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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pulmonale Inflammation und ARDS

1.1.1 Definition, Atiologie, Pathophysiologie

Die akute respiratorische Insuffizienz (Acute Respiratory Distress Syndrome, ARDS)
bezeichnet einen uberschielenden inflammatorischen Prozess in der Lunge, welcher trotz
stetiger Optimierung der intensivmedizinischen Versorgung weltweit nach wie vor mit einer
hohen Letalitat von bis zu 46% behaftet ist (Bellani et al., 2016). Das Krankheitsbild hat
dabei sehr variable und oft multiple Ursachen, zu denen in den haufigsten Fallen eine voraus
gegangene Pneumonie oder eine Sepsis zéhlen (Matthay et al., 2012). Aber auch seltenere
Ausléser wie ein Trauma, die Aspiration von Magenséaure, eine Pankreatitis, Transfusionen
oder Medikamente kodnnen zu einer respiratorischen Insuffizienz fihren (Matthay and
Zemans, 2011). Letztere wird aktuell nach den Berlin-Kriterien von 2012 definiert und unter-
schiedlichen Schweregraden zugeordnet. Bezeichnend fir das Vorliegen eines ARDS sind
der akute Beginn innerhalb einer Woche, diffuse und bilaterale Infiltrate im Rdntgen-Thorax
bei echokardiographisch ausgeschlossener kardialer Atiologie des pulmonalen Odems sowie
eine therapierefraktare Hypoxamie, verdeutlicht durch einen reduzierten Horowitz-Index.
Dieser bezeichnet den Quotienten aus arteriellem Sauerstoffpartialdruck (PaOz) und dem
Sauerstoffgehalt des Inspirationsgases (FiO;), bei Lungengesunden liegt der Wert meist
zwischen 350 und 450 mmHg. Er bestimmt den Grad der respiratorischen Insuffizienz: ein
mildes ARDS liegt bei 300-201 mmHg vor, bei 200-101 mmHg handelt es sich um ein
moderates ARDS, liegt der Wert unter 100 mmHg, wird es als schweres ARDS bezeichnet
(Ranieri et al., 2012). Pathophysiologisch lasst sich der Verlauf des Krankheitsbildes in drei
Stadien beschreiben. Zu Beginn steht die ,exsudative Phase® mit Bildung eines
proteinreichen, interstitiellen Odems, anschlieRend folgt die ,proliferative Phase“ mit einem
alveolaren Lungentdem sowie Bildung von hyalinen Membranen und Atelektasen. Das
Spatstadium wird als die ,fibroproliferative Phase® bezeichnet, in welcher es zu einem

irreversiblen, fibrotischen Umbau des Lungenparenchyms kommt (Sharp et al., 2015).
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Einleitung

1.1.2 Epidemiologie

Laut Rubenfeld et al. versterben trotz intensivmedizinischer Versorgung bei einer
Inzidenz von ca. 200.000 Fallen/Jahr in den USA knapp 40% der Patienten (Rubenfeld et al.,
2005). In einer aktuelleren, internationalen, multizentrischen, prospektiven Kohortenstudie
Uber vier Wochen von Bellani et al. aus dem Jahr 2014 entwickelten 10% der Intensiv-
Patienten ein ARDS (hiervon 30% ein mildes ARDS, 47% ein moderates ARDS und 23% ein
schweres ARDS). Die Perioden-Prévalenz unter den insgesamt 12906 beatmungspflichtigen
Patienten lag mit 23% bei knapp einem Viertel. Die Letalitét der hospitalisierten Patienten mit
mildem ARDS belief sich auf 35%, mit der moderaten Form auf 40% und beim schweren
ARDS sogar auf 46% (Bellani et al., 2016).

1.1.3 Klinik und Therapie

Der Verlauf des ARDS préasentiert sich Klinisch mit den Symptomen der zunehmenden
Gasaustauschstorung: eine rasch progrediente Luftnot mit Zyanose und Tachypnoe beginnt
bereits wenige Stunden nach dem ausldésenden Ereignis, viele Patienten bendtigen bei
Manifestation bereits eine maschinelle Ventililation (Weilemann et al., 2011). Beginnend mit
einer respiratorischen Alkalose in der Blutgasanalyse durch kompensatorische
Hyperventilation, entwickelt sich die respiratorische Insuffizienz unter Ausbildung
rontgenologisch sichtbarer Infiltrate zu einer respiratorischen Globalinsuffizienz. Hierbei liegt
neben der Hypoxamie auch eine Hyperkapnie des arteriellen Blutes vor (Larsen and
Ziegenful3, 2013).

Rund 50 Jahre nach Erstbeschreibung des ARDS (Ashbaugh et al., 1967) sind
therapeutisch  bislang lediglich praventive und supportive MaRBnahmen in der
intensivmedizinischen Behandlung verankert. Die lungenprotektive Beatmung mit niedrigen
Atemzugvolumina spielt eine wichtige Rolle (Brower et al., 2000), ebenso wie eine adaquate
Volumentherapie (Grissom et al., 2015). Weitere Strategien beziehen sich auf die
Friherkennung von Risikopatienten, die Anwendung der Bauchlage sowie den Einsatz von
neuromuskularer Blockade, Steroiden und ACE-Hemmern; Erfolgversprechende kausale

Therapieansétze existieren derzeit jedoch noch nicht (Festic et al., 2015, Yadav et al., 2017).
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Einleitung

1.2 Neutrophile Granulozyten in der akuten pulmonalen Inflammation

Unter den Leukozyten nehmen die neutrophilen Granulozyten (polymorphnukleére
Leukozyten, PMNs) mit einem Anteil von 50-70% im menschlichen Blut eine entscheidende
Rolle in der angeborenen Immunabwehr ein. Sie haben die Fahigkeit mittels Adh&sions-
molekilen aktiv zum Ort der Inflammation zu migrieren und dort direkt Antigene zu phago-
zytieren. Zudem sind sie in der Lage, sogenannte Neutrophil Extracellular Traps (NETS) -
kleine Komplexe aus DNA-Fragmenten, Proteinen und Enzymen- zur Elimination von
Pathogenen zu formieren und Chemo- und Zytokine auszuschitten, um weitere
Immunvorgange zu initiieren (Kolaczkowska and Kubes, 2013, Sadik et al., 2011). Im
Rahmen der akuten respiratorischen Insuffizienz kommt es jedoch zu einer tiberschieRenden
und damit schadigenden Infiltration des Lungenparenchyms durch die PMNs. Die
Konzentration der Neutrophilen in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) korreliert hierbei mit
der Schwere des ARDS sowie einem schlechten Outcome der Patienten (Aggarwal et al.,
2000, Steinberg et al., 1994). Neben dem endo- und epithelialen Defekt, der durch die
massenhafte Migration der Neutrophilen verursacht wird, spielt auch der Einfluss
freigesetzter Enzyme, anderer antimikrobieller Peptide und reaktiver Sauerstoffspezies auf
das Parenchym eine entscheidende Rolle in der pulmonalen Schadigung (Uriarte et al.,
2013). Der hiermit ebenfalls einhergehenden Permeabilititserhthung folgt ein eiweilreiches
inflammatorisches Odem, ein weiteres pathophysiologisches Merkmal des ARDS (Williams
and Chambers, 2014).

Die Einwanderung der Granulozyten in die Alveole hat demnach einen grof3en
Stellenwert in der pulmonalen Schadigung inne. Trotz der zerstdérenden Infiltration sind die
PMNs essentiell wichtig fir die Pathogenabwehr. Zudem wird ihnen in jlngeren
Untersuchungen eine unterstiitzende Rolle bei der Regeneration der Pneumozyten
zugesprochen, indem sie intrazellulare Signalwege aktivieren, die die Proliferation der
Lungenzellen férdern sollen (Zemans et al.,, 2011, Paris et al., 2016). Nicht die ganzliche
Inhibition, sondern vielmehr die Begrenzung bzw. die Modulation der PMN-Einwanderung
stellen also das herausfordernde und gleichzeitig vielversprechende Ziel in der Entwicklung
therapeutischer Optionen mit diesem Angriffspunkt dar. Eine genaue Kenntnis der

Migrationsmechanismen ist hierfir unabdingbar.
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1.3 Migration neutrophiler Granulozyten durch die verschiedenen

Kompartimente der Lunge

Im Rahmen einer akuten Inflammation werden im betroffenen Gewebe durch
ortsansassige Zellen wie Makrophagen verschiedene Signalproteine ausgeschuttet. Durch
diese sogenannten Chemokine werden zirkulierende neutrophile Granulozyten aktiviert und
zum Ort der Entzindung geleitet (Bhatia et al., 2012). Im menschlichen Organismus
verlassen sie dabei das Gefal3bett in der Regel Uber die postkapillaren Venulen, wahrend in
der Lunge besondere Umstédnde vorliegen: die Extravasation erfolgt in den feinsten
Kapillaren (Downey et al.,, 1993). Die PMNs veréndern hier zuné&chst ihre Form durch
Umstrukturierung des Zytoskeletts, durchwandern dann die GefalBwand, danach das
Lungeninterstitium und schlie3lich das Lungenepithel bis in den Intraalveolarraum (Zemans
and Matthay, 2017, Reutershan et al., 2005). Sie befinden sich auf ihrem Weg folglich in vier
verschiedenen Kompartimenten: zuerst im zirkulierenden Blut, dann am Endothel adharent,
nachfolgend im Interstitium und nach Uberschreitung der Epithelschicht letztendlich in der
Alveole (vgl. Abbildung 1, S.17).

1.3.1 Selektine, Integrine und Zelladhasionsmolekiile (CAMS)

Drei Familien von Adhasionsmolekilen spielen nach bisherigem Kenntnisstand eine
zentrale Rolle im Rahmen der Leukozytenmigration: Selektine, Integrine und die CAMs der
Immunglobulin-Superfamilie (DeLisser and Albelda, 1998). Die Transmembranproteine L-, P-
und E-Selektin haben eine wichtige Aufgabe bei der Initiation der Leukozytenrekrutierung.
Wahrend L-Selektin auf allen Leukozyten exprimiert wird, findet sich E-Selektin vorwiegend
auf aktivierten Endothelzellen und P-Selektin auf Thrombozyten. Sowohl E- als auch zum
Teil P-Selektin kdnnen innerhalb von Millisekunden frei flottierende Leukozyten binden und
so deren Flussgeschwindigkeit von >2000 pm/s auf <50 um/s senken (Gaehtgens, 2000).
Der wichtigste Selektin-Ligand hierbei ist P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1, vgl.
1.4.10, S.27). PSGL-1 bindet an P-Selektin (Norman et al., 1995), E-Selektin (Xia et al.,
2002) sowie L-Selektin (Sperandio et al., 2003) und vermittelt im Zusammenspiel mit
weiteren Zelladh&sionsmolekulen nicht nur das lockere Anheften (,Tethering“) und Rollen am
Endothel (vgl.1.3.2, S.14), sondern initiiert zum Teil auch die Aktivierung der fur die weiteren
Schritte wichtigen Integrine (Zarbock et al., 2011, Hidalgo et al., 2007).

Integrine sind aus a- und B-Ketten aufgebaute, heterodimere Glykoproteine. Bisher
konnten 24 verschiedene Integrine, die aus 18 a- und acht B-Ketten kombiniert sind, nach-
gewiesen werden. Sie sitzen als Transmembranproteine in allen tierischen Zelloberflachen -

mit Ausnahme der Erythrozyten- und vermitteln Zell-Zell-Adh&sionen sowie Zell-Matrix-
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Adhasionen. Hierbei kann die SignalUbertragung von intra- nach extrazellular genauso wie in
umgekehrter Richtung verlaufen (Grommes and Soehnlein, 2011, Kinashi, 2005). Eine
wichtige Gruppe in der PMN-Migration sind die 2-Integrine (Langereis, 2013). Sie haben die
B-Kette CD18 gemeinsam und unterscheiden sich in der a-Kette, die entweder CD11a,
CD11b, CD11lc oder CD11d darstellt. In der pulmonalen Inflammation von besonderer
Bedeutung sind CD11a/CD18 bzw. Lymphocyte Function-associated Antigen-1 (LFA-1, vgl.
1.4.2, S.18) und CD11b/CD18 bzw. Macrophage-1 Antigen (Mac-1, vgl. 1.4.3, S.19)
(Chesnuitt et al., 2006, Asaduzzaman et al., 2008).

Integrine liegen bei zirkulierenden Leukozyten in inaktivem Zustand vor und werden via
.Inside-out Signaling® Uber inflammatorische Umgebungsreize in ihrer Konformation
beeinflusst. Das heilt, infolge der Bindung von Chemokinen an membranstandige, meist G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren auf den Leukozyten, lauft eine intrazellulare Signalkaskade
ab, die zur Anderung von Affinitatszustand und Wertigkeit der Integrinmolekiile fiihrt (Ley et
al.,, 2007). Aktivierte Integrine kdénnen mit der Extrazellularmatrix (EZM) und zellularen
Adhasionsmolekiilen wie dem Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1, vgl.1.4.5, S.21)
interagieren und spielen so eine wichtige Rolle bei mehreren Teilschritten der
Leukozytenmigration (Grommes and Soehnlein, 2011). Je nach inflammatorischem Stimulus
unterscheidet sich die Bedeutung der Integrine fir die Extravasation. Gramnegative Stimuli
wie Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und Lipopolysaccharid (LPS) induzieren eine
CD18-abghéngige Migration, wahrend Streptokokkus pneumoniae (Mizgerd et al., 1999) und
Staphylokokkus aureus (Ramamoorthy et al., 1997) eine CD18-unabhangige PMN-Infiltration
zur Folge haben; auch Interleukin-1 ruft eine abhéngige Migration hervor, wahrend die
Extravasation nach Stimulation mit dem Komplementfaktor C5a unabhéangig von CD18
ablauft (Hellewell et al., 1994).

Die Interaktionspartner der Integrine stellen die CAMs der Immunglobulin (Ig)-
Superfamilie dar. Sie befinden sich vor allem auf den Endo- und Epithelzellen und weisen in
ihrer Proteinstruktur eine den Antikorpern &hnliche Doméane auf. Die CAMs sind primar
mitverantwortlich fur die Migrationsschritte der festen Adh&sion und der transendothelialen
Diapedese der Leukozyten (DeLisser and Albelda, 1998).

1.3.2 Transendotheliale Migration der PMNSs in der Lunge

Die Interaktion von Leukozyten mit Endothel im Rahmen der Inflammation ist seit
vielen Jahren Gegenstand der Forschung und konnte bereits in verschiedensten Modellen
detailliert definiert werden (Zarbock and Ley, 2008). Die urspriingliche Vorstellung von der
endothelialen Leukozytenmigration auf molekularer Ebene umfasste die Schritte des

Selektin-vermittelten ,Rolling“, der Chemokin-getriggerten ,Aktivierung® und der Integrin-
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gesteuerten ,Adhasion“ und ,Diapedese” (Reutershan and Ley, 2004). Mit stetig
wachsenden, detaillierteren Erkenntnissen wurde das Modell um zusétzliche Teilschritte
erganzt, welche den Prozess und die jeweils involvierten Molekile noch genauer
beschreiben. Hiernach beginnt die Interaktion mit dem Endothel durch das sogenannte
»1ethering®, einer lockeren Anheftung v.a. mittels verschiedener Selektine (vgl.1.3.1, S.13),
dem R1-Integrin Very Late Antigen-4 (VLA-4) und PSGL-1 (vgl.1.4.10, S.27). Es folgt das
primar Selektin-vermittelte ,Rolling“ mit anschlieRendem ,Slow Rolling“, bis es zum ,Arrest"
durch Bindung verschiedener Integrine an CAMs des Endothels kommt. Eine Verstarkung
der Anheftung mittels weiterer Adhasionsmolekille als néachster Teilschritt und ein
intraluminales ,Crawling“ gehen schliel3lich der endgiltigen Transmigration durch das
Endothel voraus (Ley et al., 2007). Letztere kann sowohl para- als auch im selteneren Fall
transzellular erfolgen; die anschlieende Permeabilititserhbhung der GefalBwand
unterscheidet sich hierbei nicht (Phillipson et al., 2008). Um weiter bis in den Alveolarraum
zu gelangen, interagieren die PMNs mit den Strukturen des Lungeninterstitiums u.a. Uber
das Adhasionsmolekil CD29 (vgl.1.4.4, S.20) (Ridger et al., 2001) und tUbergueren im letzten
Migrationsschritt die epitheliale Barriere (vgl. Abbildung 1, S.17). Aufgrund der besonderen
Architektur der pulmonalen Strombahn unterscheiden sich die Mechanismen hier deutlich

von denen der systemischen Zirkulation.

1.3.3 Transepitheliale Migration der PMNSs in der Lunge

Das Lungenepithel wird aus zwei unterschiedlichen Pneumozytenpopulationen
gebildet: Typ | Pneumozyten bedecken mit ihren langen Auslaufern den Grof3teil der
Alveolaroberflache, machen aber nur ca. 20% der Epithelzellen aus. Typ Il Pneumozyten
sind gréRer, kuboid geformt und in der Lage, als Vorlauferzellen fur die Typ | Pneumozyten
zu fungieren, sowie die zur Herabsetzung der Oberflichenspannung notwendigen
Surfactant-Proteine zu produzieren (Sharp et al., 2015). Des Weiteren kdnnen Pneumozyten
Typ Il Flissigkeit aus dem Alveolarraum resorbieren und so zum Abbau eines Lungenddems
beitragen (Goodman et al., 1983, Matthay et al., 2002).

Die transepitheliale Diapedese ist der letzte Migrationsschritt der PMNs auf dem Weg
in die Alveole und unterscheidet sich von der transendothelialen Durchwanderung in vielen
Aspekten. Die Anheftung der PMNs findet am Epithel nicht wie im Intravasalraum am
apikalen, sondern am basolateralen Pol der Parenchymzellen statt. Diese Zellflache
unterscheidet sich in Membranstruktur, Adh&sionsmolekilexpression und Art der Zell-Zell-
Kontakte von der apikalen Seite. Zudem sind die PMNs zum Zeitpunkt der Migration eine
langere Zeit Chemokin-exponiert als am Endothel und haben bereits eine Diapedese

vollzogen (Zemans et al., 2009). Dies bedeutet, dass die Neutrophilen gewissermalien
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~geprimed” an der Epithelbarriere ankommen und bereits durch den Einfluss der Chemokine
und durchwanderten Kompartimente Struktur und Aktivierungsgrad veréndert haben. Auch
die Umgebungsbedingungen vor der Transmigration am Epithel sind durch die umgebende
EZM und die fehlenden Scherkrafte des GeféalR3betts grundliegend andere als beim ersten
Migrationsschritt (Zemans et al., 2009). Im Gegensatz zu der mit 2-4um kurzen Strecke, die
am Endothel Uberwunden werden muss, betragt der Weg fir die PMNs durch einen
Epithelzellverband mit >20um ein Vielfaches (Parkos, 1997), was einen Grund dafur
darstellen kdonnte, dass am Epithel im Gegensatz zum Endothel bisher nur der parazellulare
Weg nachgewiesen werden konnte (Mul et al., 2000, Parkos et al., 1994).

Auf molekularer Ebene kann auch die transepitheliale Migration in mehrere -wenn auch
bisher weniger differenzierte- Schritte unterteilt werden: Die basolaterale Adhasion, die
Migration und das postmigratorische Geschehen (Zen and Parkos, 2003). Beim Bronchial-
und Alveolarepithel sind die B2-Integrine (vgl.1.3.1, S.13) wesentlich an der basolateralen
Adhasion beteiligt, indem sie an epitheliales ICAM-1 binden (Tosi et al., 1992, Kidney and
Proud, 2000). Ebenso kénnen beide Molekile eine Anheftung der PMNs an der apikalen
Flache der Pneumozyten nach vollzogener Migration vermitteln; genauere Daten hierzu
existieren jedoch lediglich aus Assays mit intestinalen Epithelien (Chin and Parkos, 2006,
Zen and Parkos, 2003). Zudem scheint es auch Integrin-unabhangige Wege fir die PMNs
durch das Epithel zu geben, ebenso wie eine variable Bedeutung der Integrine je nach
inflammatorischem Stimulus (Doerschuk et al., 1990, Mizgerd et al., 1999). Die Diapedese
erfolgt wahrscheinlich Uber sogenannte ,Transmigration-Tunnels® im Zwischenraum der
Epithelzellen (Zemans et al., 2009), gebildet durch ein Zusammenspiel aus Integrin
Associated Protein (IAP bzw. CD47, vgl.1.4.8, S.25) auf den Epithelzellen und Signal
Regulatory Protein a (SIRPa, vgl.1.4.8, S.25) auf den PMNs (Liu et al., 2001, Liu et al.,
2004). AuRerdem beteiligt sind das ubiquitar exprimierte ,Homing Cell Adhesion Molecule*
(HCAM bzw. CD44, vgl. 1.4.7, S.24) (Brazil et al., 2010) und sogenannte ,Junctional
Adhesion Molecules” (JAMs), wichtige Regulator-Proteine auf Hohe der Tight Junctions, den
Engstellen der Epithelzellkontakte (Zen et al., 2004, Liu et al., 2000). Insgesamt sind jedoch,
im Gegensatz zur Interaktion von Neutrophilen Granulozyten mit dem GefaRendothel, die
genauen Mechanismen und Adhasionsmolekiile bei Uberschreitung der epithelialen Barriere
weniger erforscht und verstanden (Brazil and Parkos, 2016). Wéhrend die meisten
Erkenntnisse aus in vitro Beobachtungen singuldrer Epithelzellverbdnde oder der
Untersuchung der intestinalen Inflammation stammen, existieren beziglich der epithelialen

Barriere in der Lunge mehr Vermutungen als Daten.
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Alveolarepithel

GefalRendothel

Fibroblast

Intravasalraum Erythrozyten

Integrin ~ Integrin - Ligand YSelektin ﬁ Selektin - Ligand M Chemokinrezeptor # Chemokine

Abbildung 1: Migration Neutrophiler Granulozyten durch die Kompartimente der Lunge nach Inhalation
von Lipopolysaccharid (LPS), einem potenten Stimulus fur die Rekrutierung von PMNs in den Alveolarraum
(Basit et al., 2006). Die Neutrophilen werden von Chemokinen aktiviert und zum Ort der Inflammation geleitet
(Bhatia et al., 2012). Sie interagieren durch verschiedene Selektine und deren Liganden beim ,Tethering“ und
»Rolling“ mit dem Endothel, verlangsamen dann ihre Bewegung bis zum Arrest und der Transmigration mittels
Integrinen. Nach Durchwanderung des Interstitiums Uberqueren sie die epitheliale Barriere aus Pneumozyten
(Typ I und Typ II) und gelangen in die Alveole (Reutershan and Ley, 2004). Am Endothel gibt es neben dem hier
dargestellten parazellularen auch einen transzellularen Weg der PMNs (Phillipson et al., 2008).
AM=Alveolarmakrophage, PMN=Neutrophiler Granulozyt, LPS=Lipopolysaccharid

(Eigene Darstellung)
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1.4 Adhéasionsmolekile in der pulmonalen Inflammation

1.4.1 CD-Nomenklatur

Alle Leukozyten tragen eine Vielzahl an unterschiedlichen Strukturen aus Glykanen
und Lektinen auf ihrer Oberflache, die Aussagen Uber Zelltyp, Zellfunktion oder
Aktivierungszustand zulassen (Koubek, 2008, Gabius et al., 2015). Diese Molekile kénnen
anhand ihrer Bindungseigenschaften durch monoklonale Antikérper (AK) differenziert werden
(Schitt and Broker, 2011). Um eine Systematik in die im Laufe der Zeit entstehende
Datenfllle zu bringen, wurde 1982 die CD-Nomenklatur eingefuhrt, wobei CD fir ,Cluster of
Differentiation* steht (Zola et al., 2005). Die Nummerierung entspricht dabei einer
chronologischen Folge; in regelmaRigen Abstanden werden bei so genannten Human
Leucocyte Differentiation Antigen Workshops neue Antigene ,geclustert®. Derzeit reicht die
Nomenklatur bis einschliellich CD363 (Matesanz-lsabel et al., 2011). Aus Grinden der
Ubersicht erfolgt in dieser Arbeit mit Ausnahme der Einleitung vorzugsweise die Benennung

anhand der CD-Nummerierungen.

1.4.2 CD11a (Integrin a L)

CD11a wird auch Integrin a L genannt und bildet in Form eines Heterodimers mit der -
Kette CD18 das LFA-1, eines von insgesamt vier verschiedenen (2-Integrinen (vgl.1.3.1,
S.13). LFA-1 wird auf allen Leukozyten exprimiert und bindet nach Stimulation mit
Chemokinen wie Interleukin-8 (IL-8) an ICAM-1 auf Endothel- und anderen Zellen (Basit et
al., 2006, Lo et al., 1989). Uber das Inside-out Signaling geht die extrazellulare Doméane in
einen intermedidren und anschlieBend in einen hoch affinen Zustand Uber: Ersterer
beglnstigt das ,Slow Rolling“ am Endothel, wahrend das Integrin in hoch affinem Zustand
den Arrest der PMNs am Endothel vermittelt (Lefort and Ley, 2012). Insgesamt unterliegen
aber auch diese PMN-Endothel-Interaktionen einem Zusammenspiel aus mehreren
Adhasionsmolekilen: So induziert das durch die endothelialen Selektine gebundene PSGL-1
auf PMNs Uber intrazellulare Signalkaskaden teilweise auch die Konformationsénderung des
LFA-1 zum hoch affinen Zustand (Zarbock et al., 2007, Kuwano et al., 2010).

Basit und Reutershan beobachteten in CD1la-Knockout-M&ausen nach LPS-
Vernebelung eine im Vergleich zu Wildtyptieren um die Hélfte reduzierte Migration von PMNs
in den Alveolarraum, in &hnlichem Ausmald ging die Anzahl nach Blockierung von CD11a
mittels injizierten Antikorpern bei Wildtyptieren zurick (Basit et al., 2006). Beide
Beobachtungen der Publikation sprechen fiir eine kritische Rolle dieses Integrins in der

PMN-Migration. Auch beim Sepsis-induzierten Lungenschaden lie3 sich durch eine CD11a-
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Inhibition die PMN-Anzahl im Lungengewebe reduzieren (Asaduzzaman et al., 2008).
Wahrend die Studienlage dem LFA-1 die primare Rolle bei der endothelialen Migration
zuschreibt, ist die Bedeutung des Integrins fur die nachfolgenden Migrationsschritte weniger
gut verstanden. ICAM-1, der Bindungspartner von LFA-1, wird auch an der basolateralen
und apikalen Flache der Pneumozyten exprimiert, was eine mdgliche Involvierung des
Integrins bei der transepithelialen Diapedese nahelegt. Zwar zeigten in vitro Studien keinen
Effekt einer CD11a-Blockade auf die Adhasion bei intestinalem Epithel (Parkos et al., 1994)
wohl aber eine Reduktion der PMN-Adhasion an pulmonale Epithelzellen (Tosi et al., 1992),
es scheinen also parenchymabhangige Unterschiede zu existieren. Auch eine Reduktion der
PMN-Migration durch Monolayer aus pulmonalen Epithelzellen mittels CD11a-Blockade
konnte erzielt werden (Kidney and Proud, 2000), was eine Beteiligung dieses Integrins an
der transepithelialen Migration in der Lunge auch im lebenden Organismus wahrscheinlich
macht.

Therapeutisch findet die Inhibierung des LFA-ICAM-Komplexes bisher Anwendung in
der lokalen antiinflammatorischen Behandlung des trockenen Auges mit dem in den USA
zugelassenen Medikament Lifitegrast (Holland et al., 2017). In der EU ist seit 2004 zur
antiinflammatorischen Behandlung der Psoriasis ein speziell gegen CD1la gerichteter
monoklonaler Antikbrper namens Efalizumab als ergdnzendes Therapeutikum zugelassen.
Dieses hat jedoch vor allem die Begrenzung der T-Zell-Migration in der Haut zum Ziel
(Nicolls and Gill, 2006). Mittels differenzierterer Informationen tber die Funktion von LFA-1 in
der pulmonalen Inflammation wére eine Evaluation als Target auch in der pulmonalen PMN-

Migration greifbar.

