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Kapitel 1
Zusammenfassung

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) sind wichtige Protagonisten
der angeborenen Immunantwort mit der Fahigkeit zur Migration und Extrava-
sation - einer notwendigen Voraussetzung zur Pathogenabwehr. Anhaltende oder
dysregulierte Migration der Granulozyten jedoch triagt zur Entwicklung vaskulér-
inflammatorischer Prozesse bei und ist somit kausal verkniipft unter anderem mit
der Pathophysiologie der koronaren Herzkrankheit, der Herzinsuffizienz und von
Reperfusionsschédden nach Ischdamie. Die Migration der Granulozyten ist bisher eta-
bliert als eine durch Chemotaxine induzierte, komplexe, energieabhéngige Kaskade
aus endothelialem Rollen, Adhésion, Aktivierung, Diapedese und chemotaktischer
Motilitat.

Die Aktivierung der PMN geht einher mit der Sezernierung der leukozytéren
Peroxidase Myeloperoxidase (MPO), welche aufgrund der Generierung mikrobi-
zider Spezies primér als granulozytirer Effektor der Pathogenabwehr betrachtet
wurde. In jiingerer Zeit riickten zunehmend auch pro-inflammatorische Eigenschaf-
ten des Enzyms in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses:

So bindet MPO mit hoher Affinitdt an die Gefawand und akkumuliert im
subendothelialen Raum, wo das Enzym katalytisch aktiv verbleibt. Ferner bindet
MPO an die Oberflache der PMN selbst, was zu deren Aktivierung fithrt. Entspre-
chend entstand die Hypothese, dass MPO die Migration neutrophiler Granulozyten
modulieren konnte.

In-vitro-Studien brachten durch MPO induzierte, stark gerichtete Chemotaxis
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der PMN hervor, welche von der katalytischen Aktivitit des Enzyms losgelost war.
Dieses Phdnomen war unabhéingig von intrazellulairen Signalkaskaden, zytoskel-
letdren Rearrangements sowie jeglicher energieabhingiger Vorgéinge. Es unterlag
vielmehr elektrostatischer Interaktion zwischen der kationischen MPO und der
anionischen Granulozyten-Oberfldche in Abhéangigkeit des Integrins CD11b.

Hepatische Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion im Mausmodell brach-
te signifikant stéarkere Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der Leber der
Wildtyp-Maus als in der MPO-defizienten Maus hervor. Die intraportale Injektion
von MPO provozierte in der Wildtyp-Maus deutliche hepatische Granulozyten-
Infiltration, die in der CD11b-defizienten Maus ausblieb.

Diese Daten identifizieren eine bisher nicht gekannte, chemoattraktive Eigen-
schaft der MPO und zeigen gleichzeitig einen neuen Mechanismus granulozytérer
Motilitat auf.

Damit wird die Bedeutung der MPO fiir vaskuldr inflammatorische Prozesse
mafigeblich erweitert, wirkt das vaskuldr akkumulierte Enzym doch nicht nur durch
katalytische Mechanismen, sondern provoziert durch Attraktion der Granulozyten,
die ihrerseits zytotoxische Mediatoren hervorbringen, noch eine Potenzierung sei-

ner pro-inflammatorischen Eigenschaften.

Summary

Migration of polymorphonuclear neutrophils (PMN) is a key mechanism of innate
immunity and plays an important role in host defense. It is accepted that migra-
tion of PMN is a principal prerequisite of vascular-inflammatory processes and
is causally linked to a broad range of disease including coronary artery disease,
ischemia/reperfusion injury and heart failure.

So far, PMN migration is primarily viewed to be a chemokine-induced cascade
of neutrophil rolling, adhesion, spreading, diapedesis and chemotactic agitation.

PMN activation implies the sequestration of myeloperoxidase (MPO), a heme
protein catalyzing the generation of microbicidal species. Having long been regar-
ded as a central protagonist in host defense, the enzyme’s proinflammatory rather
than its microbicidal properties attract increasing attention.

Given that MPO avidly binds to the vessel wall on the one hand and binds to
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the neutrophil surface on the other, it was hypothesized that MPO is also capable
of modulating neutrophil migration.

The investigation of neutrophil chemotaxis in-vitro revealed MPO-induced and
highly directed PMN-motility, which proved to be independent of the enzyme’s ca-
talytic activity and irrespective of intracellular, energy-consuming signaling casca-
des. In fact, MPO-mediated motility appeared to reflect electrostatic interactions
between the cationic MPO and the anionic neutrophil surface with contribution of
the neutrophil integrin CD11b.

