hier bekampfen sie Pathogene durch Phagozytose sowie das Sezernieren
von antimikrobiellen Substanzen und die Rekrutierung weiterer Immunzellen
mittels Zytokinausschuttung (siehe 3.1).

Jungere Arbeiten haben eine weitere, in ihren Grundzugen aul3erordentliche
Form der neutrophilen Abwehr entdeckt, die auf der Externalisierung von
dekondensierter DNA beruht (siehe Abbildung 4). Das Phanomen wurde
erstmals 2004 von Brinkmann et al. [76] beschrieben und ist unter dem Begriff
der neutrophil extracellular TRAPs (NETSs) ein zentrales Thema der aktuellen
Forschung geworden. Die ausgeworfene DNA nimmt dabei netzartige
Strukturen an und ist in der Lage Mikroben einzufangen und zu eliminieren [77,
78]. Die Grundlage hierfur liegt in der Beschaffenheit der NETs, welche
bestlckt sind mit einer Vielzahl der Granulakomponenten, allen voran NE und
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MPO, aber auch Cathepsin G, Defensinen und Lysozymen [79]. Das DNA
Gerust dieser Strukturen ist zusatzlich durchsetzt mit Histonen, fur welche ein
starkes antimikrobielles Potential nachgewiesen wurde [80]. Bemerkenswert ist
hierbei eine intakte endovaskulare Aktivitat dieser Enzyme ungeachtet der
Gegenwart von inhibitorisch wirkenden Plasmaproteinen [81].

Voraussetzung fir die NET-Bildung ist die Aktivierung von PMNs durch
adaquate Stimuli [82]. Als solche identifiziert wurden unter anderem Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA), pro-inflammatorische Zytokine [83], Bakterien und
deren Komponenten, wie Lipopolisaccharide (LPS) [84, 85], Pilze [78], Viren
[86], sowie aktivierte Thrombozyten [78]. Am Beispiel von PMA sollen die

intrazellularen Mechanismen der NET-Bildung verdeutlicht werden.

Suizidale NETose

Stimulation Dekondensation

PMN

Vitale NETose

Nukleosom

Legende:
4@ Neutrophile Elastase
@ Myeloperoxidase

Histone

Abbildung 4 Schematischer Ablauf der NETose

Schematischer Ablauf der NETose am Beispiel der PMA-Stimulation. Nach der
Aktivierung durch PMA, werden sowohl die intrazellulare Kalzium-Konzentration als
auch die ROS-Produktion erhdht. Kalzium bildet die Grundlage zur Citrullinierung
von Histonen durch PAD4 und der Dekondensation von DNA [87].

ROS fuhren zur Liberalisation von NE aus Granula, welche die Dekondensation der
DNA fordert und durch die zusatzliche Freisetzung von MPO diesen Prozess
amplifiziert. Der skizzierte Ablauf gipfelt in der Lyse des PMNs und wird als
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suizidale NETose bezeichnet. Dem gegenlber steht die vitale NETose, bei welcher
die DNA letztlich in Vesikeln aus der Zelle geschleust wird und eine intakte Zelle
erhalten bleibt [88].

Durch das Stimulans kommt es zu einer Proteinkinase C (PKC) Aktivierung, die
eine Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration herbeifiihrt [89]. Diese
wiederum aktiviert die nukledre Peptidylarginin Deiminase 4 (PAD4), welche
eine Citrullinierung von Histonen und damit eine Dekondensation der DNA
durch das Entfernen von positiven Ladungen bewirkt [87]. Dieser Schritt konnte
als essentielle Voraussetzung einer suffizienten NET-Bildung identifiziert
werden [90-92]. Zeitgleich fuhrt die PMN Aktivierung zur Bildung von ROS, die
eine selektive Freisetzung von NE aus den a-Granula in das Zytoplasma nach
sich zieht [93]. Von hier aus wandert das Enzym in den Zellkern, wo es durch
Histonabspaltung eine weitere Dekondensation fordert und sich an die DNA
bindet. Nachgeschaltet wird MPO freigesetzt und dadurch der Prozess
zusatzlich amplifiziert [93]. Es kommt zu einer deutlichen VergroRerung des
Zellkerns, bis der PMN rupturiert und das NET ausgeworfen wird.

PKC unabhangige Mechanismen sind fur andere Stimuli beschrieben worden,
sodass von mehreren Kaskaden ausgegangen werden muss, die fur die NET
Bildung verantwortlich sind. Da viele Arbeiten teils widerspruchliche Aussagen
bezlglich der Bedeutung von ROS, Ca?*, PAD4, NE und MPO [94, 95] treffen,
muss eine klare Zuordnung einzelner Akteure das Thema zukulnftiger Arbeiten
bleiben.

Der im Vorausgegangenen beschriebene Prozess setzt den lytischen
Untergang des PMNSs voraus, um eine Freisetzung der DNA zu bewirken. Initial
wurde dieser Vorgang daher mit einer eigenstandigen Form des Zelltodes
assoziiert und als suizidale NETose bezeichnet [96, 97]. Dem gegenuber
konnte die sogenannte vitale NETose, beschrieben werden, wobei PMNs ihre
DNA in Vesikeln aus der Zelle schleusen und als lebendige Zelle verbleiben
[88]. Es bleibt kontrovers, welche physiologische Bedeutung innerhalb des
Organismus beide Formen der NETose einnehmen [97]. Fortlaufend wird daher
nur an den Stellen zwischen suizidaler und vitaler NETose unterschieden, wo

diese Einteilung auch sinnvoll erscheint.
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Das grol3e antimikrobielle Potential der NETs geht einher mit einer mdglichen
Gefahrdung des Organismus. Die zielgerichtete Induktion von NETSs ist hierbei
genauso von Bedeutung wie ein adaquater Abbau und die Beseitigung der DNA
Reste nach Ablauf der NETose. Bei einer in-vitro Stabilitat der NETs von Uber
90 Stunden sind DNasen hierfur verantwortlich [98]. Gleichzeitig nutzen einige
Bakterien Endonukleasen um NETs zu entkommen [99, 100]. Eine
Einschrankung der korpereigenen DNase Aktivitat konnte im Rahmen multipler
autoimmuner Erkrankungen nachgewiesen werden [98]. Daruber hinaus stehen
NETs in Zusammenhang mit Lungenentzindungen, sowohl pathogenem [101],
als auch mechanischem Ursprungs durch kunstliche Beatmung [102], Ischamie-
Reperfusionsschaden [103-105], sowie Organschadigungen im Rahmen

septischer Geschehen [106, 107] und thrombotischer Ereignisse [108].

3.5 Das akute Lungenversagen (acute respiratory distress syndrome =
ARDS)

Das acute respiratory distress syndrome (ARDS) ist definiert als eine innerhalb
einer Woche auftretende respiratorische Insuffizienz auf dem Boden einer
pulmonalen Schadigung (acute lung injury = ALI) variabler Genese. Besonders
der akute Progress sowie beidseitig diffuse Infiltrate der Lunge unter
Ausschluss einer kardialen Ursache zahlen zu den klassischen Zeichen und der
Definition dieses schweren Krankheitsbildes [109]. Unterteilt wird das ARDS
atiologisch in ein pulmonales ARDS, beispielhaft verursacht durch Pneumonien,
thoraxchirurgischen Eingriffen und Lungentraumata, sowie ein extrapulmonales
ARDS verursacht durch Bluttransfusionen, nicht-pulmonale Sepsis und
unerwunschten Arzneimittelwirkungen [110].

Die Inzidenz des Krankheitsbildes wird angegeben mit 1,5 bis 79 Fallen pro
100.000 Einwohnern, wobei geografische Einflisse in diese Statistiken
einflieRen [111]. Bei einer seit dem Ende des zwanzigsten Jahrhunderts trotz
vieler BemuUhungen der Therapieoptimierung annahernd unverandert hohen
Mortalitdt von 40-45% stellt diese schwerste Form des Lungenversagens
weiterhin eines der bedeutendsten Krankheitsbilder der Intensivmedizin dar
[112].
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Der zugrunde liegende Pathomechanismus wird in drei Phasen unterteilt. Die
Erste ist charakterisiert durch eine rasch einsetzende Steigerung der
Kapillarpermeabilitat, wodurch es zum Austritt von FlUssigkeit ins
Lungenparenchym und als Folge =zur Ausbildung eines interstitiellen
Lungenddems (exsudative Phase) kommt [113]. Der Ubertritt des Odems in den
Alveolarraum bestimmt die zweite Phase welche einher geht mit einem
eingeschrankten Gasaustausch [114] sowie einem durch einstromende
Plasmaproteine bedingtem Funktionsverlust des Surfactant [115] und der
Migration von neutrophilen Granulozyten [116] (detailliert in 3.1 sowie 3.2).
Surfactant ist verantwortlich fir die Reduktion der alveolaren
Oberflachenspannung und essentiell um ein Kollabieren der Atemwege zu
verhindern [117]. Im zeitlichen Verlauf setzen Umbauprozesse des Parenchyms
ein, die zur irreparablen Schadigung der Lunge im Sinne einer Fibrose fuhren
konnen (proliferative Phase) [118].

PMNs kommen hierbei eine zentrale Rolle in der Entstehung der
Organschadigung zu. Durch ihr inertes Bestreben den Entzindungsfokus zu
beseitigen verursachen sie Uber die Freisetzung von antimikrobiellen
Substanzen ein hohes Ausmal} an Kollateralschaden [119, 120]. Weiter konnte
gezeigt werden, dass durch Hemmung der granulozytaren Aktivitat der
Schweregrad einer Lungenschadigung in experimentellen Versuchen gesenkt
werden konnte [121].

Todesursache im Rahmen eines ARDS wird in den seltensten Fallen einem
inkompensierbaren respiratorischen Versagen zugeschrieben [122], sondern
steht am haufigsten im Zusammenhang eines Multiorganversagen im Kontext
septischer Vorgange [123].

Die exakte Regulation von pro- sowie anti-inflammatorischen Signalen des
Immunsystems wird daher neben der kausalen Therapie des ARDS und
supportiven Mal3inahmen als Schlussel einer erfolgreicheren Behandlung der

Erkrankung angesehen [124, 125].
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3.6 Neuronale Guidance Proteine (NGP)

Als Schaltstelle elektrischer und elektrochemischer Signale bilden Neurone mit
ihren Milliarden an synaptischen Verbindungen eine hochspezialisierte
Zellpopulation innerhalb eines Organismus. Die Kommunikation durch
Neurotransmitter inner- und auferhalb des Nervensystems, sensorisch,
motorisch sowie vegetativ an Zielorganen steht dabei an zentraler Stelle.
Nervenzellen bestehen aus dem Zellkdrper (Soma), einem Zellkern (Nukleus),
einer variablen Anzahl afferenter Dendriten, sowie einem efferenten Axon,
welches die Fortleitung eines Aktionspotenziales bis hin zur prasynaptischen
Endigung ermoglicht. Die reibungslose Erregungsausbreitung entlang des
Axons ist dabei genauso essentiell fir die Funktionalitat wie eine wahrend des
neuronalen Wachstums prazise angelegte VerknUpfung der synaptischen
Endkopfchen. Vor dem Hintergrund, dass menschliche Axone eine Lange von
bis zu einem Meter erreichen konnen und damit auf zellularer Ebene Distanzen
von astronomischen Dimensionen uberbricken, wurden 1892 bereits von dem
spanischen Neuroanatom Ramon y Cajal Mechanismen theoretisiert, die ein
solch koordiniertes Wachstum erméglichen konnten [126]. Uber viele Jahre
weiter ausgebaut, formte sich aus der Idee des axonalen Wachstumkegels, ein
Konzept der Chemoattraktion [127]. 1990 wurden Gene identifiziert, die
neuronales Wachstum mafgeblich beeinflussen [128]. Weiterfuhrend erkannte
man ein filigranes Zusammenspiel aus Chemoattraktion, aber auch —repulsion
[129, 130], bevor die Gruppe der Netrine 1994 sowie die Semaphorine 1993 als
die ersten neuronal guidance proteins (NGPs) entdeckt wurden [131, 132].
Innerhalb eines Jahrzehnts wurde ein breites Spektrum an NGP-Familien,
sowie —Subtypen und deren Rezeptoren (SLIT [133], Neogenin [134, 135],
repulsive guidance molecule a (RGMa) [136], Plexin [137]) identifiziert und der
entscheidende Einfluss der NGPs auf das zielgerichtete Wachstum sowohl in
der embryonalen Entwicklung [136, 138], als auch im adulten Organismus
erforscht [139, 140].

Aulerhalb des Nervensystems wurden funktionelle Einflisse der NGPs bereits
1993 von Kolodkin et al. theoretisiert [132]. Im Jahr 1996 konnten fir den

Netrin-1 Rezeptor UNC-40 homologe Eigenschaften zum sogenannten deleted
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in colorectal carcinoma (DCC) Gen, einem Tumorsupressorgen, nachgewiesen
werden [134, 141]. Zusatzlich wurde durch die Identifikation von neuen
Semaphorin Klassen, welche im Rahmen von Lungenkrebserkrankungen als
deletiert vorgefunden wurden, endgultig eine Verbindung zur Onkologie
hergestellt [142, 143]. Daruber hinaus zeigen neuronales und vaskulares
Wachstum eine nahe Verwandtschaft, sodass auch die Angiogenese vom
Einfluss der NGPs mitbestimmt wird [144]. Eine weitere Verbindung zum
Immunsystem wurde erstmalig 2001 von Wu et al. belegt. Es konnte gezeigt
werden, dass Zytokin-vermittelte, leukozytare Migration durch SLIT-2 gehemmt
wird [145]. Aus diesen initialen Erkenntnissen entwickelte sich eine komplett
neue Betrachtungsweise der neuronalen Entwicklung, mit Parallelen zu
zelluldren Abwehrprozessen in héheren Lebensformen. Ahnlich wie fiir SLIT-2
konnten anti-inflammatorische Eigenschaften unter anderen fur Netrin-1 in
Sepsis und Hypoxie [146, 147], RGMa in einer Zymosan A induzierten
Peritonitis [148], sowie Sema3a auf die T-Zell Funktionalitat [149]
nachgewiesen werden. Dem gegenuber lieRen sich pro-inflammatorische
Effekte von NGPs, beispielhaft von Sema4a auf T-Zellen [150], oder SLIT-3 auf
monozytare Migration [151] belegen. Wie erst kirzlich in einem Artikel von
Mirakaj und Rosenberger beleuchtet [152], entwickelt sich hieraus das seit 2001
zunehmende funktionelle Verstandnis dieser Signalstoffe zu einem
immunmodulatorischen Konzept, bestehend aus einem spezialisierten
Zusammenspiel dieser heterogenen Gruppe an Proteinen wund ihrer

Rezeptoren.

3.6.1 Semaphorine und Plexine

Seit den vor 20 Jahren die NGPs entdeckt wurden ist das Wissen uber die
Semaphorine stetig gewachsen. Der sich aus dem altgriechischen ableitende
Name dieser Proteine steht Ubersetzt fur ,Signalgeber® und nimmt vor allem
direkten Bezug auf die weitreichend untersuchte Rolle der Semaphorine
innerhalb des neuronalen Wachstums [153].

Die Familie aus 30 transmembranaren, extrazellularen oder membran-

standigen Molekulen Iasst sich in 8 Klassen unterteilen [154]. Semaphorine der
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Klasse 1 und 2 werden ausschlieBlich in wirbellosen Organismen gefunden,
wahrend die Klassen 3 bis 7 bei Vertebraten vorkommen und die achte Gruppe
virales Semaphorin (SemaV) erfasst [155]. Allen gemein ist eine ca. 500
Aminosauren lange extrazellulare Sema-Domane, sowie die sogenannte Plexin-
Semaphorin-Integrin-Domane (PSI) [156, 157]. Die weitere Unterteilung der
Klassen erfolgt anhand der Zusammensetzung der verbleibenden

extrazellularen Domanen sowie ihrer Verbindung zur Zellmembran [154, 155].

Klasse 1 2 3

Extrazellular

Intrazellulér

@ signal Sequenz Sema-Domane O PSI-Domane > Ig-Doméne

(Plexin-Selektin-Integrin)

[0 Basic-Doméane @@ Thrombospondin-Doméne - GPI Anker
(Glycosylphosphatidylinositol)

Abbildung 5 Die Semaphorin Proteinfamilie

Schematische Darstellung der Primarstruktur der Semaphorine. Die Proteinfamilie,
bestehend aus mittlerweile 30 Mitgliedern, lasst sich in 8 Klassen unterteilen. Den
Invertebraten werden Klasse 1 und 2 zugeordnet, wohingegen Klasse 3-7 in
Wirbeltieren und die sogenannte V Klasse Semaphorine in Viren gefunden werden
kénnen. Semaphorine der Klassen 1, 4, 6 besitzen transmembranare Domanen,
wohingegen Klasse 2, 3 und V sezerniert werden. Eine Sonderrolle kommt den
Klasse 7 Semaphorinen zu, welche durch einen GPI-Anker membranassoziiert sind
[155, 158].

Aus ihrem Aufbau ergeben sich fur die membranassoziierten Semaphorin-
Klassen 1, 4 und 6 eine Signalubermittiung durch Expression auf der
Zelloberflache, wohingegen Sema2, Sema3, Sema5 und SemaV als freie
Mediatoren sezerniert werden konnen. Den mit einem

Glycosylphosphatidylinositol (GPIl) Anker an der Zellmembran verbundenen
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Klasse 7 Semaphorinen stehen durch die Mdglichkeit der Abspaltung beide
Optionen zur Verfugung [159]. Darlber hinaus konnte eine Loslésung von der
Membran ebenfalls flr Mitglieder der Semaphorinklassen 4 und 5
nachgewiesen werden [160, 161], weshalb spekuliert wird, dass weitere
Klassen, wenn nicht sogar alle, hierzu in der Lage sein konnten [154].

Die Rolle der Semaphorine innerhalb der Entwicklung des zentralen
Nervensystems (ZNS) ist detailliert erforscht worden. Das NGP vermittelt hier
elementare Signale fur das zielgerichtete Wachstum von Axonen an ihre
Zielstrukturen, sorgt fur die Entstehung von funktionsfahigen Synapsen und ist
darUber hinaus involviert in regeneratorische Prozesse nach Nervenlasionen
[162]. Zudem konnten Einflisse in neurodegenerativen Erkrankungen wie dem
Morbus Alzheimer [163] und der amyotrophen Lateralsklerose [164] sowie
Krampfleiden und Epilepsie [165] nachgewiesen werden [166]. AuRRerhalb des
ZNS werden Semaphorine unter anderem kardiovaskular [167],
muskuloskelettal [168], renal [169], hepatisch [170] und pulmonal [171] sowie
innerhalb des Immunsystems [172] exprimiert.

Als Hauptrezeptoren aller Semaphorine konnten die transmembranaren Plexine
identifiziert werden [173, 174]. Zusatzliche Bindungspartner stellen die (1-
Integrine [175], Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs), wie Met und RON [176,
177], CD-72 [178], T-cell Ilg and mucin domain containing protein 2 (Tim-2)
[150] sowie CLCP1 [179] dar.

25



Neuropiline Plexine 1 Integrin RTK CLCP1 CD72 Tim-2

Extrazellular

---------- . m
.......... I § SN
Intrazellular

Interaktion mit
Sema-Klassen:
1,3,5,6
2,3,4,5
3,7,V
1,3,4,5,6

Abbildung 6 Ubersicht der Semaphorin Rezeptoren

Grafische Darstellung der Semaphorin  Bindungspartner. Neben den
Hauptrezeptoren der in vier Klassen unterteilten Plexine, zahlen die B1-Integrine,
Neuropiline, RTKs, CD72, Tim-2 sowie CLCP1 zu potentiellen Liganden des NGPs
[156, 172]. Unterhalb der schematischen Abbildungen sind die nachgewiesenen
Interaktionen der Rezeptoren mit Semaphorin-Klassen aufgezahit.

Der strukturelle Aufbau der Plexine, welche in vier Klassen (A-D) unterteilt
werden, besteht wie bei ihren Liganden aus einer extrazellularen Sema-
Doméne, aber mehreren PSI und zusatzlichen Immunglobulin-Plexin-
Transkription-Domanen (IPT) [180, 181]. Auf zytoplasmatischer Seite besitzen
Plexine aller vier Klassen hochgradig konservierte Domanen, welche
strukturelle und funktionelle Ubereinstimmungen zu GTPasen aktivierten
Proteinen (GAPs) fur Ras [182] aufweisen. Ras gehdrt zu den zentralen
Akteuren der Zellproliferation und Zellmotorik und wird dartber hinaus den
Protoonkogenen zugeordnet [183]. Plexine weisen im Gegensatz zu den
klassischen Ras-GAPs eine ca. 200 Aminosauren lange Domane auf, welche
als Rho GTPasen Bindungsstelle (RGB) Teil der Regulation der Plexin
vermittelten SignallUbertragung im Sinne einer Autoinhibition darstellen [184].

Diese RGB muss besetzt werden bevor eine Bindung von Semaphorinen eine
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Konformationsanderung der Ras-GAP Domanen in einen aktiven Zustand
mdglich macht [184].