1.4.3 CD11b (Integrin a M)

CD11b und CD18 bilden zusammen das (2-Integrin Mac-1 (vgl. 1.3.1, S.13). Es findet
sich auf allen Zellen der angeborenen Immunabwehr und ist involviert in vielfaltige
Mechanismen der korpereigenen Abwehr, wie Migration, Zellaktivierung und Phagozytose
(Zhou et al., 2013). Mac-1 bindet an ICAM-1 auf der luminalen Endothelzellmembran und ist
fur die feste Adhasion, den Arrest und die Diapedese (vgl.1.3.2, S.14) bei der Extravasation
der Leukozyten das entscheidende Adh&sionsmolekul (Phillipson et al., 2006, Henderson et
al., 2001). Sobald eine Inflammation im Gewebe vorliegt, gewinnt Mac-1 fur die Zelladh&sion
an Gewicht: unstimulierte PMNs werden in vitro durch Mac-1-inhibierende Antikdrper in ihrer
Anheftung ans Endothel nicht beeinflusst, wéhrend LFA-1-inhibierende Antikorper dort eine
reduzierte Adhésion von PMNs bewirken. Blockiert man Mac-1 jedoch auf stimulierten
PMNs, wird die Anheftung ans Endothel reduziert (Smith et al., 1989). Ein weiterer Hinweis

fur die essentielle Rolle bei der inflammatorischen PMN-Migration lieferte die erhebliche
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Reduktion der PMN-Zahlen in der BAL durch Einsatz von inhibierenden CD11b-Antikdrpern
im Tierversuch (Moreland et al., 2002). Bei Patienten mit ARDS wurde CD11b auf PMNSs in
der pulmonalarteriellen Strombahn hoher exprimiert, als bei Lungengesunden (Simms,
1990), was ebenfalls die Bedeutung des Adhasionsmolekiils fur das Entziindungsgeschehen
unterstreicht.

Mac-1 bindet neben den Endothelzellen auch an die pulmonalen Epithelzellen und
tragt dort zur Diapedese der Leukozyten bei (McDonald et al., 1993), wobei neben ICAM-1
noch weitere, teils auch bisher unbekannte Liganden existieren. Ein weiterer
Bindungspartner ist beispielsweise JAM-C (vgl.1.3.3, S.15), ein Adhasionsmolekul, das eine
zusatzliche Interaktion von Mac-1 mit bestimmten Zwischenzellkontakten, den Desmosomen,
nahelegt (Zen et al., 2004).

Die Migration der PMNSs ist also maf3geblich von der Funktion von CD11b und dessen
vielfaltigen Interaktionen mitbestimmt. Im Tierversuchsmodell zeigte sich jedoch durch
Blockierung der CD11b/CD18-abhangigen Migration bei gramnegativer Pneumonie eine
Erhéhung der Mortalitéat (Zeni et al., 1999). Mdglicherweise ist Mac-1 zu essentiell fir die
PMN-Migration, um als Target fiir eine inhibierende Therapie zu dienen; bisher befinden sich
keine Mac-1 inhibierenden Antikérper in der praklinischen oder klinischen Erforschung. Eine
genaue Kenntnis Uber die Expression von CD11b in den einzelnen Lungenkompartimenten
existiert jedoch auch hier nicht und kann wichtige Aspekte im ganzheitlichen Verstandnis der

Funktion dieses Adhasionsmolekdils liefern.

1.4.4 CD29 (Integrin-B-1)

Ebenfalls zur Familie der Integrine (vgl.1.3.1, S.13) gehort die B1-Kette CD29. Sie wird
neben den Leukozyten auch von Endo- und Epithelzellen exprimiert und bildet mit insgesamt
9 unterschiedlichen a-Ketten die sogenannten Very Late activated Antigens (VLAs). CD29 ist
im Gegensatz zu den (2-Integrinen vor allem im Kontext der Zell-Matrix-Interaktionen
bekannt, also der Bindung von Zellen an Bindegewebsbestandteile der jeweiligen Organe.
So nutzen Pneumozyten zum Beispiel das B1l-Integrin zum Kontakt mit Fibronektin, einem
Matrixprotein, um sich im Rahmen der Proliferation wéahrend der Entziindungsresolution
nach durchgemachtem ARDS im Lungenparenchym zu bewegen (Girault et al., 2015).

Durch die bei der endothelialen Migration aktiven 2-Integrine wird die Expression der
Bl-Intergine auch auf PMNs induziert (Werr et al., 2000). Neutrophile Granulozyten
interagieren dann Uber CD29 mit Fibroblasten und Matrixproteinen (Gao and Issekutz, 1997).
In der pulmonalen Inflammation migrieren Neutrophile mittels CD29 durch das Lungen-
interstitium und von dort Uber die epitheliale Barriere in die Alveole (Ridger et al., 2001). Das

Mausmodell von Ridger et al. nutzte LPS als Stimulus fir einen 2-Integrin abh&ngigen Weg
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und Keratinocyte Chemoattractant (KC, Aquivalent zum humanen IL-8) als Induktor fiir einen
B2-Integrin unabhangigen Pfad (vgl.1.3.1, S.13). Bei beiden Optionen zeigte sich durch
CD29-Inhibition eine signifikante Reduktion der PMN-Zahlen in der BAL. Elektronen-
mikroskopisch konnte zudem beobachtet werden, dass die Migration der Neutrophilen aus
der Kapillare ins Interstitium weitgehend unbeeinflusst blieb, wahrend sich in der Alveole
signifikant weniger Neutrophile befanden. Dies impliziert die vorrangige Involvierung von
CD29 bei der Uberquerung der epithelialen Barriere nach Durchwanderung des Interstitiums.

Da beim ARDS der Epithelschaden pathophysiologisch eine wichtige Rolle spielt
(Gropper and Wiener-Kronish, 2008), stellt die Inhibition des B1-Integrins eine plausible
erganzende Behandlungsoption dar. Diese Option kdnnte jedoch auch ein zweischneidiges
Schwert sein, da die Entziindungsresolution und Regeneration des Epithels ebenfalls CD29-
abhangig zu verlaufen scheinen, wie von Girauld et al. postuliert (s.0.). Die genauere
Definition der Funktionen dieses Adhasionsmolekils in der Inflammation bleibt also weiterhin
von grofBem Interesse. Die Inhibition der B1-Integrine spielt bisher vor allem in der
praklinischen Erforschung von Therapien verschiedener Tumoren eine Rolle, da diese
Adhasionsmolekiile auch in der Zellmigration und -adhasion von entarteten Zellen, ebenso
wie in Angiogenese- und Wachstumsfaktor-Signalwege involviert sind (Senger et al., 2002,
Chung et al., 2017).

1.45 CD54 (ICAM-1)

Das Intercellular Adhesion Molecule-1 bzw. CD54 ist ein Adh&sionsmolekil der Ig-
Superfamilie (vgl. 1.3.1, S.13) und wird auf Epithel-, Endothel- sowie Immunzellen exprimiert.
Auf Endothelzellen dient es den B2-Integrinen LFA-1 und Mac-1 der neutrophilen
Granulozyten als Rezeptor bei der Adhédsion und Diapedese im Rahmen der
transendothelialen Migration (Ding et al., 1999, Smith et al., 1989). ICAM-1 vermittelt hierbei
hauptsachlich die parazellulare Bewegung der PMNSs, wirkt aber ebenfalls beim weitaus
seltener genutzten transzellularen Weg mit (Yang et al., 2005). Epithelzellen tragen ebenfalls
CD54 auf ihrer Oberflache; auf Alveolarepithelzellen wird es sogar 22-fach starker exprimiert,
als auf pulmonalem Endothel. Durch inflammatorische Stimuli wird die Expression hoch-
reguliert (Burns et al., 1994). ICAM-1 wird auf den Epithelzellen vor allem apikal exprimiert
und dient dort bereits migrierten Neutrophilen vermutlich zur Adh&sion (Parkos et al., 1996a).
Auch PMNs selbst exprimieren ICAM-1 auf ihrer Oberflache (Fortunati et al., 2009) und
zeigten bei Stimulation eine Hochregulation der Genexpression sowie eine erhdhte
Aggregation untereinander (Wang et al., 1997).

Wie bei den Integrinen konnte auch bei ICAM-1 eine Stimulusabhéngigkeit festgestellt

werden: gramnegative E-coli Bakterien rufen eine Hochregulation der Adhasionsmolekiil-
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expression in der Lunge hervor, wahrend grampositive Streptokokken keinen Effekt hierauf
haben (Burns et al., 1994, Bullard et al., 1995). Neben der gesteigerten Expression durch
inflammatorische Stimulation, deutet auch die Reduktion der PMN-Zahlen in der BAL durch
Einsatz von inhibierenden Antikorpern auf die kritische Rolle von CD54 bei der pulmonalen
Migration hin (Doerschuk et al., 1996, Kumasaka et al., 1996, Basit et al., 2006, Moreland et
al., 2002). Die genaue Bedeutung des Adhasionsmolekils bleibt allerdings weiterhin viel
diskutiert; vor allem beziglich des Einflusses genetischer Modifikation von ICAM-1 in
Mausen existieren kontroverse Daten. Wahrend Mause mit veranderten ICAM-1 Regionen
durch einzelne Deletionen in der codierenden Sequenz des DNA-Strangs und einem
dadurch defekten Adhasionsmolekil keine geringere PMN-Infiltration der Lunge zeigten als
Wildtypmause (Kumasaka et al., 1996, Qin et al., 1996, Doerschuk et al.,, 1996),
beobachteten Basit et al. bei Mausen mit komplettem Knockout der ICAM-1-Sequenz im
codierenden DNA-Strang eine reduzierte Zahl von Neutrophilen in der BAL (Basit et al.,
2006). Die Daten mit genveranderten Tieren von Doerschuk und Kumasaka (s.0.) lassen die
Annahme zu, dass die Neutrophilen in der Lage sind, mutierte ICAM-1-Varianten zu nutzen
oder alternative Migrationswege einzuschlagen. Ein kompletter Knockout des
Adhasionsmolekiils ebenso wie eine Blockierung durch Antikdrper kann jedoch nicht
ganzlich kompensiert werden, wie in der Publikation von Basit gezeigt (s.0.).

Therapeutisch kommt die Inhibition von CD54 aufgrund seiner komplexen Involvierung
ins inflammatorische Geschehen in Frage, stellt aber aus gleichem Grund auch eine grol3e
Herausforderung dar. Im murinen Versuchsmodell eines Sepsis-induzierten Acute Lung
Injury (ALI, heute als mildes ARDS betitelt) konnte von Zhao et al. durch inhibierende
Antikérper neben der reduzierten PMN-Migration auch ein verbessertes Outcome gezeigt
werden (Zhao et al., 2014). Zur Begrenzung der pulmonalen Inflammation mittels ICAM-1-
Inhibition existieren fur den klinischen Gebrauch bisher noch keine medikamentdsen
Optionen. Die Ergebnisse aus den in vivo Modellen legen einen therapeutischen Nutzen
jedoch nahe, welcher mittels genauerer Darstellung der CD54-Funktion in der Lunge
spezifiziert werden konnte.

In der Behandlung der intestinalen Inflammation war ein CD54-Inhibitor vor wenigen
Jahren im klinischen Einsatz, konnte sich aber nicht gegeniiber dem Placebo durchsetzen
(Ghosh and Panaccione, 2010). Aktuell sind ICAM-1 inhibierende Medikamente vor allem in
der Erforschung neuer Chemotherapeutika von Tumoren zu finden (Fujiwara et al., 2011),

sowie im therapeutischen Einsatz bei lokaler Inflammation im Auge (Holland et al., 2017).
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1.4.6 CD31 (PECAM-1)

Das Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1 bzw. CD31) ist ein
weiteres Adhasionsmolekil der Ig-Superfamilie (Newman et al., 1990) und wird neben
Endothelzellen und Thrombozyten auch auf Granulozyten, Monozyten und einigen
Subpopulationen von Lymphozyten exprimiert (Stockinger et al., 1990). Es vermittelt bei der
Leukozytenbewegung Adhéasionsvorgange distal der Integrin-vermittelten Migrationsschritte
und ist von grol3er Wichtigkeit fur die transendotheliale Passage von PMNs und Monozyten
(Muller et al.,, 1993). Dies wird auch an dem Verteilungsmuster des Molekils auf der
Endothelzelloberflache deutlich: mehr als 85% des PECAM-1 konzentrieren sich im Bereich
der Interzellularspalten (Muller et al., 1989). Binden tut das Adhasionsmolekll je nach
involvierter extrazellularer Domane vor allem homophil (Albelda et al.,, 1991, Sun et al.,
1996), also PECAM-1 an PECAM-1. Teils kann es aber auch heterophil binden, zum Beispiel
an CD177, ein PMN-spezifisches Antigen, das mit einer besonders schnellen Migration der
Neutrophilen in Verbindung gebracht wird (Sachs et al., 2007). Eine Stimulusabhéangigkeit
wurde ahnlich den Integrinen und ICAM-1 auch fur PECAM-1 beschrieben: wahrend PMNs
durch Interleukin-18 CD31-abhangig migrieren, ist die durch Tumornekrosefaktor a (TNFa)
hervorgerufenen Extravasation unabhangig von PECAM-1 (Thompson et al., 2001).

Vaporciyan et al. zeigten bereits 1993, dass eine CD31-Blockade mittels Antikdrpern
eine Akkumulation von PMNs in der Alveole verhinderte (Vaporciyan et al., 1993). Wahrend
das ,Rolling“ und die Adh&sion durch Inhibition nicht beeinflusst waren, zeigte sich eine
Einschrankung der interzellularen Diapedese (Thompson et al., 2000). In den nachfolgenden
Jahren wurde die Rolle von PECAM-1 als proinflammatorischem Oberflachenantigen weiter
definiert: neben der Zelladhdsion wird den homophilen CD31-Interaktionen auch eine
Bedeutung in der Aktivierung von Integrinen zuteil (Berman and Muller, 1995, Berman et al.,
1996).

Als an der Leukozytenmigration beteiligtes Adhasionsmolekil hat CD31 eine
proinflammatorische Funktion inne. Zunehmend werden jedoch auch antiiflammatorische
Eigenschaften des Antigens bekannt. PECAM-1 defiziente Mause zeigten nach systemischer
Applikation von LPS einen aggravierten Krankheitsverlauf der Sepsis, was im
Umkehrschluss fur einen urspringlich antiinflammatorischen bzw. protektiven Effekt des
Molekils spricht (Maas et al., 2005, Carrithers et al., 2005). Dieser protektive Effekt scheint
auf einer Modulation der Leukozyten-Aktivierungsschwelle, einer stabileren vaskularen
Barriere sowie der EindAmmung proinflammatorischer Zytokine zu basieren (Privratsky et al.,
2010) und ist Gegenstand der Forschung in verschiedensten Inflammationsmodellen.

Durch seine vielfaltigen Effekte und Funktionen bietet PECAM-1 ein attraktives Ziel zur
Modulation inflammatorischer Geschehen. Gleichzeitig ist die Diversitat der Einflisse dieses

Molekils eine komplexe Aufgabe bei der Entwicklung von Medikamenten, sodass sich bisher
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keine PECAM-1-inhibierenden Therapieoptionen in der klinischen Erforschung oder

Anwendung befinden.

1.4.7 CD44 (HCAM)

Das Homing Cell Adhesion Molecule CD44 ist ein sogenanntes ,Klasse-I-
Transmembran-Glykoprotein® und wird auf sehr vielen Zelltypen und in verschiedenen
Unterformen exprimiert. Es findet sich neben den Leukozyten auch auf Endothelzellen und
hamatopoetischen Stammzellen und ist an der Zelladh&sion, -migration, -differenzierung,
sowie dem Zellwachstum beteiligt (Zarbock et al., 2011). Wahrend einige Unterformen von
CD44 mit E-und L-Selektin als Liganden (Katayama et al., 2005, Dimitroff et al., 2000) beim
Initieren der Zellmigration eine Rolle spielen, reagiert das Adhasionsmolekil auch mit
Komponenten der EZM. Wichtige Bindungspartner im Bindegewebe sind zum Beispiel das
Glykoprotein Fibronektin (Jalkanen and Jalkanen, 1992) und das Glykosaminoglykan
Hyaluronan (HA) (Alejandro Aruffo et al., 1990, Lesley et al., 2000).

Die Polarisation und gerichtete Migration von neutrophilen Granulozyten sind in vivo
und vitro proportional abhangig von der Menge an exprimiertem HCAM auf ihrer Oberflache
(Alstergren et al., 2004). Gleichzeitig scheint CD44 eine komplexe Rolle in der PMN-
Migration einzunehmen; es sind &hnlich dem PECAM-1 sowohl pro-, als auch anti-
inflammatorische Effekte bekannt. Bei Knockout-Mausen mit Escherichia coli-Pneumonie
zeigte sich ein aggravierter Krankheitsverlauf im Vergleich zu Wildtypmé&usen (Wang et al.,
2002) und die LPS-induzierte akute pulmonale Inflammation verlief bei CD44-Knockout-
Mausen mit erhdhten Zellzahlen und Chemokinspiegeln in der BAL (Liang et al., 2007). Auch
bei der Klebsiella induzierten Pneumonie und dem Bleomycin induzierten Lungenschaden
erlitten Knockout-Mause einen vermehrten Lungenschaden sowie eine verminderte
Entziindungsresolution (van der Windt et al.,, 2010, Teder et al., 2002). Im Rahmen des
hyperoxischen Lungenschadens resultierte die genetische CD44-Defizienz in gesteigerter
Rekrutierung von PMNs in die Alveole und insgesamt in einer erhdhten Mortalitat verglichen
mit Wildtyp-Tieren (van der Windt et al., 2011). Samtliche Erkenntnisse implizieren einen
protektiven Effekt von HCAM in der akuten Inflammation bzw. eine tragende Rolle fir die
Entzindungsresolution.

Widerspruchlich hierzu konnten durch die Gabe von inhibierenden Antikérpern
protektive Effekte im Sepsis-induzierten ALI beobachtet werden (Hasan et al., 2011) und
auch im murinen Modell eines Streptokokken-Enterotoxin-B induzierten ALI zeigte sowohl
das Knockout von CD44 auf genetischer Ebene als auch die Applikation von inhibierenden
CD44-Antikérpern eine Reduktion der pulmonalen Inflammation (Sun et al., 2012); beide

Studien beschreiben also eine eher proinflammatorische Funktion des Adhasionsmolekils.
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Die Schwere der Entzindungsreaktion sowie der Zeitpunkt der Untersuchung koénnten
mogliche Faktoren fur Ursachen der kontroversen Ergebnisse darstellen (Hollingsworth et
al., 2007). Auffallig ist, dass die meisten Modelle mit genetischem Knockout eher eine
protektive Funktion von CD44 implizieren, wahrend der Einsatz von inhibierenden
Antikérpern mit der Folge einer Reduktion der Inflammation auf eine gegenteilige Funktion
schlielen lasst. Die gezielte Inhibition bleibt somit als therapeutische Option bei
Inflammation von Interesse.

In der Diabetesforschung (Kodama et al., 2015), der Therapie solider Tumoren
(Menke-van der Houven van Oordt et al., 2016) sowie der Therapie der Akuten Myeloischen
Leukamie (Vey et al.,, 2016, Gadhoum et al., 2016) befinden sich inhibierende CD44-
Antikdrper bereits in klinischer Erforschung und zeigen teils vielversprechende Resultate.
Eine antiinflammatorische HCAM-modulierende Therapie im Lungenversagen konnte sich
bisher nicht etablieren und bedarf bei diesbeziiglich positiven in vitro Daten der weiteren

Untersuchung der Rolle von CD44.

1.4.8 CDA47 (IAP)

Das Integrin-associated Protein (IAP) ist wie ICAM-1 und PECAM-1 ein
Transmembranprotein der Ig-Superfamilie (vgl.1.3.1, S.13). Es wird nahezu ubiquitar auf
allen Zellen exprimiert -Erythrozyten und Thrombozyten eingeschlossen-, sowie in hoher
Anzahl auch auf Tumorzellen (Barclay and Van den Berg, 2014, Reinhold et al., 1995). Es
agiert, wie der Name impliziert, mit Integrinen derselben Zellmembran in Form von
Komplexen, hat aber auch eigene Liganden. Zur Interaktion mit der EZM kommt es
beispielsweise Uber das Matrixprotein Thrombospondin (Csanyi et al.,, 2012). Der
interzellularen Interaktion dient als wahrscheinlich wichtigster Ligand des IAP das
intrazellulér inhibitorisch wirkende Signal Regulatory Protein a (SIRPa) auf Granulozyten und
Makrophagen, Gber das Migration und Phagozytose beeinflusst werden (Liu et al., 2004). Bei
Bindung des IAP seitens der PMNs an SIRPa auf der Makrophagenoberflache, wird der
neutrophile Granulozyt nicht phagozytiert. Eine hohe Expression von CD47 geht mit einer
verminderten Phagozytoserate einher (Barrera et al.,, 2017). Dieser Mechanismus des
sogenannten ,do not eat“-Signals greift nicht nur bei PMNs, Erythrozyten und Thrombozyten,
sondern wird auch von verschiedensten Tumorzellen genutzt, um dem Immunsystem zu
.entfliehen® (Huang et al., 2017).

Ferner spielt das IAP eine wichtige Rolle bezlglich der PMN-Migration durch Endo-
und Epithelzellverbdnde auf allen daran beteiligten Zellen (Cooper et al., 1995, Parkos et al.,
1996b). In vivo profitierten CD47-Knockout Mause mit gramnegativer pulmonaler

Inflammation von der Antigen-Defizienz. Sie zeigten gegentber Wildtyp-Tieren ein
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verbessertes Uberleben mit Reduktion der PMN-Infiltration der Lunge, weniger Odembildung
und besserer Lungenfunktion (Su et al.,, 2008). In vitro konnte eine Verzogerung der
Migration durch CDA47-Inhibition beobachtet werden (Liu et al., 2001); zudem deutet eine
Akkumulation von PMNs im Epithelzelllayer infolge der Inhibition von CD47 mittels
Antikorpern auf eine primér postadhasive Rolle des Adhasionsmolekils hin (Parkos et al.,
1996b). Wie von Lindberg in einem murinen Escherichia coli-Peritonitis-Modell demonstriert,
kann die eingeschrankte PMN-Migration durch genetisches CD47-Knockout aber auch eine
Verschlechterung des Outcomes zufolge haben. Die homozygoten Tiere Uberlebten
gegenuber den heterozygoten Tieren und Wildtyptieren die Entzindung nicht (Lindberg et
al., 1996). Neuere Daten sprechen wiederum ganzlich gegen eine tragende Rolle des
Adhasionsmolekiils in der murinen Peritonitis, entstammen allerdings einem Modell mit
Zymosan induzierter steriler Peritonitis (Bian et al., 2013). Angesichts der Stimulus-
abhangigkeit der Integrinaktivierung (vgl. 1.3.1, S.13) ist eine Stimulusabhangigkeit beim
Integrin-assoziierten Protein ebenfalls denkbar und moglicherweise flir diskrepante
Ergebnisse mitverantwortlich.

Aufgrund der breit gefacherten Expression und Involvierung des CD47-Antigens stellt
dieses in der Erforschung von antiinflammatorischen Therapieoptionen eine Heraus-
forderung dar, eine weitere Differenzierung der Eigenschaften ist hier angezeigt. Derzeit
steht in erster Linie vor allem die CD47-Inhibition zur Behandlung von Tumorleiden im Fokus
der Wissenschaft. Als Target in der Therapie des Kleinzelligen Lungenkarzinoms (Weiskopf
et al., 2016), sowie in der Therapie des Melanoms ergéanzend zum Einsatz von bereits
etablierten Biologicals (Liu et al., 2017), bietet das IAP einen vielversprechenden
Ansatzpunkt. Die Anwendung von sogenannten ,Checkpoint-Inhibitoren”, die den CDA47-
SIRPa-Komplex angreifen, zeigt préklinisch bei verschiedensten onkologischen
Krankheitsbildern von Leukamien bis zu soliden Tumorarten bereits eine Reduktion von
Tumormasse, Zellzahl oder Metastasierung; mit den ersten klinischen Daten zum Einsatz der

Inhibitoren wird in naher Zukunft gerechnet (Matlung et al., 2017).

1.49 CD172a (SIRPa)

Das Transmembran-Glykoprotein SIRPa gehdrt ebenfalls zur Gruppe der Ig-
Superfamilie. Es findet sich auf Granulozyten, Makrophagen, einigen dendritischen Zellen
und Knochemarks-Progenitorzellen sowie in variabler Ausprdgung auch auf Neuronen des
zentralen Nervensystems (Adams et al.,, 1998, Barclay and Van den Berg, 2014). Als
Komplex mit dem IAP wirkt SIRPa, wie in 1.4.8 beschrieben, antiapoptotisch: binden
Erythrozyten, Thrombozyten und auch Leukozyten mittels ihres CD47-Antigens an CD172a

auf Milz- Makrophagen, wird eine Phagozytose verhindert (Murata et al., 2014).
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In der autoimmunen Inflammation scheint die Funktion je nach involviertem Zelltyp
sowohl pro- als auch antiinflammatorische Komponenten zu beinhalten (Matozaki et al.,
2009), die Rolle von SIRPa in der akuten Inflammation und vor allem in der akuten
pulmonalen Inflammation ist bisher jedoch kaum genauer definiert. Als direkter Bindungs-
partner von CD47 wirkt CD172a in vitro an der Migration von PMNs durch Epithelzelllayer mit
(Liu et al.,, 2002). Am Endothel wurde bisher nur eine Bedeutung fur die Migration von
Monozyten nachgewiesen (de Vries et al., 2002). In einem murinen Peritonitis-Modell konnte
eine verzogerte PMN- und Makrophagen-Migration bei SIRPa-mutierten Mausen beobachtet
werden (Alvarez-Zarate et al., 2015), ebenso war die Chemokinproduktion von myeloiden
Immunzellen in der Darmschleimhaut durch ein mutiertes SIRPa-Protein eingeschrankt
(Kanazawa et al., 2010). Janssen et al. zeigten eine Interaktion von Surfactant-Proteinen mit
CD172a auf Makrophagen (Janssen et al., 2008), was eine Bedeutung des Antigens auch
auf PMNs nach Uberwindung der alveoléaren Barriere denkbar macht. Angesichts der noch
grol3en Lucken im Verstandnis der Rolle von CD172a in der Inflammation bzw. Migration und
der Tatsache der Co-Expression von CD47 und SIRPa auf neutrophilen Granulozyten, liegen
weitere bisher unbekannte Funktionen des Adhasionsmolekiils in der PMN-Migration nahe
(Zen and Parkos, 2003).

Therapeutisch wird derzeit primar die Modulation von CD172a in Form der
»,Checkpoint-Inhibitoren® des CD172a-CD47-Komplexes erforscht; Ziel ist hierbei, dessen
antiphagozytare Wirkung aufzuheben und so Tumorzellen der Phagozytose durch
korpereigene Immunzellen zugéanglich zu machen (vgl.1.4.8, S.25) (Matlung et al., 2017). Um
eine Aussage Uber Inhalte und Mdglichkeiten einer antiinflammatorischen Therapie treffen zu
kénnen, bedarf es weiterer Evaluation von Expression und Funktion dieses

Adhasionsmolekdils.