A mouse model of hepatic ischemia with subsequent reperfusion revealed si-
gnificantly enhanced neutrophil accumulation in liver tissue of wildtype-mice in
comparison to MPO-deficient mice. Furthermore, intraportal injection of MPO in-
duced profoundly increased hepatic neutrophil infiltration in wildtype-mice, whe-
reas CD11b-deficient mice exhibited no effect of MPO.

These data not only disclose a so far unrecognized, chemoattractive property
of MPO, but also depict a so far undescribed mechanism of neutrophil motility.

Thus, the attraction of neutrophils to the vessel wall extents the impact of
MPO on vascular inflammation and further extents the enzyme’s proinflammatory

properties.
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Einleitung

2.1 Einfiihrung

Das komplexe und dynamische System der Blutgefdfie dient der Regulation der
Homoostase des Organismus. Das Herz-Kreislauf-System wurde erstmals beschrie-
ben im Jahr 1628 von dem englischen Arzt William Harvey und ist seitdem standiger
Fokus wissenschaftlicher Forschung. Storungen der Gefafunktion sind assoziiert
mit zahlreichen Krankheitsbildern - darunter bilden kardiovaskuldre Erkrankungen
den Grofiteil. Nach Berechnungen des Centers for Disease Control and Prevention,
CDC, versterben beispielsweise an der koronaren Herzkrankheit (KHK) jedes Jahr
7 Millionen Menschen.

Vielfach beteiligt an der Entwicklung kardiovaskulédrer Erkrankungen sind athe-
rosklerotische Prozesse, welche ischdmische und thromboembolische Komplikatio-
nen verursachen konnen.

Die zugrunde liegende Pathophysiologie ist trotz intensiver Forschung noch
nicht ausreichend verstanden. Immer mehr Beachtung erlangen entziindliche Vor-
ginge, die sowohl die strukturelle als auch humorale Integritét der Gefafiwand be-
einflussen. Die Aufkldrung der vaskuldr-inflammatorischen Mechanismen und ihrer
Ursachen ist von groler Bedeutung fiir die Entwicklung therapeutischer Strategien

in diesem Bereich.
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2.2 Das Endothel

Fiir das Versténdnis vaskuldrer Erkrankungen ist es notwendig, die Anatomie und

Physiologie des Gefifles und speziell des Endothels zu erfassen:

2.2.1 Aufbau des Blutgefifles

Das vaskulédre System zeigt je nach Zugehorigkeit zum Hochdrucksystem, Nieder-
drucksystem oder zur Mikrozirkulation Variationen in Funktion und Anatomie.
Grundsétzlich aber liegt anatomisch ein dreischichtiger Aufbau zugrunde. Die in-
nere Schicht, die Tunica intima, besteht aus einem einschichtigen Endothel mit auf-
liegender Basalmembran, Lamina propria und der fenestrierten Membrana elastica
interna. Lamina propria und Elastica interna werden grofiteilig aus Bindegewebe,
welches von extrazelluldren Matrixproteinen (ECM) wie Kollagen und Fibronek-
tin durchsetzt ist, gebildet. Die zweite Schicht, die Tunica media, gliedert sich in
eine vielschichtige Zone glatter Muskelzellen und die Membrana elastica externa.

Die Muskelzellschicht, die die Gefaiweite reguliert, ist wiederum mit Kollagen und

Vasa vasorum

Tunica
adventitia
Elastica B
externa .
. Tunica
Glatte di
Muskelzellen | Media
Elastica interna
Lamina propri Tunica
amina propria intima
membran
Endothel |

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines BlutgefidBes. Modi-
fiziert nach McGraw-Hill Companies / Rutgers, The State University of New Jersey.

Elastin durchsetzt. Auch die Tunica adventitia oder Externa besteht aus Binde-

gewebe, hauptsichlich aus Kollagen, und verbindet das Gefaf§ mit umliegendem
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Gewebe. In dieser Schicht verlaufen Nerven und bei grofleren Gefdaflen die Vasa
vasorum, die das Geféafl selbst versorgen. Die Kapillaren der Mikrozirkulation sind
fast ausschliefllich auf ein Endothel, welches der Basalmembran aufsitzt, die von

Pericyten umkleidet wird, beschrénkt.