Die Semaphorine liegen durch ihre Sema-Domanen verbunden als Dimer vor
und induzieren mit der Bindung an Plexine eine Dimerisation dieser [185]. Die
Bindung erfolgt entweder direkt oder bei Semaphorinen der Klassen 3, 4 und 5

zusammen mit Neuropilinen als Co-Rezeptor [186].

3.6.1.1 Semaphorin 7A (Sema7a) und Plexin C1 (Plxnc1)

Semaphorin 7A (Sema7a) ist ein GPI verankertes Protein, auch bekannt als
CD108. Sema7a wurde 1998 bei der Suche nach homologen Proteinen flr
virale Semaphorine entdeckt und initial als Semaphorin K1 beschrieben [187].
Die viralen Semaphorine wurden durch den viral encoded semaphorin protein
receptor (VESPR) bekannt, welcher heute unter dem Namen Plexin C1 (Plxnc1)
gefuhrt wird [173]. Innerhalb der Sema- und PIxn- Rezeptor-Liganden
Paarungen nehmen sie durch ihr dberdurchschnittich hohes Mal® an
Selektivitat eine Sonderrolle ein. Sema7a sowie SemaV sind aus ihrer NGP
Familie die einzig nachgewiesenen Liganden flur Plxnc1 (siehe Abbildung 6).
Sema7a bindet Plxnc1 als Dimer und bewirkt Uber eine Brickenstruktur die
Approximation zweier PIxnc1-Monomere, welche dadurch in eine aktive Form
ubergehen und dimerisieren [188].

Innerhalb des Immunsystems ist Sema7a in der Lage Monozyten zur
Zytokinfreisetzung und Zellmigration anzuregen [189, 190], hemmend auf T-
Zell-Reaktionen zu wirken [191] und die Produktion von Thrombozyten aus
Vorlauferzellen zu unterdricken [192]. Dartber hinaus konnte nachgewiesen
werden, dass Sema7a fibrotische Umbauprozesse in Leber und Lunge fordert
[193, 194] sowie stimulierend auf akute Inflammationen wirkt, indem es die
Transmigration von immunkompetenten Zellen wie PMNs und dendritischen
Zellen steigert [190, 195, 196].

Unterstutzt werden diese Ergebnisse durch Arbeiten, welche sich explizit mit
der Funktion von PIxnc1 befasst haben und zeigen konnten, dass eine
Minderung der Entzindungsreaktion bei Inaktivierung des Rezeptor in Modellen

des hyperbaren Lungentraumas [197], der Zymosan induzierten Peritonitis
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[198], oder des hepatischen Ischamie- und Reperfusionsschadens eintritt [199].
Darlber hinaus ist es ein nachgewiesenes Tumorsupressorgen der

Melanomgenese und ein Inhibitor des metastatischen Progresses [200, 201].

3.6.1.2 Die Rolle der B1-Integrine

Bei der Betrachtung dieser Arbeiten darf nicht vernachlassigt werden, dass ein
zweiter Bindungspartner fur Sema7a, die Integrine der Klasse (1, bei der
Signaltransduktion in-vivo beteiligt  sind. Die Funktion dieser
membranassoziierten Proteine der interzellularen Adhasion und Kommunikation
ist im Detail, unter anderem innerhalb der Embryogenese, der Immunologie und
metastatischen Prozessen [202, 203], untersucht. In der Interaktion mit Sema7a
vermitteln sie durch die Aktivierung von mitogen activated protein Kinasen
(MAP-Kinase) neuronales, Plxnc1 unabhangiges Wachstum [204]. Zusatzlich
induziert die Sema7a-B1-Integrin-Bindung im Kontext einer Dextran-
Sodiumsulfat Kolitis eine T-Zell vermittelte Zytokinproduktion und die
Freisetzung von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 [175, 205].

Der Mechanismus des Zusammenspiels von Plxnc1 und B1-Integrinen ist noch
nicht hinreichend untersucht, sodass es weiterer Forschung bedarf um ein
abschliellendes Verstandnis fur die Rolle von Sema7a als Mediator der

inflammatorischen Reaktion zu etablieren.

3.7 Wissenschaftliche Hypothesen

Wie vorausgehend geschildert stehen NGPs im engen Verhaltnis zum
Immunsystem. Sie sind Modulatoren der =zellularen Reaktion auf
inflammatorische Stimuli. Im Bezug dazu haben Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe Sema7a bereits innerhalb der Entzindungsmodelle des
hypoxischen, sowie des LPS-induzierten Lungenschadens, sowohl in-vitro, als
auch in-vivo untersucht. Es konnten pro-inflammatorischen Eigenschaften auf
die zellulare Migration in das Lungengewebe und das Ausmald der lokalen
Entziindung nachgewiesen werden [195, 196]. Ahnliche Effekte konnten in

Studien an PIlxnc1 Knockout-Mauslinien innerhalb des hyperbaren
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Lungentraumas, der Zymosan A induzierten Peritonitis und des hepatischen
Ischamie-Reperfusions-Schadens beobachtet werden [197-199].

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Sema7a vermittelt durch Plxnc1
innerhalb der akuten LPS-induzierten pulmonalen Inflammation mit besonderem
Fokus auf die granulozytare Migration und deren Aktivitat zu identifizieren. Wie
in 3.3 beschrieben kdnnen PMNs einen Komplex mit Thrombozyten bilden, um
ihr antimikrobielles Potential und ihre Fahigkeit zur Extravasation zu steigern.
Zu diesem zahlt auch die NETose (siehe 3.4). Diese beiden Charakteristika von
PMNs, welche bei Dysregulation wiederholt in Zusammenhang mit
pathologischen Entziindungsprozessen gestellt werden, wurden bisher nicht

unter dem Aspekt einer Exposition gegenliber NGPs betrachtet.

Mit diesen Gedanken wurden die folgenden Hypothesen zur Prufung formuliert:

1. Sema7a ist in der Lage PMNs zur Ausbildung von NETs anzuregen

2. Sema7a kann Interaktion von Thrombozyten und PMNSs, speziell die
PNC-Bildung, beeinflussen

3. Im murinen Modell der LPS-induzierten ALI resultiert ein genetischer
Knockout an PIxnc1 in einer reduzierten Inflammation, zellularen
Migration und Organschadigung

4. Grundlage der Effekte in Hypothesen 1.-3. ist die Uber Plxnc1 vermittelte

Wirkung von Sema7a
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4 Materialien und Methoden

4.1 Verbrauchsgegenstiande und labortechnische Geratschaften

Die an dieser Stelle aufgefuhrten Artikel wurden in einer Vielzahl von
Experimenten verwendet und werden nachfolgend nicht weiter definiert,

sondern gemald ihrer Funktion und ihres Verwendungszwecks als bekannt

vorausgesetzt.
Produktname Artikelnummer Hersteller mit Hauptsitz
21G Safety-Multifly 851638235 Sarstedt
NUmbrecht, Deutschland
S-Monovette 21067001
Falcon Tubes
(konisch)
15ml 352096 BD Falcon
50mi 352070 Heidelberg, Deutschland
Einmal Pasteur
Pipetten
1,8ml LW4111 Alpha Laboratories Limited
3,0ml EA70.1 Hampshire, England
Kulturplatten
24 Wells 662160 Greiner Bio-One GmbH
96 Wells 655101 Frickenhausen, Deutschland
Reaction Tube
1,5ml 616201
2,0m 623201
Kulturmedien
HBSS- 14175-053 Sigma-Aldrich
HBSS* 14025-050 St. Louis, MO USA
PBS- D8537 Life Technologies
PBS* D8662 Carlsbad, CA USA
FACS-Ro6hrchen 352052 BD Biosciences
San Jose, CA USA
Objekttrager H868 Carl Roth GmbH & Co. KG

Karlsruhe, Deutschland
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4.2 Isolation von PMNs und Thrombozyten aus vendsen Blut

4.2.1 Blutentnahmen

Samtliche Blutentnahmen erfolgten an gesunden Probanden nach Erhalt eines
informed consents gemal} der Deklaration von Helsinki zur Erhaltung ethischer
Normen in der medizinischen Forschung [206]. Die Punktion oberflachiger
Venen im Ellenbogenbereich wurde durch medizinisch geschultes Personal
durchgefuhrt. Nach Stauung wurde das Gefal} innerhalb einer Minute mit einer
21G Safety-Multifly Kanule punktiert und Blut in eine 10ml Citrat-Monovette
entnommen. Dabei wurde darauf geachtet, dass ein gleichmaRig sanfter Sog
aufrechterhalten wird, um eine mogliche Voraktivierung von Zellen zu
vermeiden [207]. Im Falle von schlechten Flussbedingungen, oder beginnender
Koagulation im Entnahmesystem wurde die Probe verworfen und

gegebenenfalls am gegenuberliegenden Arm erneut punktiert.

4.2.2 Thrombozytenisolation

Blutentnahme
(+ACD-Puffer, +HBSS")
Uberstand verwerfen
Resuspendieren
(+1ml HBSS")

(+Citrat)
PRP ernten

1500rpm, RT,
mit Bremse

Lagern bei 37°C
Zellzahl bestimmen

800rpm, RT,
ohne Bremse

l 20min | 5min

Abbildung 7 Versuchsablauf: Thrombozytenisolation

Direkt im Anschluss an die Entnahme wurden gefillte Monovetten fur 20
Minuten bei 800rpm auf Raumtemperatur (RT) ohne Bremsprofil zentrifugiert.
Nachfolgend wurde mit einer Einmal-Pasteur-Pipette 3ml das platelet-rich
plasma (PRP) aspiriert und in ein frisches 50ml Falcon Tube gegeben und im

Verhaltnis 1:100 ACD-Puffer hinzugegeben.
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ACD-Puffer:

Artikelnummer
Substrat Menge (Hersteller)
. . 3580.1
Natriumcitrat 259 (Carl Roth GmbH & Co. KG)
_ i} 818707
Zitronenséure 159 (Merck Millipore)
G7528-250G
D-(+)-Glucose 20g (Sigma-Aldrich)
HZan.dest 100 mi

mit HCI eingestellt auf pH 4,5

Zum Waschen der Zellsuspension wurde das Falcon Tube auf 45ml
Gesamtvolumen mit HBSS- aufgeflllt und fir 5 Minuten bei 1500rpm, RT und
unter Verwendung eines Bremsprofils zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Thrombozyten Pellet wurde in 1ml HBSS- resuspendiert und bis
zum weiterem Gebrauch bei 37°C in einem Environmental Shaker-Inkubator
(Art.-Nr. ES-20, biosan, Riga, Lettland) aufbewahrt.

Zellzahlbestimmungen erfolgten in Neubauer Zahlkammern (Art.-Nr 441/1,
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim v. d. Rhon,
Deutschland). Hierfir wurden 10ul der Zellsuspension 1:50 in HBSS-
vorverdunnt und weitere 10yl hiervon mit 10ul Turk’scher Losung (Art.-Nr.
109277, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) vermengt und auf die
Zahlkammer pipettiert. Lichtmikroskopisch wurden 5 der zentralen Kammern
ausgezahlt und aus deren Durchschnitt, nach Verrechnung der
Vorverdunnungen (Faktor 100) und des Kammervolumens (Faktor 250), die

Zellkonzentration pro ul errechnet.
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4.2.3 PMN-Isolation
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Abbildung 8 Versuchsablauf: PMN-Isolation

Das entnommene Blut kuhlte in den Monovetten 30 Minuten auf RT ab. Far
jeweils 20ml Blut wurden wahrenddessen 5 Culture Tubes (no. 163160, Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) mit 4 ml 72%-Percoll-Losung
(72% Percoll (no. 17-0891, GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Schweden),
8% PBS- 10x (no. D5652, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA), 20% PBS")
befullt. In einem zweiten Schritt wurden 4ml 63%-Percoll-Losung (63% Percoll,
7% PBS™ 10x, 30% PBS") vorsichtig Uberschichtet. Das abgekuhlte Blut wurde
gepoolt und jeweils 4ml in jede Culture Tube gegeben. Es folgte eine
Zentrifugation von 29 Minuten, bei 1700rpm, auf RT und ohne die Verwendung
eines Bremsprofils, woraufhin die entstandene Phase an PRP sowie die
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) Bande mit einer 3ml Einmal-
Pasteur-Pipette abgetragen und verworfen wurden. Die PMN Bande wurde
vorsichtig mit einer 1,8 Einmal-Pasteur-Pipette in frische, auf Eis gelagerte 50ml
Falcon Tubes zu maximal 15ml Zellsuspension pro Tube Ubertragen. Residuale
Erythrozyten wurden durch Auffullen der Suspensionen auf ein Volumen von

45ml mit Lyse-Puffer und 10-mindtige Inkubation auf Eis beseitig.
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Lyse-Puffer:

Substrat Menge A?tlill(eilsr;:“;rger
NH4CI 49 (Ap'?)?igisem)
NaHCO: 420mg (Merok Milipore)
EDTA 18,5mg (Sigri;i?(?rich)

H20aq.dest 500 ml

Es folgten das Pelletieren der PMNs durch 5-minttige Zentrifugation bei
1300rpm, 4°C unter Verwendung eines Bremsprofils, sowie ein Waschschritt
mit 45ml HBSS™ und erneutem Zentrifugieren bei identischen Einstellungen. Die
pelletierten PMNs wurden in HBSS- resuspendiert, in einem 50ml Falcon Tube
gesammelt und in einem Gesamtvolumen von 10ml bis zur weiteren
Verwendung auf Eis verwahrt.

Zellzahlbestimmungen erfolgten in Neubauer Zahlkammern. Hierfur wurden
10ul der Zellsuspension 1:5 in HBSS- vorverdinnt und weitere 10ul hiervon mit
10ul Trypan Blau (Art.-Nr. T8154, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) vermengt
und auf die Zahlkammer pipettiert. Lichtmikroskopisch wurden die vier
Eckkammern ausgezahlt und aus deren Summe, nach Verrechnung der
Vorverdunnungen (Faktor 10) und des Kammervolumens (Faktor 2500), die

Zellkonzentration pro ul errechnet.

4.3 NET-Essay
4.3.1 Grundlagen

Der Nachweis von NETs basiert seit ihrer initialen Entdeckung entweder auf der
histologischen Darstellung extrazellularer DNA, oder dem Nachweis von NET-
Komponenten innerhalb von Proben. Das HAEMA Diff-Quick Schnellfarbe-Kit
folgt den Prinzipien der panoptischen Universalfarbung nach Pappenheim von
1912 [218], welche bis heute weite Verbreitung in der Diagnostik von
Blutausstrichen, zytologischen Praparaten der Onkologie sowie dem Nachweis

von Mikroorganismen hat. Genutzt werden Methylenblau, Azur B und Eosin Y,
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um zellulare Bestandteile wie Nuklei, Granulae und Zytoplasma in Abhangigkeit
von pH und Bindungsverhalten der Farbstoffe an den Strukturen differenziert
darzustellen [219]. Speziell Azur B, welches in Farbeldésung 2 enthalten ist, ist in
der Lage durch Interaktion mit sauren Komponenten der DNA diese zu
visualisieren [219] und wurde daher zur qualitativen Analytik der NETs
herangezogen.

Parallel zu dieser Methode wurde anstelle einer Farbung die enzymatische
Aktivitat der neutrophilen NE als nachgewiesener Bestandteil von NETs [220]
mithilfe des Neutrophil Extracellular Trap Assay Kit von Cayman Chemicals
bestimmt. Hierbei wurde NET-assoziierte NE von den regular durch aktivierte
PMNs freigesetzten Enzymanteilen differenziert. Durch das Abtragen des
Kulturmediums und das Waschen der Zellkulturen wurde die frei geloste NE
entfernt, bevor durch Spaltung des DNA-Gerusts mittels DNase die NET-
assoziierte NE freigesetzt wurde. Der Kulturiberstand konnte anschliel3end als
Probe gewonnen und mittels Farbreaktion durch das NE spezifische Substrat
N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val  p-nitroanilide  (N-MeOSuc-AAPV-pNA)
anhand einer Standardkurve photometrisch quantifiziert werden [221] (siehe
3.4.1).

4.3.2 NET Diff-Quick Farbung
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Abbildung 9 Versuchsablauf: NET Diff-Quick Farbung
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5x10° isolierte PMNs (siehe 4.2), suspendiert in 500ul NET-Puffer wurden pro
p-Slide VI Zell-Mikroskopie-Kammer  (Art.-Nr. 079844, ibidi, Munchen,

Deutschland) ausgesat.

NET-Puffer:
Artikelnummer
Substrat Menge (Hersteller)
bovines Serum 400086
Albumin 5¢ (Cayman Chemical)
(BSA)
K10720529
CaCl 500ul (Cayman Chemical)
R7509
RPMI 1640 500ml (Sigma-Aldrich)

Nach einer Inkubationsdauer von einer Stunde im Brutschrank (37°C, 5% CO2,
Luftfeuchtigkeit 90%) wurde von einer adaquaten Adhasion der
Zellenausgegangen.  AnschlieBend wurden, wo vorgesehen, 1x10’
Thrombozyten desselben Spenders co-kultiviert, sowie die Zellen mit 20nM
PMA (Art.-Nr. 400145, Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml USA), oder eine PBS™-
Kontrolle stimuliert und fur einen Zeitraum zwischen 30 und 240 Minuten
inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeitspanne erfolgte die Farbung mit dem HAEMA
Diff-Quick Schnellfarbe-Kit (Art.-Nr. LT 001, LABOR + TECHNIK Eberhard
Lehmann GmbH, Berlin, Deutschland). Hierfir wurde das Kulturmedium
verworfen, bevor das Kammersystem von den pu-Slides entfernt wurde. Die
verbleibenden glasernen Objekttrager, noch mit adharenten Zellen bestuckt,
konnten nun durch funf maliges Eintauchen fur die Dauer von einer Sekunde in
die Methanol-haltige Fixierldsung fur die anschlieBende Farbung vorbereitet
werden. Diese erfolgte durch dreimaliges Eintauchen fir eine Sekunde in die
auf Eosin-Basis bestehende Farbeldsung 1, gefolgt von erneutem dreimaligem
Eintauchen flr eine Sekunde in die Azur-haltige Farbeldésung 2. Die Farbung
wurde durch mehrmaliges Spulen mit destilliertem Wasser (H20aq.dest) und
Lufttrocknung abgeschlossen.

Alle Aufnahmen wurden mit einem Lichtmikroskop unter Verwendung der

AxioVision Software v4.8.2 angefertigt.
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4.3.3 Quantifizierung von NET spezifischer NE
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Abbildung 10 Versuchsablauf: Quantifizierung von NET-NE

Samtliche Inkubationen und Stimulationen erfolgten in 24 Well Zellkulturplatten.
Pro Well wurden 1x10® PMNs verwendet. Die fiir den Versuch benétigte
Zellzahl wurde aus einer Zellsuspension an isolierten PMNs entnommen (siehe
4.2), mit HBSS" auf ein Volumen von 40ml aufgefullt und far 5 Minuten bei
1200rpm, auf RT und unter Verwendung eines Bremsprofils zentrifugiert. Im
Anschluss wurde das Pellet in auf 37°C vorgewarmten NET-Puffer (siehe 4.3.2)
zu 800upl pro 1x10° PMNs resuspendiert. Jeweils 1x10° PMNs wurden
unverzuglich ausgesat und fur 20 Minuten inkubiert (37°C, 5% CO2,
Luftfeuchtigkeit 90%), um die Zellen adharieren zu lassen. Nachfolgend wurden
die Zellen mit 20nM PMA, 100ng/ml rekombinantem humanem Sema7a
(rhSema7a) (Art.-Nr. 2068-s7, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) oder
einer PBS-Kontrolle versetzt. Wo fur den Versuchsaufbau vonnéten, erfolgte zu
diesem Zeitpunkt die zusatzliche Aussaht von 5x107 Thrombozyten. Die
anschliellende Inkubationsdauer betrug versuchsspezifisch zwischen 30 und
240 Minuten (37°C, 5% CO2, Luftfeuchtigkeit 90%) und endete mit dem
vorsichtigen Aspirieren des Kulturmediums. Es folgte ein Waschvorgang mit
1ml vorgewarmten NET-Puffer, welcher dreimal wiederholt wurde und an
welchen sich die Zugabe von 500yl S7 Nuclease (Art.-Nr. 601011, Cayman
Chemical, Ann Arbor, Ml USA), 15U/ml in NET-Puffer geldst) anschloss. Nach
15-mindtiger Inkubation (37°C, 5% CO2, Luftfeuchtigkeit 90%) wurde der
Kulturiberstand vorsichtig aspiriert und in ein frisches, mit 10yl EDTA (Art.-Nr.
601012, Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml USA) versetztes 1,5ml Reaction-
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Tube gegeben. Dieses wurde fur 5 Minuten bei 300xg auf RT unter
Verwendung eines Bremsprofils zentrifugiert und der zellfreie Uberstand in
einem neuen 1,5ml Reaction-Tube gesammelt. Diese Probe wurde sofort zur
weiteren Analyse (siehe 4.4.2) verwendet oder bei -20°C eingefroren und fur

maximal 4 Wochen gelagert.