1.4.10 CD162 (PSGL-1)

Der P-Selektin Glykoprotein Ligand-1 ist ein homodimeres Glykoprotein und wird von
allen Leukozyten sowie auf Endothelzellen exprimiert (Moore, 1998, da Costa Martins et al.,
2007). Es dient der Anheftung von Leukozyten ans Endothel Uber Bindung an dessen P-
Selektine (Norman et al., 1995) und E-Selektine (Hirata et al., 2000, Xia et al., 2002). Auch
die Aggregation von Leukozyten untereinander geschieht tiber PSGL-1, durch die Bindung
an L-Selektin (Guyer et al., 1996, Walcheck et al., 1996). Ebenso haften Thrombozyten tber
das von ihnen exprimierte P-Selektin an PSGL-1 auf Endothelzellen (da Costa Martins et al.,
2007) und an PSGL-1 auf Leukozyten (Zarbock et al., 2009). Neben der Funktion im
Rahmen der Zell-Zell-Adhasion leitet der Selektin-Ligand Uber seine zytoplasmatische

Domane auch die Aktivierung von LFA-1 ein und ist hierdurch fiur die feste Adhasion am
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Endothel mitverantwortlich (Miner et al., 2008). Somit spielt CD162 eine kritische Rolle in der
Aggregation und Extravasation von Zellen der adaptiven und angeborenen Immunabwehr.

Veranschaulicht wird dies durch verschiedene in vivo Modelle, die anhand
inhibierender Antikorper oder genetischem Knockout eine verminderte PMN-, Monozyten
und Lymphozyten-Migration in entziindetes Gewebe zeigten (Jing Yang et al., 1999, Hirata
et al., 2000, Zhang et al., 2013, Norman et al., 1995, Borges et al., 1997, Leon and Ardavin,
2008). Wie oben erwahnt, bringt das PSGL-1 auch die Rolle der Blutplatichen bei der
Inflammation mit ins Spiel: Die Aggregation von thrombozytéarem P-Selektin mit Neutrophilen
Uber PSGL-1 verstarkt deren transendotheliale Migration zusatzlich (Lam et al., 2011). Die
Thrombozyten sind als erste Blutzellen an der GefdBwand adhéarent, vor allem in
Nachbarschaft der Interzellularverbindungen lokalisiert und kommen damit als ,Guides® fir
die PMN-Transmigration in Frage (Zuchtriegel et al., 2016). Die PSGL-1-Bindung an das P-
Selektin induziert dann die nétige Integrin-Aktivierung in den Neutrophilen fir deren Arrest
und Diapedese (Zuchtriegel et al., 2016, Zarbock et al., 2007).

Eine medikamenttse Inhibition von PSGL-1 in der pulmonalen Inflammation kommt
angesichts der aussichtsreichen murinen Datenlage zwar in Betracht, die Daten sind bisher
jedoch auf einzelne Erreger wie Streptokokkus pyogenes (Zhang et al., 2013) beschréankt.
AuBerdem werden zunehmend auch antibakterielle Eigenschaften des Glykoproteins
bekannt: mittels PSGL-1 kénnen Streptokokkus pneumoniae Bakterien gebunden, schneller
phagozytiert und die systemische Dissemination eingedammt werden (Ramos-Sevillano et
al., 2016). Wéahrend die Bedeutung im Inflammationsgeschehen demnach aul3er Frage steht,
sind bezuglich der Differenzierung der Funktionen des Adhasionsmolekiils noch viele Fragen

offen.

1.5 Fragestellung

Trotz jahrzehntelanger Forschung und stetiger Verbesserungen in der modernen
Intensivmedizin ist die Letalitét des akuten Lungenversagens nach wie vor sehr hoch und die
Behandlungsmdglichkeiten weitgehend auf supportive MaRnahmen beschrankt. Angesichts
des Parenchymschadens durch das unkontrollierte Inflammationsgeschehen mit PMN-
Einwanderung und Zytokinausschittung, ware eine geeignete antiiflammatorische
Erganzung der bisherigen Therapieoptionen ein vielversprechender Schritt zur Verbesserung
der Prognose von ARDS-Patienten. Die Architektur der Lunge mit der Blut-Luft-Schranke
und ihren unterschiedlichen Kompartimenten sowie der individuellen Zirkulationsverhaltnisse
raumt dem Organ eine Sonderstellung im Organismus ein und erschwert die Erforschung der
detaillierten Ablaufe wahrend der Inflammation. Zudem nehmen die neutrophilen

Granulozyten je nach Entziindungsphase unterschiedliche Funktionen ein und kénnen neben
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den destruierenden auch regenerationsfordernde Eigenschaften haben. Nicht eine generelle
Inhibition der Inflammation, sondern vielmehr eine Modulation von Aktivitat und Migration der
PMNSs rickt deshalb als wiinschenswert in den Vordergrund. Hierfir ist die genaue Kenntnis
der Migrationsmechanismen und der involvierten Adh&sionsmolekile auf den neutrophilen
Granulozyten von grof3er Bedeutung. Diese Arbeit zeigt mittels eines murinen Inflammations-
modells erstmals die Adhéasionsmolekulexpression auf PMNs im gesamten Verlauf der
Migration und widmet sich folgenden Fragen:

o Welche Auswirkung hat die Inflammation auf die Genexpression der jeweiligen
Adhéasionsmolekile in der murinen Lunge?

o Wie gestaltet sich die Expression der Adh&sionsmolekile auf den PMNs im Verlauf
ihrer Migration durch die verschiedenen Lungenkompartimente: Intravasal, am
Endothel adhériert, interstitiell und in der Alveole?

= Gibt es Unterschiede im Verlauf der Migration und in welchem Kompartiment
zeigen die jeweiligen Adhasionsmolekille die héchste Dichte auf der PMN-
Oberflache?

= Welche Schlisse lassen sich hinsichtlich der Bedeutung der einzelnen
Molekdle fur die jeweiligen Migrationsschritte ziehen?

° Wie verhalten sich einzelne Komponenten des Inflammationsmodells in vitro?

2> Wie reagieren humane PMNs in ihrer Adh&sionsmolekilexpression auf
Behandlung mit LPS und anderen potenten Stimulanzien?

2 Welche der Adhéasionsmolekile werden auch von humanen Lungenepithel-
zellen exprimiert und wie verhalt sich deren Expression nach Stimulation?

= Welchen Einfluss hat die Migration durch einen Epithelzelllayer auf die

Adhasionsmolekilexpression von humanen PMNs?
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2 Material und Methoden

2.1 Migration von PMNSs in vivo: murines Modell der pulmonalen

Inflammation

Die verwendeten Mause im Tierversuchsmodell waren mannliche Wildtyp-Tiere vom
Typ C57BIl/6 (Charles River, Sulzfeld) und zum Zeitpunkt des Versuchs zwischen 8 und 12
Wochen alt. Die Unterbringung erfolgte bei einer Raumtemperatur (RT) von 21°C und einer
Luftfeuchtigkeit zwischen 50 und 60% in Kafigen zu je vier Mausen. Ein 12 stundiger Hell-
Dunkel-Rhythmus im Tierstall war gewahrleistet. Die Genehmigung fir die Versuche wurde
durch das Regierungsprasidium Tubingen erteilt (Genehmigungsnummern A5/12 und
A6/13).

Zur Induktion der pulmonalen Inflammation inhalierten die Mause vernebeltes
Lipopolysaccharid. Hierfir wurden je vier Mause unter einem Abzug in eine Plastikréhre
(Medizintechnische Werkstatt Uniklinikum, Tibingen) gesetzt, welche an jedem Ende eine
Anschlussoéffnung besalR. Auf einer Seite war eine Wasserstrahlpumpe (159600, BRAND,
Wertheim) angebracht, sodass ein kontinuierlicher Sog in der Rohre entstand. Auf der
anderen Seite befand sich Uber einen Gummischlauch (Beatmungsschlauch von Siemens-
Elema, Stockholm, Schweden) verbunden ein Vernebler (MircoAIR, OMRON Healthcare,
Kyoto, Japan). Durch diesen wurde ca. 1 h lang aus Salmonella enteridis gewonnenes LPS
(L6011, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in die Rohre geleitet und von den Tieren inhaliert
(vgl. Abbildung 2).

Das LPS wurde mit einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml in 7 ml Phosphat-gepufferter
Elektrolytlosung (PBS", D8537, Sigma-Aldrich, Steinheim) geltst. Kontrolltiere erhielten diese
Tragerlosung ohne das Stimulanz tber die gleiche Zeit vernebelt.

Ty Oy
O
T Vakuum
L4
= LPS (S. enteridis)

Abbildung 2: Modell der LPS-Inhalation (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Reutershan). Ein
Vernebler (links) ist an eine Plastikréhre angeschlossen, in der sich bis zu vier Versuchstiere befinden. Am
anderen Ende wird mittels Wasserstrahlpumpe (nicht dargestellt) ein Vakuum erzeugt, sodass der LPS-Dampf
kontinuierlich durch die Réhre stromt und von den Mausen eingeatmet wird. LPS =Lipopolysaccharid, S.enteridis
=Salmonella enteridis 30
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2.1.1 Migrationsversuch in vivo

24 h nach Start der LPS-Inhalation wurde der Versuchsmaus uber die Schwanzvene
300 pl Alexa 633-konjugierter Ly6G-Antikérper (0,05 mg/ml, Lymphocyte Culture Center
Core, Charlottesville, USA) verabreicht. Dieser band spezifisch an die Oberflache aller
intravasalen Neutrophilen Granulozyten, also sowohl an die im Blut zirkulierenden, als auch
an die am Endothel adharierten PMNs. Direkt im Anschluss an die intravendse Gabe des
Antikorpers erhielt das Tier die Narkose (vgl. Tabelle 1) intraperitoneal.

Tabelle 1: Anasthetika pro Maus

Substanz Artikelnummer, Hersteller, Ort Menge
Ketamin 5% N6339505, Ratiopharm, Ulm 60
Rompun 2% KPOSLEA, Bayer, Leverkusen 15 pl

Natriumchlorid 0,9% 2350748, Braun, Melsungen 225 ul

Ketamin und Rompun wirken analgetisch und sedierend, Rompun zusatzlich
muskelrelaxierend. Funf min nach erfolgter Antikorper- und Narkose-Gabe wurde mit der
Praparation begonnen: Die Maus wurde mit Klebestreifen in Rickenlage auf einem Kork-
Operationstisch fixiert, sodass der der Hals Uberstreckt war. Es folgte das vollstéandige
Benetzen des Fells mit 70% Ethanol (Ethanol absolut, A3678, AppliChem, Darmstadt und
destilliertes Wasser (Aqua dest.), 2351744, Braun, Melsungen) unter Abdeckung der
Mundo6ffnung. Das Fell an Brustkorb und Bauchwand wurde abprapariert, das Peritoneum
unterhalb des Xyphoids ertffnet. Nun wurde Uber das Diaphragma auch der Brustkorb
geotffnet, woraus ein Pneumothorax mit Kollaps beider Lungenflligel resultierte. Die Rippen
beidseits des Sternums wurden nach kranial durchtrennt, das Brustschild hochgeklappt und
mit einer Kanule fixiert, sodass Herz und Lunge frei lagen. Aus dem rechten Ventrikel
wurden 600 pl Blut in eine 1 ml Spritze mit 0,02 ml Natriumcitrat (entnommen aus Monovette,
5033011, Sarstedt, Nurnbrecht) abgenommen und anschlieRend bis zur Farbung fur die
Analyse in einem 1,5 ml Reaktionsgefal? auf Eis (Eismaschine AF-10, Scotsman, Sprock-
hoevel) gelagert. Nach supradiaphragmaler Durchtrennung von Aorta und Vena cava inferior
wurde der Lungenkreislauf durch langsame Injektion von 3 ml PBS  in die rechte
Herzkammer des noch schlagenden Herzens gespllt. Ziel hierbei war es, die zirkulierenden
PMNs aus dem Lungengefaf3system zu entfernen. AnschlieBend wurde die Trachea mit zwei
Pinzetten frei prapariert, ein ,Tubus® in Form eines Venenkatheters (Insyte 22G, 381223, BD,
Heidelberg) eingefuhrt und dieser mittels einer Nahgarnschlinge fixiert. Zur Gewinnung der
intraalveolaren PMNs folgte mit 5x 1 ml PBS" die Bronchiallavage. Diese wurde in einem 10
ml Reaktionsgefal gesammelt und bis zur Verarbeitung auf Eis gelagert. Zuletzt wurden am

Hilus die Lunge mit dem Herzen herausprapariert und die einzelnen Lungenlappen
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bronchiennah abgetrennt. Letztere wurden in einer zuvor angesetzten Enzymlésung (vgl.
Tabelle 2) in einer Petrischale mit der Schere zerkleinert, anschlielend in ein 50 mi
Reaktionsgefal? pipettiert und 30 min im Dunkeln bei 37°C und 70 rpm inkubiert (Orbitaler
Schuttler-Inkubator ES-20, Biosan, Loiching).

Tabelle 2: Enzymlésung pro Maus

Substanz Artikelnummer, Hersteller, Ort Menge
Kollagenase XI C7657, Sigma-Aldrich, Steinheim 25ul
DNAse D4527, Sigma-Aldrich, Steinheim 25ul
Hyaluronidase H3506, Sigma-Aldrich, Steinheim 2,5 ul
PBS D8537, Sigma- Aldrich, Steinheim 2,5ml
Ly6G-Antikorper Lymphocyte Culture Center Core, 50 4
(unkonijugiert) Charlottesville, USA

Nach der Inkubation im Enzymgemisch wurde das zerkleinerte Organ mit ca. 17,5 ml
PBS und dem Konus einer 5 ml Spritze durch ein Zellsieb (Cell Strainer 70 um, 352350, BD,
Heidelberg) gedruckt und in einem mit Alufolie abgedunkelten 50 ml Reaktionsgefaf’
aufgefangen. Die hierbei entstandene Zellsuspension mit dem Endvolumen von ca. 20 ml
wurde bei 4°C und 292 g fur 10 min zentrifugiert (Megafuge X1R, Hareaus, Hanau).
Nachdem der Uberstand dann verworfen wurde, resuspendierte man das Zellpellet zur
Eliminierung der Erythrozyten in 5 ml Lysepuffer (vgl. Tabelle 3) und liel3 den Ansatz fur 5
min im Dunkeln stehen. Um die Reaktion zu stoppen, wurden nach Ablauf der Zeit 20 ml
Farbepuffer (FP, vgl. Tabelle 4) hinzu gegeben.

Tabelle 3: Lysepuffer (Zusammensetzung fur 250 ml)

Substanz Artikelnummer, Hersteller Menge
NH4CI 3J002532, AppliChem, Darmstadt 2,006 g
NaHCO3 K10720529, Merck, Darmstadt 0,21 ¢
Disodium EDTA ED4S, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 0,093 g
Aqua dest. 2351744, Braun, Melsungen 250 ml

Tabelle 4: Farbepuffer (Zusammensetzung fur 500ml)

Substanz Artikelnummer, Hersteller Menge
PBS D8537, Sigma-Aldrich, Steinheim 500 mi

Bovines Serum Albumin (BSA) A7906, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 59
NaNz-Lésung 20% 08591, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 2,5mi
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Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt zu den beschriebenen Konditionen, dann
wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 4,8 ml FP resuspendiert und mittels Neubauer-
Zahlkammer (4427B233, NanoEnTek, Seoul, Korea) die Zellzahl bestimmt. Hierzu wurden
10 pl der Suspension in 90 ul Turk’'sche Lésung (109277, Merck, Darmstadt) gegeben und
mit dem Vortex homogenisiert (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA). Von
dieser Verdunnung wurden wiederum 10 pl zum Auszahlen (Mikroskop Leica DM-IRB, Leica,
Wetzlar) genutzt. Die Zellzahl des Lungenhomogenats stellte man dann durch Zugabe von
FP auf eine Zahl von 200.000 je 100 pl ein. Das BAL-Material wurde bei 292 g und 4°C fir
10 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend fuhr man mit dem
Resuspendieren in 1 ml FP fort. Die Bestimmung und Einstellung der Zellzahl erfolgte nun
nach dem gleichen Prinzip wie bei den Lungenproben, die Lavage-Probe war dabei
durchgehend auf Eis gelagert. Abschlieend wurde das Probenmaterial aus Blut, Lunge und

BAL durchflusszytometrisch untersucht.

2.1.2 Adhasionsmolekiile in murinen Lungen: RT-gPCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von
Desoxyribonukleinsdure (DNA) -Sequenzen in vitro, um Genexpressionen im Erbgut
nachzuweisen und zu quantifizieren. Das erstmals 1986 von Mullis et al. publizierte
Verfahren beruht auf dem Einsatz von Polymerasen zur Produktion mehrfacher Kopien eines
gewinschten DNA-Abschnittes. Durch starkes Erhitzen auf 95°C wird der Doppelstrang der
DNA in zwei Einzelstrdnge aufgetrennt, anschlie3end lagern sich ausgewdahlte Nukleotid-
sequenzen, die Primer, an die Zielsequenzen des Ausgangsstranges (Template), an. Diese
Schritte bezeichnet man als ,Denaturierung® und ,Annealing®.

Die Basenabfolgen der Einzelstrange sind komplementdr zueinander aufgebaut,
weshalb die Polymerasen anti-parallel die Strange entlang laufen. Aus diesem Grund werden
auch zwei verschiedene Primer bendtigt: Der ,forward® Primer bindet an den codierenden
Strang, auch Plusstrang genannt, welcher die Sequenz fir die direkte Translation in ein
Protein beinhaltet. Der ,reverse“ Primer initiert die Bindung der Polymerase am
komplementaren Strang, dem Minusstrang. Nach Anlagerung der Primer beginnt die DNA-
Polymerase mit der Synthese eines neuen komplementéren Stranges, dieser Vorgang ist die
sogenannte ,Elongation®. Die Temperaturen fir das Annealing und die Elongation befinden
sich zumeist zwischen 55 und 70 °C und variieren dabei je nach Lange und Basen-
zusammensetzung der Primer. Der synthetisierte DNA-Abschnitt wird als Amplifikat
bezeichnet und dient in den darauffolgenden Zyklen wieder als Vorlage fur die Polymerase,
weshalb die Reaktionsprodukte sich exponentiell vermehren. Im Anschluss kdnnen letztere

dann gelelektrophoretisch untersucht werden.
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Bei der ,real time quantitative PCR®, kurz ,qPCR®, kann die Menge an Amplifikaten in
den einzelnen Zyklen anhand interkalierender Fluoreszenzfarbstoffe in Echtzeit gemessen
werden. Das heil3t, ein hinzugegebener zunachst inaktiver Farbstoff, wie zum Beispiel
SYBR-Green, wird bei Einlagerung in den DNA-Doppelstrang aktiviert, sodass das
Fluoreszenzsignal mit jedem Zyklus, in dem neue Amplifikate entstehen, entsprechend deren
Anzahl zunimmt. Die Messung des Signals erlaubt dadurch auch die Erfassung der Menge
an Reaktionsprodukten, wodurch die gelektrophoretische Untersuchung nicht mehr notig ist.

Der Begriff ,RT-gPCR" steht fir ,Reverse Transkriptase-quantitative PCR®* und
bedeutet, dass vor der eigentlichen Kettenreaktion Ribonukleinsaure (RNA) mittels einer
RNA-abhangigen DNA-Polymerase (Reverse Transkripase) in komplementare DNA (cDNA)
umgeschrieben wird. Diese cDNA dient im Anschluss als Template fir die PCR. Bis zur
eigentlichen Vervielfaltigung muss also zunéchst die RNA aus dem zu untersuchenden

Gewebe isoliert und umgeschrieben werden.

RNA-Isolation aus murinen Lungen

Um einen Verlust von RNA durch ubiquitdr vorhandene Ribonukleinsdure spaltende
Enzyme, die RNasen, zu vermeiden, wurden Handschuhe und Flachen bei allen
Arbeitsschritten mit RNasefree (PN701024 #7002, Molecular Bio Products Inc., San Diego,
USA) behandelt und ausschlie3lich sterile Filterspitzen (Nerbeplus, Winsen/Luhe) zum
Pipettieren verwendet. Alle Schritte der RNA-Isolation erfolgten zur Reinhaltung der Proben
und zum Schutz vor gesundheitsschadlichen Dampfen unter dem Abzug.

3 h nach LPS-Vernebelung erhielt die Versuchsmaus eine Narkose (vgl. Tabelle 1,
S.31) und die Lunge wurde fur die RNA-Isolation herausprapariert (vgl.2.1.1); 50 mg der
entnommenen Lunge wurden in 1 ml Trifast-L6ésung (113015, Peqglab, Erlangen) mithilfe von
Keramikkigelchen (Precellys-Kit 91-PCS-CK14, Peglab, Erlangen) bei 5000 rpm fir 2x 20
Sekunden homogenisiert (000-1702, Bertin Technologies, Montigny le Bretonneux). Durch
das Guanidinisothiocyanat in der Trifast-Losung wurden die Zellen lysiert und RNasen
denaturiert. Im Anschluss erfolgte die Lagerung der Proben bei -80°C bis zur
Weiterverarbeitung (Gefriertruhe C585 Innova, Eppendorf, Hamburg).

Nach dem Auftauen der Probengefalie wurden diese finf Minuten bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Nun gab man je Gefaf? 200 pl Chloroform (SHBF3553, Sigma Aldrich, St.
Louis, USA) hinzu, schittelte 15 Sekunden und lieR dann die Réhrchen 10 min bei RT
stehen. Das Homogenat wurde anschlie@end 5 min bei 12000 g und RT zentrifugiert
(Zentrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg), wodurch es sich in drei Phasen auftrennte. Von
diesen enthielt die obere hydrophile Phase die durch Phenol und Chloroform geldste RNA,
die Interphase die DNA und die untere Phase die organischen Reste in Form eines DNA-

Protein-Gemisches. Die obere Phase wurde in ein neues Gefal? pipettiert, 500 pl Isopropanol
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(BCBQ1677, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) zum Herausfallen der RNA hinzugegeben und
gemischt, dann 15 min auf Eis stehen gelassen. Nach erneuten 10 min Zentrifugation,
diesmal bei 4°C und 12000 g, war ein RNA-Pellet am Boden des Reaktionsgefales sichtbar.
Der Isopropanol-Uberstand wurde abpipettiert und die gefallte RNA zweimal mit 1000 pl
75%igem Ethanol gewaschen: mittels Vortex wurden Ethanol und Pellet homogenisiert und
anschlieBend bei 4°C und 12000 g zentrifugiert, dann der Uberstand wieder abpipettiert.
Nach diesem Vorgang lieR man die Reaktionsgefal3e offen unter dem Abzug fir ca. 40 min
liegen, um ein vollstandiges Verdunsten des Alkohols zu gewahrleisten. AbschlieRend
resuspendierte man das Pellet in 40 ul Nuklease-freiem Wasser (NFW, AM9930, Ambion,
Carlsbad, USA). Zuletzt wurden die Proben fur 10 min bei 57°C auf dem Thermoschuttler
(Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg) erwarmt, um die Loslichkeit der RNA zu
verbessern. Danach wurden Reinheit sowie Konzentration der Nukleinsdure photometrisch
mittels Nanodrop (Nanodrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, Peglab,
Wilmington, USA) bestimmt. Sofern die RNA im Anschluss nicht direkt in cDNA

umgeschrieben wurde, konnten die Proben bei -80°C verwahrt werden.

cDNA-Synthese

Nach der Bestimmung der RNA-Konzentration mit dem Nanodrop wurde der Gehalt
jeder Probe durch Zugabe von NFW auf ca. 300 ng/ul eingestellt und das Volumen von
genau 1 pg RNA ermittelt. Fir den Umschrieb in cDNA gab man dann 1 pg RNA mit 5 pl
JScriptMix” in ein kleines Reaktionsgefal? und fillte mit NFW auf ein Gesamtvolumen von 20
pl auf. Der iScriptMix bestand aus 4 pl 5x iScrip tReactionMix und 1 pl iScript Reverse
Transkriptase, beides aus dem iScript cDNA Synthesis Kit von BioRad (170-8891, Hercules,
USA). In dem Mix waren die RNA-abhangige DNA-Polymerase, eine DNA-abhéngige DNA-
Polymerase fir die Synthese des Zweitstranges, Primer, Nucleotide und RNase Inhibitoren
enthalten. Der Umschrieb erfolgte im Thermocycler von BioRad (580BR1260, Wilmington,
USA). Nach Beendigung wurden je Probe 140 ul NFW hinzugefiigt und die cDNA, falls nicht
direkt die gPCR erfolgte, bei -80°C verwahrt.

gPCR

Zu Beginn wurde fir das zu untersuchende Gen sowie fir das Referenzgen eine
Standardreihe mit Verdunnungen (1:2, 1:4, 1:8 und 1:16 in NFW) einer LPS-stimulierten
Probe angefertigt. Das verwendete Referenzgen war 18S, dieses codiert fur die ubiquitar
vorkommende ribosomale 18S-RNA und hat im Vergleich zu anderen Kontrollgenen die
hochste Konstanz unter Zytokineinfluss (Bas et al., 2004).

Forward- und Reverse Primer wurden nach Herstellerangaben in NFW geldst. In zwei

Reaktionsgefalie pipettierte man dann jeweils 20 ul beider Primer und flllte mit 160 pl NFW
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auf ein Gesamtvolumen von 200 ul auf. Je Well auf der PCR Platte (MLL9601 Multiplate 96
well, BioRad, UK) wurden 1 pl dieses ,Primer-Mixes” bendtigt. Hinzu kamen je Well 12,5 pl
SYBR Green (1708880, BioRad, Hercules, USA), 7,5 ul NFW und 4 pl cDNA-Probe, sodass
jeweils ein Endvolumen von 20 pl vorhanden war. Das SYBR Green enthielt neben dem
Fluoreszenzfarbstoff auch die fur die PCR bendtigten Nukleotide, Polymerasen und RNAse-
Inhibitoren. Nach dem Pipettieren der Platte wurde diese mit einer Folie verschlossen
(MSB1001, BioRad, UK) und kurz anzentrifugiert (PerfectSpin P, Peglab, Wilmington, USA).
Fir die gPCR wurde der Thermocycler von BioRad (C1000 Thermal Cycler CFX Real-Time-
System, BioRad, Wilmington, USA) verwendet, die Auswertung erfolgte mittels der

zugehdrigen Software ,CFX Manager® Version 3.1.

Tabelle 5: Murine Primer mit Annealing-Temperatur

Target Forward-Primer 5¢-3¢ Reverse-Primer 5¢-3¢ Hersteller, Ort Temp.
CDl1lla agatcgagtccggacccacag ggcagtgaagaggcctcccg biomers, Ulm 55°C
CD11b atggacgctgatggcaatacc tccecattcacgtctccca biomers, Ulm 60,5°C
CD29 gccagggctggttatacaga tcacaatggcacacaggttt biomers, Ulm 58,8°C
CD31 ccaaggccaaacaga aagggagccttccgttct biomers, Ulm 57,2°C
CD44 cgcacaccatggacaagttt gaaagccttgcagaggtcag biomers, Ulm 59,5°C
CD47 catcgtggttgttggagccatc acagtccgtcacttcccttcac biomers, Ulm 62°C
CD162 tttgctagctccactctcac atgtttattggatgcctgtgce biomers, Ulm 57°C
CD172a | agtccaccttaagaggaccaagtagc | tgtacagaaacaggacgcgga biomers, Ulm 62,6°C
CD54 caatttctcatgccgcacag agctggaagatcgaaagtccg biomers, Ulm 59,1°C
18-S gtaacccgttgaaccccatt ccatccaatcggtagtagcg biomers, Ulm 58°C

2.1.3 Adhasionsmolekile in murinen Lungen: Immunfluoreszenz

Zunéchst wurden Paraffinschnitte aus murinen Lungen hergestellt. Es handelte sich
um Organe von Tieren, welche 24h vor Versuchsbeginn mit LPS bzw. mit PBS™ vernebelt
worden waren. Wie beim Migrationsversuch unter 2.1.1 beschrieben, erhielt die Maus eine
Narkose und wurde auf dem Korktisch befestigt. Die Lunge wurde im Thorax freigelegt, der
Lungenkreislauf tber den rechten Ventrikel blutleer gespult und die Trachea kanuliert (vgl.
2.1.1, S.31). AnschlieBend wurde anstelle der Bronchiallavage passiv Formalin 4%
(5F014852, AppliChem, Darmstadt) Uber 15 min mittels einer 20 ml Spritze in die Lunge
infundiert. Nach Ablauf der Zeit wurde die Lunge entnommen und fir 24 h in Einbett-
kassetten (K113.1, Carl Roth, Karlsruhe) mit Formalin 4% verbracht. Im Anschluss erfolgte

das Waschen und Entwassern der fixierten Lungen mit Ethanol 70% fir ca. 1 h. Nun konnte
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das Gewebe im Tissue Embedder (EG 1150, Leica Microsystems, Shanghai, China) in
Paraffin gegossen werden. Im Rahmen dieses Prozesses wurden 13 Stationen durchlaufen
(vgl. Tabelle 6).