2.2.2 Merkmale des Endothels

Das Endothel wird von lediglich einer Zellschicht gebildet, die je nach Lokalisation
kontinuierlich, fenestriert oder diskontinuierlich aufgebaut sein kann. Ein kontinu-
ierliches Endothel ldsst eine selektive Molekiilpassage zu, wihrend ein fenestriertes
auch fiir groflere Molekiile durchléssig ist und ein diskontinuierliches Endothel so-
gar die Passage von Zellen erlaubt [136].

Auf der luminalen Seite prasentiert die Endothelzelle konstitutiv oder fakulta-
tiv zahlreiche verschiedene Oberflichenmolekiile, von denen hier nur einige erwahnt
werden sollen. Eine grofie Gruppe dieser Molekiile wird reprasentiert durch G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), die nach Aktivierung bestimmte intra-
zelluldre Signalkaskaden initiieren. Hierzu gehoren Mechanorezeptoren, die die
Scherspannung im Gefaf registrieren und Rezeptoren fiir Signalmolekiile wie Wachs-
tumsfaktoren und Zytokine. Eine weitere wichtige Gruppe bilden die Adhésions-
molekiile. Dazu gehéren die P- und E-Selektine, die Ca*"-abhiingig Zell/Zell-
Adhésionen vermitteln konnen. Weiterhin kann die Adhésion Ca?t-unabhingig
von Proteinen der Immunglobulin-Superfamilie kommuniziert werden. Hierzu ge-
horen das interzelluldre Adhésionsmolekiil-1 (ICAM-1), das vaskuldre Adhésions-
molekiil (VCAM) und das Thrombozyten/Endothelzell-Adhésionsmolekiil-1
(PECAM-1). Auflerdem tragen die Endothelzellen, wie zahlreiche andere eukaryo-
tische und prokaryotische Zellen auch, eine Glykokalix bestehend aus kovalent an

Membranproteine und Membranlipide gebundenen Polysacchariden [136, 1, 117].

2.2.3 Funktion des Endothels

Schon die komplexe Ausstattung der Endothelzelle ldsst erahnen, dass ihr zahlrei-
che Funktionen zukommen. So hat das Endothel zunichst eine Barrierefunktion
und kontrolliert sowohl Stoff- als auch Zellaustausch. Weiterhin vermitteln die

Endothelzellen die Ausbildung neuer Geféfle, die so genannte Angiogenese. Durch

6
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Produktion und Expression spezieller Mediatoren und Oberflachenmolekiile ist das
Endothel auflerdem an der Modulation der Blutgerinnung beteiligt.

Eine weitere, zentrale Aufgabe ist die Regulation des Geféafitonus durch Pro-
duktion der Vasokonstriktoren Angiotensin II und Endothelin und der Dilatato-
ren Prostacyclin und Stickstoffmonoxid (NO') [136]. Dabei ist NO" ein Mediator,
dem hier besondere Beachtung zukommen soll. Die intrazellulare NO-Synthase,
die durch Stimulation durch u.a. Acetylcholin, Serotonin, oder iiber Mechanore-
zeptoren aktiviert wird, katalysiert die Desaminierung von Arginin und dadurch
die Freisetzung von NO'. Stickstoffmonoxid ist ein bioaktives Radikal mit einer
Halbwertszeit von etwa 5-20 Sekunden und ist aufgrund seiner Lipophilie zur Dif-
fusion durch Zellmembranen befihigt. Es besitzt eine hohe Affinitdt zu Eisen und
bindet an die Him-Gruppe von Enzymen, z.B. der Guanylatzyklase, was zu deren
Aktivierung fiithrt. Diffundiert NO" aus der Endothelzelle durch den subendothe-
lialen Bereich bis in die glatte Muskelzelle, wird hier die Guanylatzyklase aktiviert,
die die Produktion des Messenger-Molekiils cyklisches GMP (cGMP) katalysiert.
Dieses veranlasst iiber die Aktivierung der Proteinkinase-I die Relaxation des glat-
ten Gefafmuskels und damit die Dilatation des Gefafies [66, 120]. Neben diesem
Mechanismus besitzt NO' bakterizide Eigenschaften, es wirkt inhibitorisch auf die
Aggregation von Thrombozyten und die Proliferation glatter Muskelzellen und auf
die Expression endothelialer Adhésionsmolekiile [120, 83]. Somit ist NO' insgesamt
als anti-inflammatorischer Mediator zu betrachten.