4.4 Photometrisch quantitative Analysen
441 Grundlagen

Das photometrische Grundprinzip beschreibt die Messung der Lichtabsorption
und -brechung beim Durchtritt durch ein Medium. Dieses Prinzip wird genutzt,
um anhand des Ausmald der Intensitatsreduktion (= Extinktion) Rickschlisse
auf die Zusammensetzung einer Losung zu ziehen und im weiteren Sinne
Konzentrationsbestimmungen von Inhaltstoffen anhand eines
substratspezifischen Extinktionskoeffizienten gemal des Lambert-Beerschen
Gesetzes, oder anhand von Eichkurven durchzufihren. Da innerhalb von
biologischem, stark inhomogenem Material nicht davon ausgegangen werden
kann eine gemessene Extinktion auf einzelne Inhaltstoffe zurlckzufuhren,
verwendet man haufig Surrogatmarker. Hierbei werden Substanzen eingesetzt,
deren selektive Spaltung in einer Farbreaktion und damit Anderung der
optischen Dichte (OD) resultiert. Zum Enzymnachweis werden direkt
verstoffwechselbare Reagenzien wie beispielhaft N-MeOSuc-AAPV-pNA fur NE
verwendet, welches nach hydrolytischer Spaltung die aromatische Verbindung
p-Nitroanilid, messbar bei 405nm freisetzt [208]. MPO Aktivitat kann durch den
Einsatz von 2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS) bestimmt
werden, welche in oxidativem Mileu radikalisiert und einen grinen Farbton,
messbar bei 405nm annimmt [209]. Proteinbestimmungen utilitarisieren die
Reaktion von Aminosauren mit bivalenten Kupfer Kationen (Cu?*) zu
monovalenten Cu*, welches Bicinchoninsaure (bicinchoninic acid = BCA) bindet
und dabei in einen bei 562nm messbaren, lilafarbenen Chelatkomplex Ubergeht
[210].
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Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) nutzen Antikorper gegen die
zu untersuchende Testsubstanz, um sie in einem ersten Schritt aus einer Probe
zu binden (Capture-AK) und anschlieBend mit einem zweiten, biotinyliertem
Antikorper (Detection-AK) zu markieren. Dieser wird mit einer Streptavidin-
Meerretich-Peroxidase  Verbindung  bestuckt, welches mit 3,3'5,5-
Tetramethylbenzidin (TMB) eine Farbreaktion durchfihrt und nach Fixation mit

Schwefelsaure eine Gelbfarbung, messbar bei 450nm, durchmacht [211].

4.4.2 NE-Aktivitatsbestimmung

100ul des Probenmaterials wurden in einer 96 Well Zellkulturplatte pro
Kammer pipettiert und mit 100ul N-MeOSuc-AAPV-pNA (Art.-Nr. 601013,
Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml USA), 5nM in PBS" gelGst, versetzt. Die
Platte wurde anschlief3end bei 37°C im Dunkeln flr 2 Stunden inkubiert und die
optische Dichte (OD) bei 405nm mittels TECAN Multiplatereader (infinite M200
pro, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) gemessen und gegen einen NE-

Standard verrechnet.

4.4.3 MPO-Aktivitatsbestimmung

50ul der Probe wurde mit 50ul 1M Citratpuffer (siehe 4.2.2) in eine 96 Well
Zellkulturplatte und 100ul ABTS-LAsung fur 30 Minuten bei 37°C im Dunkeln
inkubiert. Im Anschluss wurde die OD bei 405nm mit Hilfe eines TECAN

Multiplatereaders gemessen.

ABTS-LOsung:

Artikelnummer
Substrat Menge (Hersteller)
A1888
ABTS 28g (Sigma-Aldrich)
108597
H202 50ul (Merck Millipore)
Citrat-Puffer 5mi
(siehe 4.2.2)
HZan.dest 45ml
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4.4.4 Proteingehaltbestimmung

Die Analyse des Proteingehaltes erfolgte unter Verwendung des BCA Protein
Assay Kit (Art.-Nr. 23225, Thermo Scientific, Rockford, IL USA) nach Angaben
des Herstellers. 25ul der Lavage-Probe wurde mit 200ul BCA-Losung 30
Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert und die OD bei 594nm mit Hilfe eines
TECAN Multiplatereaders gemessen. Die Proteinkonzentration wurde dabei

anhand einer Albumin-Standardkurve errechnet.

BCA-Lbsung:
Artikelnummer
Substrat Menge (Hersteller)
23225
BCA Reagent A S0ml (Thermo Scientific)
23225
BCA Reagent B iml (Thermo Scientific)

4.4.5 Zytokin enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs)

RT Inkubation | RT Inkubation | RT Inkubation | RT Inkubation

RT Inkubation | RT Inkubation | OD Messung bei 405nm
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Abbildung 11 Versuchsablauf: ELISAs

Verwendet wurden R&D Systems DuoSet ELISAs fur murines TNFa (Art.-Nr.
DY410, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA), IL-6 (Art.-Nr. DY406, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) sowie CXCL2 (Art.-Nr. DY452, R&D Systems,
Inc., Minneapolis, USA) nach Anleitung des Herstellers. Hierfur wurden 96 Well
Zellkulturplatten mit 100ul einer Capture-AK-Losung des jeweiligen Zytokins
gelost in einem Beschichtungspuffer (Art.-Nr. 896036, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA) uber Nacht bei RT inkubiert. Fortlaufend erfolgten alle
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Inkubationen unter Verschluss der Platten durch Klebestreifen. Des Weiteren
wurde zwischen jedem, der beschriebenen Arbeitsschritte das Verwerfen der
Restflissigkeit sowie ein Waschvorgang mit dreimal 300ul Wasch-Lésung (Art.-
Nr. 895003, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) vorgenommen.
AnschlieBend wurden die Platten mit 150ul der Substrat-Verdunnungslosung
(Art.-Nr. 841380, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) fur eine Stunde bei RT
gegen unspezifische Bindungen geblockt. Darauf wurden 100ul der BAL Probe
(fur  IL-6-ELISA  erfolgte eine Vorverduinnung 1:5 in  Substrat-
Verdlinnungsldsung), sowie die vom Hersteller bereitgestellten Referenzen in
einer Verdlnnungsreihe in die Platten pipettiert und fur zwei Stunden bei RT
inkubiert. 100ul der ELISA-spezifischen Detektions-Antikdrper, erneut geldst in
Substrat-Verdinnungsldsung, wurden anschlie3end fur zwei Stunden bei RT in
die Kammern gegeben. Zur spateren Umsetzung einer Farbreaktion wurden die
Wells des Weiteren mit 100ul Streptavidin-HRP (Art.-Nr. 890803, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) flir 20 Minuten bei RT inkubiert und darauf
mit 100yl einer zu gleichen Anteilen aus Farbreagens A (Art.-Nr. 895000, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) und B (Art.-Nr. 895001, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA) bestehenden Mischung versetzt. Die augenblicklich
einsetzende Reaktion wurde nach zehn Minuten durch Hinzufligen von 50ul
Stop-LAsung (Art.-Nr. 895926, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) beendet.
Die Bestimmung der OD bei 405nm erfolgte mit Hilfe des TECAN
Multiplatereaders und Proteinkonzentrationen wurden anhand der Kit-

spezifischen Standardkurve bestimmt.

4.5 Flusskammer live cell Mikroskopie
4.5.1 Grundlagen

Die Flusskammer stellt ein elegantes System dar, um selektiv Abschnitte der
leukozytaren Adhasion in Vollblut ex-vivo zu simulieren und zu untersuchen.
Kernelement ist dabei eine rechteckige Kapillare mit abgerundeten Ecken aus
Borosilikatglas mit einer Hohlraumbreite und -h6he von 200um x 20um. Fixiert

auf einem Glasobjekttrager und beschichtet mit versuchsabhangigen
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Kombinationen von rekombinantem [ICAM-1, E-Selektin und weiteren
Testsubstanzen, ist man so in der Lage einen Zustand inflammatorischer

Aktivitat mit stimulierten Endothelzellen zu imitieren.

Kapillare - Q -
Deckglas 4/ /

Nagellack ————>

Objekttrager ——>

LT

Abbildung 12 Schematischer Aufbau der Flusskammer

Uber ein Schlauchsystem kann die Kapillare mit einem Sog versehen werden
und so heparinisiertes Vollblut in einer laminaren Stromung durch die
Flusskamer geleitet werden. Dabei lassen sich lichtmikroskopisch zellulares

Roll-, Adhasions- und Bindungsverhalten untersuchen.

4.5.2 Verfahren

Auf einen Glasobjektrager (Art.-Nr. H868, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
wurde mit zwei Tropfen handelslblichen Nagellack ein Deckglas (Art.-Nr. H876,
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mittig verklebt und eine auf 3cm Lange
zugeschnittene Kapillare (Art.-Nr. 5002, VitroCom, Mountain Lakes, NJ, USA)
darauf platziert. Mithilfe eines weiteren Deckglases und erneut etwas Nagellack
wurde die Kapillare in dieser Position fixiert. Fir die Beschichtung der
Flusskammern wurden Mastermixturen mit E-Selektin und einer E-Selektin +
ICAM-1 Kombination erstellt und diese jeweils mit rhSema7a oder IgG1 Fc

versetzt in vier Testgruppen unterteilt.
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Beschichtung-Mastermixturen:

. Substanz . Artikelnummer 1 2 3 4
(Arbeitskonzentration) (Hersteller)
(E?;%i'g/‘;n“g (R&Ezg;/';i me) | 381 | 38u | 38u | 38u
(ggﬁgﬂ/};l) (R&[Zzso;:e,(t:ems) X X 3oul | 3oul
r{é%ﬁ?ﬂ? (R&%Og?/:e,stzms) Soul | X0 S0l X
(Lla%cjé/fnﬁ) (R&I1D1g;/|:$ms) X s0ul | X S0ul

Aufgefullt auf ein Gesamtvolumen von 100ul mit PBS-

Uber Kapillarkréfte wurden diese eingebracht und fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. PE 50 Polyethylene Schlauche (Innendurchmesser
58mm, Art.-Nr. 427411, BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) mit einer Lange
von 40cm wurden mit isotonischer Kochsalzlosung (NaCl) gespult, mit einem
Luftreservoir an die Flusskammer angeschlossen und mit einem 2-
Komponenten Epoxydharz Kleber (Art.-Nr. 155110 und 155105, R&G
Faserverbundwerkstoffe GmbH, Waldenbuch, Deutschland) versiegelt. Es folgt
eine Blockade unspezifischer Bindungen mit 1% Casein in PBS- (Art.-Nr.
37528, Thermo Scientific, Rockford, IL USA) fir 1 Stunde bei Raumtemperatur.
Anschlieend wurde frisch gewonnenes Heparinblut in einer Insulinspritze (Art.-
Nr. 896456, B. Braun Melsungen AG, Glandorf, Deutschland) an die
Flusskammer gebracht und ein konstanter Fluss durch Sogkrafte des
herabhangenden Schlauches eingestellt.

Videoaufnahmen zellularer Bewegungen wurden mit einem LEITZ
Lichtmikroskop (DM IRB, Camera AG, Wetzlar, Deutschland) angefertigt. Die
Bestimmung der Rollgeschwindigkeit erfolgte mittels der Imaged Software

(National Institutes of Health).
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4.6 Fluorescence activated cell sorting (FACS)
4.6.1 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, dass sich durch die Mdglichkeit
auszeichnet, eine exorbitante Menge Zellen innerhalb klrzester Zeit zu
scannen und dabei eine Fulle an Informationen zu jedem einzelnen Event zu
sammeln. Ausgang der Entwicklung hin zum heutigen fluorescence activated
cell sorting (FACS) stammen aus dem Jahre 1969, als Dittrich und Goehde die
Technik unter dem Namen Impulszytophotometrie veroffentlichten [212]. Den
zentralen Aspekt dieser Methode stellt ein Laserstrahl dar, durch den in
Suspension befindliche Zellen geleitet werden, wodurch es zur Brechung des
Lichts und damit zu Streuung kommt. Die Streuung, welche in Richtung des
Strahlengangs gelangt wird dort von einem Sensor, dem sogenannten Forward-
Scatter (FSC) aufgefangen. Dabei korreliert das vom FSC wahrgenommene
Signal direkt mit der GroRe des Events [213] und kann vereinfacht mit dem
Schatten der Zelle verglichen werden. Jene Strahlen, die sich orthograd
verteilen, werden von einer weiteren Photodiode, dem Side-Scatter (SSC),
aufgefangen. Das Ausmal dieser Streuung ist dabei unter anderem von der
Form der Zellen, sowie intrazelluldren Strukturen, wie Granulae oder dem
Nukleus beeinflusst [214] und ermdglicht im Zusammenhang mit den FSC-
Eigenschaften so bereits eine erste Unterteilung von Leukozyten [215].

Die letzte Ebene der Datenerfassung in Form der Farbsignale erfolgt durch den
Einsatz von Farbfiltern innerhalb des SSC-Strahlenganges, durch welche das
Signal an mehrere Sensorelemente, sogenannte photomultiplier Tubes (PMTs)
geleitet wird.

Der in dieser Arbeit verwendete BD FACSCanto Il ermdglicht die simultane
Auswertung von bis zu acht durch Filter getrennten Farbkanale. Diese sind
selektiv auf einer spezifischen Wellenlange und kénnen die jeweilige
Signalintensitat, welche von einem Event ausgeht, erfassen. Viele der gangigen
Fluoreszenzfarbstoffe geben jedoch nicht ausschlieRlich auf einen Kanal
passende Strahlen ab, sondern streuen beeinflusst von multiplen Faktoren in
einem gewissen Ausmall um ihre maximale Emissionswellenlange [216].

Werden nun mehrere Farbstoffe in einer Probe kombiniert, ist nicht sicher
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festzustellen, wie stark ein Signal durch gestreute Strahlen beeinflusst ist. Um
diesen Effekt so gut wie moglich zu beherrschen, besteht die Moglichkeit diese
Streusignale rechnerisch auszugleichen. Diesen Schritt nennt man die
Kompensation und sie basiert auf dem Konzept, dass der Software
vorausgehend jedweder Testung eine einzelgefarbte Probe jedes
antikérpergekoppelten Farbstoffes prasentiert wird. Aus den hieraus
resultierenden Daten koénnen Streuprofile erstellt werden, die das Gerat
verwendet, um die Rate an falsch positiven Events zu reduzieren.

Zusammenfassend konnen so durch den Einsatz von Fluorophor-gekoppelten
Antikérpern Eigenschaften und Prozesse aulder- sowie innerhalb von Zellen

dargestellt und untersucht werden.

4.6.2 Kompensationen

Fir jeden Antikérper wurden Einzelfarbungen in FACS-ROhrchen gefullt mit
100ul PBS- durchgefiihrt. Diesen wurde jeweils ein Tropfen der Anti-Rat Ig, k
Kompensationsbeads (51-90-9001189, BD Biosciences, San Jose, CA USA),
sowie ein weiterer Tropfen Kontrollbeads (Art.-Nr. 51-90-9001291, BD
Biosciences, San Jose, CA USA) hinzugeflgt. Flr jeden einzelnen der in 4.6.4
und 4.6.6 aufgelisteten Antikdrpern wurde eine Farbung mit dem dort
angegebenen pl-Volumen pro Probe angefertigt und direkt eingelesen.

Mit den Bead-Daten als Basis wurden zusatzlich fur jedes FACS-Experiment,
das innerhalb dieser Dissertation entstanden ist, Einzelfarbungen von
Probenmaterial durchgeflihrt. Wenn hierbei ein deutliches Signal erfasst werden
konnte, wurde dieser Datensatz der korrelierenden Bead-Kompensation
vorgezogen.

Die Auswertung der Daten erfolgte unter Verwendung der FlowJo-Software
(Version 10.0).
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4.6.3 Verfahren - humanes Vollblut
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Abbildung 13 Versuchsablauf: FACS - humanes Vollblut

100ul peripher entnommenes Citrat-antikoaguliertes Blut wurden pro FACS-
Rohrchen pipettiert. Die Proben wurden anschlieRend mit entweder 20nM PMA
(Art.-Nr. 400145, Cayman Chemical, Ann Arbor, Ml USA), 500ng/ml LPS (Art.-
Nr. L8274, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA), 100ng/ml rhSema7a (Art.-Nr.
2068-s7, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) oder 100ng/ml IgG1 Fc (Art.-
Nr. 110-HG, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) stimuliert und bei 37°C
unter Abschirmung von Licht fur einen Zeitraum von 30 bis 240 Minuten
inkubiert. Die Farbung der Zellen erfolgte jeweils 30 Minuten vor Ablauf der
Inkubationsdauer durch Hinzufligen einer versuchsspezifischen Antikérper-
Mixtur (siehe 4.6.4). Mit 2ml Lysepuffer (Art.-Nr. 349202, BD Biosciences, San
Jose, CA USA) wurden durch milde Hypoosmolaritat Erythrozyten eliminiert.
Der Prozess wurde bis zum Erreichen volliger Klarheit der Proben beobachtet
und die Réhrchen anschlielend fur funf Minuten bei 300xg unter Verwendung
eines Bremsprotokolls zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Proben in 2ml PBS- als Waschmedium unter sachtem vortexen resuspendiert.
Es folgte eine weitere Zentrifugation (funf Minuten, 300xg, RT, Bremsprofil) und
erneutes Verwerfen des Uberstandes, bevor die gereinigten Zellen in 300yl
Zellfix (Art.-Nr. 340181, BD Biosciences, San Jose, CA USA), ebenfalls unter
sanftem vortexen, resuspendiert wurden. Die so praparierten Proben wurden
umgehend mittels BD FACSCanto Il (Art.-Nr. 338962, BD Biosciences, San
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Jose, CA USA) analysiert. Zu jedem Zeitpunkt wurde auf

Abschirmung gegenuber Lichtexposition geachtet.

4.6.4 Antikorper-Templates - humanes Vollblut

Antikorper-Mixtur fiir PNC-Etablierung:
(Verwendet in: 5.1.3)

eine ausreichende

Antikorper Konjugierter Volumen Artikelnummer:
gegen: Farbstoff pro Probe: (Hersteller)
25-0666-42
CD66b PeCy-7 Tyl (eBioscience)
IM1756U
CD41 FITC 1ul (Beckman
Coulter)
101236
CD11b PacBlue 1l (BioLegend)

Antikorper-Mixtur fir Analyse der Adhasionsmolekllexpression:

(Verwendet in 5.2.2 und 5.4.2)

Antikorper Konjugierter Volumen Artikelnummer:
gegen: Farbstoff pro Probe: (Hersteller)
CD66b PeCy-7 Tul égi—gfgg;ﬁ:)
CD42b PerCP 2yl (B%ﬁ%gd)
CD11b APC 2yl (B%ﬂzgd)
PSGL-1 PE 2yl (B%{zsg?a?ld)

LFA-1 FITC 2yl (B%?_?ézgid)
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4.6.5 Verfahren - murines Vollblut
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Abbildung 14 Versuchsablauf: FACS - murines Vollblut

In jedes FACS-Réhrchen wurden 100ul Blut, enthommen aus abdominalen
GefalRen (siehe 4.7.5), pipettiert. Direkt im Anschluss wurden die
versuchsspezifischen Antikorper-Mixturen (siehe 4.6.6) hinzugefugt, sanft
gevortext und die Proben fur 30 Minuten bei 37°C in einem lichtgeschutzten
Wasserbad inkubiert. Es folgte die optische Lyse der Erythrozyten durch 2ml
BD-Lysepuffer bis zur vollstandigen Enttribung mit anschlieRender
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 300xg unter Verwendung eines Bremsprofils.
Nach Abwurf des Uberstandes wurden die Proben mit 2ml PBS- gewaschen,
erneut bei den gleichen Einstellungen zentrifugiert und anschlieRend unter
sanftem vortexen in 300ul BD-Zellfix resuspendiert. Die Analyse der Proben am
BD FACSCanto Il erfolgte mit geringstmaoglicher Verzégerung innerhalb der
ersten Stunde nach Fixation. Zu jedem Zeitpunkt wurde dabei auf einen

ausreichenden Lichtschutz geachtet.

4.6.6 Antikorper-Templates - murines Vollblut

Antikorper-Mixtur fir murine PNC-Analyse:
(Verwendet in 5.2.4)
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Antikorper Konjugierter Volumen Artikelnummer:
gegen: Farbstoff pro Probe: (Hersteller)
CD45 PerCP Tl (Bil(a?é;iid)
Ly6G/C PeCy-7 Tul (Bi1ocl)_8e4grj1e?1d)
CD42b FITC Tyl (El\l/\lﬁolflggT)
CD11b PacBlue Tul (Bi1ocl)_1ezg3;:?1d)

4.7 Versuche am lebenden Tier
4.7.1 Rechtliche Rahmenbedingungen

Alle Experimente an Tieren die wahrend dieser Dissertation durchgeflihrt
wurden erfolgten nach den Vorgaben des Tierschutzgesetzes § 8 in der
Fassung vom 18.05.2006, geandert durch das dritte Gesetz zur Anderung des
Tierschutzgesetzes vom 04.07.2013, sowie der Verordnung zum Schutz von
Versuchszwecken oder anderen wissenschaftlichen Zwecken verwendeten
Tieren vom 12.09.2013. Im Rahmen des Antrags eines Tierversuchvorhabens
Aktenzeichen 35/9185.81-2 / Tierversuch-Nr. A5/15 sind diese durch das

Regierungsprasidium Tubingen genehmigt worden.