Tabelle 6: Phasen der Einbettung im Gewebeinfiltrationsautomaten

Station Reagenz Zeitinh Station Reagenz Zeitin h

1 Ethanol 70% 1,5 8 Xylol 15

2 Ethanol 70% 1 9 Xylol 15

3 Ethanol 96% 1,5 10 Xylol 1

4 Ethanol 96% 1 11 Paraffin wax 1,5

5 Ethanol 100% 15 12 Paraffin wax 1,5

6 Ethanol 100% 1 13 Paraffin wax 15

7 Ethanol 100% 1

Die Paraffinblocke wurden zur besseren Weiterverarbeitung auf Eis gekihlt. Die im

Anschluss am Mikrotom (RM2235, Leica, Nussloch) hergestellten Schnitte hatten eine Dicke
von 3 um und wurden mit einem Pinsel in ein auf 35°C vorgewarmtes Wasserbad (H11210,
Leica, Nussloch) verbracht. Dann konnten sie auf Objekttrager (OT) gezogen werden und
Uber Nacht auf der Warmeplatte (HI1220, Leica, Nussloch) bei 42°C trocknen.
Das Farben der Préaparate erfolgte in mehreren Etappen. Es handelte sich im Gegensatz zur
Farbung fir die Durchflusszytometrie (vgl. 2.1.4, S.40) um indirekte Immunfluoreszenz. Das
heil3t, ein Primarantikdrper, der speziell an das gesuchte Antigen bindet, wurde zun&chst mit
dem Gewebe inkubiert. Da dieser anschlieBend mit einem farbstofftragenden Antikorper,
dem Sekundarantikbrper, markiert werden sollte, durfte es sich bei der Wirtsspezies des
Primér-AK nicht um die Spezies des Gewebes -in diesem Falle Mausgewebe- handeln. Der
Sekundarantikorper richtete sich nun gegen die Spezies des Erstantikdrpers, sodass das
gewiinschte Antigen am Ende indirekt mit dem Leuchtfarbstoff gekennzeichnet war. In dieser
Arbeit wurde das zu untersuchende Adhasionsmolekiil auf diese Weise griin angefarbt, die
PMNs rot.

Fur den Farbevorgang mussten die Lungenschnitte zunachst entparaffiniert werden:
Hierflr wurden die Objekttrager fur je 5 min in Behalter mit Losungsmitteln in absteigenden
Konzentrationen sowie Aqua dest. gestellt und jeweils beim Herausnehmen geschwenkt. In
der Reihe waren es zu Beginn drei GefalRe mit Xylol (28975.325, VWR Chemicals,
Fontenay-sous-Boris, Frankreich), dann je zwei mit 100% Ethanol und 96% Ethanol, gefolgt
von je einem mit 50% und 70% Ethanol und zum Schluss drei Gefal3e mit destilliertem
Wasser. AnschlielRend wurden zur Demaskierung der Antigene die Praparate in einem mit
Unmasking Solution (H-3300, Vector Laboratories, Burlingame, USA) befiliten Behélter in
der Mikrowelle (HF 22023, Siemens, Minchen) bei 600 Watt fir 20 min gekocht.
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Einschrankungen der Immunreaktivitit der Antigene durch den Fixierungs- und
Einbettungsvorgang konnten so aufgehoben werden. Um ein Austrocknen der Schnitte zu
verhindern, musste ca. alle 3-5 min die Flussigkeit nachgefillt werden. Die heil3en
Objekttrager lielR man bei Raumtemperatur eine Stunde lang abkihlen und spulte sie dann
fur 3 min in PBS. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen wurde ein Kkleiner
Plastikbehalter mit 20 ml TritonX 0,1% (056K0045, Sigma-Aldrich, St- Louis, USA) befullt
und die Lungenschnitte fir 10 min hineingestellt, sodass sie vollstandig bedeckt waren.
Danach folgte das Abséattigen unspezifischer AK-Bindungsstellen mit einer Losung aus
Trockenmilch 5% in Trishydroxymethylaminomethane gepufferter Salzlésung (TBS,
45008807 und A1086.1000, beides AppliChem, Darmstadt) und 1:100 Serum der Sekundar-
Antikdrper Spezies. In diesem Versuch handelte es sich um Esel-, Huhn- und Ziegenserum
(sc-2044, sc-2479, sc-2043, alle Santa Cruz, Dallas, USA). Um die Préaparate herum wurden
mit einem Fettstift (H-4000, Vector Laboratories, Burlingame, USA) Kreise gezogen, die
Block-L&sung zu je 150 pl hinein pipettiert und die OT in einer feuchten Kammer (M981-2
StainTray, Simport, Kanada) 1 h bei RT inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnten die ersten
Primarantikorper fur die Adhasionsmolekildetektion (vgl. Tabelle 7) in der gewiinschten

Menge und Konzentration mit Trockenmilch 1% in TBS  angesetzt werden.

Tabelle 7: Primarantikdrper (anti-mouse) fur Immunfluoreszenz

Target, Spezies Artikelnummer, Hersteller, Ort Konzentration
CD29, rabbit Sc-7884, Santa Cruz, Dallas, USA 2 pug/ml
Cytokeratin 12, goat Sc-17101, Santa Cruz, Dallas, USA 4 pug/mi
Ly 6b, rat MCA771GA, AbD Serotec, Kidlington, UK 5 pg/ml
CD54, goat Sc-1511, Santa Cruz, Dallas, USA 2 pug/ml
CD31, goat Sc-1506, Santa Cruz, Dallas, USA 2 pug/ml
CD31, rat Sc-101454, Santa Cruz, Dallas, USA 2 pug/ml
rabbit IgG Sc-2027, Santa Cruz, Dallas, USA 2 pug/ml
goat IgG Sc-2028, Santa Cruz, Dallas, USA 2 pug/ml
rat IgG Sc-2026, Santa Cruz, Dallas, USA 2 pug/ml

Nach Ablauf der Zeit wurde die Trockenmilch-Losung abgekippt und die Antikdrper-
I6sungen in die Kreise pipettiert, sodass die Schnitte gut bedeckt waren. Dann wurden die
OT in der feuchten Kammer tber Nacht im Kihlschrank bei 4°C gelagert. Am né&chsten
Morgen wusch man die Objekttrager 3x in PBS" fur jeweils 3 min auf der Schwenkplatte. Der
grin fluoreszierende Sekundarantikérper (vgl. Tabelle 8, S.39) wurde wahrenddessen mit
Trockenmilch 1% in TBS™ angesetzt, dann unter Lichtschutz auf die Praparate aufgebracht

und diese dann 1 h in der feuchten Kammer bei RT inkubiert.
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Tabelle 8: Sekundarantikorper fur Immunfluoreszenz

Flourochrom, Spezies,

Artikelnummer, Hersteller, Ort Konzentration
Target
Alexa Flour 594, donkey ) )
) A-11058, Life technonolgies, Oregon, USA 4 pg/ml
— anti-goat
8 Alexa Flour 594, chicken ) )
) A-21471, Life technonolgies, Oregon, USA 4 pg/ml
anti-rat
Alexa Fluor 488, goat . .
) ) A-11008 Life technonolgies, Oregon, USA 4 pg/ml
anti-rabbit
Z | Alexa Fluor 488, donkey
=) ) i Sc-362261, Santa Cruz, Dallas, USA 4 pg/ml
% anti-rabbit
Alexa Flour 488, chicken ] ]
A-21470, Life technonolgies, Oregon, USA 4 pg/ml

anti-rat

Es folgte erneut dreimaliges Waschen mit PBS’, wobei ab diesem Zeitpunkt stets
Lichtschutz eingehalten wurde. Bevor die Farbung mit den zweiten Primarantikérpern fir die
Markierung von PMNs erfolgen konnte, musste erneut 30 min wie oben beschrieben
geblockt werden, hier war nochmals die Serum-Spezies des Sekundarantikérpers zu
beachten. Dann wurden die Antikdrperldsungen in die Kreise pipettiert und die Objekttrager 1
h in der feuchten Kammer inkubiert. Nach Ablauf der Zeit mussten die Schnitte wieder 3x mit
PBS" zur Entfernung der Uberschissigen AK gewaschen werden. Dann konnte der rote
Sekundarantikorper aufgetragen und 1 h in der lichtgeschiitzten Feuchtkammer inkubiert
werden. Im Anschluss wurde ein letztes Mal der oben beschriebene Waschzyklus
durchgefiihrt. Danach wurde direkt auf die noch feuchten Schnitte 1 Tropfen 4',6-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI, HP20.1, Carl Roth, Karlsruhe) zur blauen Kernfarbung getropft und die
Deckglaschen aufgelegt. Die Praparate wurden mit Alufolie abgedeckt und zur Aushartung
Uber Nacht in den Kihlschrank verbracht. Mit dem Konfokalmikroskop AxioObserver Z1/LSM
510 der Firma ZEISS, Gottingen, wurden die Bilder aufgenommen und mittels der
zugehdrigen  ZEN-Software sowie dem  Bildbearbeitungsprogramm .imageJ”

(https://imagej.nih.goV/i]) weiterverarbeitet.
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2.1.4 Migration von PMNs in vivo: Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch ,Fluorescence Activated Cell Sorting® (FACS) genannt,
ist ein zellulares Messverfahren in der Medizin und Biochemie, mit welchem neben der
Anzahl auch qualitative Eigenschaften wie Oberflachenstruktur und intrazellulare Strukturen
analysiert werden konnen. Der Begriff ,Fluorescence Activated Cell Sorting“ ist zwar
allgemein gebrauchlich fir die Durchflusszytometrie, beschreibt jedoch ein Verfahren, bei
welchem die Zellen nach der Analyse in einzelnen Gruppen zur Weiterverarbeitung
aufgefangen werden kénnen. Findet wie in dieser Arbeit ausschlief3lich die Charakterisierung
der Zelleigenschaften im Durchflusszytometer statt, handelt es sich um ,Fluorescence
Activated Cell Scanning®. Hierbei wird eine Zellsuspension durch eine Messkilvette gesaugt,
in der am Analysepunkt ein Laserstrahl auf den Flissigkeitsstrom trifft. Dieser Probenstrom
wird von einem sogenannten Hullstrom umflossen, der ersteren verdinnt und zentriert, sich
aber nicht mit ihm vermengt. Durch die Verjingung der Messkivette werden beide Strome
beschleunigt und die Zellen nacheinander an der besagten Laserquelle vorbeigefiihrt. Das

dabei in nur sehr geringem Winkel von der

Zelle gestreute Licht wird als ,Forward 1000
Scatter” (FSC) bezeichnet und ist ein : g
relatives MaR fiir die GroRe, wahrend das o0 : Monozyten
im 90° Winkel abgelenkte Licht, der ,Side i
Scatter” (SSC), Aussagen Uber die Granu- 8
laritat und intrazellulare Struktur der Zelle 400
zuldsst. Anhand dieser Informationen
lassen sich bereits grob die Leukozyten 200
Populationen einer Vollblutprobe differen-
zieren (vgl. Abbildung 3), da zum Beispiel 0 ‘
0 200 400 600 800 1000

Lymphozyten relativ klein und glatt sind,

wahrend PMNs eine groBere und raue

.. . . . " Abbildung 3: Unterschiedliche Leukozyten
Oberflache sowie zahlreiche intrazellulare Populationen im humanen Vollblut. Punktdiagramm in

der FACS-Analyse (eigene Darstellung): Ein Punkt
entspricht einer an der Laserquelle vorbei gefuhrten

eigenschaften der Zelle koénnen auch Zelle, PMNs=Neutrophile Granulozyten

Fluoreszenzsignale detektiert und quantifiziert werden. Unter Fluoreszenz versteht man die

Granula aufweisen. Neben den Streulicht-

Eigenschaft eines Stoffes, Licht einer bestimmten Wellenlange zu absorbieren und nach
Abfall auf ein energetisch &rmeres Niveau entsprechend langwelligere Lichtsignale wieder zu
emittieren. Je nach verwendetem Fluorochrom liegen die Absorptions- und Emissions-
spektren in unterschiedlichen Wellenldngenbereichen, was man bei der Auswahl der

Farbstoffkombination bedenken muss: Die Uberlappung der einzelnen Emissionsspektren
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sollte mdglichst gering sein. Um Beeintrachtigungen der Analyse durch spektrale
Uberlappungen, wie Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Einstrahlungen in den Phycoerythrin
(PE)-Kanal, zu vermeiden, wird anhand von Einzelfarbungen eine Kompensation
durchgefihrt und anteilig Spannungswerte subtrahiert (Ulrich Sack, 2007).

In s&mtlichen durchflusszytometrischen Untersuchungen dieser Arbeit wurde mit
direkter Immunfluoreszenz gearbeitet. Das bedeutet, dass die Zelloberflache mit Antikdrpern
markiert wurde, welche bereits mit einem Fluorochrom konjugiert waren. Die erfolgte
Antikorperbindung an ein Oberflachenmolekil wurde dann durch Detektion des
Fluoreszenzsignals nachgewiesen. Die Menge der Bindungen auf der einzelnen Zelle konnte
anhand der Medianen Fluoreszenzintensitat (MFI) ausgedriickt werden: Je héher die Dichte
eines CD-Molekiils auf der Oberflache, desto hoher die gemessene MFI (vgl. Abbildung 13,
S.59).

Fur die Markierung der Zellen wurden die Antikdrper (vgl. Tabelle 9, S.42) zunachst
unter Lichtschutz mit Farbepuffer (vgl. Tabelle 4, S.32) verdinnt und in FACS-R6hrchen
(352052, Corning Science, Corning, Mexico) je 1 ul unter Lichtschutz vorgelegt. Fir die BAL-
Proben wurde Anti-CD45, Anti-7/4, der gesuchte Adhasionsmolekil-AK und der Gr-1-
Antikdrper verwendet. Bei den Blut- und Lungenproben wurde hingegen nur Anti-CD45 und
Anti-7/4 zugegeben, da der Gr-1-AK bereits durch die intraventse Gabe zu Beginn des
Versuchs im Probenmaterial vorhanden war. Mit CD45, 7/4 und Gr-1 wurden die PMNs
dreifach markiert: Wahrend CDA45 als allgemeiner Leukozytenmarker gilt, dienten 7/4 und Gr-
1 zur PMN-Identifikation.

Nachdem die Marker-AK und der zu untersuchende AK vorgelegt waren, wurden mit
einer Mehrfach-Pipette ziigig 100 pl Probenmaterial aus Lavage oder Lunge bzw. 100 pl Blut
je FACS-Roéhrchen hinzugegeben. Es folgte eine Homogenisierung mittels Vortex und
einmaliges kurzes ,Anzentrifugieren®: Hierfir wurde die Zentrifuge mit den Einstellungen 292
g und 4°C gestartet und beim Erreichen von 250 g wieder gestoppt. AnschlieRend wurden
alle Proben 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die
Erythrozyten in den Blut-Proben mit 2 ml FACS-Lyse (349202, BD, San Jose, USA) fir 15
min im Dunkeln lysiert. Mit 10 min Zentrifugation bei 292 g und 4°C stoppte man diesen
Vorgang schlieBlich und fiigte nach Verwerfen des Uberstandes 2 ml FP je Réhrchen hinzu.
Auf die BAL- und Lungen-Proben pipettierte man ebenfalls 2 ml FP, dann wurden alle
Proben zweimalig ,gewaschen®: Nach Zentrifugation bei 292 g und 4°C fir 5 min wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 2 ml FP resuspendiert, dann erneut zentrifugiert.
AnschlieRend verwarf man den Uberstand und wiederholte den Vorgang. Dieses ,Waschen*
mit dem Farbepuffer diente dem Entfernen von Uberschissigen Antikérpern sowie dem
Verhindern unspezifischer Bindungen. Im Anschluss an den letzten Waschdurchgang wurde
das Zellpellet in 400 pl Fixierldosung bestehend aus 1:1 FP (vgl. Tabelle 4, S.32) und
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Paraformaldehyd 4% (P6148, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) resuspendiert und die FACS-
Roéhrchen abgedeckt. Bis zur Analyse am Morgen des Folgetages wurden die Proben dunkel
im Kihlschrank (FKS 5000-1, Liebherr, Ochsenhausen) verwahrt.

Tabelle 9: Antikdrper im Migrationsversuch in vivo (anti-mouse)

Cluster Zi.el— Flourochrom Artikelnummer, Hersteller verddn-
Antigen nung
CDl11la LFA-1 PE 553121, BD, Heidelberg 1:2
CD11b MAC-1 PE 553311, BD, Heidelberg 1:2
CD29 | Integrin-B-1 PE-Cy7 25-0291-80 eBioscience, San Diego, USA 1:2
CD31 PECAM-1 PE 553373, BD, Heidelberg 1:2
CDh44 H-CAM PE 553134, BD, Heidelberg 1:2
CD47 IAP PE 563585, BD, Heidelberg 1:2
CD162 PSGL-1 PE 555306, BD, Heidelberg 1:2
CD172a SIRP-a PE 144011, BioLegend 1:2
CD54 ICAM-1 PE A16333, Life-technologies, Frederick, USA 1:2
CD45 LCA PerCP 557235, BD, Heidelberg 1:10
714 FITC MCA771F, AbD Serotec, Kidlington, UK 15
Gr1 Alexa633 Lymphocyte Culture Center Core, 110

5 Charlottesville, USA

g IgG2a FITC 553929, BD, Heidelberg 1:25
o IgG2b APC 553991, BD, Heidelberg 1.4
e IgG2a PE 349053, BD, Heidelberg 11
1gG2b PE 0302B, AbD Serotec, Kidlington, UK 1:1
1gG1 PE 345816, BD, Heidelberg 11
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Fur die Messung wurde das FACSCanto Il Flow Cytometer von BD, Heidelberg, mit der
zugehorigen Software (BD FACSDIVATM SOFTWARE, BD, Heidelberg) verwendet. Wie in
Abbildung 4 dargestellt, zeigten sich unterschiedliche Punktdiagramme (Dotplots) je nach
Probenmaterial. Ein Punkt wird als ein ,Event” bezeichnet und entspricht einer einzelnen, an
der Laserquelle vorbeigefuhrten, Zelle.

1000 1000 1000

800 - 800 -

465, 600 { ;-

SSC-A
SSC-A
SSC-A

400 - 400

200 200

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
o FSC-A FSC-A

Abbildung 4: Zellen aus Blut, Lunge und BAL in der Durchflusszytometrie. Die Kreise entsprechen den
gesetzten PMN-Gates zu Beginn der Analyse (s.u.), die Zahlen dem prozentualen Anteil der darin liegenden
Events an der Gesamtheit bei der Messung erfasster Events. (eigene Darstellung)

Im Anschluss an die Durchflusszytometrie erfolgte die Kompensation und die Auswertung
mittels FlowJo-Software (V7.6.5, FLOWJO Lcc., Ashland, USA). Anhand der Markierung der
PMNs wurden diese zunachst identifiziert (vgl. Abbildung 6 A-C, S.44) und in der Lunge auch
dem jeweiligen Kompartiment -Endothel oder Interstitium- zugeordnet (vgl. Abbildung 5).

1000 1000 038 10,36

7/4+ PMNs am

. 10° Gr-1+ Endothel

SSC-A
SSC-A

Comp-APC-A

400 {2
PMNs im
Interstitium

200

N
0 200 400 600 800 1000 100 101 102 10 10 101 102 10

FSC-A Comp-PerCP-Cy5-5-A Comp-FITC-A

Abbildung 5: Zuordnung der PMNs zu Endothel und Interstitium in den Lungen-Proben. Aus der
Lungenprobe (links) werden die Leukozyten bestimmt (mittleres Flowchart). Hiervon werden mittels 7/4 und Gr-1
die PMNs identifiziert (rechts): die PMNs am Endothel tragen den i.v. applizierten Gr-1-AK und den 7/4-AK,
wahrend die interstitiellen PMNs nur positiv fir 7/4 sind. (eigene Darstellung)

AnschlieRend wurde zunéchst der Anteil Adhasionsmolekil-positiver PMNs (Frequency of
parent) bestimmt (vgl. Abbildung 6 D+E, S.44). Von dieser ermittelten Population wiederum
wurde dann die MFI erfasst, die auf den Expressionsgrad des Adhasionsmolekils schliel3en
lieR (vgl.3.3, S.58).
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Abbildung 6: Gating-Prozess der PMNs am Beispiel
einer BAL-Probe (eigene Darstellungen)

A: PMNs werden anhand FSC und SSC eingegrenzt
(ovales Gate). Die darin enthaltene Zahl gibt den
prozentualen Anteil an allen gemessenen Events an.
B: Von den Zellen der vorselektierten PMN-Population
aus A werden CD45 (PerCP-konjugiert) positive Zellen
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2.2 Stimulation von humanem Vollblut

Fir diesen Versuch wurden zunachst die Stimulanzien in der gewlinschten Menge und

Konzentration mit PBS™ angesetzt (vgl. Tabelle 10) und zur Erwarmung ins Wasserbad (HI

1210, Leica Biosystems, Nussloch) bei 37°C verbracht.

Tabelle 10: Stimulantien fir Vollblut in vitro

Stimulanz Artikelnummer, Hersteller, Ort Konzentration
LPS L6011, Sigma-Aldrich, Traufkirchen 100 pg/ml
MIP-2 25015, PeproTech, Hamburg 1 ng/ml
TNFa C63721, Promokine, Heidelberg 10 ng/ml
KC OwW00213081, R&D Systems, Wiesbaden 1 ng/ml

Die erforderliche Menge an FACS-Antikdrpern wurde berechnet, unter Lichtschutz die

gewiinschten Verdiinnungen mit Farbepuffer hergestellt, die Ansatze mit Alufolie abgedeckt

und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Fir die Berechnung der AK-Mengen galt: Je

FACS-R6hrchen bendtigte man 5 pl CD45-AK, 5 ul CD66b-AK und

je nach

Herstellerangaben 5 oder 20 pl Adhasionsmolekll-AK, die mit Farbepuffer entsprechend

verdunnt werden (vgl. Tabelle 11).

Tabelle 11: FACS-Antikorper im Vollblut-Versuch (anti-human)

Cluster | Ziel-Antigen Fluoro- Artikelnummer, Hersteller, Ort Verddn-

chrom nung

CD11a LFA-1 PE 3189709, BD, San José, USA 1:4
CD11b MAC-1 PE 54342, BD, San José, USA 1:8
CD29 Integrin-B-1 PE 4262918, BD, San José, USA 1:2
CD31 PECAM-1 PE 4065855, BD, San José, USA 1:4
CD44 H-CAM PE B180554, BioLegend 1:3
CD47 IAP PE E15361-103, eBioscience, San Diego, USA 1:1
CD162 PSGL-1 PE 61514, BD, San José, USA 1:4
CD172a SIRP-a PE 3290897, BD, San José, USA 1:4
CD54 ICAM-1 PE 4301917, BD, San José, USA 14
CD45 LCA PerCP B183057, BioLegend 1:8
CD66b CAECAM APC E16847-109 eBioscience, San Diego, USA 1:8
o lgG1 PE 16651, BD, San José, USA 1:5

% ‘OJS; DNA/RNA 7-AAD 559925, BD, San José, USA 1:2
5 IgM APC E13114-104, eBioscience, San Diego, USA 1:5
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Nach den Vorbereitungen wurde von einem gesunden Probanden Vollblut mit einer
Butterfly-Kanule (5053211, Sarstedt, Nirnbrecht) aus der Cubitalvene in eine Citrat-
Monovette entnommen. Je eingesetztem Stimulanz und Adh&sionsmolekul-AK bendtigte
man ein FACS-R6hrchen mit 100 pl stimuliertem Vollblut. Um Ungenauigkeiten durch zu
kleine Mengen an Blut und Stimulanzien zu vermeiden, wurden mindestens 2 ml Blut mit 2
ml Stimulanz versetzt. Beides wurde kurz mittels Vortex vermengt und 30 Minuten im
Warmebad bei 37°C inkubiert, dabei leicht geschwenkt (50 rpm). Als Verdiinnungsreagenz
wie auch als Kontrolle diente PBS™ und wurde fir letzteren Zweck in gleicher Menge wie die
Stimulanzien zum Vollblut appliziert. Im Laufe der Inkubationszeit wurden die Antikorper-
Ansatze in jedes FACS-Ro6hrchen in folgender Zusammensetzung vorgelegt:

5 ul CD45
5 pl CD66b
5 bzw. 20 pl Adhasionsmolekiil

Wahrend CD45 wie im murinen Modell die Leukozyten markierte (vgl. 2.1.4, S.40),
erfolgte die Selektion der Neutrophilen Granulozyten tUber CD66b, da dieser speziell von
humanen PMNs exprimiert wird (Paulsen et al., 2013). Durch Zentrifugation mit 500 g bei
Raumtemperatur fir 5 min wurde die Stimulation beendet, anschlieBend der Uberstand aus
Serum und Stimulanz abpipettiert und verworfen.

Das stimulierte Blut wurde nach kurzem Homogenisieren zu je 100 ul auf die FACS-
Réhrchen mit den vorgelegten Antikérpern gegeben. Die Proben wurden dann mit dem
Vortex gemischt und anzentrifugiert. Die anschlieRende Inkubation betrug 20 min im Dunkeln
bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der Zeit erfolgte, ebenfalls abgedunkelt, die Lyse der
Erythrozyten mit 2 ml FACS-Lysing Solution je Rohrchen fur 10 min. Danach wurde dieser
Vorgang mit 5 minltiger Zentrifugation bei 500 g und RT beendet und der Uberstand
verworfen. Zuletzt wurden die Proben zweimal mit Farbepuffer gewaschen (vgl.2.1.4, S.40),
mit 600 ul CellFix (340181, BD, Erembodegem, Belgien) je Probe konserviert und wenn notig

bis zur Analyse im Kihlschrank lichtgeschitzt verwahrt.
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Stichprobenartig wurde die Vitalitat 100
der Zellen mit einem ,Viability Stain* ale Zellen gl
tiberprift: hierzu wurden pro Versuch aus 2 Linie)sind e
jeder Gruppe 2-3 Proben nicht fixiert, e sl
sondern in aquivalenter Menge PBS %
resuspendiert und mittels DNA-Farbung (5 ; 40
pl je Probe, 15 min Inkubation im dunklen
Kihilschrank vor der FACS-Messung) die 20
vitalen Zellen identifiziert. Der Nukleins&aure-
marker 7-Aminoactinomycin-D (7AAD) kann 0 o o 162 e

nur bei toten Zellen die Zellmembran
durchdringen, weshalb diese im FACS _ o .
Abbildung 7: Viabilitatsfarbung humaner PMNs im

positiv erscheinen, die lebenden Zellen FlowJo-Histogramm: Ein Peak entspricht einer
Zellpopulation. Blau gepunktete Linie links: 1gG-

negativ. Da 7AAD sein Signal mit maximal Kontrolle (PerCP-Cy5-5-A negativ) braune Linie links:
. . vitale Zellen (PerCP-Cy5-5-A negativ), rote Linie
647 nm emittiert, konnte es im PerCP-Cy5- rechts: tote Zellen (PerCP-Cy5-5-A positiv).