Damit ist eine weitere wichtige Funktion des Endothels aufgefiihrt, ndmlich die
Modulation inflammatorischer Prozesse. Die Endothelzelle kann nicht nur durch
Generierung von NO', sondern auch durch Produktion pro- und anti-inflamma-
torischer Zytokine und durch Expression von Adhésionsmolekiilen das Verhalten
benachbarter Zellen, Thrombozyten oder Leukozyten im Entziindungsverlauf steu-

ern.

2.3 Wesentliche Mediatoren der Entziindung

Die Entziindung ist definiert als komplexe Reaktion auf eine durch endogene oder
exogene Noxen hervorgerufene Gewebeschidigung mit dem Ziel, das schiadigende

Agens zu eliminieren oder in der Wirkung zu begrenzen. Die klassischen Kardi-

7
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nalsymptome dieser Reaktion sind Rétung, Schwellung, Uberwéirmung, Schmerz
und gestorte Funktion des Gewebes. Diese Symptome werden prinzipiell durch
Infiltration der betroffenen Region von Plasma und Leukozyten verursacht.

Exogene Initiatoren dieser Mechanismen kénnen Viren, Bakterien, Fremdpar-
tikel, Allergene und toxische Substanzen sein [105]. Diese provozieren im Ge-
webe residente Makrophagen und Mastzellen zur Produktion inflammatorischer
Mediatoren. Endogene Initiatoren werden produziert von geschédigtem oder auf
andere Weise dysreguliertem Gewebe. Dieses geht mit der Dekompartimentali-
sierung der Zellen und der Freisetzung intrazelluldrer Bestandteile nekrotischer
Zellen einher. Ein weiterer zentraler Moment ist die Verletzung des Endothels, die
den Kontakt plasmatischer Bestandteile mit subendothelialer Matrix erlaubt. Ei-
ne Schliisselrolle nimmt hierbei der Hagemannfaktor (Faktor XII) ein, der durch
Interaktion mit Kollagenen aktiviert wird und konsekutiv proteolytische Kaskaden
initiiert [102].

Diese genannten initiativen Mechanismen stoflen die Produktion pro-inflamma-
torischer Mediatoren an. Dazu gehoren vasoaktive Amine wie Histamin und Sero-
tonin, vasoaktive Peptide wie Bradykinin, Komplementfaktoren, Lipidderivate wie
Leukotriene, Zytokine, Chemokine und proteolytische Enzyme [105]. Diese Me-
diatoren wirken auf Gefifiwand, Leukozyten und Thrombozyten und veranlassen
vermehrte Permeabilitdt des Endothels, Expression von Adhésionsmolekiilen wie
ICAM-1 und CD11b-Integrinen und die Aktivierung und gegebenenfalls Attrakti-
on der Zellen. Die betroffenen Zellen produzieren ihrerseits pro-inflammatorische
Zytokine und Chemokine. Auflerdem kommt es zur Expression der induzierba-
ren NO-Synthase (iNOS). Stickstoffmonoxid, Bradykinin und Histamin bewirken
ausgepragte Vasodilatation, die, synergistisch mit steigender Viskositét des Blutes
durch Gerinnung und Exsudation, zur Verlangsamung des Blutstromes fiihrt. Dies
verursacht eine hydrodynamisch vermittelte Margination der zelluldren Fraktio-
nen des Blutes an das Endothel und begiinstigt die Extravasation von Granulo-
zyten und Monozyten. Im Gewebe nehmen Granulozyten und Makrophagen dann
Bakterien, Zelltriimmer oder Fremdpartikel auf, bauen sie ab und setzen proteo-
lytische Enzyme und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei, welche zytotoxisch auf
potentielle Pathogene wirken, aber auch eigene Zellen des Organismus schadigen

konnen. Besonders Makrophagen setzten dabei die zentralen Zytokine Interleukin-1
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(IL-1) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) frei, die u.a. den Transkriptionsfak-
tor NF-kB aktivieren, der wiederum die Genregulation pro-inflammatorisch beein-
flusst.

Eine erfolgreiche Entziindungsreaktion endet mit einer Makrophagen-vermit-

telten Reparaturphase [105].