4.7.2 Verwendete Mauslinien

Internationale Bezeichnung des verwendeten Plexin C1-Knockout Stammes:
B6.129-PIxnc1t™m'Ak/J [204] mit C57BL/6 als genetischem Hintergrund. Die
Zucht der Tiere erfolgte in der Versuchstierhaltung der Pharmakologie und
Toxikologie Tibingen. Fortlaufend werden diese Tiere als Plxnc1”- bezeichnet.
C57BL/6 Wildtyp Tiere wurden bezogen von der Firma Charles River (im
Folgenden als WT deklariert). Bei der Auswahl der Versuchsgruppen wurden

die Tiere nach Geschlecht und Alter sortiert und verpaart.
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4.7.3 Murines Modell der LPS induzierten Lungenschadigung
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Abbildung 15 Versuchsablauf: LPS-Inhalation

Bis zu 6 Mause wurden in eine Wassersog-Inhalationskammer gegeben, in
welcher sie fur 45 Minuten mit vernebeltem LPS (e.coli 026:B6) (no. L8274,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) oder NaCl exponiert wurden. Ein
Taschenvernebler Micro-AIR (Art.-Nr. NE U22, Omron, Kyoto, Japan) setzte
dabei eine LPS-Losung von 0,5mg/ml in 0,9% NaCl, oder eine 0,9% NaCl-
Kontrolle gleichmaRig als Aerosol frei. Es folgte eine Inkubationszeit von 4
Stunden, in denen sich eine moderate Lungenentzindung entwickeln kann. In
dieser Zeit befanden sich die Mause in ihren Kafigen und erhielten Zugang zu
Wasser und Trockenfutter ad libidum. Kurz vor Ende der Inkubationszeit
wurden die Tiere mittels intraperitonealer (i.p.) Applikation von 150-300pl einer
Fentanyl-Midazolam Ldsung, abhangig von GrofRe und Gewicht des Tieres, in

Narkose versetzt.

Substanz: Volumen:
Fentanyl 1.0l
y (=0,05 mg/kg KGW)
Midazolam (Dormicum®) (=5,00 :ng/rpé KGW)
Medetomidin (Domitor®) (=0,50 %g/rpé KGW)
7,5ml

Aqua ad injekt. (ergibt 10 mi/kg KGW)

Eine ausreichende Narkosetiefe wurde wahrend des gesamten Verlaufes durch

das Erloschen des Zwischenzehenreflexes kontrolliert und bei Bedarf eine
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erneute fraktionierte i.p. Applikation der Fentanyl-Midazolam-Ldsung

vorgenommen.

4.7.4 Lungenentnahme zur histologischen Aufarbeitung

Das zuvor nach den jeweiligen Versuchsanordnungen behandelte Tier wurde in
tiefer Narkose rucklings auf die Warmeplatte des Operationstisches (Art.-Nr.
08321, Klaus Effenberger Med. Techn. Geratebau, Pfaffing, Deutschland)
gelegt und mit handelsublichen Klebestreifen an den vorsichtig abduzierten
Extremitaten fixiert. Uber einen sanften Zug an einem um die oberen Inzisiven
gelegten Stlckes Nahfaden wurde eine suffiziente Reklination des Kopfes und
damit die notwendige Zuganglichkeit des Halses erreicht. Es folgte eine
Langseroffnung der Haut von suprapubisch bis submental, ohne dabei
praformierte Korperhodhlen, wie das Peritoneum, oder den Thorax, zu verletzen.
In einem nachsten Schritt wurden die Glandula parotis, sublingualis und
submaxillaris mitsamt den einliegenden Lymphknoten von der Trachea
mobilisiert. Diese wurde mit einer Pinzette unterminiert und ein Faden zur
spateren Fixierung der endotrachealen Kanule locker vorgelegt. Nun wurde das
Peritoneum inzidiert, um von diaphragmal kommend den Thorax mit einer
Schere durch das Sternum hindurch zu er6ffnen. AnschlieRend wurde mit einer
Schere durch einen tiefen axillaren Schnitt die Arteriabrachialis durchtrennt um
einen Abfluss fur die PBS-Spulung der Lunge zu ermdglichen. HierfUr wurde
mit einer 22G Kanule der rechte Ventrikel punktiert und mit ca. 1ml NaCl 0,9%
geflllt, bis das Lungengewebe sichtbar aufhellte. Sofort danach wurde die
Trachea durch eine Inzision eines Ligamentum annularia eréffnet und mit einem
22G Venenverweilkatheter (Art.-Nr. 381223, BD Falcon, Heidelberg,
Deutschland) intubiert, sowie durch zuziehen des vorbereiteten Fadens fixiert.
Uber diese Kanile wurde 1ml einer 4% Formaldehydldésung (Art.-Nr. A0936,
AppliChem, Darmstadt, Deutschland) in die Lunge appliziert, um den
Alveolarraum auszufullen. Daraufhin wurde der Katheter entfernt, die Trachea
mit dem Faden dicht verschlossen und Lunge mitsamt Herz en-bloc reseziert.
Das Praparat wurde anschliel3end in Formaldehyd eingelegt und flr die weitere

Aufbereitung bei Raumtemperatur gelagert.
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4.7.5 Blut- und BAL-Gewinnung von Versuchstieren

In gleichem Verfahren, wie unter 4.7.4 aufgefuhrt, wurde das narkotisierte Tier
auf dem Praparationstisch fixiert, sowie die Haut von suprapubisch bis nach
submental hin ero6ffnet und nach lateral mobilisiert. Es folgte die Inzision des
Peritoneums und das Aufspannen der Schnittrander um eine atraumatische
Mobilisation der Innereien und damit einen guten Zugang zur abdominellen V.
cava zu ermoglichen. Diese wurde mit einer BD Microlance™ 3 (Art.-Nr.
302200, BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) punktiert und 500-1000ul Blut in
eine mit 100l Citrat gefullten BD PlastipakTM 1ml (Art.-Nr. 300013, BD Falcon,
Heidelberg, Deutschland) entnommen.

Im Anschluss wurde zur Gewinnung der broncho-alveolaren Lavage (BAL),
ebenfalls wie in 4.7.4, die Trachea prapariert und nach Einschnitt eines
Ligamentum annularia durch einen 22G Venenverweilkatheter intubiert. Uber
diesen wurden 600ul isotone Kochsalzldsung in die Lunge injiziert und gleich
darauf wieder aspiriert. Dieser Vorgang erfolgte dreimal, wobei das gewonnene
Material gepoolt wurde.

Nach Abschluss der Probenentnahme wurde das weiterhin tief anasthetisierte
Tier durch zervikale Dislokation euthanasiert und eine Zellzahlbestimmung der
BAL durch den CASY-Zellzahler (Model TI, Roche, Rotkreuz, Schweiz)
durchgefuhrt. Die Proben wurden direkt weiterverwendet, oder bis zur weiteren

Bearbeitung bei -20°C eingefroren.

4.8 Histologie
4.8.1 Aufarbeitung der histologischen Praparate

Die Entwasserung der in Formaldehyd eingelegten Praparate erfolgte durch
einen Gewebeinfiltrationsautomaten (Art.-Nr. TP1020, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland), bevor diese anschlieRend in Paraffin zur finalen
Fixierung eingegossen wurden. An einem Rotationsmicrotom (Art.-Nr. RM2235,
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden aus den

Paraffinblécken Schnittpréparate von 3um Dicke angefertigt. Uber ein auf 40°C
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vorgewarmtes Wasserbad (Art.-Nr. HI1210, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Deutschland) wurden die Schnitte gestreckt und anschlie®end jeweils
zu dritt auf einem Objekttrager nebeneinander platziert. Dieser wurde Uber
Nacht auf einem Paraffinstrecktisch (Art.-Nr. HI1220, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland) bei 37°C getrocknet.

4.8.2 Immunofluoreszenz NET-Farbung
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Abbildung 16 Versuchsablauf: IF NET-Farbung

Zur Entparaffinierung wurden die Objekttrager dreimal fur finf Minuten in Xylol
(Art.-Nr. 9713.3, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gestellt, gefolgt von einer
absteigenden Alkoholreihe, bestehend aus zweimal drei Minuten 100% Ethanol
sowie jeweils drei Minuten 96%, 70% und 50%. Durch dreimaliges Bad in
H20aq.dest. flr jeweils funf Minuten wurde die Rehydrierung des Gewebes
abgeschlossen. Die zu jedem Zeitpunkt feucht gehaltenen Objekttrager wurden
nun fir finf Minuten in Citratpuffer gebadet und anschlieRend in einem AG-
Demaskierungspuffer (Art.-Nr. H-3300, Vector Laboratories, Peterborough,
Vereinigtes Konigreich) fur funf Minuten gekocht. Zur Auskuhlung wurde das
Praparat fur 30 Minuten in Citratpuffer eingelegt. Um bei weiteren
Arbeitsschritten ein Ubertreten von Flissigkeiten zwischen den Schnitten eines
Objekttragers zu verhindern wurden mit einem PAP-Pen Liquidblocker (Art.-Nr.
Z377821, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) Kreise um diese gezogen. Die
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Blockade gegenuber unspezifischen Antikérperbindungen erfolgte fir eine

Stunde bei RT mit 100ul Blockierungslésung.

Blockierlosung:

Artikelnummer
Substrat Menge (Hersteller)
Normal Hahnchen 100l Sc-2479
Serum (Santa Cruz Biotechnology)
Normal Ziegen 100l Sc-2043
Serum (Santa Cruz Biotechnology)
100018
BSA 50mg (Boehringer)
PBS- 1ml

Seren Spezies richteten sich nach den Ursprungstieren der Alexa-gekoppelten
AK

Nach Abgiel3en der Blockierungslosung wurden 100pl der Primarantikorper-
Mixtur, einer IgG-Kontrolle, sowie einer 1% BSA negativ Kontrolle ohne Zusatze
auf jeweils einen der drei Schnitte gegeben und diese bei 4°C Uber Nacht
inkubiert.

Primarantikorper-Mixtur:

Substrat Menge A?IEI?rIsTeJH‘eIT)er
Kaninchen Anti-NE-AK 10pl B?é?SSEBSZ)R
Ratte AnfiLy6B 2-AR 10u! (Bio-l'\lyelzcciAI‘_Z)L?aAt\ories)
oA 10mg (ngr?g:ger)
PBS- 1ml
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lgG-Kontrolle:

Substrat Menge Ar(t;keilsr;:::g;er
Normal Kaninchen I9G 10ul (Santa Crﬁzc-lgi%ichnology)
Normal Ratte IgG 10ul (Santa Crﬁzc-éic())ztgchnology)
BsA 10mg (Boehingen
PBS Tml

Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte viermal fur jeweils finf Minuten in
PBS- gewaschen, bevor 100ul Ziege Alexa488-anti-Kaninchen (Art.-Nr. A-
11008, Thermo Scientific, Rockford, IL USA), gelost in BSA 1% im Verhaltnis
1:1000, aufgetragen wurden. Dieser inkubierte abgeschirmt von Licht fur eine
Stunde bei RT, bevor erneut vier Waschvorgange mit PBS- a funf Minuten
durchgefuhrt wurden. Die zweite Farbung erfolgte mit 100ul Hahnchen
Alexa598-anti-Ratte (Art.-Nr. A-21471, Thermo Scientific, Rockford, IL USA)
gelést in 1% BSA im Verhaltnis 1:1000, welche erneut fur eine Stunde
lichtgeschlitzt bei RT inkubiert wurde. Diesem Schritt folgte der finale
Waschzyklus aus vier mal funf Minuten, bevor wenige Tropfen Roti®-Mount
FluorCare DAPI Einbettmedium (Art.-Nr. HP20.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) verwendet wurden um die Schnitte mit einem Deckglas zu
versiegeln. Vor weiterer Verwendung der Objekttrager wurde dem
Einbettmedium fir eine Nacht Zeit gegeben bei 4°C auszuharten.

Alle Aufnahmen wurden angefertigt an einem Axiophot Zeiss Mikroskop (Carl
Zeiss GmbH, Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung einer digitalen
Kamera, gesteuert durch die AxioVision Software V4.8 (Carl Zeiss GmbH,
Oberkochen, Deutschland).
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4.8.3 Immunhistochemische Farbungen
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Abbildung 17 Versuchsablauf: IHC-Farbung

Die beladenen Objekttrager wurden fir dreimal sieben Minuten in Xylol
entparaffiniert und anschlieRend wie unter 4.8.2 beschrieben mit einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Zur Blockade residualer, endogener
Peroxidaseaktivitaten wurden die Schnitte fur 30 Minuten bei RT in einer
Lésung aus Methanol, versetzt mit 1,5% Wasserstoffperoxid (H202) inkubiert.
AnschlieRend wurden die Praparate fur finf Minuten in H20aq.dest. gewaschen
bevor sie in eine Kunststoffkivette gefullt mit einem Antigen-
Demaskierungspuffer (Art.-Nr. H-3300, Vector Laboratories, Burlingame, CA
USA) fir sechs Minuten gekocht wurden. Hierbei wurde mit besonderer Sorgfalt
darauf geachtet, dass die Schnitte zu keinem Zeitpunkt austrocknen und
gegebenenfalls zusatzlicher Demaskierungspuffer hinzugefigt. Vor einer
weiteren Bearbeitung kuhlten die Schnitte fur 15 Minuten ab und wurden
anschlieBen fur funf Minuten in H2Oaqdest gewaschen. Mittels PAP-Pen-
Liquidblocker um die Schnitte gezeichneten Kreisen wurden diese vor dem
Ubertreten von Flussigkeit zwischen den Schnitten geschiitzt. Es folgte die 30
minutige Blockierung mit einer Avidin-Blocking-Losung (Art.-Nr. SP-2002,
Vector Laboratories, Burlingame, CA USA), ein funf minutiger Waschschritt,
sowie eine Inkubation der Schnitte bei 4°C Uber Nacht mit einer Mischung aus

der Biotin-Blocking-Lésung (Art.-Nr. SP-2002, Vector Laboratories, Burlingame,
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CA USA) versetzt mit Ratte anti-Ly6B.2 Alloantigen Klon 7/4 Antikorper (Art.-Nr.
MCA771GA, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) in einem Verhaltnis von
1:1000. Nach erneutem Waschen fur funf Minuten wurde der biotinylierte,
sekundare Kaninchen Anti-Ratte-IgG Antikorper (Art.-Nr. BA-4000, Vector
Laboratories, Burlingame, CA USA) durch Inkubation fur 60 Minuten bei RT
aufgetragen und ungebundene AK anschlieRend fur funf Minuten in PBS-
abgewaschen. 100ul der Vectastain-ABC-Losung (Art.-Nr. PK-4004, Vector
Laboratories, Burlingame, CA USA) wurden fur 30 Minuten auf jeden
Organschnitt gegeben und anschliel3end mit 120ul PBS™ gespult. Die Farbung
erfolgte mit 100pl Histogreen-Losung (Art.-Nr. E109, Linaris, Dossenheim,
Deutschland) fur funf bis zehn Minuten bei RT im Dunkeln unter Sichtkontrolle.
Nach drei minitigem Waschen erfolgte die Gegenfarbung mit 100yl Fast
NuclearRed (Art.-Nr. H-3403, Vector Laboratories, Burlingame, CA USA) fur
sieben bis zehn Minuten bei RT im Dunkeln unter Sichtkontrolle. Nach einer
finalen Waschung mit PBS- fur 5 Minuten wurden die Schnitte drei Mal durch
100% Ethanol, sowie zwei Mal durch Xylol geschwenkt und noch feucht durch
einen Tropfen EUKITT-Einbettmedium (Art.-Nr. 03989, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO USA) mit einem Deckglas versiegelt.

Alle Aufnahmen wurden mit einem Leitz DM IRB Mikroskop (Leica Camera AG,
Wetzlar, Deutschland), unter Verwendung der AxioVision Software v4.8.2 (Carl

Zeiss GmbH, Oberkochen, Deutschland), angefertigt.

4.9 Cytometric bead Assay (CBA)
4.9.1 Grundlagen

In Anlehnung an quantitative Zytokinbestimmungen mittels ELISA aus BAL-
Proben wurde zur Erfassung ahnlicher Parameter des murinen Serums ein
cytometric bead assay (CBA) verwendet. Grundlage dieser Entscheidung war
die gewonnene Probenmenge pro Tier, welche sich bei einer Lavage auf etwas
mehr als einen Milliliter belauft, bei Serum jedoch mit knapp 300ul sehr gering
ausfallt. Ein einzelner ELISA Well flr einen singularen Parameter bendtigt in

der Regel zwischen 50-100ul Material. Der CBA bietet den klaren Vorteil pro
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Test lediglich 25ul Probe zu verwenden, aus welcher bis zu zwdlf
Testsubstanzen simultan ermittelt werden kénnen. Durch den Einsatz von AK
beschichteten Mikropartikeln (= Beads) werden zunachst die Zielmolekile
gebunden und sekundar mit einem AK konjugiertem Farbstoff markiert. Die
durchflusszytometrisch gemessene Intensitat des Farbsignals kann dann
anhand einer Standardkurve mit der Proteinkonzentration innerhalb der Probe
korreliert werden. Fur die Auswertung von mehreren Testparametern werden in
einer Probe die jeweiligen beschichteten Beads vermischt und gemeinsam
inkubiert. Der Hersteller bietet dabei diese in verschiedenen Grof3en an, sodass
die Partikel in der Datenauswertung getrennt nach SSC und FSC
differenzierbare Populationen bilden, nach denen spezifische Gates gelegt

werden konnen.

4.9.2 Verfahren
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Abbildung 18 Versuchsablauf: CBA

Verwendet wurde das BD CBA Masterkit (Art.-Nr. 562246, BD Falcon,
Heidelberg, Deutschland) in Kombination mit PE-Sets fir TNFa (Art.-Nr.
562336, BD Falcon, Heidelberg, Deutschland), IL-6 (Art.-Nr. 562236, BD
Falcon, Heidelberg, Deutschland), Kreatinkinase (Art.-Nr. 558340, BD Falcon,
Heidelberg, Deutschland), 1I-18 (Art.-Nr. 562278, BD Falcon, Heidelberg,
Deutschland), INFy (Art.-Nr. 562232, BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) und
IL-10 (Art.-Nr. 562263, BD Falcon, Heidelberg, Deutschland) nach Angaben des
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Herstellers. FACS-Roéhrchen wurden mit 50ul Serum (1:2 verdlnnt) befllt und
20ul eines Capture Bead Mix, bestehend aus jeweils 1ul Capture Bead Lésung
jedes Kits in ein Gesamtvolumen von 20ul pro Probe hinzugefligt, bevor diese
fur zwei Stunden bei RT inkubiert wurden. Der nachste Schritt bestand aus dem
Hinzufigen von 20ul Detection-Reagens A und einer erneuten Inkubation fur
zwei Stunden bei RT. Anschliefend wurden die Réhrchen mit 1ml Wasch-
Puffer aufgeflllt und bei 200xg fir funf Minuten unter Verwendung eines
Bremsprofils zentrifugiert. Der Uberstand wurde behutsam aspiriert und 100yl
des Detection-Reagens B fur eine Stunde bei RT inkubiert. Nach erneutem
Spulen mit 1ml Wasch-Puffer und funf minutiger Zentrifugation bei 200xg
konnte der Uberstand abgesaugt und die fertigen Proben in 300ul Wasch-Puffer
resuspendiert werden.

Die Daten Akquisition erfolgte ohne zeitliche Verzogerung mittels BD FACS
Canto Il (Art.-Nr. 338962, BD Biosciences, San Jose, CA USA) unter
Verwendung der Diva Software (BD Biosciences, San Jose, CA USA). Zur
weiteren Auswertung der Ergebnisse wurde die FlowJo Software v10.0
verwendet und Konzentrationen anhand Standard-Verdinnungsreihen der

jeweiligen Kits ermittelt.

4.10 Sequentielle PMN-Migrationsanalyse
4.10.1 Grundlagen

Der Versuchsaufbau zielt darauf ab PMNs durch Mehrfachfarbungen auf ihrem
Weg von intravasal nach vaskular adharent, intraparenchymatdés und
letztendlich alveolar differenzierbar zu machen. Das bereits von Reutershan
und Konrad etablierte Protokoll [217, 218] verwendet hierfur zwei konjugierte
AK gegen unterschiedliche PMN Epitope. Der erste, ein Gr1-APC AK, wird
dabei unmittelbar vor Blut-/BAL-Gewinnung und Organentnahme i.v. appliziert.
Dieser farbt somit samtliche PMNs, welche frei zirkulieren, oder maximal an
Endothelzellen der Lunge adharent sind. Nachfolgend wird die resezierte Lunge
mazeriert, gewaschen und gefiltert um die hierin enthaltenen Zellen freizulegen.