5-A-Kanal  (Emissions-max. 697 nm) (eigene Darstellung)
detektiert werden (vgl. Abbildung 7). Sofern eine Probe mit dem Viability Stain versetzt
wurde, musste diese innerhalb der ersten Stunde nach Applikation des Farbstoffes
gemessen werden. In unseren Versuchen erfolgte dies stets nach Ablauf der 15 mintigen
Inkubationszeit. Fir die Kontrolle mit nicht vitalen Zellen (vgl. ebenfalls Abbildung 7) wurden
die Zellen einer Referenzprobe fir 10 min auf dem Thermoschdittler bei 65°C abgetotet. Die
Messung aller Proben erfolgte im Durchflusszytometer der Firma BD, die Analyse mittels
FlowJo Software. Die Neutrophilen Granulozyten wurden dabei Uber SSC und FSC (vgl.
Abbildung 3, S.40) sowie anhand der AK-Markierungen bestimmt. Anschlie3end wurde die
MFI, sowie der prozentuale Anteil positiver PMNs (Frequency of parent) fur das jeweilige

Adhasionsmolekil erfasst.

2.3 Stimulation von humanen pulmonalen Epithelzellen

H441 sind adharent und langsam wachsende humane Epithelzellen vom papillaren
Adenokarzinomtyp. Sie wurden im Brutschrank (Cytoperm2, Heraeus, Hanau) bei 37°C, 5%
COz-Anteil der Luft und 91% relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alle Arbeiten mit den Zellen
wurden unter einer Sterilwerkbank (LaminAir HB 2472, Heraeus, Hanau) durchgefihrt.
Zweimal wochentlich erfolgte ein Medienwechsel, bei welchem zunachst der Zelllayer mit
PBS* gespllt und anschlieRend 20 ml neues Medium (vgl. Tabelle 12, S.48) hinzugeflgt

wurde.
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Tabelle 12: Zusammensetzung H441-Kulturmedium

Reagenz Artikelnummer, Hersteller Menge

Minimal essential Medium (MEM) R-8758, Sigma-Aldrich, Steinheim 500 ml
Fetales Kéalberserum (FCS) Gold A15-649, PAA 50 mi

D-Glucose 1009/l G8644, Sigma-Aldrich, Steinheim 12,5 ml
HEPES 1M 15630, Gibco, Waltham, USA 5ml
Natrium-Pyruvat Sol. 100mM S-8636, Sigma-Aldrich, Steinheim 5 ml
Antibiotik-Antimykotik Sol. 100x A5955, Sigma-Aldrich, Steinheim 5 ml

Ein- bis zweimal wdchentlich wurden die Zellen 1:2 passagiert. Hierflir wurde der
Zellrasen mit PBS™ gespllt und dann mit 4 ml Accutase (SLBN9948V, Sigma-Aldrich,
Steinheim) beschichtet, geschwenkt und 10 min bei 37° C inkubiert. In dem Accutase-
Reagenz waren proteolytische und kollagenolytische Enzyme enthalten, welche die Zellen
vom Boden der Kulturflasche abltsten. Diese Reaktion wurde dann durch Zugabe von 6 ml
Medium gestoppt und die Zellen auf zwei Zellkulturflaschen mit zusatzlich nochmal je 15 ml
Medium aufgeteilt. Zum Einfrieren von H441-Zellen wurden pro Zellkulturflasche drei Kryo-
Rohrchen und als Einfriermedium 500 pl DMSO in 9,5 ml Medium auf Eis vorgekuhlt und
dann die Zellen wie zuvor beschrieben mit Accutase abgeldst. Die Zellsuspension wurde
anschliel3end auf 20 ml Medium gegeben und bei 139 g und 4°C 5-10 min zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet mit 3-5 ml Einfriermedium resuspendiert und
auf die drei Kryo-Rohrchen verteilt. Diese wurden zwischen 4 h und 1 d bei -80°C
eingefroren und danach in Flussigstickstoff zur weiteren Lagerung verbracht. Das Auftauen
erfolgte im Wasserbad bei 37°C, wobei die Rohrchen zum Entliften aufgedreht waren. Nach
anschlieender Desinfektion der Rohrchen konnte die Zellsuspension in 15 ml Medium
gegeben und zentrifugiert werden (8 min, 172 g, RT). Es folgte die Resuspendierung der
Pellets in 15 ml vorgewarmtem Medium, welches dann in die Zellkulturflasche pipettiert und
diese zur Kultivierung in den Brutschrank gestellt wurde.

Fur die Aussaat der H441-Zellen wurden diese zunachst wie bei der Passage (s.0.)
abgel6st. Dann wurde 10 ml Medium pro Flasche hinzu gefillt und je 5 ml auf Petrischalen
mit Durchmesser 6 cm gegeben. Bis zu der bendtigten Konfluenz von 70-80% wuchsen die
Zellen zwischen 3 und 6 Tagen.

Fiur die Stimulation wurde TNFa in einer Konzentration von 10 ng/ml verwendet. Als
Vehikel und Kontrolle diente H441-Kulturmedium (vgl. Tabelle 12). Je Petrischale wurden 7
ml Medium bzw. Stimulanz nach Spuilung mit PBS™ aufgebracht. Die Inkubationszeit betrug
20 Stunden im Brutschrank bei 37°C. Nach Ablauf der Zeit zog man das Stimulanz bzw. das
Medium ab und gab 3 ml PBS™ auf den Zellrasen. Nun konnte man mit einem Zellschaber
(3008, Corning Incorporated, Mexico) vorsichtig die adharenten Zellen l6sen und zur

Aufbereitung fur die FACS-Analyse durch ein Zellsieb in ein grof3es Reaktionsgefald
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pipettieren. Die Zellen wurden dabei mithilfe eines Spritzenkonus durch das Sieb gegeben
und dieses mit insgesamt 22 ml PBS" fraktioniert gespllt, sodass sich ein Endvolumen von
25 ml ergab. Anschliel3end wurde die Zellsuspension (ein Gefal je ausgeséter Petrischale)
mit 292 g 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
1500 pl FP (vgl. Tabelle 4, S.32) resuspendiert, dann auf Eis zwischengelagert.

Die Verdinnung und das Vorlegen der Antikorper fur die FACS-Farbung erfolgte
gemall dem Vorgehen im Vollblutstimulationsversuch (vgl. 2.2, S.45). Da ausschlief3lich
Epithelzellen in der Zellsuspension vorhanden waren, mussten diese nicht extra markiert
werden. 100 pl Zellsuspension wurde je FACS-RoOhrchen mit vorgelegtem Antikorper
pipettiert, dann mit dem Vortex homogenisiert und kurz anzentrifugiert (vgl. 2.1.2, S.33). Die
Inkubation erfolgte im Kihlschrank bei 4°C fur 30 Minuten. Nach Beendigung wurden die
Proben 2x mit Farbepuffer ,gewaschen® (vgl.2.1.4, S.40) und zuletzt 300 pl PBS
hinzugegeben. Auch hier wurde stichprobenartig eine ldentifizierung der vitalen Zellen mittels
7AAD- Farbung vorgenommen (vgl. 2.2, S.45).

Die Messung und Analyse erfolgte im FACSCanto Il mit der zugehdrigen Software
sowie der FlowJo-Software. Von den vitalen Epithelzellen wurde die MFI der jeweiligen
Adhasionsmolekiile bestimmt, ebenfalls der prozentuale Anteil positiver Zellen (Frequency of

parent).

2.4 Migration von PMNSs in vitro: Transmigrationsversuch mit humanen

pulmonalen Epithelzellen (H441) und humanem Vollblut

In diesem Versuch wurde die Adhasionsmolekilexpression auf PMNs unter Einfluss der
Migration in vitro untersucht. Hierfir wurden im Vollblut befindliche Granulozyten durch einen
Chemokingradienten dazu veranlasst, einen Epithelzell-Monolayer zu durchwandern.
AnschlieRend wurden die nicht migrierten, die im Zelllayer adharenten sowie die migrierten
PMNSs durchflusszytometrisch analysiert.

H441-Zellen wurden wie in 2.3 beschrieben kultiviert, zum Aussahen mit PBS™ gespult und
mit 4 ml Accutase abgelost. 2 ml dieser Accutase-Zell-Suspension wurden dann
abgenommen und auf 10 ml mit Medium (vgl. Tabelle 12, S.48) aufgeflllt. Mit dieser Zell-
suspension wurde die Transwell-Platte (3472, Corning Incorporated, Kennebunk, USA)
bestiickt. Diese enthielt 4x6 Vertiefungen (Wells), die mittleren 12 Wells beinhalteten je einen
Einsatz (Insert), deren Boden eine 3 um dinne Membran bildete. Auf die umgedrehten
Inserts wurden 100 ul Zellsuspension aufgebracht, sodass die Epithelzellen sich an der
Unterseite der Membran anhefteten. Die PMNs konnten dadurch im spateren Versuch den
Gegebenheiten im lebenden Organismus entsprechend von basolateral nach apikal durch

den Epithelzellverbund migrieren (vgl. Abbildung 8, S.50).
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Obere Kammer
(Insert)

Membran

Epithelzellen

Untere Kammer
(Well)

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Transmigrationsversuchs. In der unteren Kammer befindet sich
ein Stimulanz (N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine, fMLP), welches einen Chemokingradienten zwischen
oberer und unterer Kammer schafft. Dadurch werden PMNs und andere Leukozyten zur Migration durch die
Epithelzellschicht veranlasst. (eigene Darstellung)

Am Folgetag der Aussaat wurden die Inserts umgedreht und in die mittleren Wells gesetzt,
welche mit 1 ml Medium beflllt waren. Auf die apikale Seite der Membranen, also in die
Inserts hinein, gab man zum Schluss noch 2 Tropfen Medium und liel3 die Zellen dann bis
zur vollstandigen Konfluenz ca. 5 Tage wachsen.

War diese erreicht, wurde von einem gesunden Probanden 10 ml Blut aus der Cubitalvene in
eine Citrat-Monovette entnommen. Die auferen 12 Wells wurden mit je 900 ul Stimulanz
beflllt. Hierbei handelte es sich um N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP, F3506,
Sigma Aldrich, Steinheim) in einer Konzentration von 20 ng/ml, verdiinnt in Hanks' Balanced
Salt Solution (HBSS", 14175-053, life technologies, Grand Island, USA). Dann wurden die
Inserts zweimal in HBSS™ gespiilt und in die duBeren Wells gesetzt. Je Einsatz wurden 200
pl Vollblut hinein pipettiert und die Platte fur 4h bei 37°C und 50 rpm im Schuttler-Inkubator
inkubiert. Um ein zu starkes Absetzen des Hamatokrits zu vermeiden, wurde das Blut in den
Inserts jede Stunde vorsichtig mit einer Pipette rehomogenisiert.

Nach Ablauf der 4h wurde zur Gewinnung der nicht migrierten PMNs das Blut aus den
Inserts in je 10 ml Reaktionsgefalie pipettiert und die apikalen Membranflachen je zweimal
mit 200 pl HBSS' gespilt und dem Blut hinzugefiigt. Dann konnten die leeren Inserts mit der
Pinzette in die freien mittleren Wells verbracht werden. Zur Gewinnung der migrierten PMNs
pipettierte man nun die fMLP-Zellsuspension aus den auf3eren Wells ebenfalls in 10 ml

Reaktionsgefalie und spilte zweimal mit 300 ul HBSS™ nach, um Verlust von Zellmaterial zu
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vermeiden. Beide Zellsuspensionen wurden zentrifugiert (500 g, 10 min, RT), der Uberstand
abgenommen und die Pellets in FACS-Lysing Solution resuspendiert, da auch in die Fraktion
der migrierten PMNSs teilweise Erythrozyten gelangten. Auf die Blutpellets gab man 3 ml der
Lyse, bei den Pellets der migrierten Zellen reichten bei nur sehr geringem Erythrozytenanteil
1 ml aus. Nach 10 min Inkubation wurde erneut bei 500 g und RT fur 5 min zentrifugiert. Der
rote Uberstand mit den lysierten Erythrozyten wurde abpipettiert und zum Waschen 2 ml FP
(vgl. Tabelle 4, S.32) hinzugegeben und mittels Vortex homogenisiert. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt (500 g, 5 min, RT); anschliel3end konnten die Pellets nach Abnehmen
des Uberstandes in 100 pl FP resuspendiert und bis zur FACS-Farbung auf Eis gelagert
werden. Zur Gewinnung der im Zellrasen adhérenten PMNs wurde in die mittleren Wells mit
den Inserts je 800 ul Accutase gegeben und die Platte fir 10 min im Schuttler-Inkubator bei
37°C und 70 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte leicht seitlich geschuttelt, um
letzte Zellen von der Membran abzultsen, dann konnten die Einsatze entfernt werden. Je
Well wurden nun 2 ml Medium hinzugefiigt, um die Accutase zu neutralisieren. Die
Zellsuspension aus Epithelzellen und PMNs wurde in 10 ml Reaktionsgefal3e pipettiert und
die Wells zweimal mit 800 ul HBSS™ nachgespult. Nach 10 min Zentrifugation mit 500 g bei
RT wurde auch dieses Zellpellet nun in 100 pl FP resuspendiert und auf Eis gestellt. Zum
Auszahlen der Zellen wurden je 10 pl der Suspensionen in 10 pl Tirk'sche Lésung gegeben,
davon wiederum 10 pl zum Auszahlen verwendet. Durch Zugabe von Farbepuffer wurde die
Leukozytenzahl aller Proben dann auf 10%/ 100pl eingestellt.

Die in 2.2 und 2.3 verwendeten Antikorper der Adhasionsmolekile sowie die AK zur PMN-
Markierung kamen in diesem Versuch in gleicher Konzentration zum Einsatz (vgl. Tabelle 11,
S.45). Sie wurden in FP verdinnt und in die FACS-R6hrchen unter Lichtschutz vorgelegt,
dann je Rohrchen 50 pl Probe hinzugegeben. Nach Homogenisierung mittels Vortex und
kurzem Anzentrifugieren folgte eine 30 minutige Inkubation bei 4°C im Dunkeln. Nach Ablauf
der Zeit wurden je Roéhrchen 2 ml FP hinzugegeben und 5 min bei 4°C und 500 ¢
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und dieser Waschvorgang wiederholt. Dann
applizierte man je Probe 200 pl CellFix und verwahrte diese bis zur durchflusszytometrischen
Analyse am nachsten Tag abgedeckt im Kihlschrank.

Die Messung erfolgte im FACSCanto Il mit der zugehdrigen Software von BD. Zur Analyse
der gewonnen Daten wurde wie bei den anderen Versuchen die FlowJo-Software verwendet.
(vgl. 2.1.4, S.402.1.2). Neben der MFI wurde auch hier ebenfalls der Anteil positiver PMNs

(Frequency of parent) bestimmt.
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2.5 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Graph Pad Prism 5.0 von Graph Pad Software, San
Diego, USA. Ausgehend von einer Normalverteilung der Werte wurden Mittelwert *
Standartabweichung angeben. Zur Ermittlung der Signifikanz wurden one-way Analysis of
Variance (ANOVA) und folgend Bonferroni‘'s post Test sowie der unpaired t-test zum
Vergleich zweier Populationen herangezogen. Ein p- Wert von < 0,05 wurde hierbei als

signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Adhasionsmolektle in murinen Lungen: RT-qPCR

Zur Untersuchung der Auswirkung einer pulmonalen Inflammation auf die Transkription
der Adhéasionsmolekiile im murinen Lungengewebe wurden die Organe 3h nach LPS-
Inhalation entnommen, die RNA isoliert, diese in cDNA umgeschrieben und eine RT-gPCR
durchgefuhrt. Die LPS-behandelten Lungen zeigten, wie in Abbildung 9 dargestellt, eine
signifikant héhere Transkriptionsrate aller neun untersuchten Molekile, als die Lungen der
Kontrollgruppe.
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Abbildung 9: Genexpression der Adh&asionsmolekile im murinen Lungengewebe nach Inhalation von PBS-
(Kontrolle) und LPS. Bei allen untersuchten Molekilen liel3 sich eine Zunahme der Transkriptionsrate in den mit
LPS behandelten Lungen verzeichnen. Alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung, *p>0,01,
**p>0,001, ***p<0,0001, n=6-9.
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(CD11la: Kontrolle 0,82+0,13 vs. LPS 1,15+0,25 mit p<0,01; CD11b: Kontrolle
0,28+0,07 vs. LPS 0,85+0,37 mit p<0,001; CD29: Kontrolle 0,82+0,55 vs. LPS 2,82+1,53 mit
p<0,01; CD54: Kontrolle 0,26 + 0,09 vs. LPS 1,56 + 0,40 mit p<0,0001; CD31: Kontrolle
0,83+0,50 vs. LPS 1,69+0,43 mit p<0,0001; CD44: Kontrolle 0,26+0,07 vs. LPS 0,90+0,37
mit p<0,001; CD47: Kontrolle 0,57+0,27 vs. LPS 1,57+0,66 mit <0,0001; CD172a: Kontrolle
0,956+0,40 vs. LPS 1,95+0,98 mit p<0,001; CD162: Kontrolle 0,56+0,12 vs. LPS 0,97+0,29
mit p<0,001).

3.2 Adhasionsmolektle in murinen Lungen: Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenzfarbung wurden exemplarisch die Adhasionsmolekille CD54,
CD29 und CD31 in histologischen Schnitten von murinem Lungengewebe dargestellt.
Wahrend eine Gruppe von Tieren mit LPS vernebelt wurde, erhielt, wie bei allen
durchgefuhrten in vivo-Versuchen, die Kontrollgruppe PBS™ zur Inhalation. Das Zielantigen
wurde jeweils grun angefarbt, die PMNs rot und die Zellkerne blau. Neben den PMNs zeigte
auf den Bildern auch das Lungenparenchym eine grine Fluoreszenz, da alle drei
Adhéasionsmolekile ebenfalls von diesem exprimiert werden (vgl. 1.4.4, S.20, 1.4.5, S.21 und
1.4.6, S.23).

In den LPS-behandelten Organen leuchtete das Lungengewebe im Vergleich zu den
Lungen der Kontrollgruppe verstarkt grin, was auf eine Zunahme der
Adhasionsmolekilexpression durch die Stimulation schliel3en lasst. Auch bei den einzelnen
PMNs konnte man nach LPS-Inhalation eine vermehrte griine Fluoreszenz beobachten (vgl.
Abbildung 10, S.55; Abbildung 11, S.56 und Abbildung 12, S.57). Wéahrend die Ergebnisse
der Lungen-PCRs (vgl. 3.1, S.53) die gesteigerte Genexpression quantifizieren, zeigen die
vorliegenden Immunfluoreszenzfarbungen die damit einhergehende Steigerung der

Proteinexpression in murinen Lungen und auf intrapulmonalen PMNs nach LPS-Exposition.
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Abbildung 10: Murine Lungenschnitte mit immunhistochemischer Fluoreszenzfarbung von CD29. Linke
Spalte: Kontrolltiere (-LPS), rechts: LPS-vernebelte Lunge (+LPS). Im ,Overlay” sind jeweils PMN- (rot), Kern-
(blau) und CD29-Farbung (griin) tiberlappend dargestellt. Die oberen groRen Bilder zeigen eine Ubersicht der
Alveolarstruktur (64x VergroRerung, 2x Zoom). Die grofRen Bilder unterhalb zeigen einzelne PMNs (64x
VergréRerung, 6x Zoom). Auf den kleinen Bildern zu unterst sind die gleichen PMNs und das Adhasionsmolekl
separat dargestellt: jeweils links die PMNs (rote Granula mit blauem Kern) sowie rechts die CD29 positiven
Strukturen (grin). n=2.
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-LPS + LPS
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Abbildung 11: Murine Lungenschnitte mit immunhistochemischer Fluoreszenzfarbung von CD54. Linke
Spalte: Kontrolltiere (-LPS), rechts: LPS-vernebelte Lunge (+LPS). Im ,Overlay*” sind jeweils PMN- (rot), Kern-
(blau) und CD54-Farbung (griin) uberlappend dargestellt. Die oberen groRen Bilder zeigen eine Ubersicht der
Alveolarstruktur (64x VergroRerung, 2x Zoom). Die groRen Bilder unterhalb zeigen einzelne PMNs (64x
VergréRerung, 6x Zoom). Auf den kleinen Bildern zu unterst sind die gleichen PMNs und das Adh&sionsmolekul
separat dargestellt: jeweils links die PMNs (rote Granula mit blauem Kern) sowie rechts die CD54 positiven
Strukturen (grin). n=2.
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Abbildung 12: Murine Lungenschnitte mit immunhistochemischer Fluoreszenzfarbung von CD31. Linke
Spalte: Kontrolltiere (-LPS), rechts: LPS-vernebelte Lunge (+LPS). Im ,Overlay“ sind jeweils PMN- (rot), Kern-
(blau) und CD31-Farbung (griin) tiberlappend dargestellt. Die oberen groRen Bilder zeigen eine Ubersicht der
Alveolarstruktur (64x Vergro3erung, 2x Zoom). Die grofRen Bilder unterhalb zeigen einzelne PMNs (64x
VergrofRerung, 6x Zoom). Auf den kleinen Bildern zu unterst sind die gleichen PMNs und das Adhéasionsmolekdl
separat dargestellt: jeweils links die PMNs (rote Granula mit blauem Kern) sowie rechts die CD31 positiven
Strukturen (grin). n=2.
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3.3 Migration von PMNs in vivo: Durchflusszytometrie

Um die Expression der Adhéasionsmolekiile auf PMNs in den unterschiedlichen
Kompartimenten der Lunge im Verlauf der Migration zu vergleichen, wurde bei M&ausen
mittels LPS-Inhalation eine pulmonale Inflammation induziert. Die Neutrophilen Granulozyten
aus Blut, Lunge und Bronchiallavage wurden anschlieBend durchflusszytometrisch
untersucht. Durch Markierung mittels spezifischen Antikérpern konnten die intrapulmonalen
PMNs zweifach hinsichtlich ihres Migrationsstadiums differenziert werden. Somit wurden
insgesamt vier unterschiedliche Migrationsstadien bzw. Kompartimente unterschieden:
Intravasal (1V), am Endothel adhéariert (END), interstitiell (IS) und intraalveolar (BAL).

Die Frequency of parent besagt, wieviel Prozent der PMNs im jeweiligen Kompartiment
das Adhasionsmolekuil exprimieren, also positiv sind (vgl. Abbildung 6E, S.44). Ist der Antell
positiver PMNs fir das jeweilige Adhasionsmolekil hoch, gehen wir von einer Bedeutung
des Molekuls fur den entsprechenden Migrationsschritt aus.

Die Intensitat des fluoreszierenden Farbstoffes wurde ebenfalls gemessen und gibt
anhand der MFI indirekt Auskunft Uber die Starke der Oberflachenexpression des jeweiligen
Adhasionsmolekiils auf den einzelnen PMNSs. In Abbildung 13, S.59 ist dies zum besseren
Verstandnis grafisch veranschaulicht. Eine hohe MFI ist auf eine hohe Anzahl gebundener
Antikoper, die mit dem Fluorochrom konjugiert sind, zuriickzufuhren. Dadurch wiederum
kann auf eine hohe Expression des jeweiligen Adhasionsmolekils auf der PMN-Oberflache
geschlossen werden. Je héher die MFI, desto gréf3er also die Bedeutung des Molekils flr
den jeweiligen Migrationsschritt. Ist gleichzeitig die Frequency of parent bzw. der Anteil
positiver Zellen hoch, unterstreicht dies eine kritische Rolle des Adhasionsmolekils im

jeweiligen Kompartiment.
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Abbildung 13: Interpretation der Medianen Fluoreszenz Intensitat. Beispiel anhand der Daten von CD172a
aus den in vivo Versuchen in der FACS-Auswertung. Ein Peak im Histogramm entspricht einer PMN-Population in
einem Kompartiment. Je héher der Besatz an fluoreszierenden Antikérpern, desto héher die gemessene MFI,
desto hoher die Dichte an Adhasionsmolekiilen auf jedem PMN dieser Population. Grin=PMNs intravasal (IV) mit
der geringsten MFI, Blau=PMNs am Endothel (END), Braun=PMNs im Interstitium (IS), Violett=PMNs in der
Alveole (BAL) mit der hdchsten MFI. (eigene Darstellung)
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3.3.1 CD1lla

Im Laufe der Durchwanderung der Kompartimente von intravasal (IV) tber endothelial
adhariert (END) durch das Interstitium (IS) bis in die Alveole (BAL) konnte mit jedem
Migrationsschritt eine signifikante Abnahme der MFI und somit des Expressionsgrades von
CD11a auf der PMN-Oberflache beobachtet werden (vgl. Abbildung 14). Schlielich stellte
die Alveole den Ort der geringsten Expression dar (IV 453,9+71,15 vs. END 362,5+83,11 vs.
IS 263,3+45,18 vs. BAL 168,4+33,68).

600- * * *
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Abbildung 14: CD11la-Expression (MFI) auf PMNs wéahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimente der murinen Lunge. V= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adh&arente PMNs;
IS= PMNs im Lungeninterstitium; BAL= PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung, *p<0,05, n =8.

Die Frequency of parent, also die prozentuale Anzahl CD11a positiver PMNs (vgl.
Abbildung 6E, S.44), zeigte in den Migrationsschritten von Endothel zu Interstitium zu
Intraalveolér eine Abnahme (END 99,75+0,46% vs. IS 97,25+1,39% vs. BAL 94,50+2,51%).
Das heil3t, im Verlauf der Migration durch die Lunge nahm der Anteil CD1la positiver
Neutrophiler ab. Zwischen zirkulierenden PMNs und endothelialen Zellen konnte kein
Unterschied in der Frequency of parent festgestellt werden, in beiden Kompartimenten waren
nahezu alle Neutrophilen CD11a positiv (IV 98,22+3,44% vs. END 99,75+0,46%). Da stets
zwischen 94,5 und 99,75% der PMNs positiv und die Unterschiede zwar signifikant, aber
insgesamt gering waren, wird an dieser Stelle auf eine grafische Darstellung verzichtet. Alle

Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung mit p <0,05 und n = 8.
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3.3.2 CD11b

Wie in Abbildung 15 dargestellt, anderte sich die Mediane Fluoreszenz Intensitat des
CD11b-Antikorper-konjugierten Fluorochroms im Laufe der Migration der PMNs in die
Alveole. Die Expression auf dem Weg ins Interstitium stieg dabei sukzessive an (IV
414,70+97,58 vs. END 2321,00+358,80 vs. IS 3992,00+623,60) und erreichte dort ihr
Maximum. AnschlieBend nahm die Expression von CD11b auf den PMNs nach
Uberschreiten der alveolaren Barriere wieder ab (IS 3992,00£623,60 vs. BAL
2265,004592,90). Somit war der Ort der starksten CD11b-Expression auf der PMN-

Oberflache das Lungeninterstitium.
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Abbildung 15: CD11b-Expression (MFI) auf PMNs wahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimente der murinen Lunge. V= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adh&arente PMNs;
IS= PMNs im Lungeninterstitium; BAL= PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung, ***p<0,0001, n =10-16.

Der Anteil CD11b positiver PMNs an der Gesamtheit aller PMNs des jeweiligen
Kompartimentes der Lunge veranderte sich nur geringfugig und nicht signifikant, nahezu alle
PMN trugen das Adhasionsmolekil auf ihrer Oberflache (IV 99,54+0,80%, END
97,56+1,79%, 1S 99,06+0,60%, BAL 99,8+0,43%). Aus diesem Grund wird an dieser Stelle
auf eine grafische Darstellung verzichtet; alle Daten sind Mittelwerte + Standardabweichung,
bei IV ist n =10, bei END, IS und BAL entspricht n =16.
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3.3.3 CD29

Die Veranderungen der CD29-Expression auf der PMN-Oberflache wahrend der
Migration von intravasal nach intraalveolar sind in Abbildung 16 dargestellt. Wahrend die MFI
des Adhasionsmolekil-AK im zirkulierenden Blut am starksten war, zeigte sie am Endothel
eine Abnahme, gefolgt von einem erneuten Anstieg im Interstitium nach Durchwanderung
der endothelialen Barriere (IV 545,30+241,30 vs. END 159,30+£53,38 vs, IS 255,70+58,46).
Schlielilich zeigte sich in der Alveole die geringste MFI und somit geringste Expression von
CD29 auf den PMNs (78,30+42,31).