2.4 Der Neutrophile Granulozyt

Zentrale Protagonisten des Entziindungsgeschehens sind die neutrophilen Gra-
nulozyten. Sie gehdren zur Population der Leukozyten, die nach ihrem lichtmi-
kroskopischen Erscheinungsbild in die drei Gruppen Lymphozyten, Monozyten
und Granulozyten eingeteilt wurde. Granuloyzten enthalten zahlreiche Lysoso-
men und Sekretionsvesikel (Granula) und werden anhand dessen Morphologie und
Anfarbeeigenschaft weiter eingeteilt in eosinophile, basophile und neutrophile Gra-
nulozyten. Die neutrophilen Granulozyten werden aufgrund ihres segmentférmigen
Kerns als polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) bezeichnet. Der An-
teil der PMN an gesamten Leukozyten betriagt 50-65%.

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines neutrophilen Granu-
lozyten. pg=azurophile Granula, sg=spezifische Granula, N=Nukleus, ce=Centriole,
m=Mitochondrium. Aus Witko-Sarsat et al., Lab Invest 2000.
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Die Aufgabe dieser Zellspezies ist die unspezifische Elimination von Pathoge-
nen, Fremdpartikeln und Gewebetriimmern, wodurch sie ein zentraler Effektor der
angeborenen Immunantwort ist. Die PMN sind die ersten Immunzellen, die betrof-
fene Regionen infiltrieren [131]. Um dies zu gewéhrleisten, sind sie von komplexer
Anatomie und Physiologie. Sie sind befihigt, die Zirkulation zu verlassen und sich
extraluminal zur entsprechenden Noxe zu bewegen, um diese zu phagozytieren
oder durch Sekretion mikrobizider Bestandteile zu bekdmpfen. Die Zelle bedient
sich zweier mikrobizider Strategien: einer oxidativen und einer nicht-oxidativen
[52, 50]. Das oxidative System katalysiert die Generation toxischer Oxidantien un-
ter Konsum molekularen Sauerstoffs (ozidativer Burst), der nach membranérer
Rekrutierung und Aktivierung der NADPH-Oxidase zum Superoxidradikalanion
(O37) reduziert wird. Aus diesem gehen konsekutiv weitere reaktive Sauerstoffs-
pezies (ROS), vor allem durch spontane Dismutation Wasserstoffperoxid (H5O,),
hervor. Wasserstoffperoxid dient dem granulozytdren Enzym Myeloperoxidase zur
Generierung der zytotoxischen hypochlorigen Séure (HOCI). Zusétzlich bringen
die Xanthin-Oxidase, die Atmungskette in Mitochondrien oder eine entkoppelte
NO-Synthase ROS hervor [22]. Zu dem nicht-oxidativen System gehoren eine Rei-
he mikrobizider Peptide und Proteasen wie Gelatinasen, Elastase und Cathepsin
G. Die Proteine werden im Granulozyten in verschiedenen Granula, in spezifischen,
tertidren oder auch Gelatinase-Granula, azurophilen Granula und sekretorischen
Vesikeln, gespeichert [148].

Um sich der passiven Zirkulation zu entziehen und mit der Gefalwand zu intera-
gieren, prasentieren PMN verschiedene Adhésionsmolekiile und Rezeptoren auf ih-
rer Oberfliche. Dazu gehoren zum einen die Selektine, transmembranére Glykopro-
teine, von denen P-Selektin und vor allem I-Selektin von Granulozyten exprimiert
wird. Gleichzeitig ist der Selektin-Rezeptor PSGL1 (P-selectin-glycoprotein-ligand-
1) konstitutiv auf der Zelloberfliche vorhanden. Des Weiteren stellen Integrine
eine wichtige Gruppe der leukozytaren Adhésionsmolekiile dar, von denen meh-
rere verschiedene Familien existieren. Eine davon, die CD18-Integrine, beschreibt
leukozytenspezifische, heterodimere, transmembranére Glykoproteine mit einer a-
Untereinheit (CD11) und einer B-Untereinheit (CD18). Es sind verschiedene a-
Untereinheiten bekannt, sodass sich wiederum mehrere Mitglieder dieser Familie
ergeben: CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (Mac-1), CD11¢/CD18 (p150,95)
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und CD11d/CD18, von denen CD11a/CD18 und CD11b/CD18 die neutrophi-
len Hauptintegrine darstellen. Wahrend CD11a/CD18 vorwiegend mit dem endo-
thelialen Adhésionsmolekiil ICAM-1 interagiert, hat CD11b/CD18 neben ICAM-
1 noch eine Vielzahl weiterer Liganden, darunter verschiedene Matrix-Proteine
(Fibronektin, Fibrinogen oder Kollagen), Komplementfaktoren (C3bi), den Ge-
rinnungsfaktor X und die neutrophilen Proteine Elastase und Myeloperoxidase
(30, 56, 108].