Diese werden mit dem Zweiten, einem 7/4-FITC AK, gefarbt und fixiert. In der
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FACS Analyse dieser Proben existieren nun Zellen, die APC und FITC doppelt
positiv sind und als endothelial adharente PMNs identifiziert werden konnen.
Zusatzlich lassen sich FITC positive und APC negative Zellen identifizieren.
Diese waren zum Zeitpunkt der i.v. Applikation des APC-AK bereits in das
Lungenparenchym migriert und konnten somit lediglich Kontakt zum 7/4-FITC
AK haben. Blut und BAL werden in eigenen Farbungen vorbereitet und
gesondert analysiert, um die vier Etappen der Extravasation zu

komplementieren.

4.10.2 Probengewinnung

Tiere in Inhalationskammer

i.v. Injektion Gr1-APC AK
Zerschneiden der Lunge
enzymatische Verdauung
(Kollagenase, Hyaluronidase, Dnase)
Uberstand verwerfen
Erythrozytenlyse

Uberstand verwerfen
Resuspendieren in 3ml Farbepuffer

(+0,83% NH,CI)
+ 20ml Farbepuffer

i.p. Narkose
durch 70um Zellsieb
(spulen mit PBS-)

300xg, 4°C Lagern auf Eis
mit Bremsprofil

300xg, 4°C
h 37°C-Inkubation| mit Bremsprofil | RT-Inkubation Zellzahl bestimmen
somn | tomn | smn |  min | !

I Entwicklung der Blutentnahme Gewinnen der BAL
| Inhalation | Lungenentziindung | Lungenspulung | + Zellzahl bestimmen | Lungenentnahme
| |

[ a5min ' 4h [ |

Abbildung 19 Versuchsablauf: Probengewinnung

Die Versuchstiere wurden wie unter 4.7.3 beschrieben fur 45 Minuten mit LPS
inhaliert. Eine Applikation von 10ug des Gr-1 APC-konjugierten Antikorpers
(Art.-Nr. RB6-8C5, Lymphocyte Culture Center Core, University of Virginia,
Charlottesville, VA USA), gel6st in 300ul NaCl, erfolgte unmittelbar vor i.p.
Narkotisierung der Tiere in die Schwanzvene. AnschlieRend wurde mit der
Praparation der Mause begonnen, das Mediastinum erdffnet und durch die
Punktion des rechten Ventrikels 500ul Blut entnommen. Dieses wurde mit Citrat
antikoaguliert und nach dem Protokoll fur murines Vollblut (siehe 4.6.5) unter

Verwendung der in 4.10.3 aufgefuhrten Antikorpermixtur prozessiert. Ohne die
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Kanule zu entfernen wurde die infradiaphragmale V.cava eréffnet um die Lunge
durch Applikation von 3ml PBS- in den noch schlagenden rechten Ventrikel von
zirkulierenden PMNs zu reinigen. Es folgte die Gewinnung der BAL durch
einfuhren einer 22G Venenverweilkanule in die eroffnete Trachea. Hieruber
wurden rezidivierend 1ml PBS- appliziert und als Lavage aspiriert, bis ein
Gesamtvolumen von 5ml erreicht worden ist. Die Proben wurden bis zur
weiteren Verwendung auf Eis gelagert und die Zellzahl wie unter 4.2.3
beschrieben mittels Zahlkammern bestimmt.

AnschlieRend wurde die Lunge en-bloc reseziert und mediastinale Strukturen
entfernt, bevor das Gewebe zerkleinert und fir 30 Minuten bei 37°C in einem

Schuttelinkubator bei 200rpm in einen Enzymcocktail inkubiert.

Enzymcocktail:

Substrat Menge Artikelnummer
(Arbeitskonz.) (Hersteller)
Kollagenase Xl 54l C7657

(125 U/ml) H (Sigma-Aldrich)

Hyaluronidase I-s 5] H3506
(60 U/ml) H (Sigma-Aldrich)
DNase 5] D4527
(60 U/ml) H (Sigma-Aldrich)
o RB6-8C5
Gr-1 unkonjugiert oul (Lymphocyte Culture Center)
PBS- 5ml

Das zerschnittene Parenchym samt der Enzymlésung wurde darauf durch
70um Zellsiebe (Art.-Nr. 352350, Corning Life Sciences, Corning, NY USA) in
ein 50ml Falcon gegeben und die Organstiucke mit einem Spritzenstempel sanft
hindurchgepresst. Dabei wurde das Sieb mehrmals mit PBS- gespllt und das
Auffanggefall am Ende auf ein Gesamtvolumen von 20ml mit PBS- aufgefullt.
Die Proben wurden anschlieBend bei 300xg und 4°C fur 10 Minuten unter
Verwendung eines Bremsprofils zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das

Pellet in 5ml Lysepuffers zur Elimination residualer Erythrozyten resuspendiert.
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Lysepuffer (10x):

(vor Anwendung 1:10 in H2Oag.bidest verdunnt)

Artikelnummer

Substrat Menge (Hersteller)
NH4CI (1,5 M) 10,03 g (Ap?)ﬂgisem)
NaHCOs (0,1 M) 1,059 K}&?rﬁif °
Naz-EDTA (0,01 M) 465,00 mg (Ap’?,ﬁ?;ilm)
H20aq.bidest 125,00 ml

Nach funfminatiger Inkubation bei RT wurden 20ml Farbepuffer hinzugefigt und

eine weitere Zentrifugation bei 300xg und 4°C fur funf Minuten unter

Verwendung eines Bremsprofils angeschlossen.

Farbepuffer:

Artikelnummer

Substrat Menge (Hersteller)
S-8032
NazNs 2,5 ml (Sigma-Aldrich)
100018
BSA 59 (Boehringer)
PBS- 500 ml

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 3ml Farbepuffer

resuspendiert und eine Zellzahlbestimmung wie unter 4.2.3 beschrieben

durchgefuhrt.
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4.10.3 Durchflusszytometrische Analyse
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Abbildung 20 Versuchsablauf: FACS Analyse

Die gewonnenen Zellsuspensionen an BAL und Lungenparenchym wurden auf
eine Konzentration von 2x10° Zellen / 100ul in Farbepuffer (siehe 4.10.2)
verdinnt und 100ul pro FACS-Tube pipettiert. Es folgte die Inkubation der
Proben nach Beimengung der AK-Mixtur fir 20 Minuten auf Eis unter

ausreichendem Schutz gegen Lichtexposition.

Antikorper-Mixtur:

Antikorper Konjugierter Volumen Artikelnummer:
gegen: Farbstoff pro Probe: (Hersteller)
(Vorverdiinnung)
1ul 557235
CD45 PerCP (1:10) (BD)
1ul MCA771F
74 FITC (1:5) (AbD Serotec)

Im Anschluss wurden die Proben zweimal mit 1ml Farbepuffer gewaschen, fur
10 Minuten bei 300xg und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen, bevor
sie in 400ul einer Mischung aus gleichen Teilen Paraformaldehyd (PFA) 4%
(Art.-Nr. P6148, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) und Farbepuffer
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resuspendiert, sowie fixiert wurden. Die Analyse erfolgte umgehend mittels
FACSCanto Il.

4.11 Multiplate Analyzer TRAP-6 Thrombozytenfunktionstestung
4.11.1 Grundlagen

Die Thrombozytenfunktionsdiagnostik des Roche Multiplate Analyzer basiert auf
dem Prinzip der Impedanzanderung von Elektroden durch aktivierte Plattchen.
Als elektronisches Aggregometer zuerst 1980 von Cardinal und Flower
beschrieben macht sich das Verfahren die adhasiven Eigenschaften der Zellen
zunutze [219]. Durch ihren Kontakt auf den Leitungselementen erhdhen sie den
elektrischen Widerstand des Systems und lassen somit Rickschlisse vom
Stromfluss auf das Aggregationsverhalten zu. Durch die Verwendung von
spezifischen Stimulanzien wie Adenosindiphosphat (ADP), Arachidonsaure,
Kollagen und dem Thrombin-Rezeptor-Aktivierendem-Peptid 6 (TRAP-6) lasst
sich so die pharmakologische Antikoagulation monitoren. Im wissenschaftlichen
Kontext ermdglicht das Verfahren eine selektive Beurteilung einzelner
Aktivitatskaskaden, wie die Thrombinstimulation von Thrombozyten durch
TRAP-6 Uber den Protease-aktivierten-Rezeptor 1 (PAR-1) [220].
Physiologischer Weise 16st die Bindung von Thrombin an PAR-1 und PAR-4
eine gesteigerte Oberflachenexpression von GPIlIb/llla, sowie die extrazellulare
Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin aus und fordert sowie stabilisiert die
Koagulation [221]. Das Peptid induziert dabei im Gegensatz zu Thrombin selbst
eine Aggregation der Zellen ohne die Spaltung von Fibrinogen [222].

Die Vollblutproben werden dabei mit Hirudin antikoaguliert um einen Einfluss

auf den physiologischen Kalziumspiegel von 1.1-1.2mmol/l zu vermeiden [223].

4.11.2 Verfahren

Das Versuchsprotokoll folgt den standardisierten Angaben des Herstellers. Es
begann mit dem vorwarmen des Multiplate Analyzer (Art.-Nr. 06675069001,
Roche, Rotkreuz, Schweiz) auf Betriebstemperatur. Anschlielend wurden 300pl
auf 37°C vorgewarmtes NaCl 0,9% sowie 300ul Vollblut, antikoaguliert mit
25ug/ml Hirudin (Art.-Nr. 94581, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA), in die
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Testkammer pipettiert. Nach einer drei minutigen Inkubation folgte das
Hinzufigen von 20ul TRAP-6 [1mM] (Art.-Nr. 06675875190, Roche, Rotkreuz,
Schweiz) und sofortiger Beginn der sechs minutigen Impedanzmessung. Die
thrombozytare Aktivitat als Korrelat der Impedanzzunahme wird dabei in

Aggregationseinheiten (aggregation units = AU) angegeben.

4.12 Statistische Analyse

Statistische Auswertungen erfolgten unter Verwendung von Prism v5.0
(GraphPad Software). Alle Daten sind dargestellt als Mittelwert =+
Standardfehler. Signifikanzen wurden bestimmt mittels One-way-Anova und
Tukey’s multiple comparison post Test sowie, wo angebracht gepaartem und

ungepaartem t-Test. Als signifikant wurden p-Werte von p < 0,05 angesehen.
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5 Ergebnisse
5.1 Etablierung

5.1.1 Neutrophil-extracellular TRAP Induktion und Quantifizierung

Die NETose als relativ junges Themengebiet stand bereits im Fokus intensiver
Forschung [76, 96, 224]. Um definierte Ablaufe und Grundlagen fur die
qualitative und quantitative Bestimmung dieser extrazellularen Strukturen zu
schaffen, wurden histologische und photometrische Methoden hierflir etabliert
und fur weitere Versuchszwecke optimiert. In der Forschungsgruppe bereits
etablierte Verfahren zur Trennung und Aufreinigung von neutrophilen
Granulozyten sowie Thrombozyten (siehe 4.2) konnten zur Anwendung
gebracht werden. Die PMA induzierte NETose von kultivierten PMNs wurden
uber einen Zeitraum von 30 bis 240 Minuten durch den Einsatz des HAEMA
Diff-Quick Schnellfarbe-Kits (LABOR + TECHNIK Eberhard Lehmann GmbH,
Berlin, Deutschland) sowie der Neutrophil Extracellular Trap (NET) Assay Kit
(Art.-Nr. 601010, Cayman Chemicals, Ann Arbor, Ml USA) untersucht.
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Abbildung 21 Neutrophile extrazellulare TRAP Induktion und
Quantifizierung in-vitro

Histologische Darstellung von A) 1x108 PMNs und C) 1x108 PMNs mit 5x107
Thrombozyten im zeitlichen Verlauf der Stimulation mit 20nM PMA angereichertem
NET-Medium. Exemplarische Aufnahmen der Farbung mit HAEMA-Diff-Quick
Farbe-Kit bei 20facher Vergréerung.

Begleitende NET-NE Aktivitat zu identischen Zeitpunkten zwischen 30 und 240
Minuten von B) 1x108 PMNs und C) 1x108 PMNs mit 5x10” Thrombozyten nach
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PMA-Stimulation (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler, *** P <
0,001, n=5/Gruppe).

In der mikroskopischen Untersuchung der Praparate lieRen sich lediglich
vereinzelt netzartige Strukturen innerhalb der erste Stunde finden. Im Beisein
von PMA jedoch begannen die Zellen ab der zweiten Stunde deutlich vermehrt
NETs zu bilden und ab der dritten bereits makroskopisch sichtbar in NETose
uberzugehen. Ein Prozess der nach vier Stunden fast den kompletten
Objekttrager einnahm (Abbildung 21.A).

Begleitend zu dieser qualitativen Methode wurde im selben Setting anstelle
einer Farbung die enzymatische Aktivitat der neutrophilen Elastase (NE) als
nachgewiesener Bestandteil von NETs [225] bestimmt. Die NET-NE Aktivitat
nach PMA-Stimulation begann ca. nach einer Stunde und steigerte sich
kontinuierlich bis ca. 4 Stunden nach Indiktion (Abbildung 21.B). Diese Daten
korrelieren mit den Diff-Quick-Farbungen.

Weiterfuhrend wurden die oben beschriebenen Methoden verwendet um den
bereits beschrieben Einfluss von Thrombozyten auf die Induktion von NETs in
Experimenten zu untersuchen [70, 226]. HierfGir wurden humane, isolierten
PMNs mit den ebenfalls isolierten Thrombozyten des gleichen Spenders co-
kultiviert und das Ausmal® der NET Generierung zu identischen Zeitpunkten
mikroskopisch sowie mittels NE-Aktivitat analysiert. In Abbildung 21.C/D wird
gezeigt, wie durch die Blutplattchen die PMNs bereits nach 30 Minuten PMA
Gabe zur NET-Bildung angeregt werden. Des Weiteren kommt es durch den
Thrombozytenzusatz zu einer Linksverschiebung der NETose mit einer
frheren, ausgepragten NET-Aktivitat.

Nach dreistindiger Inkubation zeigte sich eine klare Scharfe zwischen
Stimulation und Kontrolle, ohne dass dabei die NE-Aktivitdt bereits ihren
Spitzenwert erreichte, oder der Objekttrager Gberwuchert war.

Zusammenfassend wurden zwei Methoden etabliet und konstante
Bedingungen zur Beurteilung der NETose in-vitro geschaffen. Diese wurden in

nachstehenden Versuchen verwendet.
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5.1.2 Immunfluoreszenz NET-Visualisierung in-vivo

Um die DNA-Externalisierung von PMNs Uber eine zusatzliche Methode
beurteilen zu koénnen, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung fir murine
Lungenpraparate etabliert. Diese ermoglichte Uber die Farbmarkierung von
lymphocyte antigen 6 complex locus B (Ly6B) die histologische Differenzierung
und Auszahlung von in die Lunge transmigrierten PMNs nach LPS Inhalation.
Zusatzlich wurde ein Antikorper gegen murine NE zur weiteren Farbung
eingesetzt. Die Kombination von NE Markierung mit einer 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) Farbung fir DNA ermdglichte die Unterteilung in NETende
und nicht-NETende PMNSs.

Exemplarisch ist in Abbildung 22.A/B ein Ausschnitt dieser Mehrfachfarbung bei
40facher  VergroRerung nach  Kontrollbehandlung mit NaCl und
inflammatorischem Stimulus durch LPS abgebildet, wobei DAPI blau, NE grin
und Ly6B rot gefarbt wurde. Die in Abbildung 22.A mit Pfeilen markierten, nicht
NETenden PMNs sind durch ein starkes Ly6B Signal sowie die NE
Akkumulation innerhalb der Zelle identifizierbar. Im Vergleich dazu sind in
Abbildung 22.B mit Pfeilen extrazellulare Ansammlungen von NE nebst PMN-
Zellkernen markiert, welche Uber diese Farbung als NETende PMNs identifiziert

werden konnen.
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Abbildung 22 NET Quantifizierung durch Immunfluoreszenz in-vivo

Aufnahmen von histologischen Praparaten von WT C57BL/6 Mausen nach A) NaCl
oder B) LPS Inhalation, gefarbt mit NE (grtn), Ly6B (rot) und DAPI (blau) in
40facher VergroRerung. Dargestellt sind in gro® die Overlay-Bilder der Farbkanale,
welche getrennt in klein abgebildet sind. PMNs und NETende PMNs sind mit
weillen Pfeilen beziehungsweise grauen Pfeilen markiert.

Auszahlungen von C) PMNs insgesamt, D) NETenden PMNs und E) dem Anteil der
NETenden PMNs an der Gesamtpopulation (Daten sind dargestellt als Mittelwert
mit Standardfehler, ** P < 0,01; *** P < 0,001, n=6/Gruppe).

Die Auswertung der Schnitte erfolgte bei 20facher VergroRerung (nicht
abgebildet) durch Auszahlung pro Blickfeld. Nach 45 mindltiger inhalativer LPS
oder NaCl (Kontrolle) Exposition von WT (C57BL/6) gefolgt von 4 Stunden
Inkubationszeit konnte bei WT Mausen eine signifikante Zunahme der
zellularen PMN Migration in die Lunge festgestellt werden. Zusatzlich waren in
LPS behandelten WTs auch die nachweil3baren NETs pro Blickfeld erhdht
(Abbildung 22.D).

5.1.3 Quantifizierung von PNCs in humanem Vollblut ex-vivo

Wahrend durch die Untersuchung der NETs ein Aspekt des antimikrobiellen
Potentials von Granulozyten mikroskopisch und indirekt durch Surrogatmarker

erschlossen werden konnte, wurde die Exploration von interzellularen
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Verbindungen, wie sie die PNCs darstellen, mit Hilfe der fluoreszenzaktivierten
Durchflusszytometrie durchgeflnhrt.

Hierbei wurde fur die ersten Ansatze Citrat-antikoaguliertes vendses Vollblut
verwendet, welches bei 37°C fur einen Zeitraum von 30 bis 240 Minuten mit
20nM PMA oder PBS- als Kontrolle inkubiert wurde. Nach Erythrozyten-Lyse
erfolgte die Farbung der PMNs durch markierte Antikdrper gegen PMN-
(CD66b, PE-Cy7 markiert) und Thrombozyten-Oberflachenantigene (CDA41,
FITC markiert). Um die differenzierte Betrachtung einzelner Zellpopulationen zu
ermdglichen wurden die Proben nach Fixierung zeitnah gemessen. Anhand der
Grofle und Granularitat (FSC und SSC) der Events wurde zunachst eine
Vorauswahl (Pra-gating), wie in Abbildung 23.B dargestellt angewendet. Durch
dieses Pra-gating ist es mdoglich die durch das FACS ermittelten Events,
zusammengesetzt aus einer inhomogenen Mischung aus Zellen, Zelldetritus,
kleineren Aggregaten von Thrombozyten und Luftblasen, durch Ausschluss von
Events aufzureinigen. Der Inhalt des gewahlten Gates kann nun weiter nach
PMNs (CD66b positiven Events), sowie PNCs (CD66 und CD41 positiven
Events) getrennt werden (Abbildung 23.D). Der Schwellenwert fur die bendtigte
FITC Signalstarke ist so gewahlt, dass nur jene PMNs als PNCs gewertet
werden, die eine ausreichende Intensitat abgeben (Abbildung 23.C). Durch
diese Unterteilung ist es fur spatere Experimente moglich die Eigenschaften der
PNCs und der nicht-PNC-PMNSs als eigenstandige Populationen innerhalb einer

Probe zu betrachten.
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Abbildung 23 PNC Induktion und Quantifizierung in humanem Voliblut

Durchflusszytometrische Analyse von venésem Vollblut nach Stimulation mit 20nM
PMA (PBS- als Kontrolle) im zeitlichen Verlauf zwischen 30 und 240 Minuten. A)
Zeitreihe der PNC-Induktion, definiert als CD66b und CD41 positive Events (Daten
sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler, * P < 0,05, n=3/Gruppe). B)
Exemplarische Darstellung des Gates nach FSC und SSC zur Eliminierung von zu
kleinen Events. C) Darstellung des CD41-FITC Intensitatsschwellenwertes zur
Identifikation als signal-positives Event. D) Dotblots, aufgetragen nach der
Signalintensitat von CD41-FITC gegen CDG66b-PE-Cy7 mit Schwellenwert im
zeitlichen Verlauf.

Die Auswertung der Proben lieferte eine Zeitreihe der PMA induzierten PNC
Bildung. Dabei konnte durch PMA eine signifikante Zunahme der Komplexe zu
jedem der funf Zeitpunkte gezeigt werden (Abbildung 23.A/D), mit einer
deutlichen Trennscharfe bereits nach einer Stunde. Dieser Zeitpunkt wurde
daher flr spatere Versuche an humanem Vollblut als optimal angesehen und so

als Standard definiert.
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5.2 Einfluss von Sema7a auf die NET- und PNC-Bildung
5.2.1 Stimulation von PMNs mit rhSema7a in-vitro

In mehreren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass Sema7a in der Lage ist als
pro-inflammatorisches Signal fur diverse Zellen des Immunsystems zu agieren
[189, 195], ohne dass dabei extrazelluldare TRAPs im Fokus dieser
Untersuchungen standen.