*kk * **

8007 ——

600+

300t

MFI

200+

100+

0 T T
A\ END IS BAL

Abbildung 16: CD29 -Expression (MFI) auf PMNs wéhrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimente der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adh&rente PMNs;
IS= PMNs im Lungeninterstitium; BAL= PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung, *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0001, n=8.

Der Anteil CD29 positiver PMNs an der Gesamtheit aller PMNs belief sich in allen vier
Kompartimenten auf tber 90%, weshalb an dieser Stelle auf eine grafische Darstellung
verzichtet wird. Es fanden sich eine Zunahme der Anzahl von am Endothel adharent zu
interstitiell (END 94,18+3,38 vs. IS 97,46+1,50), sowie eine Abnahme des Anteils nach
Durchwanderung der epithelialen Barriere zu Alveole (IS 97,46+1,50 vs. BAL 92,59+0,81).
Alle Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung mit p<0,005 und n=8.
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3.3.4 CD54

Die Expression von CD54 auf der PMN-Oberflache veranderte sich im Laufe der
Migration durch die Lungenkompartimente, wie in Abbildung 17 dargestellt. Die MFI nahm
vom Endothel ins Interstitium signifikant zu (END 62,36+11,84 vs. IS 410,1+57,23), dann mit
der Durchwanderung der epithelialen Barriere wieder signifikant ab (IS 410,1+57,23 vs. BAL
350,2+47,22). Zwischen den intravasalen und den endothelialen PMNs fand sich kein
signifikanter Anstieg in der CD54 Expression (IV 21,89+15,20 vs. END 62,36+11,84). Somit

war das Kompartiment mit der maximalen Expression das Lungeninterstitium.
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Abbildung 17: CD54-Expression (MFIl) auf PMNs wahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimenten der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adharente PMNSs;
IS= PMNs im Lungeninterstitum; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung, **p<0,005, ***p <0,0001, n 28.

Die intravasalen PMNs wiesen im Anteil CD54-positiver Zellen keinen signifikanten
Unterschied zu den am Endothel adharenten Zellen auf. (IV 85,787,376 vs. END
88,43+3,44) Infolge des Migrationsschrittes durch das Endothel ins Interstitium zeigte sich
dann ein Anstieg CD54 positiver PMNs (END 88,43+3,44% vs. IS 98,031£0,91), der sich im
weiteren Verlauf der Migration nicht mehr signifikant &nderte (IS 98,03+0,91 vs. BAL
97,18+1,026), weshalb auch hier auf eine grafische Darstellung verzichtet wird. Die Daten

sind Mittelwerte + Standardabweichung mit p<0,0001 und n=12.
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3.3.5 CD31

Abbildung 18 zeigt die Verdnderungen der Expression von CD31 auf der PMN-
Oberflache im Verlauf der Migration in die Alveole: Wahrend die Mediane
Fluoreszenzintensitat und somit die Expression von CD31 auf der Granulozytenoberflache
im zirkulierenden Blut am starksten war, zeigte sie bei den am Endothel adharenten PMN
eine signifikante Abnahme (IV 163,9+57,08 vs. END 20,63+2,571). Es folgte ein erneuter
leichter Anstieg von CD31 nach Durchwanderung der endothelialen Barriere ins Interstitium
(END 20,63+2,571 vs. IS 31,03+3,908). SchlieBlich war nach Durchwanderung des
Alveolarepithels wieder eine verminderte Expression gegeniber dem Interstitium (IS
31,03+£3,908 vs. BAL 18,78+1,878) vorhanden.
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Abbildung 18: CD31-Expression (MFIl) auf PMNs wahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimente der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adhérente PMNs;
IS= PMNs im Lungeninterstitum; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung, ***p <0,0001, n 8.

Der Anteil CD31 positiver PMNs veréanderte sich im Laufe der Durchwanderung der
Lungenkompartimente nicht signifikant, weshalb hier von einer grafischen Darstellung der
Werte abgesehen wird. Der Anteil positiver Zellen hielt sich konstant bei tber 90%
gemessen an der Gesamtheit der PMNs im jeweiligen Kompartiment (IV 93,53+3,152, END
91,85+4,740, IS 92,2+2,938, und BAL 90,75+3,291). Alle Werte sind Mittelwerte =*

Standardabweichung mit n=8.
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3.3.6 CD44

Die Expression des Adhasionsmolekills CD44 auf der PMN-Oberflache zeigte einen
graduellen Anstieg im Verlauf der Migration (vgl. Abbildung 19, S.65). Signifikant erhdhte
sich die MFI des CD44-Antikdrpers zunéchst beim ersten Migrationsschritt, der Anheftung
ans Endothel (IV 798,5+177,9 vs. END 2194+444,4). Auch der Ubertritt durch die epitheliale
Barriere zeigte eine Zunahme der Expression auf den PMNs (IS 232 2320+397,9 vs. BAL
2665+256,6). Gleichzeitig war die Alveole der Ort der hdchsten Expression von CD44.
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Abbildung 19: CD44-Expression (MFI) auf PMNs wahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimenten der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adhérente PMNSs;
IS= PMNs im Lungeninterstitum; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung,*p<0,05, ***p <0,0001, n =7-11.
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Ahnlich der Zunahme der MFI nahm auch der Anteil CD44 positiver PMN im Verlauf
der Migration in die Lunge, wie in Abbildung 20 dargestellt, in zwei Etappen zu. Zun&chst
erhohte er sich von 41,89+23,67% im zirkulierenden Blut auf 85,98+11,01% der am Endothel
adharenten PMNs. Wahrend der Anteil bei Einwanderung ins Lungeninterstitium im
Anschluss nicht signifikant anstieg (END 85,98+11,01% vs. IS 90,08+2,207%), nahm er

nochmals nach Durchtritt der epithelialen Barriere zu. In der Alveole waren schlief3lich
nahezu alle PMNs CD44 positiv (99,97+0,048%).

150-
*k* *

/\; 1 1
<
= 100-
3 I
(]
Q ———
5
. 50-
O
o
LL

0 I

vV END IS BAL

Abbildung 20: Prozentualer Anteil (Freq. of parent) CD44 positiver PMNs an der Gesamtheit der PMNs im
jeweiligen Kompartiment in der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel

adhéarente PMNs; IS= PMNs im Lungeninterstitium; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte +
Standardabweichung, *p<0,05, ***p <0,0001, n =8.
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3.3.7 CDA47

Die Expression von CD47 auf der Granulozytenoberflache zeigte sich, wie in Abbildung
21 dargestellt, am Endothel und im Interstitium am hochsten. Sie nahm bei der Anheftung
ans Endothel signifikant zu (IV 23,44+8,408 vs. END 82,98+21,63), blieb bei der
Durchwanderung des Interstitiums weitgehend konstant und nahm nach Durchwanderung
des Alveolarepithels wieder ab (IS 84,41+17,82 vs. BAL 27,96+11,21).
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Abbildung 21: CDA47-Expression (MFI) auf PMNs wahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimenten der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adhérente PMNSs;
IS= PMNs im Lungeninterstitum; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung,*p<0,05, ***p <0,0001, n =7-11.
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Im Laufe der Migration durch die Lungenkompartimente nahm der Anteil CD47
positiver PMNs, wie in Abbildung 22 dargestellt, zu. Wé&hrend unter den intravasal
zirkulierenden sowie am Endothel adhdrenten PMNs weniger als die Halfte das
Adhasionsmolekil CD47 auf ihrer Oberflache trugen (IV 39,91+12,72% und END
36,06+12,61%), zeigte sich eine signifikante Zunahme im Interstitium und eine weiterer

Anstieg nach Durchtritt in den Intraalveolarraum (IS 58+25,5% und BAL 80,88+6,418%).
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Abbildung 22: Prozentualer Anteil (Freq. of parent) CD47 positiver PMNs an der Gesamtheit der PMNs im
jeweiligen Kompartiment in der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel

adhéarente PMNs; IS= PMNs im Lungeninterstitium; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte +
Standardabweichung, **p <0,005, n 28.
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3.3.8 CD172a

In Abbildung 23 ist der stufenweise Anstieg der MFlI von CD172a gezeigt. Die
Expression nahm somit in jedem Migrationsschritt sukzessive zu, bis im Intraalveolarraum
schlieBlich das Maximum erreicht wurde (IV 28,85+6,91 vs. END 152,1+45,39 vs. IS
215,4+47,87 vs. BAL 292,1+99,97).
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Abbildung 23: CD172a-Expression (MFI) auf PMNs wahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimenten der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adharente PMNSs;
IS= PMNs im Lungeninterstitum; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung,*p<0,05, ***p <0,0001, n =8-13.

Der Anteil CD172a positiver PMNs an der Gesamtheit aller PMNs lag im intravasalen
Kompartiment bei 90,26+6,87%, stieg dann mit der Adhasion am Endothel signifikant an auf
96,98+2,095% und blieb anschlieBend auf dem Weg in die Alveole konstant hoch (IS
97,98+1,387% und BAL 98,93+1,305%), weshalb an dieser Stelle von einer grafischen
Darstellung abgesehen wird. Alle Daten sind Mittelwerte = Standartabweichung mit p>0,005
und n=8 bei IV sowie n=13 bei END, IS und BAL.
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3.3.9 CD162

Die Expression von CD162 nahm im Verlauf der Einwanderung in die Alveole stetig ab
(vgl. Abbildung 24). Wahrend die MFI des CD162-Antikorpers und somit die Expression des
Adhasionsmolekiils auf den intravasal zirkulierenden PMNs noch bei 695,9+98,91 lag, lief3
sich auf den endothelial adharierten PMNs nur noch eine MFI von 454,5+67,86 messen. Im
Interstitium zeigte sich eine weitere signifikante Minderung der MFI (END 454,5+67,86 vs. IS
242,5+74,11), bis schlie3lich in der Alveole mit 139,2+30,58 das Minimum der Expression

erreicht war.
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Abbildung 24: CD162-Expression (MFI) auf PMNs wéahrend der Migration durch die unterschiedlichen
Kompartimenten der murinen Lunge. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adhérente PMNSs;
IS= PMNs im Lungeninterstitum; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung, **p<0,005, ***p <0,0001, n =8-11.
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Wie in Abbildung 25 dargestellt, ging die Migration der Neutrophilen Granulozyten in
die Alveole mit einem Rickgang des Anteils CD162 positiver PMNs an der Gesamtheit der
PMNs im jeweiligen Kompartiment einher. Wéhrend intravasal und am Endothel noch
weitgehend alle PMNs das Adhasionsmolekil trugen (IV 99, 28+0,37% und END 99,59+

0,41%), sank der Anteil mit Einwanderung ins Interstitium signifikant auf 93,42+3,14% und
mit Eintritt in die Alveole um weitere 11,49% auf 81,93+8,58%.
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Abbildung 25: Prozentualer Anteil (Freq. of parent) CD162 positiver PMNs an der Gesamtheit der PMNs im
jeweiligen Kompartiment. IV= Intravasal zirkulierende PMNs; END= am Endothel adhéarente PMNs; 1S= PMNs

im Lungeninterstitium; BAL: PMNs im Alveolarraum. Alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung, **p
<0,005, ***p<0,0001, n=8-11.
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3.4 Stimulation von humanem Vollblut

Vollblut von gesunden Probanden wurde mit PBS™ als Kontrollreagenz und MIP-2, KC,
TNFa sowie LPS als Stimulanzien versetzt. Deren Einfluss auf die Expression der
PMN-Oberflache

durchflusszytometrisch mittels MFI-Bestimmung quantifiziert. Es zeigte sich bei allen

verschiedenen Adhasionsmolekile an der wurde anschlie3end
untersuchten Molekilen durch Behandlung mit TNFa und LPS ein Anstieg der MFI des
jeweiligen Adhasionsmolekul-AK-konjugierten Fluorochroms, wobei LPS bei CD11a, CD11b,
CD29, CD54, CD47 und CD172a einen signifikant starkeren MFI-Anstieg als TNFa
hervorrief. Bei CD31, CD44 und CD162 war dieser starkere Anstieg zwar in der Grafik
ersichtlich, jedoch nicht statistisch signifikant. MIP-2 und KC bewirkten hingegen keine
Steigerung der MFI. Die Daten aller Molekiile mit den jeweiligen Stimulanzien sind in Tabelle
13 sowie in Abbildung 26, S.73, Abbildung 27, S.74 und Abbildung 28, S.75 dargestellt.

Es lieR sich feststellen, dass in allen Versuchen der Anteil positiver PMNs flr das
jeweilige Adhasionsmolekiil ohne signifikante Schwankungen konstant hoch zwischen 97
und 100% lag, weshalb an dieser Stelle auf eine grafische Darstellung verzichtet wird (alle

Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung mit n=6-10).

Tabelle 13: Adhasionsmolekilexpression (MFI) auf humanen PMNs in Vollblut nach Stimulation mit MIP-2, KC,
TNFa und LPS. PBS = Kontrollprobe, Alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung, n=6-10.

PBS MIP-2 KC TNFa LPS
CDlla 280+26,4 293,3+27,4 272,1+60,6 432,3+72,2 514,4+71,9
CD11b 164,7+83 130,8+63,2 153,3+70,2 678,7+189,4 1008+164,1
CD29 69,9+17,5 75+19,3 74,6+18 161,2+63,4 220,2+60,7
CD54 63,8+17,2 67,420 70,2+14,2 136,2+28,9 201,7+£37,3
CD31 272,7+43,3 307,1+62 299,7+67,3 417,2+107 486+76,5
CDh44 228,5+£39,7 295,6+67,3 271,3+77,4 438,4+152,7 471,5+164
CD47 37,618,4 38,9+7,2 38,448 60,1+18,1 73,8+17,1
CD172a 109,7+31,7 125,7+24,5 114,8+26 266+81,9 326,4+92,2
CD162 159,4+22 9 130,8+31,4 130,6+31,9 206,8+44,3 236+40,2
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Abbildung 26: CD1lla-, CD 11b- und CD29-Expression (MFI) auf humanen PMNs in Vollblut nach
Stimulation mit MIP-2, KC, TNFa und LPS. PBS= Kontrollprobe, Alle Angaben sind Mittelwerte +
Standardabweichung, ***p <0,0001 gegenuber Kontrollprobe, # p<0,05 gegeniiber TNFa, n=8.
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Abbildung 27: CD54-, CD31- und CD44-Expression (MFI) auf humanen PMNs in Vollblut nach Stimulation
mit MIP-2, KC, TNFa und LPS. PBS= Kontrollprobe, Alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung, **p<
0,005 gegentiber Kontrollprobe, ***p <0,0001 gegeniiber Kontrollprobe, # p<0,05 gegeniiber TNFa, n=6-10.
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Abbildung 28: CD47-, CD172a- und CD162-Expression (MFI) auf humanen PMNs in Vollblut nach
Stimulation mit MIP-2, KC, TNFa und LPS. PBS= Kontrollprobe, Alle Angaben sind Mittelwerte =+
Standardabweichung, *p< 0,05 gegenuber Kontrollprobe, ***p <0,0001 gegeniber Kontrollprobe, # p<0,05
gegenuber TNFa, n=8-9.
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3.5 Stimulation von humanen pulmonalen Epithelzellen

H441-Zellen wurden mit TNFa stimuliert, da Vorversuche mit LPS in verschiedenen
Konzentrationen keinen Effekt auf die Molekilexpression zeigten (Daten nicht abgebildet).
Die Expression der Adh&sionsmolekile wurde im Anschluss an die Stimulation
durchflusszytometrisch untersucht. Als Kontrollreagenz und Vehikel diente H441-
Kulturmedium. Es zeigte sich, dass die pulmonalen Epithelzellen die Moleklle CD54, CD29,
CDA47 und CD44 auf ihrer Oberflache exprimieren.

Fur CD54, CD29 und CD47 ergab sich eine konstant hohe Frequency of parent, das
heil’t, nahezu alle Zellen waren vor und nach Stimulation positiv, weshalb diesbeziiglich auf
die grafische Darstellung verzichtet wird (CD54: Kontrolle 97,40+1,98% vs. TNFa
99,46+0,24%; CD29: Kontrolle 99,63+0,55% vs. TNFa 99,74+0,21%; CDA47: Kontrolle
97,40+1,98% vs. TNFa 99,46+0,24%, alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung
mit n=8). Gleichzeitig verzeichneten wir, wie in Abbildung 30, S.77, dargestellt, bei CD54,
CD29 und CD47 jeweils einen signifikanten Anstieg der MFI nach Stimulation (CD54:
Kontrolle 121,8+17,47 vs. TNFa 460,4+79,81; CD29: Kontrolle 232,8+9,53 vs. TNFa
264,5+37,16; CD47: Kontrolle 215,5+18,66 vs. TNFa 329,9+37,28).

Auch das Adhasionsmolekill CD44 wird auf den Epithelzellen exprimiert, jedoch war
nur ein Kleiner Anteil der Zellen positiv, bzw. die Frequency of parent sehr gering. Diese
anderte sich auch nach Stimulation nicht signifikant (CD44: Kontrolle 14,08+4,12% vs. TNFa
14,20+6,73%). Exemplarisch ist dieser Sachverhalt anhand des Histogramms einer Probe in
Abbildung 29, S.77, dargestellt. Eine Steigerung der ohnehin schon sehr geringen MFI der
wenigen positiven Zellen wurde durch Stimulation mit TNFa ebenfalls nicht erreicht (CD44:
Kontrolle 32,30+6,08 vs. TNFa 29,93+16,95). Alle vier Balkendiagramme mit der MFI der
exprimierten Adhasionsmolekiile vor und nach der Stimulation mit TNFa sind in Abbildung
30, S.77 dargestellt.
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Abbildung 29: CD44 positive H441-
Zellen exemplarisch dargestellt am
PE+ (CD44+) Histogramm dreier einzelner Proben in
_________ > der Flow-Jo-Auswertung. Rot: Negativ-
IgG-Kontrolle, Blau: unstimulierte Zellen
(=Kontrollgruppe  mit  H441-Medium),
grun: mit TNFa stimulierte Zellen.

Nur eine kleine Population der Epithel-
zellen ist PE-positiv, bzw. exprimiert
CD44 auf seiner Oberflache. Der positive
Anteil zeigt auch nach Stimulation (griin)
keine Veranderung. Alle Daten der
Auswertung sind Mittelwerte + Standard-
abweichung mit n=8
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Abbildung 30: Expression (MFI) von CD29, CD54, CD44 und CD47 auf H441-Zellen nach Stimulation mit
TNFa. Als Kontrolle dient H441-Kulturmedium. Bis auf CD44 ist ein Anstieg der Expression nach Stimulation
sichtbar. Alle Angaben sind MittelwertexStandardabweichung, *p< 0,05 gegeniiber Kontrollprobe, ***p <0,0001
gegenuber Kontrollprobe, n=7 bei CD29, alle weiteren n=8.
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3.6 Migration von PMNSs in vitro: Transmigrationsversuch mit humanen

pulmonalen Epithelzellen (H441) und humanem Vollblut

Der direkte Einfluss der Durchwanderung einer zellularen Barriere beziglich der
Adhasionsmolekulexpression auf der PMN-Oberflaiche wurde in vitro mittels eines
sogenannten Transwell-Versuchs untersucht. Neutrophile Granulozyten in Vollblut migrierten
hierbei entlang eines Chemokin-Gradienten durch eine H441-Lungenepithelzellschicht. Im
Anschluss wurden sie durchflusszytometrisch identifiziert sowie auf das Ausmald ihrer
Adhéasionsmolekuil-Expression in Zusammenhang mit dem Migrationsstadium hin untersucht.
Die Anzahl der PMN war in den einzelnen Kompartimenten des Versuchsaufbaus
unterschiedlich, wie in Abbildung 31 dargestellt. Wahrend sich in der Fraktion der nicht
migrierten PMN im oberen Well die meisten Zellen befanden (14,01x10° + 3,30x10°%), wurde
im Epithelzelllayer die geringste Anzahl Granulozyten nachgewiesen (2,94x10° + 0,50x10%;
in der migrierten Fraktion waren wieder etwas mehr PMN als in der Zellschicht vorhanden
(5,40x10° + 2,17x105).
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Abbildung 31: Zellzahlen von PMNs im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen und Vollblut. Nicht
migriert= im oberen Well befindliche PMNs, im Zelllayer= in der Epithelschicht befindliche PMNs, migriert= im
unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung, **p< 0,005, ***p <0,0001,
n=11.
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3.6.1 CD1lla

Im Transmigrationsversuch konnte, wie in Abbildung 32 dargestellt, beim
Migrationsschritt aus dem Vollblut in den Epithelzelllayer ein signifikanter Anstieg der MFI
und somit der Expression von CD1la auf der PMN-Oberflache gemessen werden. Nach
Durchwanderung der Zellschicht lagen anschlie3end wieder eine Abnahme und gleichzeitig
die niedrigste Expression des Adhasionsmolekils in der Fraktion der migrierten PMNs vor
(nicht migriert 96,67+2,81 vs. im Zelllayer 115,8+13,66 vs. migriert 79,67+11,64). Der Anteil
der CD11la positiven PMNs an den gesamten Granulozyten im jeweiligen Kompartiment
anderte sich im Verlauf der Migration nur geringfligig. Bei den migrierten Zellen waren
96,63+4,07% positiv, wahrend die PMNs im oberen Well und im Zelllayer nahezu gesamt
positiv fir CD11a waren (nicht migriert 99,50+0,53% und im Zelllayer 99,88+0,35%, alle
Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung mit n=8). Aus diesem Grund wird an dieser

Stelle auf die grafische Darstellung verzichtet.

* o Abbildung 32: Expression von CD11la (MFI)
150+ ' b ' im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
| befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
100- Epithelschicht adh&arente PMNs, migriert= im
— unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
L sind Mittelwerte + Standardabweichung, *p<
= 0,05, ***p <0,0001, n=6.
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3.6.2 CD11b

Die MFI und somit die Expression von CD11b war bei den im Epithelzelllayer
befindlichen PMNs signifikant hoher als bei den nicht migrierten Zellen. Auch die
Granulozyten nach Durchwanderung der zellularen Barriere wiesen eine niedrigere
Expression des Adhasionsmolekils im Vergleich zu den epithelial adharierten PMNs auf (vgl.
Abbildung 33, nicht migriert 166,6+19,23 vs. im Zelllayer 258,7+33,70 vs. migriert
142,1+17,93). Der Anteil der CD11b positiven PMNs an der Gesamtheit der Granulozyten im
jeweiligen Kompartiment anderte sich im Verlauf der Migration nur geringflgig, bei den
migrierten Zellen waren 97,73+2,20% positiv, wahrend die PMNs im oberen Well und im
Zelllayer ebenfalls hahezu gesamt positiv fur CD11b waren (nicht migriert 98,94+1,04% und
im Zelllayer 99,78+0,67%, alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung mit n=10).

*kk *k%k

4007 f 1T 1 Abbildung 33: Expression von CD11b (MFI)
im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
3004 und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
[ befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
_ Epithelschicht adh&arente PMNs, migriert= im
% 200+ unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
I sind Mittelwerte *+ Standardabweichung, ***p
<0,0001, n=9.
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3.6.3 CD29

Das Adhasionsmolekil CD29 wurde, wie in Abbildung 34 dargestellt, im
Transmigrationsversuch am starksten auf den PMNs im oberen Well, also den nicht
migrierten PMNs, exprimiert. Im Zelllayer und in der migrierten Fraktion wiesen die
Granulozyten eine geringere MFI und somit Expression von CD29 auf (nicht migriert
16,90+1,25 vs. im Zelllayer 12,78+1,67 vs. migriert 12,76+2,78).

** ns
20- ! P ' Abbildung 34: Expression von CD29 (MFI)
1 im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
15 T- befindliche PMNs, im Zellayer= in der
Epithelschicht adhéarente PMNs, migriert= im
T 10 unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
= sind Mittelwerte + Standardabweichung, **p
<0,005, ns=nicht signifikant, n=5.
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Der Anteil CD29 positiver PMNs zeigte in den unterschiedlichen Kompartimenten des
Transwell-Versuchs eine deutliche Abnahme mit jedem Migrationsschritt. In Abbildung 35
sieht man, dass zu Beginn im Vollblut der grof3te Anteil der PMNs mit 88,97+3,72% positiv
fur das Adhasionsmolekil war. Unter den im Zelllayer befindlichen Neutrophilen zeigten nur
noch etwas mehr als die Halfte (58,24+17,23%) der Zellen eine Expression des gesuchten
Molekdls, wahrend im unteren Well schlie3lich nur noch 15,24+4,25% CD29 positiv waren.