Die Fihigkeit der Integrine, ihre Liganden zu binden, hangt vom Aktivierungs-
zustand der Granulozyten ab. Im passiven Zustand der Zelle befinden sich die
Integrine in einem , low-affinity-state“ mit niedriger Ligandenaffinitdt. Durch Sti-
mulation der Zellen durch inflammatorische Mediatoren veréndert sich die Kon-
formation und es kommt zur Cluster-Bildung der CD18-Integrine, einem , high-
affinity-state mit erhohter Bindungsfahigkeit (Inside-Out-Signaling). AuBerdem
folgen bei den CD11b/CD18-Integrinen der Ligandenbindung eine Reihe intra-
zelluldrer Signalkaskaden (Qutside-In-Signaling), die den Aktivierungszustand der
Leukozyten weiter erhdhen.

Neben den Integrinen sind zahlreiche weitere Rezeptoren fiir die Initiierung
intrazelluldren Signalings verantwortlich: Toll-like Rezeptoren vermitteln die zel-
luldre Reaktion auf bakterielle und Hefezellbestandteile und G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCRs) kommunizieren die Antwort auf Zytokine und Chemokine
[148].

Ist ein bestimmtes Reizmuster vorhanden, provoziert dies den Granulozyten
zur Phagozytose des Pathogens. Es bildet sich ein Phagosom aus, in das die
Inhalte der Granula und die Produkte des ozidativen Bursts sezerniert werden.
Da parallel hierzu als auch Phagozytose-unabhéngig die Sequestration dieser Be-
standteile in den extrazelluliren Raum stattfindet, konfrontiert der Granulozyt
seine Umgebung mit zytotoxischen Substanzen, die bei unzureichendem Schutz
durch u.a. Antioxidantien Schéden an korpereigenen Strukturen erzeugen kénnen
[131, 114]. AuBerdem produziert der Granulozyt pro-inflammatorische Zytokine,
vor allem Leukotrien-By (LTBy4) und den Platelet-activating-factor (PAF) [74]. Die-
se gegensitzlichen Mechanismen der potenten Pathogenabwehr und gleichzeitigen
Konfrontation des Wirts mit zytotoxischen und pro-inflammatorischen Molekiilen

verleihen dem neutrophilen Granulozyten einen bivalenten Charakter, welcher die
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Wichtigkeit seiner Erforschung besonders unterstreicht.

2.5 Migration neutrophiler Granulozyten

Die Notwendigkeit, die Zirkulation zu verlassen, um Fremdorganismen oder Zellde-
tritus aufzusuchen, erfordert von den neutrophilen Granulozyten die Fahigkeit zur
schnellen und gerichteten Fortbewegung. Der gesamte Prozess, angefangen von der
Margination an die Gefafiwand bis zum Erreichen der Zielregion wird als Migration
umschrieben, ein Ablauf, der sich aus diversen einzelnen Prozessen zusammensetzt
[94]. Sie beinhalten Adhésion, Aktivierung, Transmigration und Chemotaxis der
PMN und unterliegen der Kontrolle komplexer, intrazelluldrer Signalkaskaden.

Die prinzipiellen Stimuli der Granulozyten zur Migration sind inflammatori-
sche Mediatoren, die als Chemotazrine bezeichnet werden, darunter Komplement-
Faktoren, Leukotriene, N-formylierte Peptide und Chemokine. Chemokine sind ei-
ne Gruppe kleiner Proteine (75-125 Aminosduren) mit konservierter Tertidrstruktur
und definiert angeordneten Cysteinresten, die Leukoyzten zu einer gerichteten Be-
wegung provozieren. Besonders relevant fiir neutrophile Granulozyten ist die Fa-
milie der CXC-Chemokine wie IL-8. Chemotaxine vermitteln ihre Wirkung auf
Leukozyten iiber GPCRs.