Auf der Grundlage der in 5.1.1 beschriebenen Versuche wurde das neuronale-
guidance-Protein daher als Stimulans fur isolierte PMNs Uber einen Zeitraum
von drei Stunden eingesetzt. Hierfur wurde ein mit 100ng/ml rhSema7a
angereichertes NET-Medium sowie das unbehandelte Medium als Kontrolle
verwendet. Zusatzlich wurde eine Co-Kultur aus PMNs und Thrombozyten flr

diesen Versuch verwendet.
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Abbildung 24 Stimulation von humanen PMNs mit rhSema7a in-vitro

NET-NE Aktivitatsmessung nach dreistindiger Inkubation mit 100ng/ml rhSema7A
in nativem oder PMA angereichertem NET-Medium. A) 1x10® PMNs oder B) 1x10°
PMNs mit 5x107 Thrombozyten co-kultiviert (Daten sind dargestellt als Mittelwert
mit Standardfehler, *** P < 0,001, n=5/Gruppe).

Entgegen unserer Erwartungen liel} sich durch Sema7a keine NET-Bildung
induzieren. Die Zellen reagierten weder isoliert (Abbildung 24.A), noch in der
Gegenwart von Thrombozyten (Abbildung 24.B) signifikant auf das Protein.
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass Sema7a ebenfalls keine Beeinflussung

der PMA vermittelten NETose in beiden Ansatzen bewirkt.
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5.2.2 Stimulation von humanem Vollblut mit rhSema7a ex-vivo

Vor demselben theoretischen Hintergrund wie in 5.1.3 beschrieben, wurde
rhSema7a mit der passenden IgG1 Fc Kontrolle auch fir den FACS-
Versuchsaufbau zur PNC-Quantifizierung verwendet. Wieder wurde humanes
Citrat-antikoaguliertes Vollblut eingesetzt. Das Blut wurde entweder nativ oder
mit 500ng/ml LPS stimuliert verwendet und jeweils in Verbindung mit 100ng/mi

der Testsubstanzen, bei 37°C fir eine Stunde inkubiert.

unstimuliert +LPS

[1+196,Fc
[] +hsema7a

PNCs

,_.
3
L

ek

+1g9G, Fc
CD42b - PerCP
CD42b — PerCP

100 100 102 10 10¢ 10° 100 100 10° 10¢
Dé6b - PE-Cy7 CD66b - PE-Cy7

O

(CD66b+/CD42b+)
[% aller PMNs]
13

N i

unstim. LPS

+ SemaT7a
CD42b - PerCP
CD42b - PerCP

10°

10° 10* 10° 10¢

10t 102 10° 10! 10? 10°
CD66b - PE-Cy7 CD66b — PE-Cy7
Abbildung 25 Einfluss von rhSema7a auf die PNC-Formation in humanem
Vollblut

FACS Analyse von vendsem Blut, welches fiir eine Stunde mit 100ng/ml
rhSema7a, oder einer IgG1 Fc Kontrolle inkubiert wurde. Zusatzlich wurden diese
Gruppen unterteilt in jeweils eine native oder mit 500ng/ml LPS stimulierte Probe.
A) Representative Dotblots der vier Gruppen, aufgetragen nach CD42b-PerCP
gegen CD66b-PeCy7 mit Signalintensitatsschwellenwerten. B) Auszahlung der
PNCs als prozentualer Anteil aller PMNs (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit
Standardfehler, *** P < 0,001, n=5/Gruppe).

Erneut wurde anhand der Fluoreszenzintensitat in PMNs und PNCs getrennt.
Abbildung 25.A zeigt reprasentative Dot-Blot Diagramme der Gruppen mit den
darin eingetragenen Schwellenwerten fur PE-Cy7 und PerCP. Die in Abbildung
25.B prasentierte Auszahlung aller PNCs, anteilig an der gesamten PMN-
Population in Prozent, zeigte keine signifikante Induktion von PNCs innerhalb

der nativen Blutprobe nach einer Stunde. Gleichzeitig konnte gezeigt werden,
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dass Sema7a ebenso keinen direkten Einfluss auf die LPS induzierte PNC-

Formation nahm.

5.2.3 Pulmonale NETose in PIxnc17--Mausen nach LPS-Inhalation

Um weitere Erkenntnisse uUber das Zusammenwirken zwischen Sema7a und
dessen Rezeptor PIxnc1 zu erlangen, wurden Versuche mit Plxnc1” im LPS-
Inhalations-Modell durchgefuhrt. Als Kontrolltiere ohne genetische Veranderung
wurden WT verwendet. Die Mause wurden wie unter 4.7.3 beschrieben fur 45
Minuten mit LPS in Inhalationskammern vernebelt um eine
Entzindungsreaktion der Lunge herbeizufihren. Nach einer Zeitspanne von
vier Stunden wurde den Tieren in tiefer Fentanyl-Midazolam-Narkose das
Atmungsorgan entnommen (siehe 4.7.4) und in 3um dicken Schnitten
histologisch aufgearbeitet. Diese wurden wie in 5.1.2 geschildert mit markierten
Antikérpern gegen NE, Ly6B und DAPI gefarbt.
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Abbildung 26 Pulmonale NETose in Plxnc1/--Mausen nach LPS-Inhalation

Exemplarische Immunfluoreszenzfarbung mit NE (Grin), Ly6B (rot) und DAPI
(blau) in 20facher VergroRerung von A) WT und B) Plxnc1”-. Mit grauen Pfeilen
markiert sind PMNs in NETose.
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Auszahlung der NETenden PMNs pro Blickfeld bei 20facher Vergréf3erung als C)
absolut Wert der NETenden Zellen und D) anteilig an der Gesamtpopulation der
PMNs in Prozent (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler, * P <
0,05, n=4/Gruppe).

Nach mikroskopischer Auszahlung der PMNs und NET bildenden Zellen
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Plxnc1” und WT
nachgewiesen werden (Abbildung 26.B). Auffallig war hingegen, dass die
Zellen, welche dem inflammatorischen Stimulus gefolgt und in die Lunge
transmigriert sind, ungeachtet ihres Genotyps zu einem Anteil von knapp 40%
NETs bildeten (Abbildung 26.C).

5.2.4 Ein PIxnc1 Defizit beeinflusst die PNC-Bildung in murinem Vollblut

ex-vivo

In einem weiteren Versuchsansatz wurden Plxnc1”- und WT-M&usen post LPS-
Inhalation Blut aus abdominalen Gefallen entnommen. Diese Proben wurden,
angelehnt an die Stimulationsreihen des humanen Blutes aus 5.1.3, nach
Gewinnung mit Citrat antikoaguliert und 30 Minuten mit markierten Antikdrpern
bei 37°C inkubiert. Da sich die Zellzusammensetzung murinen Blutes unter
anderem durch einen ausgesprochen hohen Thrombozyten- und Lymphozyten-
Anteil sowie einem verhaltnismalig geringen Anteil an Granulozyten
auszeichnet [227, 228] wurde eine geringe Alterierung des Versuchsaufbaus
durchgefuhrt. Neben der Anpassung von CD41-FITC gegen CD42b-FITC als
Thrombozytenmarker und CD66b-PeCy7 gegen Ly6G/C-PeCy7 flir die PMNs,
wurde der leukocyte-common-Antigen-Antikorper (CD45-AK)-PerCP erganzt.
Exprimiert von einer Reihe hamatopoetischer Zellen, wie auch den
Granulozyten [229], ermoglicht dieser Antikorper eine hdhere Trennscharfe der

relativ geringen Menge an PMNSs durch die doppelt positive Selektion.
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Abbildung 27 PNC-FACS-Analyse von murinem Blut nach LPS-Inhalation

Citrat-antikoaguliertes Vollblut wurde Plxnc1”- und WT nach 45 min(tiger Exposition
gegenuber vernebeltem LPS und vierstiindiger Inkubation entnommen. Die
Markierung der Zellen erfolgte mit Antikdrpern gegen CD45-PerCP, Ly6G/C-PeCy7
und CD42b-FITC.

A) reprasentative Dotblots, vorselektiert nach FSC und SSC, sowie CDA45-
Positivitat, aufgetragen nach Ly6G/C-PeCy7 gegen CD42b-FITC. Auszahlung der
PNCs, gewertet als triple positive Events flir CD45, Ly6G/C und FITC als B)
absolute Zahl pro Probe, sowie C) Anteil an allen PMNs (CD45, Ly6G/C positiv) in
Prozent (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler, * P < 0,05,
n=4/Gruppe).

Wie in Abbildung 27.B gezeigt, konnte eine signifikant gesteigerte Anzahl an
zirkulierenden PNCs in PlIxnc1”- nachgewiesen werden. Hervorzuheben ist
dabei jedoch das Verhaltnis von singularen PMNs zu PNCs wie in Abbildung
27.C dargestellt. Trotz der Differenz in der PopulationsgroRe der Granulozyten
gingen anteilmalig annahernd gleich viele Zellen in einen Komplex mit
Thrombozyten Uber, ohne dass der Gendefizit fir den Sema7a Rezeptor hierbei

einen Einfluss zu haben schien.
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5.3 PIxnc1’-Mause reagieren auf LPS-Inhalation mit einer gesteigerten

inflammatorischen Antwort
5.3.1 Immunhistochemische Aufarbeitung der Lungen

Der erste Schritt in der Untersuchung der gentechnische Modifizierten Plxnc1-
Linie stellte die immunhistochemische Farbung des Lungenparenchyms dar.
Hierfur wurden 3um Schnitte der Lungenpraparate hergestellt. Durch
Markierung der PMNs mit Hilfe des Ly6B.2 Alloantigen 7/4-AK und
anschlielender Farbung mit Histogreen lielRen sich die Zellen mikroskopisch

deutlich hervorheben.
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Abbildung 28 Immunhistochemische Darstellung von PIxnc1” Lungen
nach LPS-Inhalation

Histologische Lungenpraparate von Plxnc1--- und WT-Mausen nach inhalativer LPS
oder NaCl Exposition wurden mittels Ly6B.2 Alloantigen 7/4-AK auf PMNs (blau)
gefarbt.

A) Reprasentative Bilder der vier Gruppen, aufgenommen bei 20facher
Vergrofierung.

B) Auszahlung der PMNs pro Blickfeld (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit
Standardfehler, *** P < 0,001, n=4/Gruppe).

In den Aufnahmen bei 20facher VergrofRerung lie3en sich bereits auf den ersten
Blick parenchymatése Veranderungen im Sinne einer Odembildung,
hervorgerufen durch die LPS-Inhalation, erkennen (Abbildung 28.A). Die
unterschiedliche Auspragung dieses Prozesses zwischen Plxnc1” und WT
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wurde erst in der Auszahlung mehrerer Aufnahmen desselben Organs und der
statistischen Auswertung der Gruppen deutlicher. In Abbildung 28.B wird die
signifikante Zunahme der PMN-Zahl innerhalb der Plxnc1/-Lungen nach LPS-
Exposition dargestellt. Dieses unerwartete Ergebnis der gesteigerten
Zellmigration soll zunachst den Analysen der broncho-alveolaren Lavage, sowie

des Serums vorausgehen.

5.3.2 BAL-Diagnostik

Erneut wurden Tiere in einer Inhalationskammer fur 45 Minuten vernebeltem
LPS ausgesetzt und dabei Plxnc1”- mit WT verglichen. Nach Ablauf der
Inkubationsdauer von vier Stunden wurden die Tiere in tiefer Fentanyl-
Midazolam-Narkose fur die Lavagierung vorbereitet (siehe 4.7.5). Die
gewonnenen Proben wurden anschlieRend bezuglich der Zellzahl, der MPO-
Aktivitat, sowie des Proteingehalts untersucht und dariber hinaus

Zytokinbestimmungen mittels ELISAs durchgefiihrt.
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Abbildung 29 BAL-Diagnostik von PIxnc1”- und WT nach LPS-Inhalation

Quantitative Analysen aus der broncho-alveolaren Lavage nach LPS, oder NaCl
Inhalation. Statistische Auswertungen von A) Zellzahl, B) MPO C) gesamt
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Proteingehalt D) TNFa E) IL-6, sowie F) CXCL2 (Daten sind dargestellt als
Mittelwert mit Standardfehler, ** P < 0,01, *** P < 0,001, n=4-8/Gruppe).

Die Auswertung der BAL-Proben =zeigte im Kontrast zu den bisherigen
Ergebnissen klare Differenzen zwischen den Gruppen. Zum einen konnte durch
die NaCl Kontrollreihe nachgewiesen werden, dass ein Gendefizit an Plxnc1
keine konstitutiv erhdhte inflammatorische Aktivitat in der Lunge erzeugt
(Abbildung 29.A-F). Daruber hinaus zeigten die KO Mause nach LPS-
Exposition eine signifikant gesteigerte Zellzahl  (Abbildung 29.A),
Myeloperoxidase-Aktivitat (Abbildung 29.B), sowie eine, wenn auch nicht
statistisch signifikante, Tendenz des erhohten Proteingehalts in der Lunge
(Abbildung 29.C). Diese Funde korrelieren mit den durch die Reihe deutlich
gesteigerten Zytokinspiegeln von TNFa, IL-6 und CXCL2 (Abbildung 29.D-F).

5.3.3 Serum-Diagnostik

Um neben der Untersuchung der lokalen Entzindung der Lunge durch die BAL
auch Informationen bezuglich der systemischen Auspragung zu gewinnen,
wurden den Tieren zusatzlich 500pul Blut aus abdominalen Gefallen enthommen
(siehe 4.7.5). Die Proben wurden anschlielend geronnen, um das Serum nach
Zentrifugation vorsichtig zu aspirieren und so vom Koagel zu trennen. Aus dem
Serum der Mause wurde TNFa, IL-6, Kreatinkinase (als Korrelat der Gesamt-

Proteinbestimmung der BAL), IL-1B3, INFy und IL-10 gemessen.
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Abbildung 30 Serum-Diagnostik von Plxnc1”’- und WT Mausen nach LPS-
Inhalation

Verwendet wurde ein cytometric bead array (CBA) FACS Protokoll zur quantitativen
Bestimmung von Zytokinkonzentrationen innerhalb des murinen Serum. Dargestellt
sind die Auswertungen von A) TNFa B) IL-6 C) Kreatinkinase D) IL-18 E) INFy und
F) IL-10 (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler, * P < 0,05, ** P <
0,01, n=4-8/Gruppe).

Die Auswertung der FACS-Daten resultierte in einer inhomogenen Datenlage.
Es konnte gezeigt werden, dass der Serumspiegel von TNFa (Abbildung 30.A)
und IL-6 (Abbildung 30.A) in WT-Mausen im Versuchsaufbau der LPS-
Inhalation signifikant anstieg. Im Vergleich dazu wiesen Plxnc1”-Tiere nach
LPS-Inhalation signifikant niedrigere Werte an TNFa auf (Abbildung 30.A) und
standen damit im direkten Gegensatz zum simultanen, signifikanten Anstieg
von IL-6 (Abbildung 30.B). Im Serum lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede der Zytokine bei IL-1B, INFy, IL-10 sowie der Kreatinkinase
zwischen den beiden Gruppen mit LPS Behandlung nachweisen (Abbildung
30.C-F).
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5.3.4 Sequentielle Migration von PMNs

Wie in 5.3 gezeigt werden konnte, wiesen Plxnc1”-Tiere eine beeintrachtigte
Reaktion gegentber dem inflammatorischen Stimulus durch LPS auf, die sich
nicht ausschliel3lich auf zellulare Prozesse der Granulo- und Thrombozyten
zuruckfuhren liel® (siehe 5.2). Mithilfe eines bereits etablierten Protokolls [217,
218] ist es moglich die Migration von Granulozyten in die Lunge sequentiell zu
untersuchen. Durch intravenés applizierte AK gegen Gr-1-APC wurden
intravasal-zirkulierende und endothelial-adharente PMNs von bereits nach
interstitiell migrierten Zellen, markiert mit 7/4-FITC-AK, differenziert. Die
zusatzliche Entnahme von Blut und das Lavagierung der Lunge ermdoglichte die

getrennte Betrachtung von vier Kompartimenten.
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Abbildung 31 Sequentielle PMN-Migration in PIxnc1”- nach LPS-Inhalation

Verglichen wurden Plxnc1--- mit WT-Mause nach 45 min(tiger LPS Exposition und
4 Stunden Inkubationszeit. Eine intravendse Applikation des Gr-1-APC Antikdrpers
vor Praparation ermoglichte die Differenzierung in A) intravasale PMNs, B)
endothelial adharente PMNs, C) interstitielle PMNs und D) alveolare PMNs (Daten
sind dargestellt als Mittelwert mit Standardabweichung, * P < 0,05, ** P < 0,01,
n=4/Gruppe).

Die Auswertung der FACS-Daten zeigte eine signifikante Veranderung des
Migrationsverhalten von PMNs der Plxnc1--Tiere. Bereits bei Betrachtung der
intravasalen Verteilung der Zellen (Abbildung 31.A) fiel eine deutlich verringerte
Zahl an zirkulierenden PMNs auf. Dieser Unterschied zeigte sich nicht im
Vergleich der endothelial adharenten und der interstitiellen PMNs (Abbildung
31.B/C), wo die Genotypen annahernd identische Ergebnisse prasentierten.

AbschlieBend zeigten die durchflusszytometrisch ermittelten Werte eine
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signifikant erhdhte Granulozytenzahl innerhalb des Alveolarraumes (Abbildung
31.D).

5.4 SemaT7a beeinflusst die Oberflachenexpression von

Adhasionsmolekiilen in humanem Vollblut ex-vivo

Durch die in 5.3 beschriebenen Versuchsreihen konnte ein definitiver Einfluss
von PIxnc1 auf die inflammatorische Antwort innerhalb des murinen
Organismus gegenuber dem LPS-Stimulus nachgewiesen werden. Da sich
dieser Effekt nicht hinreichend durch eine veranderte NET- oder PNC-Bildung
erklaren liel3 (siehe 5.2), wurde der Fokus dieser Arbeit im Folgenden auf die
zellulare Migration und granulozytare Adhasionsmolekile gerichtet. Spezieller
sollten die Einflisse von Sema7a und PlIxnc1 auf das Verhalten von PMNs
wahrend der Interaktion mit aktiviertem Endothel simuliert und deren Rolle auf
die Oberflachenexpression zentraler Akteure der Selektin- und Integrin-

vermittelten Prozesse betrachtet werden.

5.4.1 Sema7a verstarkt zellulares Rolling im Flusskammer-Modell

Durch das Beschichten einer Glaskapillare mit Integrinen und Selektinen
konnten mehrere Phasen der Interaktion von PMNs mit der Gefallwand
simuliert werden (siehe 4.5). Der an anderer Stelle etablierte Versuchsaufbau
[230, 231] ermdglichte die hellfeldmikroskopische Beurteilung von Leukozyten
aus Vollblut und deren Flussgeschwindigkeit als Parameter des Ausmales an

zellularer Interaktion.
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Abbildung 32 Flusskammer-Modell des granulozytaren Rolling

Durch Beschichtung einer Glaskapillare mit E-Selektin, ICAM-1, oder einer
Kombination beider kann das Lumen eines aktivierten Gefales in verschiedenen
Phasen der Inflammation simuliert  werden. Hellfeldmikroskopische
Videoaufnahmen von 10 Sekunden Lange wurden angefertigt und die
Geschwindigkeit der rollenden Zellen nativ (weill) oder in Anwesenheit von
rhSema7a (grau) ausgemessen. A) Reprasentative Momentaufnahmen der
Videosequenzen. Markiert sind die zurlickgelegten Distanzen einzelner Zellen
wahrend der gesamten Aufnahme. B) Auswertung der Flussgeschwindigkeiten in
um/Sekunde (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler, * P < 0,05, **
P < 0,01 n=5/Gruppe).