*k%k K%k
f 1 ! Abbildung 35: CD29 positive PMNs (Freq. of
100+ parent) an der Gesamtheit der PMNs im
— L jeweiligen Kompartiment im Trans-
S\i 80+ _ migrationsversuch mit H441-Zellen und
= Vollblut. Nicht migriert="im oberen Well
O 601 befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
< Epithelschicht adhéarente PMNs, migriert= im
< 04 unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
° sind Mittelwerte + Standardabweichung, ***p
g 0 <0,0001, n=5.
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4 CD54

Die MFI und somit die Expression von CD54 war bei den im Epithelzelllayer

befindlichen PMNs signifikant hoher, als bei den nicht migrierten und den bereits migrierten
Zellen (vgl. Abbildung 36; nicht migriert 8,59+1,69 vs. im Zelllayer 11,69+0,96 vs. migriert

8,02+1,03).
**kk *k%
159 r 1 ) Abbildung 36: Expression von CD54 (MFI)
im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
| und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
104 befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
| Epithelschicht adharente PMNs, migriert= im
T unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
= sind Mittelwerte *+ Standardabweichung, ***p
54 <0,0001, n=8.
C L] T
S S
& o &
& 29 &

Der Anteil der CD54 positiven PMNs an den Granulozyten im jeweiligen Kompartiment

anderte sich, wie in Abbildung 37 dargestellt, im Verlauf der Migration. Bei den migrierten
Zellen waren mit nur 49,60+13,74% etwa die Halfte der PMNs positiv, wahrend die PMNs im
oberen Well und im Zelllayer noch signifikant mehr CD54 auf ihrer Oberflache trugen (nicht
migriert 78,20+4,85% und im Zelllayer 79,30+8,33%).

ns F*dk
100+ [ . , Abbildung 37: CD54 positive PMNs (Freq. of
- parent) an der Gesamtheit der PMNs im
2 80- 01— 1 jeweiligen Kompartiment im Transmigra-
- tionsversuch mit H441-Zellen und Vollblut.
S 60 Nicht migriert= im oberen Well befindliche
] PMNs, im Zelllayer= in der Epithelschicht
E— adharente PMNs, migriert= im unteren Well
© 401 befindliche PMNs. Alle Angaben sind
g’ Mittelwerte +  Standardabweichung, ***p
= 20 <0,0001, n=10.
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3.6.5 CD31

Das Adhéasionsmolekil CD31 wurde auf den PMNs in den verschiedenen
Kompartimenten des Transmigrationsversuchs in signifikant abnehmender Stéarke exprimiert.
Auf den Neutrophilen Granulozyten im Vollblut ohne stattgefundene Migration war die
Expression am grof3ten. Sie zeigte dann einen Abfall bei den im Epithel adhéarierten Zellen
und schliel3lich die geringste Expression bei den PMNs, welche den Zelllayer vollstdndig
durchwandert hatten (vgl. Abbildung 38; nicht migriert 41,33+£1,58 vs. im Zelllayer 14,75+2,63
vs. migriert 10,33+0,69). Auch die Frequency of parent wurde im Verlauf der Migration bzw.
in den verschiedenen Kompartimenten kleiner. Im unteren Well zeigten weniger PMNs die
Expression des untersuchten Molekiils, als im Zelllayer und in der nicht-migrierten Fraktion
(nicht migriert 99,00+0,0% vs. im Zelllayer 95,38+4,24% vs. migriert 84,44+17,39%, alle
Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung mit n=8, *p<0,05). Da jedoch insgesamt

stets weit Uber die Halfte der PMNs positiv waren, wird hier auf eine grafische Darstellung

verzichtet.
*kk **
507 r 1 ) Abbildung 38: Expression von CD31 (MFI)
—_ im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
404 und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
304 Epithelschicht adhéarente PMNs, migriert= im
L unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
= 20- sind Mittelwerte +  Standardabweichung,
—_1 **p<0,001, ***p <0,0001, n=4-8.
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3.6.6 CD44

Als einziges der untersuchten Adhasionsmolekiile zeigte CD44 einen Anstieg der MFI
in den unterschiedlichen Kompartimenten des Transwell-Versuchs. Die PMNs im unteren
Well, also nach durchlaufener Migration, zeigten die signifikant héchste Expression des
Molekdls im Vergleich zu den im Zelllayer sitzenden und den nicht gewanderten PMNs (vgl.
Abbildung 39; nicht migriert 181,20+10,06vs. im Zelllayer 225,40+50,41 vs. migriert
356,80+41,80). Die Anzahl der positiven PMNs veranderte sich hierbei nicht, weshalb in
diesem Falle auf die grafische Darstellung verzichtet wird (nicht migriert 99,30+0,48% vs. im
Zelllayer 99,60+6,99% vs. migriert 99,00+1,82%, alle Angaben sind Mittelwerte +

Standardabweichung mit n=10).

ns *kk

5004 T 1 ) Abbildung 39: Expression von CD44 (MFI)
im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
4004 und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
300- Epithelschicht adhéarente PMNs, migriert= im
[ —|_ unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
2004 sind Mittelwerte + Standardabweichung, ***p
. <0,0001, ns=nicht signifikant, n=5.
1004
0 T T
N X N
N & &
O \\\ ‘\03
N 2 N\
{\\é‘ N
3.6.7 CD47

Im Transmigrationsversuch zeigte sich die starkste Expression das Adhasionsmolekiils
CD47 auf den PMNs im oberen Well mit einer nicht signifikanten Abnahme der MFI bei den
PMNs im Epithelzelllayer. Die migrierten Zellen im unteren Well wiesen schlie3lich die
geringste Expression von CD47 an ihrer Oberflache auf (vgl. Abbildung 40, S.85, nicht
migriert 37,60+4,16 vs. im Zelllayer 31,00+6,44 vs. migriert 20,20+3,27). Der Anteil der fur
dieses Adhasionsmolekll positiven PMNs lie3 zwar eine tendenzielle Abnahme erkennen,
die jedoch sehr gering und nicht signifikant war, weshalb an dieser Stelle auf die grafische
Darstellung verzichtet wird (nicht migriert 99,00+1,32% vs. im Zelllayer 94,22+11,34% vs.
migriert 94,38+9,68%, alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung mit n=9).
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ns **
501 . » . Abbildung 40: Expression von CDA47 (MFI)
im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
40+ [ und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
_ 30A Epithelschicht adhéarente PMNs, migriert= im
LEL unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
20 sind Mittelwerte * Standardabweichung, **p
<0,005, ns=nicht signifikant, n=5.
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3.6.8 CD172a

CD172a wurde auf der PMN-Oberflache in den Kompartimenten des
Transmigrationsversuchs unterschiedlich stark exprimiert. Mit Beginn der Migration war ein
signifikanter Anstieg der MFI von den nicht migrierten PMNs zu den epithelial adhé&rierten
Zellen zu beobachten. Die Adh&asionsmolekilexpression auf den migrierten Zellen im unteren
Well unterschied sich jedoch nicht signifikant zu dem vorangegangen Kompartiment des
Epithelzelllayers (vgl. Abbildung 41, nicht migriert 29,21+4,86 vs. im Zelllayer 57,00+15,28
vs. migriert 38,90£13,87). In dem Anteil CD172a positiver PMNs an der Gesamtheit der
PMNs des jeweiligen Kompartiments zeigte sich im unteren Well ein signifikant geringerer
Anteil positiv als bei den nicht migrierten Zellen und den PMNs im Zelllayer (nicht migriert
91,8349,27% vs. im Zelllayer 93,75+7,48% vs. migriert 79,75+15,49%, alle Angaben sind

Mittelwerte + Standardabweichung mit n=8).

801

r 1 1 Abbildung 41: Expression von CD172a (MFI)
im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
60- und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well
befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
Epithelschicht adhéarente PMNs, migriert= im

% 40- unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
-1 sind Mittelwerte + Standardabweichung, **p
<0,005, ns=nicht signifikant, n=5.
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3.6.9 CD162

Im Transmigrationsversuch wurde das Adhasionsmolekil CD162 am starksten auf den
nicht gewanderten PMNs im oberen Well exprimiert. Im n&achsten Migrationsschritt zeigte
sich zunéchst eine nicht signifikante Abnahme der MFI, bis schliel3lich im unteren Well
signifikant weniger CD162 auf den Neutrophilen als auf den Zellen in der Epithelschicht
detektiert wurde, sodass dies auch das Kompartiment der niedrigsten Expression darstellte
(vgl. Abbildung 42, nicht migriert 49,20+£7,66 vs. im Zelllayer 42,00+9,38 vs. migriert
23,13+£2,70). Der Anteil positiver PMNs &nderte sich im Verlauf der Migration nicht
signifikant, es trugen nahezu alle PMNs konstant das Adhasionsmolekil CD162 auf der
Oberflache (nicht migriert 96,44+1,81% vs. im Zelllayer 94,22+4,94% vs. migriert
94,4445,94%, alle Angaben sind Mittelwerte + Standardabweichung mit n=9).

ns *kk
f 1 ! Abbildung 42: Expression von CD162 (MFI)

im Transmigrationsversuch mit H441-Zellen
| e und Vollblut. Nicht migriert= im oberen Well

604

befindliche PMNs, im Zelllayer= in der
404 Epithelschicht adh&arente PMNs, migriert= im
_ unteren Well befindliche PMNs. Alle Angaben
% sind Mittelwerte *+ Standardabweichung, ***p
<0,0001, ns=nicht signifikant, n=5.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit zeigen wir erstmals den kompletten Verlauf der
Adhasionsmolekulexpression neutrophiler Granulozyten auf ihrem Weg durch die
Lungenkompartimente: von intravasal durch das Endothel und das Interstitium bis in die
Alveole. Die hierbei untersuchten Adhasionsmoleklle wurden in Vorarbeiten als wichtige
Rezeptoren fur die PMN-Migration identifiziert (Smith et al., 1989, Werr et al., 1998,
Dangerfield et al., 2002, Alstergren et al., 2004, Parkos et al., 1996b, Liu et al., 2002,
Norman et al.,, 1995). Zu allen in dieser Arbeit betrachteten Molekllen existieren zudem
konkrete Hinweise auf eine kritische Rolle in der pulmonalen Inflammation (Moreland et al.,
2002, Basit et al., 2006, Burns et al., 2001, Vaporciyan et al., 1993, van der Windt et al.,
2010, Xiao Su2, 2008, Gardai et al., 2003, Zhang et al., 2013). Ebenso ist seit langem
bekannt, dass PMNs durch ihre UuberschieRende Infiltration fur die Schwere des
Krankheitsverlaufs mitverantwortlich sind (Steinberg et al., 1994). Samtliche bisher
vorliegenden Untersuchungen geben lediglich Einblick in einzelne Teilschritte dieser
Wanderung, die meisten Daten liegen zur transendothelialen Migration vor. Der Fokus dieser
Arbeit lag deshalb auf der systematischen Untersuchung und Darstellung der
Adhasionsmolekilexpression im gesamten Verlauf der Migration. Hierfir wurde die
Molekulexpression auf PMNs in den oben genannten unterschiedlichen Migrationsstadien
durchflusszytometrisch quantifiziert. Es zeigte sich, dass die Expression der
Adhasionsmolekile auf den Neutrophilen Granulozyten abhédngig vom Migrationsstadium
und Molekll stark variierte. Somit kann auf unterschiedliche Bedeutungen der einzelnen
Molektle fur die jeweiligen Migrationsschritte geschlossen werden. Zudem zeigte sich eine
durch Inflammation gesteigerte  Transkriptionsrate aller Adhasionsmolekile im
Lungengewebe. In den Abschnitten 4.2.1, S.89, bis 4.2.9, S.98, werden die in vivo
Ergebnisse der untersuchten Molektle im Einzelnen diskutiert.

Erganzend zum murinen Modell wurde die Bedeutung der Molekile fir die
Entziindungsreaktion anhand verschiedener in vitro Untersuchungen evaluiert.
Inflammatorische Stimuli bewirkten eine Erhéhung der Adh&asionsmolekilexpression auch
auf humanen PMNs und teilweise auf humanen Epithelzellen. Diese Ergebnisse
unterstreichen die kritische Rolle der jeweiligen Molekile im Rahmen eines Entziindungs-
vorgangs. Dass die Erkenntnisse bezlglich der Variabilitat der Adhasionsmolekullexpression
auch auf den humanen Organismus Ubertragbar sind, wird durch die Ergebnisse der
Transmigrations-Versuche impliziert. Humane PMNs wurden hier im Verlauf ihrer
Durchwanderung einer humanen Epithelzellschicht untersucht und zeigten ebenfalls

unterschiedliche Expressionsgrade je nach Migrationsstadium.
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4.1 Adhasionsmolekile in murinen Lungen: RT-gPCR und

Immunfluoreszenz

In verschiedensten Organsystemen wurde den hier untersuchten Adhéasionsmolekilen
eine kritische Rolle im Rahmen der Entziindungsreaktion zugeschrieben (Moreland et al.,
2002, Basit et al., 2006, Burns et al., 2001, Vaporciyan et al., 1993, van der Windt et al.,
2010, Xiao Su2, 2008, Gardai et al., 2003, Zhang et al., 2013). Mittels RT-gPCR und
Immunfluoreszenzfarbung im Rahmen des in dieser Arbeit verwendeten murinen Modells
konnte die Bedeutung der Adh&sionsmolekile speziell fir die pulmonale Inflammation
objektiviert werden. Das Prinzip der Inflammationsinduktion bei M&usen durch LPS-
Inhalation mit anschlieRender Praparation der Lungen und Durchfihrung einer PCR sowie
einer immunhistochemischen Fluoreszenzfarbung wurde bereits mehrfach in unserer
Arbeitsgruppe praktiziert und publiziert (Konrad et al., 2014, Ngamsti et al., 2017).

Durch die LPS-induzierte Entziindungssituation zeigte sich im Lungengewebe der
Mause bei allen untersuchten Molekilen ein signifikanter Anstieg der Transkriptionsrate, was
fur einen Zuwachs der Bedeutung der Molekuile im inflammatorischen Kontext spricht. Hierzu
passend imponierte auch in der zur Veranschaulichung ergédnzend durchgefihrten
Immunfluoreszenz eine vermehrte Proteinexpression von CD54, CD31 und CD29. Unsere
Ergebnisse stehen somit im Einklang mit bisherig bekannten Hinweisen auf die kritische

Rolle der hier betrachteten Molekile bei Inflammation.

4.2 Migration von PMNSs in vivo: Durchflusszytometrie

Um vom Blutgefal in die Alveole zu gelangen, durchwandern PMNs verschiedene
Kompartimente im Lungenparenchym. Die hierbei verwendeten Adhasionsmolekile konnten
in der vorliegenden Arbeit mittels des Migrationsmodells und Durchflusszytometrie im Verlauf
dieser Wanderung quantifiziert und erstmals von Kompartiment zu Kompartiment verglichen
werden. Das besagte Modell umfasste gemald seiner urspringlichen Entwicklung die
Kompartimente ,Endothel, ,Interstitium* und ,Alveole” (Reutershan et al., 2005). In der
jetzigen Arbeit ergé&nzten wir durch eine Blutentnahme das Versuchsdesign um das
Kompartiment ,Intravasal®, um auch den Expressionsstatus der zirkulierenden Neutrophilen
zu erfassen und in Vergleich mit den endothelialen PMNs setzen zu kdnnen. Mit dem Modell
konnten wir zeigen, dass die neutrophilen Granulozyten wahrend der Durchwanderung der
Lungenkompartimente ihre Adhasionsmolekilexpression verandern.

Die Identifikation der Neutrophilen erfolgte mittels Dreifach-Markierung mit CD45, 7/4
und Gr-1 (vgl. 2.1.4, S.40). Sowohl 7/4 als auch Gr-1 sind auch auf Monozyten exprimiert

(Rosas et al., 2010). Deren Anteil im zirkulierenden Mausblut betragt dabei allerdings < 6%
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(Sunderkotter et al., 2004, Voisin et al., 2009) und von dieser Population wiederum
exprimiert nur ein Teil den Gr-1 Marker (Geissmann et al., 2003). Des Weiteren findet die
Migration der Monozyten ins betroffene Gewebe erst in einer spateren Phase der
Inflammation statt (Abraham et al., 2000, Soehnlein and Lindbom, 2010), sodass eine
Beeintrachtigung der PMN-Identifikation durch zuséatzliche Anfarbung von Monozyten als

vernachlassigbar gering anzusehen war.

42.1 CDlla

Die Expression von CD11a auf der Oberflache der aktivierten PMNs nahm im Verlauf
der Migration sukzessive ab. Die im Blut zirkulierenden Neutrophilen wiesen den héchsten
Expressionsgrad auf (vgl. Abbildung 43, S.99), die PMNs in der Alveole die geringste
Expression. Diese Ergebnisse weisen auf eine primére Involvierung und kritische Rolle des
Adhasionsmolekiils in den ersten Schritten der Migration hin.

In vitro wurde schon frih beschrieben, dass CD11a bedeutsam fir die Anheftung von
PMNs ans Endothel ist (Smith et al., 1989). Auch zeigte Gao bereits 1996, dass CD11a in
vitro eine gréRere Rolle fur die endotheliale Migration der PMNs als fiir die Interaktion mit
interstitiellen Zellen inne hat (Gao and Issekutz, 1996). Die degressive CD1la-Expression
auf den interstitiellen Neutrophilen unseres Modells bekréftigt diese Annahme. In den
Folgejahren lieferte die weitere Evaluation des Integrins in der PMN-Migration diesbezliglich
noch tiefergehende Erkenntnisse und beschrieb die Involvierung beim ,Rolling“ und Arrest
am Endothel (Henderson et al., 2001, Chesnutt et al., 2006). Unsere Daten unterstitzen
demnach das bestehende Verstandnis der Rolle von CD1l1la als Ligand priméar in der
endothelialen Interaktion.

Eine in friheren Studien beobachtete Inhibition von Adh&sion und Migration an bzw.
durch pulmonale Epithelzellen (Tosi et al., 1992, Kidney and Proud, 2000) lie3 eingangs die
Vermutung zu, dass das Integrin auch an der epithelialen Barriere eine Funktion in der PMN-
Migration innehaben kodnnte. Angesichts der in unserer Arbeit stark abnehmenden
Expression in Interstitium und Alveole erscheint dies jedoch eher unwahrscheinlich.

Die kritische Rolle von CD11a speziell in der LPS-induzierten pulmonalen Inflammation
wurde von Basit und Reutershan beschrieben. Der Einsatz von inhibierenden AK flhrte zu
einer Reduktion der Zellzahlen in der BAL um etwa die Halfte (Basit et al., 2006). Unsere
Daten implizieren, dass der von ihnen beobachtete Effekt vor allem durch die Inhibition der
ersten Migrationsschritte verursacht wurde. Bei Basit et. al wurde der PMN-Influx durch
CD11a-Blockierung um ca. 50% reduziert, in der vorliegenden Arbeit zeigten sich jedoch
nahezu alle PMNs in den unterschiedlichen Migrationsstadien CD11a positiv. Eine mogliche

Erklarung dieser Inkongruenz ware, dass nicht alle PMNs die gleichen Expressionsmuster
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zur Migration nutzen oder einige PMNs im Falle eines Defekts oder einer Blockierung in der
Lage sind, andere Adhasionsstrukturen zu involvieren und CD11a-unabhéngig zu migrieren.
Letztere Hypothese wird dadurch unterstitzt, dass PMNs generell in der Lage sind, Integrin-
unabhangig zu migrieren, auch wenn dies bisher nur im Zusammenhang mit einzelnen
Stimuli gezeigt wurde (Doerschuk et al., 1990). AuRerdem denkbar ist die Mdglichkeit, dass
stets ein Teil der CD11a-Antigene in der niedrig affinen Konformation (Lefort and Ley, 2012)
vorliegt und somit zwar vom Antikbrper markiert wurde, aber aufgrund eben dieses

Aktivierungszustandes am Migrationsprozess unbeteiligt blieb.

4.2.2 CD11lb

Die Expression von CD11b zeigte sich auf den intravasal zirkulierenden Zellen
signifikant niedriger, als auf den pulmonalen PMNSs. Bisherigen Erkenntnissen zufolge dient
Mac-1 nicht primar der Anbahnung der Extravasation, sondern kommt erst nach tber CD11la
erfolgter Adhasion zum Einsatz. Vor allem ist CD11b beim Crawling involviert (Phillipson et
al., 2006), spielt aber auch in den nachfolgenden Migrationsschritten eine Rolle (Henderson
et al.,, 2001). Passend hierzu zeigten unsere Daten einen Anstieg der Expression bei den
endothelial adhérenten Zellen und einen weiteren Anstieg bei den interstitiellen Zellen.

Unter den pulmonalen PMNs wies die Fraktion der interstitiellen Zellen die hochste
Expressionsrate auf (vgl. Abbildung 43, S.99). Daraus lasst sich ableiten, dass CD11b in der
Migration durch das Interstitium ein wichtiger Rezeptor ist. Unterstitzt wird diese Annahme
von Daten unterschiedlicher in vitro Studien. So wurde bereits 1996 die Involvierung von
CD11b bei der PMN-Migration im Bindegewebe beschrieben (Gao and Issekutz, 1996).
Shang et al. zeigten ebenfalls die Interaktion von PMNs mit Fibroblasten, den Zellen des
interstitiellen Gewebes, via CD11b (Shang and Issekutz, 1997). Auch Vitronectin, ein Protein
der Extrazellularmatrix, wurde im Verlauf als Rezeptor fur CD11b in der PMN-Migration
entdeckt (Kanse et al., 2004).

In der BAL nahm die Expression von CD11b zwar im Vergleich zum Interstitium wieder
ab, war dort aber weiterhin hoch -in dhnlichem Ausmaf wie am Endothel-, was fir eine
Involvierung von CD11b auch bei der transepithelialen Migration spricht. In vitro zeigten
Kidney et. al diese These unterstreichend die CD11b-Abh&ngigkeit der PMN-Transmigration
durch Bronchialepithelzell-Monolayer (Kidney and Proud, 2000). Des weiteren wird ICAM-1,
ein wichtiger Interaktionspartner von Mac-1, auch an der apikalen Epithelzellmembran
exprimiert (Parkos et al., 1996a) und dient dort wahrscheinlich der postmigratorischen
Adhasion der Neutrophilen im Inneren der Alveole. Eine Rolle von CD11b bei eben dieser
Adhéasion liegt demnach ebenfalls nahe (Parkos, 2016) und wird durch die in der

vorliegenden Arbeit gemessene hohe Expression von CD11b in der BAL unterstutzt.
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4.2.3 CD29

Die Expression von CD29 zeigte sich auf den im Blut zirkulierenden PMNs am
hochsten (vgl. Abbildung 43, S.99). Das Ergebnis war zunachst tberraschend, da das
Integrin vor allem als Rezeptor interstitieller Proteine und Zellen bekannt ist (Ridger et al.,
2001, Gao and lIssekutz, 1997). Werr et al. beobachteten zudem eine verminderte
Expression von CD29 auf zirkulierenden PMNs verglichen mit nach extravasal migrierten
PMNs (Werr et al., 1998). Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit handelte es sich in besagter
Studie jedoch um ein Modell der mesenterialen und peritonealen Inflammation mit Platelet
Activating Factor als Stimulus und friherem Entnahmezeitpunkt der PMNs bzw. des Blutes,
was die Vergleichbarkeit mit dem in dieser Arbeit verwendeten Versuchsmodell stark
einschrankt. 2014 publizierten Lerman et al., dass VLA-3, welches CD29 als B-Kette
beinhaltet (vgl.1.4.4, S.20), bei septischen Patienten und LPS-behandelten Mausen im Blut
stark hochreguliert wurde (Lerman et al., 2014). Ein Grund fur diese Hochregulation und die
hohe Expression auf den intravasalen PMNs in unseren Daten koénnte die moglichen
Beteiligung des Integrins an Adhasion (Reinhardt et al., 1997) und ,Rolling“ (Henderson et
al., 2001) am Endothel sein.

Auf den Neutrophilen im Interstitium der Lunge war CD29 hoher exprimiert als auf
denen am Endothel und im alveoldren Kompartiment, wo die insgesamt niedrigste
Expression gemessen wurde. Diese Daten unterstreichen die bekannte Funktion von CD29
im Interstitium (Shang and Issekutz, 1997, Ridger et al., 2001). Ebenfalls wird die Vermutung
der primaren Bedeutung bei der transepithelialen Migration (Ridger et al., 2001), welche an
der basolateralen Membran auf Seiten des Interstitiums beginnt, durch die hohe Expression
in diesem Kompartiment unterstiitzt. Gleichzeitig ist angesichts der endothelialen Expression
eine weniger prominente aber dennoch vorhandene Rolle entsprechend Reinhardt und
Henderson (s.0.) bei der Extravasation denkbar. Fir die apikale Adhasion in der Alveole
scheint das Integrin in Anbetracht des Expressionsminimums in der BAL keine tragende
Rolle zu spielen, vergleichbare Untersuchungen hierzu liegen bisher nicht vor.

Im Sepsis Modell fihrte die Blockade von CD49¢/CD29 (VLA-3) zu einer Reduktion der
Einwanderung in die Alveole (Lerman et al.,, 2014). In der LPS-induzierten pulmonalen
Inflammation zeigten Burns et. al durch CD49d/CD29 (VLA-4)- und CD49e/CD29 (VLA-5)-
Blockade ebenfalls eine reduzierte PMN-Akkumulation in der BAL (Burns et al., 2001). Auch
in der grampositiven Lungenentziindung hatte die VLA-4 Blockade eine Reduktion der PMN-
Zahlen im Lungengewebe zur Folge (Kadioglu et al., 2011). In Zusammenschau dieser
Ergebnisse sowie der von Ridger et al. ist eine Inhibition von CD29 ein potentielles Target fur
eine antiinflammatorische Therapie in der pulmonalen Inflammation. Unsere Daten lassen
nun erstmals den Schluss zu, dass die CD29-Blockierung primar im ersten Migrationsschritt

greift.
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4.2.4 CD54

CD54 wurde auf den PMNs im Lungeninterstitium am hochsten exprimiert (vgl.
Abbildung 43, S.99), gefolgt von den Neutrophilen in der Alveole. Die intravasalen und
endothelialen PMN trugen signifikant weniger Adh&sionsmolekul auf ihrer Oberflache.
Ebenso waren im Interstitium und in der Alveole mehr Zellen CD54 positiv, als intravasal und
am Endothel (vgl.3.3.4, S.63).

Wahrend die Expression von CD54 vorwiegend auf Epi- und Endothelzellen erforscht
ist (vgl.1.4.5, S.21), existieren zur Expression auf PMNs hauptsachlich in vitro Daten. Unsere
Ergebnisse liefern neue Erkenntnisse Uber die Funktion in vivo und deuten auf eine grol3e
Bedeutung des Adhéasionsmoleklls im Interstitium und in der Alveole hin. Wir zeigen
erstmals, dass die neutrophilen Granulozyten sowohl im Interstitium als auch in der Alveole
CD54 auf ihrer Oberflache tragen. Eine Interaktion der PMNs mit der EZM oder
untereinander mittels CD54 koénnte eine Ursache fir den hohen Expressionsgrad sein.
Welche Adhasionsmolekiile die Neutrophilen nach Durchwanderung des Epithels in der
Alveole nutzen, um auf der Epithelzelloberflache zu patrouillieren und Pathogene zu
bekampfen, ist bisher gré3tenteils unklar (Parkos, 2016); unsere Daten lassen die Annahme
zu, dass CD54 hier eine entsprechende Rolle spielen kdnnte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Annahme, dass CD54 hauptsachlich in
der Migration durch das Endothel von Bedeutung sei und bei der transepithelialen Migration
der PMNs keine Rolle spiele (Mayadas et al., 2014), darauf beruhte, dass das Molekil
epithelial ausschliellich apikal nachgewiesen wurde (Madjdpour et al., 2000). Unsere Daten
deuten nun drauf hin, dass eine Rolle von CD54 in der transepithelialen Migration existiert
und dabei auf Seiten der PMNs zu sehen ist. Gleichzeitig ist bei der hohen Expression in der
BAL denkbar, dass die alveolaren Neutrophilen das Molekil postmigratorisch weiterhin zu
nutzen, um mit anderen Immunzellen zu interagieren oder um auf der

Pneumozytenoberflache zu patrouillieren.

425 CD31

Das Expressionsmaximum von CD31 zeigte sich in unseren Ergebnissen deutlich bei
den im Blut zirkulierenden PMNs, also dem ersten Kompartiment (vgl. Abbildung 43, S.99).
Auf den endothelialen, interstitiellen und alveoldren PMNs wurde das Adhasionsmolekl
weitaus geringer exprimiert. Die bekannte Rolle von CD31 in der Extravasation von
Leukozyten am Endothel (vgl.1.4.6, S.23) steht im Gegensatz zu der von uns beobachteten
Abnahme der Expression auf am Endothel adhéarierten PMNs, denn die Involvierung von

CD31 in der endothelialen Transmigration wurde bisher als distal der Integrin-vermittelten

92



Diskussion

Migrationsschritte lokalisiert (Muller et al., 1993, Thompson et al., 2000). Zu erwarten ware
demnach ein Anstieg oder zumindest eine gleichbleibend hohe Expression am Endothel und
eventuell auch im nachfolgenden Kompartiment gewesen.

Dass die Bindungsstelle des detektierenden Antikdrpers am CD31-Molekul durch die
Interaktion mit dem Endothel belegt war, kommt als mogliche Ursache fur den
ausgebliebenen Anstieg in Frage. Eine ahnliche Vermutung &ufRerte Christofidou-Solomidou,
nachdem sie eine Downregulation des Adhéasionsmolekils nach Migration feststellte
(Christofidou-Solomidou et al., 1997). In besagtem Modell wurde jedoch die abdominelle
Inflammation untersucht und keine differenzierte Beurteilung aller dort gegebenen
Kompartimente vorgenommen, was die Vergleichbarkeit der Aussage mit unseren
Ergebnissen einschréankt. Eine weitere Ursache fir den beschriebenen Widerspruch der
Expressionsabnahme am Endothel bei eigentlich dort lokalisierter Funktion konnte im
verwendeten Stimulanz liegen. Albelda et al. stellten fest, dass PMNs nach TNFa-Stimulation
CD31-unabhéngig in die Lunge migrieren (Albelda et al., 2004). TNFa wiederum ist ein
Chemokin, welches von ortsansassigen Zellen bei LPS-Stimulation ausgeschittet wird (Lu et
al., 2008). Eine CD31-unabhangige Migration ware demnach auch bei LPS-Stimulus denkbar
und wirde den Abfall der Expression am Endothel und die im Vergleich zum IV-
Kompartiment geringe Expression im Interstitium und der Alveole erklaren.