2.5.1 Extravasation

Der erste Schritt der leukozytéaren Migration ist die Margination an die Gefaflwand,
dessen Mechanismus im Verlauf der Entziindung zuvor bereits beschrieben wurde
(siehe 2.3). Der konsekutive Schritt ist das so genannte Rollen der Granulozyten,
welches durch Selektine (siehe 2.4) vermittelt wird. Die granulozytéren P- und L-
Selektine und die endothelialen P- und E-Selektine interagieren mit ihren entspre-
chenden Rezeptoren, was nicht in einer festen Bindung resultiert, sondern vielmehr
in einem durch Scherstress vorangetriebenen Entlangrollen auf dem Endothel. Dies
gewihrleistet den Kontakt des Leukozyten mit Zytokinen und Chemokinen, die, ge-
bunden an Polysaccharidreste der endothelialen Glykokalix, den PMN présentiert
werden. Durch diesen Stimulus wird die Oberflichenexpression und Aktivierung
der CD11a- und CD11b-Integrine provoziert, die dann mit ICAM-1 und VCAM-1
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der Endothelzellen interagieren und zu fester Bindung der PMN fiihren [109].
Selten passieren die Zellen dann sofort die endotheliale Barriere, sondern wan-
dern vielmehr auf dem Endothel entlang bis zu einer fiir die Diapedese geeigneten
Stelle [94]. Diese Fortbewegung wird ebenfalls durch Integrine vermittelt, indem
durch ihre Deaktivierung Bindungen gelost werden und an anderer Stelle Integrine

fiir neue Bindungen aktiviert werden [4].

CD18-Integrine/ |

ICAM-1
Selektin- ICAM-1
Selekiine| | Signaling| [Chemokine | [ Kinasen | [cD11bcAM-1]| [PECAM-1]  |PECAM-1
| Aktivierung— ‘ ‘
Margination Parazellulére und transzellulare
\ Adhasion/ I'I'ransmiqration ,
angsames Adhasion . ; Parazellular
Rollen | Aktivierung Kriechen P~

Rollen
Transzellular
™

Endothelzellen Basalmembran

Abbildung 3: Schematische Darstellung der migratorischen Kaskade eines neu-
trophilen Granulozyten und der an den einzelnen Phasen beteiligten Media-
toren. Modifiziert nach Ley et al., Nat Immun 2007.

Zur Diapedese kann sich der Granulozyt einer parazelluldren oder einer trans-
zellularen Route bedienen. Der parazellulire Weg geht einher mit der voriiber-
gehenden Trennung inter-endothelialer Kontakte. Es wird angenommen, dass die
CD11b-ICAM-1-Interaktion die Endothelzelle stimuliert, diese vor allem durch VE-
Cadherine gebildeten Kontakte zu losen und Rezeptoren fiir den Granulozyten,
diesmal vor allem PECAM-1, vermehrt in den Bereich der Zellzwischenrdume zu
rekrutieren. Dadurch wird ein adhésiver, haptotaktischer Gradient erzeugt, der
die PMN durch die Zell-Junctions fithrt. Fiir den transzelluliren Weg wird an-
genommen, dass die Endothelzelle ICAM-1 Molekiile in Bereichen akkumuliert,
die sehr reich an Caveolen, bestimmten Membraneinstiilpungen, sind. Die Zelle
kann diese Caveolen zu vesikulo-vakuoldren Organellen zusammenfassen und dem

Granulozyten so einen intrazelluldren Kanal bilden [94].

13



KAPITEL 2. EINLEITUNG

2.5.2 Chemotaxis

Im extraluminalen Raum wandern die Neutrophilen dann in Richtung der jeweili-
gen Noxe. Sie orientieren sich dabei an einem Konzentrationsgradienten von Che-
motaxinen, der durch interstitielle Diffusion dieser Molekiile entsteht und so den
Infektionsherd markiert. Die durch einen Gradienten einer diffusionsfdhigen Sub-
stanz gelenkte Bewegung einer Zelle wird als Chemotaxis bezeichnet. Die Granu-
lozyten sind in der Lage, einen Gradienten von < 1% pro Zelllinge zu detektieren
und zwischen End-target und intermedidren Chemotaxinen zu unterscheiden, um
definieren zu koénnen, wo sich der inflammatorische Ausloser befindet [61]. Zu den
End-target Chemotaxinen zéhlen N-formylierte Peptide und Komplementfaktoren,
wihrend z.B. Interleukin-8 (IL-8) und Leukotrien By (LTBy) zu den intermedidren
Stimuli gehoren.