Als Ausganspunkt wurden zwei Kammersysteme erstellt, von denen eine mit E-
Selektin und die zweite mit einer Kombination aus E-Selektin und ICAM-1
beschichtet wurden. So sollten die Phasen des schnellen und des
verlangsamten Rollens imitiert werden. Um den Einfluss von endothelialem
Sema7a wahrend dieses Prozesses zu identifizieren, wurden alle
Flusskammern zusatzlich entweder mit rhSema7a, oder einer der
entsprechenden IgG+1 Fc Kontrolle, beschichtet. In Abbildung 32.A werden
exemplarisch hellfeldmikroskopische Momentaufnahmen der finf Sekunden
langen Videos gezeigt. Die Markierungen geben die zurlickgelegte Entfernung
einzelner Zellen wahrend des Beobachtungszeitraumes wieder. Die statistische
Auswertung der Dateien (Abbildung 32.B) zeigte, dass durch die rhSema7a-
Beschichtung eine signifikante Abnahme der Flussgeschwindigkeit, sowohl im

Beisein von E-Selektin, als auch ICAM-1, hervorgerufen werden konnte.
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5.4.2 Einfluss von rhSema7a auf die Adhasionsmolekiilexpression

Der Einfluss von rhSema7a auf die Integrin und Selektin vermittelte Interaktion
mit PMNs konnte in 5.4.1 gezeigt werden, ohne dass dieser Effekt wie in 5.2.2
demonstriert auf eine Induktion von PNCs zuruckzufuhren ist. Um der Ursache
der verstarkten Adhasion naher zu kommen sollte in nachfolgenden Versuchen
eine Auswahl der von PMNs exprimierten Integrin- und Selektin-Liganden
betrachtet werden. In einem durchflusszytometrischen Versuchsaufbau wurde,
wie zuvor in 5.2.2, humanes Vollblut fur eine Stunde nativ, oder mit 500ng/ml
LPS, sowie zusatzlich 100ng/ml rhSema7a oder IgG+1 Fc inkubiert. Die Farbung
der Zellen erfolgte mit Antikérpern gegen CD66b-PeCy7, CD42b-PerCP,
CD11b-APC, PSGL-1-PE  und LFA-1-FITC. Aus Grinden der
Signalkompatibilitat wurde fur dieses Experiment ein alternativer Thrombozyten-

Antikoérper verwendet (siehe 4.6.4).
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Abbildung 33 Einfluss von rhSema7A auf die
Adhasionsmolekilexpression in humanem Vollblut ex-vivo

Dargestellt sind die FACS-Auswertungen aus Citrat-antikoaguliertem humanem
Vollblut, nativ, oder mit 500ng/ml LPS Uber eine Stunde inkubiert. Ferner wurden
die Gruppen unterteilt nach Stimulation mit 100ng/ml rhSema7A oder einer IgG1 Fc
Kontrolle. Die Markierung der Zellen erfolgte mit Antikbrpern gegen CD66b-PeCy?7,
CD42b-PerCP, CD11b-APC, PSGL-1-PE und LFA-1-FITC. Untersucht wurden
PNCs (CD66b und CD42b doppelt positive Events) sowie singulare PMNs (CD66b
positive und CD42b negative Events). Die Auswertung zeigt die mediane
Signalintensitat an A) CD11b-APC, C) PSGL-1-PE, sowie E) LFA-1-FITC, getrennt
fur PNCs und singuldare PMNs. Zusatzlich dargestellt sind korrespondierende
Histogramme fir B) CD11b-APC, D) PSGL-1-PE, sowie F) LFA-1-FITC (Daten sind
dargestellt als Mittelwert mit Standardfehler, * P < 0,05, ** P < 0,01, n=6/Gruppe).

Bei der Auswertung der Daten wurden identische Gating-Strategien, wie in
5.2.2 beschrieben, verwendet. Die Betrachtung der Expression der
Oberflachenmolekule wurde als mediane Signalintensitat des jeweiligen Kanals
angegeben und die gesamte PMN Population in PNCs (CD66b und CD42b
positive Events) und singulare PMNs (CD66b positive und CD42b negative
Events) unterteilt. Es konnte gezeigt werden, dass rhSema7a in den
unstimulierten Proben nicht in der Lage ist, eine Veranderung der Expression
von CD11b sowie LFA-1, sowohl an PNCs, wie auch singularen PMNs zu
induzieren (Abbildung 33.A/E). Der bekannte Effekt von LPS auf die CD11b
und LFA-1 Expression [232, 233] konnte durch das NGP negativ regulatorisch
modifiziert werden, wobei dieser Einfluss starker bei singularen PMNs als bei
PNCs zum Ausdruck kam (Abbildung 33.A/E).

In Abbildung 33.C ist die konstitutionell starke Expression von PSGL-1 im
nativen Zustand dargestellt. Die LPS-Stimulation resultierte in einer
signifikanten Reduktion der Signalstarke von PSGL-1; dies jedoch
ausschlieBlich in PNCs. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass
rhSema7a sowohl nativ als auch unter LPS-Stimulation zu einer verminderten
Oberflachenexpression von PSGL-1 fuhrt. Erneut zeigten singulare PMNs
hierbei keinen Unterschied, zwischen nativem, oder stimulierten Zustand, wobei

PNCs unter rhSema7a das grofite Ausmal an Intensitatsreduktion aufwiesen.
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5.5 Eine Blockade von Sema7a und Pixnc1 hemmt die thrombozytare

Aggregation ex-vivo

Nachdem in 5.4.1 gezeigt werden konnte, dass Sema7a in der Lage ist sowohl
Selektin wie auch das Integrin vermittelte zellulare Rollen zu verstarken, zielte
der folgende Versuch darauf ab, den Einfluss des NGPs und seines Rezeptors
auf die thrombozytare Funktionalitat zu erschlieen. Durch Einsatz eines
Multiplate Aggregometers und des selektiven Aktivator der Thrombin
vermittelten Gerinnung TRAP-6 wurden die Einflisse von Antikorper-

vermittelten Blockaden bestimmit.
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Abbildung 34 Multiplate Analyse der Thrombin induzierten Aggregation

Mithilfe des Multiplate Aggregometers wurde die Thrombozytenfunktionalitat in
humanem Vollblut nach Antikérperblockade gegen B1-Integrin, B2-Integrin, Sema7a
sowie PIxnc1 gemessen. Die durch TRAP-6 induzierte Aggregation ist als Referenz
angegeben.

A) Abgebildet ist die Widerstandserhohung aufgetragen gegen die Zeit in AU. B)
Relative Aggregation bezogen auf TRAP-6 (Daten sind dargestellt als Mittelwert mit
Standardfehler, ** P < 0,01, *** P < 0,001, n=5/Gruppe).

TRAP-6 diente als Stimulans und Referenzwert fur die Impedanzzunahme Uber
einen zeitlichen Verlauf von 6 Minuten. Dargestellt in Abbildung 34.A stehen
dazu im Vergleich die Aggregationsverlaufe bei zeitgleicher Antikérperblockade
gegen B1-Integrin, B2-Integrin, Sema7a, oder Plxnc1. Die Inhibition von (2-
Integrinen resultiert in einer nicht signifikanten verringerten Aggregation durch
TRAP-6. Der fehlende Einfluss von B1-Integrin, Sema7a und PIxnc1 resultierte
dagegen in einer signifikant herabgesetzten thrombozytaren Aktivitat nach 6
Minuten (Abbildung 34.B).
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6 Diskussion

Semaphorin 7A vermittelt wahrend des neuronalen Wachstums elementare
Signale fur die axonale Orientierung innerhalb des Organismus. Dieser Prozess
basiert auf der Interaktion von Sema7a und den B1-Integrinen durch die
Aktivierung von MAP-Kinasen [204]. Innerhalb des Immunsystems ist es in der
Lage Monozyten und T-Zellen zu stimulieren und fordert zellulare Migration in
entzindetes Gewebe [175, 189, 190]. Hierbei konnte vermehrt der Einfluss von
B1-Integrinen fur die pro-inflammatorische Wirkung des NGPs auf Makrophagen
nachgewiesen werden, wohingegen Plxnc1 als zweiter Bindungspartner
verstarkt mit zelluldrer Adhasion und zytoskelettaler Reorganisation in
Verbindung gebracht wurde [172, 234]. Aus vorausgegangenen Projekten
unserer Arbeitsgruppe wurde ersichtlich, dass Sema7a eine Steigerung der
endothelialen Migration von PMNs bewirkt [196] sowie bei Gendefizienz zu
einer Reduktion der pulmonalen Entzindungsreaktion im Rahmen einer LPS
Exposition fuhrt [195]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass ein ahnlicher
Effekt fur PIxnc1 im Rahmen der Zymosan A induzierten Peritonitis [198] oder
des hyperbaren Lungentraumas [197] bei Knockout-Tieren zu finden ist. Diese
Erkenntnisse bildeten die Grundlage die Zielproteine Sema7a und Plxnc1 auf
ihre Einflisse sowohl hinsichtlich der zellularen Aktivitdt von neutrophilen
Granulozyten in-vitro als auch innerhalb des Tierversuchsmodells der LPS-
induzierten Lungenschadigung zu untersuchen. Die NETose und die Bildung
von PNCs sollten dabei besondere Fokuspunkte darstellen. Beide Prozesse
sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems und konnten bei
Dysregulation mit gesteigerten Entzindungsreaktionen und
Organschadigungen assoziiert werden [60, 101], ohne dass sie bisher auf eine

Verbindung zu den NGPs untersucht wurden.

6.1 Sema7a und Pixnc1 als Akteure der NETose und PNC-Bildung

Als Grundlage wurden die in 3.7 geschilderten Arbeitshypothesen aufgestellt,
welche pro-inflammatorische Effekte von Sema7a auf neutrophile Granulozyten

postulieren. Diese Effekte wirden sich in einer gesteigerter NETose sowie PNC
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Bildung aufern und damit die gesteigerte Entzindungsreaktion erklaren, die in
vorausgegangenen Arbeiten fir Sema7a gefunden werden konnten [195, 196].
Die in 5.2 prasentierten Versuchsreihen zeigen wider Erwarten, sowohl in
nativem Medium als auch co-inkubiert mit PMA, keinen Einfluss von Sema7a
auf die NETose isolierter PMNs.

Pro-inflammatorische Reaktionen, die nachweislich von Sema7a induziert
werden, sind unter anderem fir Endothel- und Epithelzellen, Keratino- sowie
Monoyzyten beschrieben [189, 195, 235]. Diese Zelllinien reagieren auf die
Exposition mit dem NGP mit einer Produktion von TNFa, IL-183, IL-6, IL-8 sowie
dem granulocyte-macrophage colony-stimulation factor (GM-CSF) [189, 235].
Zusatzlich berichten die Autoren in korrelierenden Versuchen an PMNs lediglich
eine im Vergleich ca. 5%ige Produktion an IL-6 sowie IL-8 [189]. Sie
postulierten eine stark auto-/parakrine Wirkung von Sema7a basierend auf
dessen GPI-Anker und einer damit einhergehenden proteolytischen Freisetzung
[236]. Die von uns prasentierten Ergebnisse bezlglich der Rolle von Sema7a
auf die NETose in-vitro bestarken diese Befunde. Auch in-vivo liel3 sich mittels
Immunfluoreszenzfarbung kein Nachweis fur eine NGP vermittelte NETose
finden, wenngleich die Ergebnisse etwaige Differenzen der Genotypen in Bezug
auf migrierte Zellzahlen im Vergleich mit den Daten der IHC-Farbung zu
relativieren scheinen. Das hohe Mal} an peribronchialer Autofluoreszenz des
entzindeten Gewebes sowie die unter 6.7 naher erorterten technischen
Herausforderungen werden in die Hauptverantwortung fur diese Diskrepanzen
an Zell- und NET-Zahlen gezogen. In Zusammenschau aller Daten scheint es
zunehmend wahrscheinlich, dass das NGP nur in einem geringen Ausmal} als
direkter Aktivator fur PMNs fungiert. Besonders im Bezug auf die Auspragung
einer entzindungsbedingten Organschadigung sind Sema7a und PlIxnc1 also
vor allem als Modulator der zellularen Migration und der Koordination der
Immunantwort auf inflammatorische Stimuli anzusehen.

Mit besonderem Augenmerk werden die Ergebnisse bezuglich der PNC-Bildung
ex-vivo und post LPS Inhalation im Tierversuch betrachtet. Nicht nur muss
kritisch bemerkt werden, dass die Inkubation von humanem Vollblut mit LPS

verstarkt ein septisches Geschehen mit endovaskularer
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Pathogenausschwemmung imitiert und weniger ein organgebundenes
Entzindungsgeschehen mit der Notwendigkeit der Extravasation abbildet. In
Bezug auf 5.2.2 muss zusatzlich die Inkubationsdauer von einer Stunde
hinterfragt werden. Diese wurde gewahlt um eine klare Trennscharfe der PNC-
Bildung durch LPS gegenuber der Kontrolle zu ermdglichen, doch kann hierbei
der elementare Zeitpunkt einer NGP Interaktion bereits verpasst worden sein.
Unter Berucksichtigung der aktuellen Literatur und mit vorausgreifendem
Verweis auf die Ergebnisse der Flusskammer- (siehe 5.4.1) und Multiplate-
Versuche (siehe 5.5) deutet vieles darauf, dass die Interaktion von PMNs und
Platelets bereits bei initialem Kontakt induziert wird und signifikante Effekte
schon innerhalb weniger Minuten detektierbar sind [237, 238].

Das Bild, welches die Analyse von murinem Blut vier Stunden nach Induktion
der ALl (siehe 5.2.4) prasentiert, unterliegt den gleichen Uberlegungen. Nicht
nur wurde ein sehr spater Zeitpunkt betrachtet, sondern zusatzlich in
peripherem Blut eine Zellpopulation untersucht, die dem inflammatorischen
Stimulus innerhalb der Lunge nicht gefolgt ist. Die beschriebene Leukozytose
innerhalb des PIxnc1-Knockouts (siehe 5.2.4) sowie die Analyse der lokalen
Reaktion der Lunge mittels IHC und BAL (siehe 5.3.1, 5.3.2) belegen die
gesteigerte Entzundungsreaktion. Es scheint plausibel, dass die Daten aus
humanem Vollblut, sowie des Tierversuchs den spaten Zustand einer
vorangegangen Reaktion wiedergeben. In Anbetracht des nachgewiesenen
Effekts von PNCs bei der Entstehung von Lungenschadigungen [73] ergibt sich
hieraus Grund zur Annahme, dass der pro-inflammatorische Effekt von Sema7a
im Rahmen dieses pathologischen Prozesses [195] durch die Versuche

bezuglich der PNC-Bildung nicht ausreichend abgebildet werden konnte.

6.2 Die inflammatorische Reaktion von Plxnc1” gegeniiber inhalativer

LPS Exposition

Neben der Betrachtung von NETs und PNCs wurde in der dritten
Arbeitshypothese zusatzlich eine reduzierte inflammatorische Antwort auf LPS
Exposition von Plxnc1/- gegeniiber dem WT untersucht. Basierend auf den

Daten von Granja et al. und Konig et al. konnten solche Effekte des Genotyps
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bereits in Modellen der hyperbaren Lungenschadigung und des
Ischamie/Reperfusionsschadens nachgewiesen werden [197, 199]. Im direkten
Gegensatz zu diesen Funden prasentierte sich Plxnc1” in den hier
dargestellten Versuchen mit einem Bild der gesteigerten Inflammation (siehe
5.3). Das vermehrte Vorkommen an PMNs innerhalb der immunhistochemisch
aufgearbeiteten Praparate wird ebenfalls von den Analysen der BAL, welche
einen Anstieg an Zellzahl, MPO, Proteingehalt sowie der Konzentration an pro-
inflammatorischen Zytokinen zeigten, unterstutzt. Zusatzlich wurden erhohte
Spiegel an IL-6 innerhalb des Serums, bei gleichzeitig reduzierten Werten an
TNFa, ohne signifikante Differenzen bezuglich IL-18, INFy und IL-10 gefunden.
Wie in Abschnitt 6.7 ausgefuhrt zeigen diese Daten eine Momentaufnahme der
pulmonalen Entzindung. TNFa und IL-18 sind im zeitlichen Ablauf die
frihesten Mediatoren, die durch gewebestandige Makrophagen und das lokale
Epithel ausgeschuttet werden [239]. Ohne dies weiter belegen zu kdénnen,
werden diese Daten als mdgliche Indikatoren fir eine andere Kinetik des
Immunsystems innerhalb des Plxnc1” interpretiert und sind mdglicherweise
Indikator fUr eine bereits rucklaufige Produktion der first-line Zytokine. Dem
gegenuber steht der unveranderte Parameter fur IL-10, welches zentraler
Vermittler der Entzindungsresolution ist. Ohne erganzende Experimente
bezuglich weiterer anti-inflammatorischer Proteine und Rezeptoren kann dieser
Fund nicht expliziter gedeutet werden. ldentisch niedrige Werte an INFy in
beiden Genotypen lassen sich argumentativ auf LPS als Stimulans
zuruckfuhren, welches durch Aktivierung von TLR4 klassischer Weise anti-
bakterielle Kaskaden in Gang setzt, wohingegen INFy primar anti-virale
Prozesse initiiert [239].

Es entsteht ein direkter Kontrast zu vorausgegangenen Arbeiten mit der
PIxnc17-Linie, welcher adressiert werden muss. In dieser Dissertation wurde
das Modell der LPS induzierten ALI angewandt, welches eine bakterielle
Infektion simuliert und damit den in Abschnitt 3.1 skizzierten Kaskaden Uber
PRRs (TLR4) folgt. Das hyperbare Lungentrauma, die Hypoxie, oder der
Ischamie-Reperfusionsschaden sind dahingegen als sterile Inflammationen

anderen regulatorischen Prozessen unterworfen, die DAMPs vermittelt sind.
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Selbst wenn am Ende der Signaltransduktion durch DAMPs haufig identische
Mediatoren wie TNFa und IL-1B zur Rekrutierung von Granulozyten und
Makrophagen an den Ort der Entzlindung freigesetzt werden, unterscheiden sie
sich doch grundlegend an beteiligten Proteinen gegenuber einer PAMP-
vermittelten Aktivierung des Immunsystems [240]. In Anbetracht des
zunehmenden Verstandnisses um NGPs als Immunmodulatoren [152] erscheint
es daher plausibel, dass sich Differenzen aus dem Ursprung der Pathologie und
dem klinischen Ausgang der Inflammation zwischen sterilen und septischen
Prozessen im Kontext der Wirkung von Sema7a und Plxnc1 ergeben.

Speziell die Daten von Konig et al. zur Zymosan A induzierten Peritonitis,
welche eine Reduktion der Entziindungsreaktion bei Plxnc1”- oder Plxnc1-AK
Blockade demonstriert haben, sind an dieser Stelle hervorzuheben. Um die dort
als pro-inflammatorisch gedeutete Wirkung des Sema7a Rezeptors Plexin C1
einzuordnen, soll besonderer Wert auf die Physiologie der unterschiedlichen
Organsysteme gelegt werden. Roissant et al. verdeutlichten in ihrer
Ubersichtsarbeit  Differenzen des Zusammenspiels inflammatorischer
Adhasionsmolekule innerhalb von Lunge, Leber und Niere [241]. Sie hoben die
spezielle Architektur der pulmonalen Mikrozirkulation hervor, welche PMNs
bereits wahrend der physiologischen Passage ein hohes Mall an
zytoskellettaler Reorganisation abverlangt. Eine Tatsache, welche in der akuten
Inflammation weiter zunimmt und in sich in diesem Ausmal} nicht innerhalb der
abdominalen Zirkulation wiederfindet. In Anbetracht dieser Fakten, sowie
friheren Daten, welche PlIxnc1 bereits mit Veranderungen des Zytoskeletts in
Verbindung gebracht haben [242], scheint die deutliche Diskrepanz der
Ergebnisse zunehmend plausibel.

Weiterfuhrend haben Roth et al. in einem &hnlichen Versuchsaufbau
nachgewiesen, dass die LPS-induzierte Inflammation der Lunge in Sema7a’
reduziert ausfallt und bei i.v. Applikation von rekombinantem Sema7a verstarkt
wird [195]. Bereits hier wurde ein mdoglicher Ruckkopplungsmechanismus
hypothetisiert, durch den kurzkettige Sema7a Peptide Uber PIxnc1 einen anti-
inflammatorischen Stimulus vermitteln. Die im Rahmen dieser Dissertation

erhobenen Daten stiutzen diese These weiter, indem sie demonstrieren, dass

92



die Abwesenheit von PIxnc1 nicht in der erwarteten Hemmung der Sema7a
vermittelten pro-inflammatorischen Eigenschaften resultiert.

In Studien zur T-Zell Funktion haben Suzuki et al. die Bedeutung von a131-
Integrin flr deren inflammatorische Immunantwort hervorgehoben und dieses
sogar als Hauptrezeptor fur Sema7a postuliert [175]. Zhang et al. konnten
dartber hinaus in einem Modell der Meerwasseraspiration-ALI nachweisen,
dass eine Blockade von Sema7a eine Aktivierung von NF-kB die
nachgeschaltete Freisetzung von Zytokinen sowie das Ausmal} der Entzindung
hemmt. Dieser Effekt konnte durch den Einsatz von inhibitorischen (31-Intergrin
AK reproduziert werden [234]. Weiterfuhrend demonstrierten sie in-vitro, dass
Sema7a Uber PIxnc1 die zytoskelettale Reorganisation von Endothelzellen

durch Cofilin vermittelt und damit eine Erhohung der Permeabilitat bewirkt.