Eine von Schenkel und Seidman postulierte, genetisch bedingte, CD31-unabhangige
PMN-Migration bei C57BI/6 Mausen (Schenkel et al., 2004, Seidman et al., 2009) kann als
weitere mogliche Ursache fir die niedrigen Expressionsmuster auf dem PMNs distal des
Intravasalraums in Erwéagung gezogen werden. Die Hypothese steht jedoch im Widerspruch
zu den Ergebnissen der von Albelda und Thompson durchgefihrten Untersuchungen zur
Stimulusabhangigkeit von CD31 (Thompson et al., 2001, Albelda et al., 2004): Die Studien
erfolgten ebenfalls an C57BIl/6-Mausen und zeigten bei IL1- eine CD31-abhangige PMN-
Extravasation. Woodfin et. al untersuchten aus diesem Grund den Stimulus- und
Mausstamme-Einfluss in einer Studie mit unterschiedlichen Mauslinien und unterschiedlichen
Stimuli. Sie konnten in allen Linien bei TNFa eine CD31-Unabhangigkeit und bei IL1- eine
CD31-abhéngige PMN-Migration feststellen (Woodfin et al., 2009). Die Mauslinie kann somit
fur die in dieser Arbeit gemessene niedrige CD31-Expression auf den PMNs nach Verlassen
des intravasalen Kompartiments nicht hinreichend als kausal angesehen werden. Die Daten
von Woodfin wiederum unterstreichen die Annahme, dass LPS als Stimulus eine CD31-
unabhangige Migration auslésen kdnnte (s.0.).

Trotz der aufféllig niedrigen Expression auf den PMNs ab der endothelialen Adhé&sion
zeigten sich im Interstitium ein Anstieg von CD31 und ein erneuter Abfall auf den
intraalveolaren PMNs. Dieses interstitielle Expressionsmaximum konnte durch eine

Interaktion der Immunzellen untereinander bedingt sein. Die homophile Bindungseigenschaft

93



Diskussion

des Adhasionsmolekiils wurde mehrfach beschrieben (Dangerfield et al., 2002, O'Brien et al.,
2003), wahrend CD31 auf Epithelzellen und Fibroblasten nicht exprimiert wird. Somit
kommen hier die Immunzellen selbst als Bindungspartner in Frage. Des Weiteren ist die
homophile Bindung des Molekiils als Aktivator von Integrinen bekannt (Berman and Muller,
1995, Berman et al., 1996), welche wiederum im Interstitium sehr hoch exprimiert werden
(vgl. Abbildung 15, S. 61). Die Hypothese der homophilen Interaktion unter Immunzellen via
CD31 im Interstitium der Lunge wird durch das in dieser Arbeit gemessene dort lokalisierte
Expressionsmaximum auf den PMNs bekraftigt.

4.2.6 CD44

Die Expression von CD44 und auch die Anzahl CD44-positiver PMNs stiegen im
Verlauf der Migration am Endothel und in der Alveole an. Der Verlauf der zunehmenden
Expression deutet auf eine steigende Bedeutung des Adhasionsmolekils im Laufe der
Migration hin. Am Endothel kann der Anstieg durch die Rolle des Adhasionsmolekils beim
.Rolling“ erklart werden: gemeinsam mit PSGL-1 und dem E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1)
interagiert das CD44-Antigen mit den endothelialen Selektinen (Hidalgo et al., 2007,
Katayama et al., 2005). Dabei triggert es das ,Slow Rolling“ (vgl. 1.3.2, S.14) durch eine
CD11la-aktivierende intrazellulare Signalkaskade (Yago et al., 2010). Im Interstitium war die
Expression von CD44 auf den Neutrophilen weiterhin hoch bei gleichbleibendem Anteil
positiver Zellen, was eine kritische Rolle des Adhéasionmolekills auch in diesem
Kompartiment impliziert. Diese Hypothese unterstiitzend ist die Interaktion mit EZM-
Bestandteilen seit langem bekannt, bereits 1990 konnte die Bindung an HA als wichtigstem
Liganden von CD44 nachgewiesen werden (Alejandro Aruffo et al., 1990). Auch das
Matrixprotein Fibronektin kommt als Bindungspartner in Frage, fur Lymphozyten ist es ein
nachgewiesener Ligand von CD44 (Jalkanen and Jalkanen, 1992).

Das Kompartiment mit der hochsten Expression und den meisten positiven PMNs war
die Alveole (vgl. Abbildung 43, S.99). Dies stellt eine ganzlich neue Erkenntnis dar, da bisher
kaum Daten zu einer postmigratorischen Funktion des Antigens seitens der Neutrophilen am
Epithel existieren. Am Darmepithel konnte eine Ablésung der PMNs nach der Migration
durch CD44 nachgewiesen werden, hier wurde jedoch epitheliales und nicht neutrophiles
CD44 untersucht (Brazil et al., 2010). Alstergren et al. zeigten, dass die Polarisation und
gerichtete Migration von PMNs mit dem Grad der CD44-Expression steigen (Alstergren et
al., 2004). Die hohe Expression in der Alveole kdnnte demnach ein Hinweis dafir sein, dass
die PMNs dort auf der Epitheloberflache mittels CD44 gezielt in Richtung der hdchsten

Pathogenprasenz patrouillieren.
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Die weiterfihrende Evaluation der Funktion von CD44 stellt eine sehr komplexe
Herausforderung dar, da das Adhasionsmolekiil wie einleitend beschrieben in verschiedenen
Inflammationsmodellen sowohl protektiven (Liang et al., 2007, van der Windt et al., 2011,
van der Windt et al., 2010, Wang et al., 2002) als auch proinflammatorischen (Hasan et al.,
2011, Sun et al., 2012) Charakter zeigte. Sowohl die vielseitige Interaktion mit Hyaluronan
(Lesley et al., 2000), welches selbst ebenfalls pro-und antiinflammatorische Eigenschaften
aufweist (Yang et al., 2012, Muto et al., 2009, Liang et al., 2007), als auch die ubiquitare
Expression des Adhéasionsmolekiils erschweren die Analyse der Funktion von CD44 auf
PMNs. Die in dieser Arbeit erstmals gezeigte hohe intrapulmonale Expression auf PMNs -
insbesondere auf den Neutrophilen in der Alveole- impliziert, dass die LPS-Antwort der
Neutrophilen in der pulmonalen Inflammation CD44-abhangig zu verlaufen scheint. Ob die
hohe Dichte des Adhasionsmolekuils auf den alveoldaren PMNs im Sinne einer protektiven
Expression zur Unterstitzung der Entzlindungsresolution oder einer proinflammatorischen
Expression zur Verstarkung der Immunantwort zu sehen ist, bleibt in Zukunft zu
differenzieren. Ein selektiver Knockout von CD44 in Neutrophilen oder eine Verabreichung
von inhibierenden Antikdrpern Uber Vernebelung, also eine intraalveolare Applikation, mit
anschlielender Beurteilung des Inflammationsgrades konnte weiterfihrenden Aufschluss
Uber die pro- und antiinflammatorische Komponente der CD44-Funktion im Alveolarraum

geben.

4.2.7 CDA47

Die Expression von CD47 imponierte auf den Neutrophilen Granulozyten am Endothel
und im Interstitium am hochsten (vgl. Abbildung 43, S.99). Als Integrin-assoziiertes Protein
ist CD47 an der transendothelialen Migration beteiligt (Cooper et al., 1995), was den Anstieg
der Expression in diesem Kompartiment erklart. Am Endothel war dabei weniger als die
Halfte der PMNs CD47-positiv, wahrend im darauf folgenden Interstitium die ,Frequency of
parent” anstieg. In diesem Kompartiment zeigten sich schliel3lich mehr als die Hélfte der
Neutrophilen Granulozyten CD47 positiv und der Expressionsgrad auf den einzelnen Zellen
blieb hoch. Die kritische Rolle des Adhasionsmolekiils lasst sich demnach dem Interstitium
zuordnen. Verschiedene in vitro Daten stehen im Einklang mit dieser Hypothese: Neben
Interaktion mit dem Basalmembran-assoziierten Protein Entactin (Senior et al., 1992) bindet
CDA47 auch das EZM-Protein Thrombospondin (Csanyi et al., 2012) und das EZM-Protein
Vitronectin (Ong et al., 2005). Letzteres wird bei LPS-induzierter pulmonaler Inflammation
hochreguliert (Tsuruta et al., 2007) und ist auch durch seine Interaktion mit dem
Adhasionsmolekil CD11b bekannt, welches ebenfalls sein Expressionsmaximum im

interstitiellen Kompartiment aufwies (vgl. 4.2.2, S.90).
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Bei der Durchquerung vom Epithel spielt sowohl das CD47 auf Epithelzellen, als auch
das CD47 seitens der PMNs eine Rolle, denn die differenzierte Inhibition des
Adhéasionsmolekils auf beiden Zelltypen fiihrte jeweils zu einer Verzégerung der Migration
(Liu et al., 2001, Parkos et al., 1996b). In Anbetracht dieser Daten geht man derzeit davon
aus, dass zwischen einzelnen Epithelzellen ein ,Tunnel* aus CD172a seitens der PMN und
CD47 seitens des Epithels entsteht, durch welchen der Zellverbund durchwandert wird
(Zemans et al., 2009). Wahrend die kritische Rolle des neutrophilen CD47 im Interstitium
durch die hohe Expression in unseren Ergebnissen impliziert wird, ist die Frage nach dessen
Bindungspartner bei diesem Migrationsschritt weiterhin offen und bleibt in Zukunft zu
evaluieren.

In der Alveole trugen zwar die meisten PMNs noch CD47 auf ihrer Oberflache, jedoch
in signifikant geringerer Konzentration als die PMNs im Interstitium. Postmigratorisch sind
bisher keine adhasiven Eigenschaften von CD47 bekannt. Dass dennoch ein prozentual
hoher Anteil der PMNs CDA47-positiv ist, kann dadurch bedingt sein, dass CD47-negative
PMNs die Alveole erst gar nicht ,erreicht* haben. Vor Ort kdnnten die intraalveolaren PMNs
die CD47-Expression im Sinne des ,do not eat me“-Signals nutzen, um einer Phagozytose
durch Alveolarmakrophagen zu entgehen, wie es bereits fir intravasale PMNs (Barrera et al.,
2017) und Krebszellen (Liu et al., 2017) postuliert wurde.

4.2.8 CD172a

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass CD172a auf der PMN-Oberflache im Verlauf
der Migration durch die Lungenkompartimente sukzessive zunehmend exprimiert wurde, was
fur eine Zunahme der Bedeutung mit jedem Migrationsschritt spricht.

In vitro Daten von Alvarez et al. belegten jiingst eine Beteiligung von CD172a an der
transendothelialen Migration von PMNs (Alvarez-Zarate et al., 2015), fir Monozyten konnte
eine transendotheliale Diapedese unter Einbezug von CD172a schon einige Jahre zuvor
nachgewiesen werden (de Vries et al., 2002). Diese Erkenntnisse lassen eine Rolle bei der
PMN-Migration auch in der pulmonalen Strombahn vermuten, der Anstieg der Expression am
Endothel in unserem Modell verstarkt diese Hypothese.

Vom Endothel zum Interstitium war eine weitere Zunahme der Expression zu
beobachten. Als ein Grund hierfir kommt eine Interaktion mit der EZM in Frage, in vitro zeigt
sich passend dazu die PMN-Migration durch Kollagen-Membranen CD172a-abhangig (Liu et
al.,, 2002). Die intraalveolaren Neutrophilen wiesen schliel3lich die hochste Dichte des
Adhasionsmolekils im Gesamtverlauf auf (vgl. Abbildung 43, S.99). Passend hierzu
regulieren PMNSs in vitro bei Aktivierung und Degranulation -wie sie auch in der Alveole als

Ort der hochsten Pathogen- und Chemokin-Konzentration stattfindet- ihre CD172a-
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Expression hoch (Liu et al., 2002, Stenberg et al., 2013). Eine Interaktion mit Surfactant-
Proteinen via SIRPa, wie sie fur Makrophagen nachgewiesen wurde (Janssen et al., 2008,
Gardai et al., 2003), konnte ebenfalls die in dieser Arbeit nachgewiesene hohe Expression
von CD172a auf PMNs in der Alveole bedingen. Somit liefern die Ergebnisse erstmals einen
Hinweis darauf, dass auch PMNs mit Surfactant interagieren.

Ein weiterer moglicher Faktor fir die zunehmende Oberflachenexpression in den
Lungenkompartimenten ist die Interaktion mit CD47. Das Adhasionsmolekdl ist ein bekannter
Bindungspartner von CD172a (Jiang et al.,, 1999, Vernon-Wilson et al., 2000). An
intestinalem Epithel wurde durch Liu et al. gezeigt, dass Neutrophile mittels CD172a an das
CD47 der Epithelzellen binden und den Zellverband durchwandern. Die Migration wurde
durch CD47-Inhibiton jedoch nur zeitlich verzdgert (Liu et al., 2002, Liu et al., 2001) und auch
in vivo beobachteten Alvarez et al. einen verzégernden Effekt und keine absolute Reduktion
der PMN-Zahlen im Peritonitis-Modell mit CD172a-mutierten Tieren (Alvarez-Zarate et al.,
2015). Unsere Daten liefern den Anhaltspunkt flr eine ebenfalls existierende Rolle von
CD172a an pulmonal transepithelialen Migration. Ob auch hier der CD47-CD172a-Komplex
mehr als Faktor fir das Timing der Migration fungiert, als die PMN-Zahlen per se zu
beeinflussen, kénnte durch den Einsatz von inhibierenden Antikdrpern im ARDS-Modell
geklart werden.

Insgesamt sind die Daten in der Inflammationsforschung zu CD712a noch sehr
lickenhaft und auf einzelne Organsysteme und Stimuli beschrankt, wahrend sich in der
Tumorforschung neue Erkenntnisse und Studien zu ,CD47-CD172a-Checkpoint-Inhibitoren®
haufen, welche vor allem zum Ziel haben, Tumorzellen der Phagozytose durchs angeborene
Immunsystem zuganglich zu machen (Weiskopf, 2017). Der gleiche Ansatzpunkt kdnnte
auch eine UberschieRende inflammatorische Antwort, wie sie beim ARDS stattfindet,
modulieren. Die kritische Rolle des Adh&asionsmolekils, wie sie durch die in dieser Arbeit
gezeigte steigende Expression in den Lungenkompartimenten impliziert wird, spricht ebenso

fur SIRPa als sinnvolles Target immunmodulatorischer Therapie.
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4.2.9 CD162

Das Adhasionsmolekil CD162 wurde auf den neutrophilen Granulozyten wahrend der
Migration durch die Lungenkompartimente sukzessive weniger exprimiert und auch die
Anzahl CD162 positiver PMNs nahm mit zunehmendem Migrationsstadium ab. Dieser
Verlauf deutet auf eine primére Rolle des Molekdls in den ersten Stadien der Migration hin
(vgl. Abbildung 43, S.99). Verschiedene bereits bekannte Eigenschaften von CD162
unterstutzen diese Schlussfolgerung. Bereits beim ,Tethering® (vgl. 1.3.2, S.14), dem initialen
Schritt der transendothelialen Migration, ist das Adhéasionsmolekil involviert (Ley et al.,
2007). Zusammen mit ESL-1 und CD44 ist CD162 am vaskularen Endothel fir die Selektin-
Interaktion der Neutrophilen bei der Extravasation verantwortlich; Dies wird durch eine bis zu
85%ige Reduktion der PMN-Migration bei Defizienz dieser Adhasionsmolekiile evident
(Hidalgo et al., 2007). Als E-Selektin Ligand vermittelt CD162 auch das ,Slow Rolling* (vgl.
1.3.2, S.14) der PMNSs (Yago et al., 2010). Neben dieser direkten Funktion bei der Initiation
der transendothelialen Durchwanderung beglnstigt das Molekll zusatzlich indirekt die
Migration: Die Bindung der Selektine an PSGL-1 resultiert in Aktivierung der B2-Integrine am
Endothel (Gong et al., 2017).

Die vermutete Bedeutung von CD162 primar in den initialen Migrationsstadien sowie
die Annahme, dass in der transepithelialen Durchwanderung aufgrund des fehlenden Rolling
Prozesses keine Selektin-Liganden involviert seien (Brazil and Parkos, 2016), stiitzen sich
auf die Erkenntnisse funktioneller Studien mit Blick auf singuldre bzw. partielle Stadien des
Migrationsprozesses. Wir konnen nun erstmals mittels der vorliegenden strukturellen Arbeit
den regressiven Verlauf der Molekilexpression Uber die gesamte Strecke der Migration
zeigen, eine abnehmende Bedeutung von PSGL-1 im Laufe der PMN-Wanderung durch die

Lungenkompartimente liegt angesichts dieser Erkenntnisse nahe.
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Abbildung 43: Migration neutrophiler Granulozyten in der pulmonalen Inflammation (vgl. Abbildung 1,
S.17) mit schematischer Darstellung der Adhasionsmolekiile in den Kompartimenten ihrer maximalen
Expression auf den PMNs. Die Molekile sind in dem Kompartiment eingezeichnet, in welchem die PMNs die
jeweils hochste Dichte auf ihrer Oberflache tragen (grin=Intravasal, blau=am Endothel adhériert, braun=im
Interstitium, violett=intraalveolar). Wahrend CD29, PECAM (CD31), CD1la und CD162 intravasal ihr
Expressionsmaximum und damit scheinbar die gréRte Bedeutung in der Initialphase der Migration haben, wird
CD47 am Endothel und im Interstitium gleichsam stark exprimiert. Da jedoch im Interstitium weitaus mehr CD47
PMNs positiv sind als am Endothel, kann man die kritische Rolle des Adhasionsmolekils dem Interstitium
zuordnen. Der bekannte Leukozyten-Aktivierungsmarker CD11b und das ICAM-1 (CD54) sind ebenfalls im
Interstitium sehr hoch exprimiert, was fir eine Involvierung bei der Interaktion mit Extrazellularmatrix und/oder bei
der basolateralen Epitheladhésion spricht. Die beiden Adh&sionsmolekiile CD44 und SIRPa (CD712a) sind in der
Alveole am starksten exprimiert, wodurch eine Rolle bei postmigratorischen Prozessen wie dem Patrouillieren an
der Alveolaroberflache naheliegt.

AM=Alveolarmakrophage, PMN=Neutrophiler Granulozyt, LPS=Lipopolysaccharid, PECAM-1=Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule-1, ICAM-1=Intercellular Adhesion Molecule-1, SIRPa=Signal Regulatory Protein a
(eigene Darstellung)
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4.3 Stimulation von humanem Vollblut

Um dem komplexen Zusammenspiel von immunologischen Faktoren bei Vorliegen
einer Inflammation gerecht zu werden, wurde der Einfluss verschiedener Stimulanzien auf
neutrophile Granulozyten in ihrem urspringlichen Milieu, dem Vollblut, anstelle auf isolierten
PMNs untersucht. Durch die Anwesenheit von Plasmaproteinen und die von weiteren
Immunzellen ausgeschitteten Zytokine war somit eine physiologischere Imitation der
Einflisse eines inflammatorischen Stimulus auf die PMNs mdéglich, als wenn die PMNs zuvor
einem Isolationsverfahren unterzogen worden waren.

Die Expression der Adhasionsmolekiile zeigte durch Stimulation mit LPS und TNFa
eine Hochregulation, wobei LPS in den meisten Fallen eine hohere Expression bewirkte, als
TNFa. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass das in unserem murinen Modell verwendete
Lipopolysaccharid direkt Einfluss auf die Expression jedes untersuchten Molekils nimmt.
Dies war bisher nur fir einzelne Adhasionsmolekile wie CD11b nachgewiesen (Gomes et
al.,, 2010). TNFa wiederum ist ein Zytokin, welches downstream der LPS getriggerten
Signalkaskaden ausgeschiittet wird (Lu et al., 2008). Es ist anzunehmen, dass durch
Applikation dieses Stimulanz nur ein Teil der inflammatorischen LPS-Kaskade induziert
wurde und somit auch ein geringerer Expressionsanstieg auf den PMNs zu erwarten watr.

Weiterhin untersuchten wir die Effekte von MIP-2 und KC, beides funktionelle Analoga
zum humanen IL-8, welches eine kritische Rolle in Pathogenese und Verlauf vom ARDS
spielt (Donnelly et al., 1993, Chollet-Martin et al., 1993, Le et al.,, 2015). Des Weiteren
zeigten die Stimulanzien in Vorarbeiten eine PMN-aktivierende und migrationsinduzierende
Wirkung (Reutershan et al., 2006, Zhang et al., 2001, Phillipson et al., 2006). Der
ausgebliebene Effekt von MIP-2- und KC-Stimulation war insofern tberraschend. Keins der
neun Adhasionsmolekile wurde trotz ausfuhrlicher Dosistitration in Vorversuchen durch MIP-
2 oder KC hochreguliert. Obwohl die Stimulanzien speziesibergreifend angewendet werden
kbnnen, ist ein Wirkungsdefizit der Substanzen bei humanen Zellen als Ursache des

ausgebliebenen Effekts nicht auszuschlieZen.
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4.4 Stimulation von humanen pulmonalen Epithelzellen

Da zur transendothelialen Migration weitaus mehr Daten vorliegen, als zur Migration
Uber die epitheliale Barriere, wurden die beteiligten Komponenten der transepithelialen
Migration separat untersucht. Lungenepithelzellen selbst wurden einer Stimulation
unterzogen und auch die PMNs wurden auf den Einfluss der Wanderung durch einen
Epithelzelllayer in vitro untersucht.

Durch Stimulation mit TNFa regulierten die Epithelzellen gréf3tenteils ihre
Adhasionsmolekulexpression hoch. Das Stimulanz wurde gewahlt, da LPS in Vorversuchen
keinerlei Effekt auf die Expression zeigte. Dieser ausbleibende Effekt war insofern plausibel,
als dass LPS Uber den TLR-4 Rezeptor wirkt, der vor allem auf Makrophagen bzw.
Monozyten und nicht auf Epithelzellen exprimiert wird (Lu et al., 2008). Es konnte somit
belegt werden, dass die Epithelzellen auf das TNFa und nicht auf das LPS selbst reagieren
respektive dass die Produktion des Chemokins durch anwesende Immunzellen von Noéten
ist, um eine Aktivierung des Epithels in der Inflammation hervorzurufen. Diese Aktivierung
konnten wir anhand der Hochregulation der Adh&asionsmolekiile zeigen.

4.5 Migration von PMNs in vitro: Transmigrationsversuch mit humanen

pulmonalen Epithelzellen (H441) und humanem Vollblut

Zumeist werden die PMNs vor Versuchsdurchfiihrung einem Isolationsprozess aus
dem Blut zu unterzogen und die Zellen in isotonischer Losung zu resuspendiert (Edens et al.,
2002, Brazil et al., 2010). Um die Einflussfaktoren der anderen Blutkomponenten nicht
auszuschlieen und eine vorzeitige Aktivierung der PMNs durch den Isolationsprozess zu
umgehen, gaben wir anstelle isolierter PMNs Vollblut auf die Transwells.

Die einzelnen Komponenten des Versuchsaufbaus bargen Einschrankungen in der
Abbildung der Verhdltnisse des lebenden Organismus. So treffen PMNs in der Lunge nach
ihrem Aufenthalt in der Blutbahn normalerweise zunéchst auf Endothel und EZM, in unserem
Modell bestand der Kontakt direkt zwischen Blut und Epithel. In der Lunge selbst grenzen die
Pneumozyten im lebenden Organismus apikal an Luft, in unserem Modell befand sich an
dieser Stelle das fliissige Stimulanz. Die Umsetzung dieses Einflussfaktors in ein vitro Modell
wird derzeit vielversprechend erforscht (Chu et al., 2017, Yonker et al., 2017).

Trotz der eingeschrankten Vergleichbarkeit mit den Migrationsschritten in vivo, konnten
teils ahnliche Verlaufe der Expression beobachtet werden. So zeigte CD162 in vitro wie in
vivo eine sukzessive Expressionsabnahme. Die CD44 Expression auf den PMNs stieg

sowohl in den murinen Kompartimenten, als auch in den Transwell-Kompartimenten. CD11b
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und CD54 wurden in vivo im Interstitium maximal exprimiert, die PMNs in vitro verzeichneten
hierzu passend im Epithelzelllayer die hochste Expression.

Die PMNs zeigten in vitro wie in vivo Veranderungen der Expression abhéngig vom
Migrationsstadium. Der Einfluss der Migration speziell durch die epitheliale Barriere wird
durch die Transwell-Ergebnisse verdeutlicht. Gleichzeitig weisen diese Beobachtungen auf
eine Ubertragbarkeit der murinen Ergebnisse auf den menschlichen Organismus hin. Die
Hypothese, dass auch die humanen PMN auf dem Weg in die Alveole ihre

Adhéasionsmolekile verandern, wird hierdurch gestitzt.
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5 Zusammenfassung

Das ARDS ist trotz stetiger Optimierung der intensivmedizinischen Versorgung weltweit
nach wie vor mit einer hohen Letalitdt von bis zu 46% behaftet. Der Verlauf der akuten
pulmonalen Inflammation wird maRgeblich vom Ausmall der PMN-Infiltration mitbestimmt.
Die neutrophilen Granulozyten migrieren dabei mittels Adhasionsmolekilen durch unter-
schiedliche Lungenkompartimente: Aus dem Intravasalraum heften sie sich zunachst an das
Endothel und durchwandern dieses. AnschlieRend gelangen die Neutrophilen durch das
Interstitium und das Pulmonalepithel in die Alveole. Bisherige Kenntnisse zur Funktion
einzelner Molekdle in der Lunge beziehen sich vor allem auf die transendotheliale Migration
oder die Zellen in der Bronchiallavage als Endpunkt der Migration, lassen also keine
durchgehende Verfolgung des Expressionsverlaufs zu.

Zielsetzung dieser Arbeit war deshalb die differenzierte Untersuchung und Darstellung
der Adhéasionsmolekile auf den neutrophilen Granulozyten im Rahmen der vollstandigen
Durchwanderung der Lunge. Hierfir wurde bei M&usen durch LPS-Inhalation eine
Inflammation induziert. Mittels spezifischer Markierung in der Durchflusszytometrie konnte
anschliel3end die Adhéasionsmolekilexpression von PMN-Populationen aus insgesamt vier
verschiedenen Migrationsstadien erfasst werden: den intravasalen PMNs, endothelial
adharenten PMNSs, interstitiellen PMNs und intraalveolaren PMNs. Erganzend wurden in vitro
verschiedene Untersuchungen zur inflammatorischen und migratorischen Bedeutung der
Adhasionsmolekiile auf humanen Zellen durchgeftihrt.

Es zeigten sich abhéngig von Migrationsstadium und Molekll sehr variable Verlaufe
der Expression auf den Neutrophilen, was einen unterschiedlichen Impact der einzelnen
Molektle fur die jeweiligen Migrationsschritte nahelegt. Wahrend die Expressionen der
Integrine CD11a und CD29 sowie die Expression des Selektin-Liganden CD162 und von
PECAM-1 bzw. CD31 auf ihrem Weg in die Alveole abnahmen und demensprechend ihr
Einfluss auf die PMN-Migration, steigerte sich die Expression von CD44 und CD172a.
Letztere Adhasionsmolekiile tragen vermutlich zur transepithelialen Migration und méglichen
postmigratorischen Prozessen wie dem Patrouillieren am apikalen Alveolarepithel bei. CD47,
CD54 und der leukozytare Aktivierungsmarker CD11b waren im Interstitium maximal
exprimiert, was fur eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit Komponenten der
Extrazellularmatrix und/oder bei der epithelialen basolateralen Adhé&sion spricht. In vitro
konnten die inflammatorische Bedeutung sowie migrationsbedingte Veranderungen der
Molekulexpression auf humanen PMNs bestétigt werden.

Die Daten dieser Arbeit zeigen erstmals die Adhasionsmolekilexpression der PMNs

abhangig von ihrem Migrationsstadium und liefern so den molekularen Hintergrund fir das
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ganzheitliche Verstandnis der PMN-Migration respektive die Basis flur die Entwicklung und

Verbesserung therapeutischer Strategien.
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