6.3 Endovaskuldre Funktionen von Sema7a und Migrationsverhalten von
PMNs in PIxnc1-

Nach den Auswertungen der Histologien, der BAL- und Serum-Diagnostik
widmete sich die Aufmerksamkeit auf das durch Sema7a vermittelte
endovaskulare Verhalten von PMNs. Die sequenzielle Migrantionsanalyse
zeigte, dass PMNs im LPS Modell in Abwesenheit von Plxnc1 vermehrt die
Mikrozirkulation der Lunge verlassen und vor allem eine komplette Diapedese
durch das Parenchym in den Alveolarraum anstreben und erst dort
akkumulieren (siehe 5.3.4). Wissend um die B1-Integrine als weiteren Liganden
fur Sema7a, bestatigt dies die wiederholt getroffene Annahme, dass pro-
inflammatorische Effekte verstarkt durch B1-Integrine vermittelt werden [181,
234].

Bei ruckblickender Betrachtung der durchflusszytometrischen Daten von
Plxnc1”- Blut nach inhalativer LPS Exposition in Bezug auf die PNC-Bildung
(siehe 5.2.4) fallt die Anzahl an zirkulierenden PMNs innerhalb der Proben auf.
Das Gendefizit fuhrte zu einer absoluten Zellzahlerhbhung, ohne dabei deren
Funktionalitat in Bezug auf die PNC Bildung zu beeinflussen. Eine solche
Leukozytose ist dabei am ehesten auf eine gesteigerte Freisetzung von PMNs

aus dem Knochenmark zuriickzufihren. Da die molekularen Mechanismen der
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Knochenmarkliberation immunkompetenter Zellen wahrend einer Inflammation
eng mit der Extravasation in entziindetes Gewebe verknupft sind [243], konnte
an dieser Stelle eine weiterer, bisher nicht untersuchter Wirkmechanismus des
NGPs erkannt worden sein. Ein naheres Verstandnis konnte durch Stimulation
von PIxnc1” Knochenmarkzellen oder Knochenmarktransplantationen von
PIxnc1 in WT und vice versa mit fokussierter Betrachtung des peripheren Blutes
in akuten Entzindugsreaktionen gewonnen werden.

Die Flusskammerversuche, durch welche granulozytare Interaktionen mit
Adhasionsmolekulen eines aktivierten Endothels verdeutlicht werden konnten
(siehe 5.4.1), gaben weitere Aufschlisse Uber die Rolle von endothelialem
Sema7a. Die Beschichtung von Glaskapillaren mit rekombinantem Sema7a
bewirkte eine signifikante Reduktion der Rollgeschwindigkeit im Zusammenspiel
mit E-Selektin und in der Kombination aus E-Selektin und ICAM-1. Die hier
demonstrierte Verstarkung der Bindung an Venolenwande durch Sema7a
wlrde dabei den nachgewiesenen Effekt unterstreichen, dass eine
Zytokinaktivierung von Endothelzellen in einer Expression von Sema7a
resultiert [195]. Zusatzlich kann aus dem Versuchsaufbau eine Aussage
bezlglich der zeitlichen Komponente im Bezug auf die endovaskulare Wirkung
von Sema7a abgeleitet werden. Dem Durchfluss des Blutes innerhalb der
beschichteten Kapillare ging keine Phase der Inkubation voraus. Dies ist von
hdchster Bedeutung, weil es verdeutlicht dass der beobachtete Effekt auf das
Rollverhalten unmittelbar nach Kontakt mit endothelialem Sema7a eintritt. Diese
Tatsache ist sowohl innerhalb unserer Arbeitsgruppe wie auch in der Literatur
nicht adressiert, wo das NGP wiederholt als Stimulans Uber einen langere
Periode inkubiert wurde [195, 234]. Somit lasst sich daraus die beobachtete
Wirkung des NGPs auf zirkulierende PMNSs hin zu einer gesteigerten Migration
durch eine Endothelstimulation, aber auch direkte Bindung erklaren [196].
Hieraus ergibt sich eine elementare Rolle fur Sema7a sowohl im initialen

Kontakt, als auch im nachfolgenden Slow-Rolling von PMNSs (siehe 3.2).
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6.4 Einfluss von rhSema7a auf die Oberflachenmolekiilexpression

Weiterfuhrend wurde explizit die Expression von Oberflachenmolekilen auf
PMNs untersucht, wenn diese in Vollblut fiir eine Stunde mit Sema7a inkubiert
werden. Durch die Auswertung von CD11b, PSGL-1 und LFA-1 konnte ein
negativ regulatorischer Effekt von Sema7a auf deren Oberflachenexpression
nach LPS Exposition nachgewiesen werden (siehe 5.4.2). Am starksten fiel dies
bei PSGL-1 auf, weshalb an dieser Stelle betont werden soll, dass die
Reduktion der Oberflachenexpression von Adhasionsmolekulen durch pro-
inflammatorische Stimuli ein bereits beschriebenes Phanomen ist [244, 245]. In
Zusammenschau der bisherigen Ergebnisse wird hier aus den anfangs als
widerspruchlich wirkenden Funden eine Autoregulation theoretisiert, welche die
Zellen in  Abwesenheit von endothelialer Zytokinfreisetzung und
Adhasionsmolekilkontakt vor unspezifischer GefalRwandinteraktion bewahrt.
Ein Phanomen, das speziell fiur Sema7a, PlIxnc1 und B1-Integrine in
Melanozyten beobachtet wurde [246]. Die Vermutung liegt nahe, dass der in
humanen Vollblutproben beobachtete Effekt von Sema7a uber Plxnc1
verursacht wird (siehe 5.4.2). Speziell in Anbetracht der Diskrepanz dieser
Daten zu den Funden des Tierversuches miissen erneut die Uberlegungen
bezlglich des LPS Stimulus ex-vivo, aber auch die zeitliche Dimension
wahrend der einstundigen Inkubation, einbezogen werden (siehe 6.1). Von
besonderem Interesse ware die Betrachtung der frihen Reaktionen innerhalb
der Probe zu weiteren Zeitpunkten, um zu verstehen mit welcher Dynamik
Sema7a die Oberflachenexpression der Adhasionsmolekile beeinflusst. Auch
wenn an dieser Stelle nur eine Hypothese erstellt werden kann, ware eine frihe
Induktion der zellularen  Oberflachenexpression mit  nachfolgender
autoregulatorischer Inhibition ein denkbarer Mechanismus, der bei Plxnc1”- zur
Uberschielienden Extravasation von PMNs in die Lunge flihrt und womdglich

durch B1-Integrine vermittelt wird.
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6.5 Interaktion von Sema7a, PIxnc1 und B1-Intergrinen im Kontext der
akuten Inflammation

Alto und Buck haben in ihrer Ubersichtsarbeit der Plexin-vermittelten
Signalmechanismen wiederholt das unzureichende Verstandnis um involvierte
Kaskaden der Klasse C und D Plexine bemangelt [181]. Detailliertere Daten
existieren bezuglich der Klassen A und B, welche neben individuellen Pathways
deutliche Gemeinsamkeiten teilen. Speziell die gleichartige Hemmung von R-
Ras, RAP und Rac1 GTPasen sowie der Aktivierung von p190 RhoGAP
veranlasste die Autoren zur Annahme diese ebenso bei C und D Plexinen zu
erwarten. Die R-Ras Aktivitat wird als Schaltstelle einer Plexin vermittelten
Integrin-Inhibition vermutet, wohingegen Rac1 primar mit zytoskelettaler
Reorganisation und Zellmotilitat [247] und RAP mit Adhasion und Migration
[248] assoziiert werden. Speziell die Existenz der PSI Domane in allen drei
Molekilen und der nachgewiesene Effekt einer Konformationsanderung bei
Ligandenbindung [249] unterstutzt weiter die Existenz eines sensiblen
Regulationsmechanismus, der bis dato nicht naher identifiziert werden konnte.

Auch wenn dieses Forschungsprojekt nicht darauf ausgerichtet war, scheint es
zunehmend unumganglich bei der Untersuchung von Sema7a und Plxnc1 die
Funktion der B1-Integrine bezlglich intrazellularer Prozesse wahrend akuten

Inflammation zu betrachten.

6.6 Rolle von Sema7a, PIxnc1 und B1-Intergrinen auf die thrombozytare
Aggregation

Eine besondere Rolle in der Interpretation des gesamten Projekts kommt den
Ergebnissen der aggregometrischen Untersuchung zu. Nachdem die
unmittelbare zeitliche Reaktion von Zellen nativen Vollbluts auf Sema7a im
Flusskammer-Modell verdeutlicht werden konnte (siehe 6.3), sollte isoliert der
Einfluss der NGPs auf Thrombozyten betrachtet werden. Diese exprimieren
Sema7a sowie PIxnc1 und setzen ersteres auf inflammatorische Stimuli hin frei
[159], ohne dass eine Implikation auf hamostatische Prozesse untersucht

worden ist.
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In einem letzten Versuch wurde daher getestet, in welchem Ausmal sich
Sema7a, Plxnc1, B1- aber auch p2-Integrine auf die aggregatorischen
Fahigkeiten von Thrombozyten auswirken. Neben Sema7a wurden Sema3a
und Sema4d innerhalb von Thrombozyten nachgewiesen [250] und fur letztere
negativ regulatorische Wirkung fur die Blutplattchen gefunden [251, 252].
Bezuglich Sema7a sind hierfir keine Informationen bekannt. Durch
Antikérperblockaden gegenliber Sema7a, Plxnc1 und B1-Integrine konnten
Gerinnungskapazitaten signifikant reduziert werden, wobei B2-Integrine als
einzige eine Ausnahme darstellten (siehe 5.5). Erneut ist bemerkenswert, dass
sich signifikante Effekte der AK-Blockaden bereits innerhalb weniger Minuten
detektieren lassen. Auch wenn die Hamostase primar mit Gerrinungsfaktoren
und Thrombozyten in Verbindung gebracht wird, muss bei Betrachtung der
Aggregation von Vollblut ein nicht unbedeutender Effekt weiterer
Zellpopulationen beachtet werden. Es ist bekannt, dass wahrend des
Gerinnungsprozess neben der direkten Verbindung, Thrombozyten
untereinander, mit Bestandteilen der Extrazellularmatrix und mit endothelialen
Proteinen verkleben, aber auch Leukozyten einbinden [253]. Des Weiteren
werden PNCs, als Inbegriff einer granulo-/thrombozytaren Interaktion wiederholt
mit der Pathegenese von thrombotischen Erkrankungen auch im
inflammatorischen Kontext in Verbindung gebracht [254]. Die Annahme liegt
nicht weit, dass in diesem Prozess die rapide Formierung und Akkumulation
von PNCs von zentraler Bedeutung sein koénnte und weiterfihrend eine
Beeintrachtigung deren Bildung durch die NGP-Blockaden hierbei eine
entscheidende Rolle einnimmt. Ohne weitere Experimente ist dem Versuch
dennoch sicher zu entnehmen, dass Sema7a zusammen mit beiden Liganden
Einfluss auf die PAR-1 vermittelte Kaskade nimmt, die physiologischerweise
durch Thrombin aktiviert wird [255]. Dieser Pathway wird als fihrend in der
Genese thrombotischer Ereignisse angesehen und bereits heute sind die ersten
Thrombin-Rezeptor-Antagonisten in der klinischen Testung angekommen
(Varoxapar und Atopaxar) [256]. Ob und in welchem Ausmal® Sema7a, Plxnc1
oder auch B1-Integrin Antagonisten in der Zukunft einen Einzug in die Praxis

finden konnen, ist angewiesen auf weitere Untersuchungen, speziell auch auf
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deren Einfluss auf weiter Kaskaden der thrombozytaren Gerinnung, induziert
durch ADP, Adrenalin oder Thromboxan A2 [257].

6.7 Probleme und Limitationen dieser Studie

In-vitro Experimente wurden an isolierten Zellen des peripheren Blutes von
gesunden Spendern durchgefihrt und unter Bedingungen getestet, welche den
physiologischen Rahmenbedingen der Entzindung nicht ausreichend gerecht
werden. Speziell der fehlende Einfluss des Blutflusses und die Interaktion mit
Zellen der Gefallwand, welche fur die Wirkung von Sema7a und PlIxnc1 eine
bedeutende Rolle spielen [196, 234, 258], konnten in dem Umfang nicht
simuliert werden und durfen bei der Betrachtung der Daten nicht vernachlassigt
werden.

Des Weiteren muss bei dem Einsatz von PMA als Stimulans der NETose (siehe
5.1.1) bedacht werden, dass dieser Aktivator der PKC durch die Zellmembran
diffundiert und dort direkt Kinasen stimuliert [259]. In Anbetracht des
zunehmenden Verstandnisses um die Existenz einer Vielzahl an intrazellularen
Kaskaden der NETose, welche teilweise PKC unabhangig fungieren [94], muss
auch an dieser Stelle mit Umsicht auf die entstandenen Ergebnisse geblickt
werden.

Immunofluoreszenzfarbungen zur Quantifizierung von NETs innerhalb von
entzindetem Gewebe stellen eine besondere Herausforderung dar. Auch wenn
die co-Lokalisation von NET-Bestandteilen wie NE, der DNA und PMN-Marker
auch von anderen Autoren verwendet wurden [102, 260], bleibt fir die saubere
Identifikation dieser in den mehrschichtigen Organschnitten ein Restfaktor an
Ungenauigkeit. Daruber hinaus wird durch die Autofluoreszenz des entzindeten
Gewebes die Trennscharfe der Methode zusatzlich reduziert [261]. Es gibt
keine Moglichkeit, NETs eindeutig von uUberlagernden Zellen, apoptotischem
DNA Material umgeben von sekretorisch freigesetztem NE zu unterscheiden.
Hier waren selektive AK auf NET-spezifische Bestandteile der nachste Schritt
zur Optimierung dieser Methode, die bis dato noch nicht existieren. Somit kann
die Immunfluoreszenz einen Anhalt geben, sollte aber bis auf weiteres unter

Vorbehalt fur die Betrachtung von NETs herangezogen werden [262].
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WeiterfUhrend darf dem Tierversuch als Modell zur Erforschung von
pathologischen Abldufen und molekularen Prozessen seine Bedeutung fur die
Wissenschaft nicht abgesprochen werden. Es muss dabei an die grundlegende
Méglichkeit der unvollstandigen Ubertragbarkeit von Ergebnissen zwischen den
Spezies gedacht werden. Das Modell der LPS-induzierten ALl ist ein gut
etabliertes Verfahren, welches verwendet wird, um nach dem initialen Onset der
Entziindung eine Momentaufnahme der Lunge und des Organismus nach vier
Stunden zu erhalten. Innerhalb des hochdynamischen Prozesses einer
Entzindung bis hin zu ihrer Resolution entstehen so moglicherweise falsche
Eindricke bezlglich der Kinetik durch die Eindimensionalitat der Daten, wie
bereits diskutiert.

Schlussendlich demonstrierten die erhobenen Daten zunehmend die
Bedeutung beider Sema7a Rezeptoren. Deutlich muss betont werden, dass in
dieser Studie die Effekte von Sema7a nur bedingt spezifisch PIxnc1 oder den

B1-Integrinen zugewiesen werden kénnen.

6.8 Aussichten

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit neue Erkenntnisse um die Wirkung
von Sema7a in der akuten Entziindungsreaktion mit besonderem Augenmerk
auf die noch nicht endgultig entschlisselte Bedeutung des Zusammenspiels
von PIxnc1 und den B1-Integrinen gefunden werden. Wenig ist bisher bekannt
um die intrazellularen Kaskaden, die hierbei in Gang gesetzt werden.
Besonders an dieser Stelle werden weitere Experimente noétig sein, um den
Mechanismus einer moglichen Plxnc1 vermittelten Regulation der von Sema7a
uber B1-Integrine induzierten Wirkung aufzudecken. Vielversprechend ware
hierbei die bereits diskutierte Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Sema7a
vermittelten Reaktionen mit besonderem Fokus auf die PNC-Bildung und die
Oberflachenexpression der Adhasionsmolekile. Weiter ware im Verlauf die
Untersuchung der Differenzen zwischen sterilen und septischen Prozessen
wichtig, um Klarheit zwischen diesem und den vorausgegangen Projekten zu
schaffen. Ebenso geplant sind Studien mit gewebespezifischen Knockout-

Mausen unter Verwendung des Cre/loxP-Systems [263] um die Sema7a
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induzierten Effekte, wie sie in ihrer Gesamtheit beobachtet werden konnten,
besser spezifischen Akteuren zuordnen zu kénnen.

Zusatzlich stellen die Funde um die aggregatorischen Eigenschaften von
Sema7a, Plxnc1 sowie den B1-Integrine neue Forschungsmaoglichkeiten flr
weiterfuhrende Experimente dar. Ein besseres Verstandnis der Rolle der NGPs
innerhalb der Hamostase kdnnte sogar der Auftakt fur die von Wannemacher et
al. diskutierten neuen Antikoagulantien auf der Basis von NGP-Inhibitoren sein
[250].
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7 Zusammenfassung

Sema7a und sein Rezeptorprotein Plxnc1 sind neben ihrer Rolle als Wegweiser
des neuronalen Wachstums nachgewiesene Akteure des Immunsystems durch
die Modulation von inflammatorischen Reizen. Hierbei konnten sie bereits als
potente Stimulatoren von Monozyten, Keratinozyten, Endothel- wie auch
Epithelzellen sowie in geringerem Ausmal® PMNs identifiziert werden. Ebenso
zeigten gendefiziente Mauslinien fur Sema7a wie auch Plxnc1 eine verminderte
Reaktion auf entzundliche Prozesse. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen,
ob ebenfalls ein Effekt auf den granulozytaren Abwehrmechanismus der
NETose und die Bildung von PNCs besteht. Durch den Einsatz von rhSema7a
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Entstehung von NETs in-vitro, sowie im
Tierversuch der LPS-induzierten ALI unter Verwendung von Plxnc1”--Mausen
unbeeintrachtigt von dem Einfluss der NGPs zu sein scheint. Der in diesem
Projekt betrachtete Effekt auf die PNC-Bildung ermdglicht keine abschlieRende
Beurteilung einer Funktion von Sema7a und Plxnc1. Viel mehr bietet er eine
Grundlage fur erganzende Versuchen in-vitro und in-vivo, um differenzierter den
Einfluss der NGPs im zeitlichen Kontext auf die Interaktion von Thrombozyten
und PMNSs zu untersuchen.

Nebenbefundlich prasentierte sich der PIxnc1-Knockout mit einer signifikant
erhohten inflammatorischen Antwort auf den bakteriellen Stimulus, welche im
direkten Kontrast zu vorausgegangenen Arbeiten mit Sema7a’ steht. Um
dieses Phanomen Zu durchschauen  wurde uber  sequentielle
Migrationsanalysen demonstriert, dass Plxnc1’- PMNs verstarkt die Zirkulation
verlassen und durch das Lungenparenchym in die Alveolen migrieren. Weiter
wurde durch ein Flusskammermodell demonstriert, dass endotheliales Sema7a
in der Lage ist, zellulare Bindungen von PMNs an die Gefallwand zu
verstarken. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass PMNs unmittelbar auf
endotheliales Sema7a reagieren und damit erste Erkenntnisse bezlglich der
Kinetik der NGP Wirkung gewonnen werden. Da es gleichzeitig als freies
Stimulans die Oberflachenexpression von granulozytaren Adhasionsmolekilen
wie CD11b, PSGL-1 und LFA-1 nach einstindiger Inkubation negativ moduliert
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deuten diese Daten auf komplexe Regulationsmechanismen hin, welche bisher
nicht naher verstanden sind.

In Zusammenschau suggerieren diese Funde einen autoinhibitorischen
Feedbackmechanismus zwischen Sema7a und Plxnc1. Die in der akuten
Entzindung von Sema7a induzierten pro-inflammatorischen Effekte wirden
demnach womdglich von B1-Integrinen vermittelt und dieser Prozess
physiologischerweise von Plxnc1 reguliert. Elementare Signale, deren
Charakter im Verlauf einem Wandel unterliegen konnte, werden hierbei
potentiell innerhalb der ersten Sekunden induziert. Erganzend konnte auch
gezeigt werden, dass eine AK-Blockade gegenuber Sema7a, Plxnc1 sowie p1-
Integrin in der Lage ist die thrombozytare Fahigkeit zur Aggregation innerhalb
weniger Minuten zu kompromittieren.

In dieser Arbeit konnten klare Aussagen bezuglich einer untergeordneten Rolle
von Sema7a und PIxnc1 fur die NETose getroffen werden. Darlber hinaus
konnten Anhaltspunkte fur neue Regulationsmechanismen innerhalb der NGP
modulierten Inflammation, genauso wie deren Effekt auf die PNC-Bildung sowie
die Hamostase, gefunden werden. Zum Beleg dieser Hypothesen bedarf es
ohne Fragen weiterer Forschung, doch konnte an dieser Stelle ein weiterer
Schritt zum Verstandnis um die Interaktion von Sema7a, Plxnc1 und den (31-

Integrinen innerhalb der akuten Entzindung beigetragen werden.
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8 Verdffentlichungen

Teile dieser Dissertationsarbeit (siehe 5.5) wurden bereits auf dem 17.
Kongress der Deutschen Interdisziplinaren Vereinigung fir Intensiv- und
Notfallmedizin vom 06.-08. Dezember 2017 (DIVI 2017) von Dr. rer. nat. Tiago

Granja vorgestellt, in dessen Kooperation diese Daten entstanden sind [264].
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