Die extravasale Fortbewegung wird ermoglicht durch einen synchronisierten
Prozess zytoskelletdrer Rearrangements und Adhésion an die umgebende Matrix.
Dabei weist die sonst sphérische Zelle eine Polarisierung auf und bildet am vor-
deren Ende ein hervorstehendes Lamellipodium, wahrend das hintere Ende Uro-
podium genannt wird [107, 154]. Das Lamellipodium wird ausgebildet durch die
schnelle Formation von Aktin-Filamenten. Die Zelle rekrutiert sowohl vermehrt
Chemotaxin-Rezeptoren an diesen Pol, um die Sensitivitdt gegeniiber entspre-
chenden Gradienten zu erhohen, als auch Integrine, um die Stédrke der Bindung
zur Matrix zu vergroBern. Am Uropodium dagegen wird durch gegenteilige Me-
chanismen die Sensitivitdt und die Bindungsfestigkeit erniedrigt [154, 65]. Ins-
gesamt sind wahrend der Fortbewegung im Vergleich zur Adhésion nur wenige
Adhésionsmolekiile beteiligt. Eine komplexe Dynamik der Aktin-Filamente sorgt
fiir sukzessives Strecken und Kontrahieren des Zellkorpers, welches synergistisch
mit Loslosen und Neukniipfen der adhésiven Kontakte in einem , Kriechen“ der
Zelle auf dem umgebenden Substrat resultiert [4].

Die zytoskelletdre Dynamik ist damit unerlésslich fiir die Motilitdt des Granu-
lozyten. Das hierfiir wichtigste Strukturprotein Aktin ist im passiven Granulozyten
zu 70% in monomerer Form (G-Aktin) und zu 30% als Polymer (Filament-Aktin
oder F-Aktin) zu finden. Jedes Aktin-Filament besitzt ein Plus- und ein Minus-
Ende, an dem ATP-abhingig mit Beteiligung zahlreicher Begleitproteine Polyme-
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risation bzw. Depolymerisation stattfinden kann. Ein chemotaktischer Reiz provo-

ziert innerhalb weniger Sekunden eine Verdopplung des F-Aktin Gehalts [23, 26].

2.5.3 Signalkaskaden, die der Migration zugrunde liegen

Das vielschichtige Verhaltensmuster des migrierenden Granulozyten ist nur moéglich
durch ein fein gesteuertes System intrazellularer Signalkaskaden, die eine Liganden-
bindung der membranstdndigen Chemotaxinrezeptoren und Adhésionsmolekiile in
zelluldre Reaktionen iibersetzen. Dieses Netz von Signalkaskaden ist bisher noch
nicht vollstdndig entschliisselt. Insbesondere die Beteiligung der Integrine ist zwar
unumstritten, aber noch nicht verstanden. Man weif}, dass das Qutside-In-Signaling
der Integrine mit den Downstream-Signalkaskaden der GPCRs der Chemotaxine
kommuniziert [154, 73]. AuBerdem induziert der Chemokin-Kontakt ein Inside-
Out-Signaling und aktiviert die CD11b-Integrine [4]. Fiir die Kontrolle der Aktin-
Polymerisation sind einige zentrale intrazellulire Mediatoren etabliert: Die Sti-
mulation des GPCRs aktiviert die Phosphatidylinositol 3-kinase PI3K, welche die
Bildung des Signalmolekiils Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat (PIPj3) ka-
talysiert [95]. Dieses aktiviert direkt oder iiber den Guanosinnukleotid-Exchange-
Faktor Vav Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen, insbesondere Rac2 und
Cdc42, die eine zentrale Rolle in der Kaskade spielen [113]. Sie bilden einen Kom-
plex mit den Proteinen der Wiskott-Aldrich-Syndrome-Familie WAVE und WASp
und mit Arp2/3 und Profilin, die an Aktinfilamente binden und die Polymerisation
kontrollieren (Abb. 4) [154, 134].

Weiterhin beschrieben ist eine Beteiligung von Myosin/Aktin-abhéngigen Pro-
zessen, die wihrend der Fortbewegung eine Kontraktion am Uropodium und damit
das Loslosen des hinteren Pols von der Matrix ermdglichen [149]. Auch dieser Me-
chanismus scheint vermittelt durch Rho-GTPasen (Abb. 4).
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Abbildung 4: Intrazellulire Signalkaskade der leukozytiren Zytoskellet-
Dynamik. G;y/13-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Gi2/13PCR) und G;-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (G;PCR) steuern synergistisch mit CD11b-Integrinen F-Aktin-
Polymerisation und Aktin-Myosin vermittelte Kontraktion. Nach Zhelev et al., Ann
Biomed Eng 2002 und Xu et al., Cell 2003.

2.6 Pathophysiologische Bedeutung neutrophiler
Granulozyten fiir das kardiovaskulire Sys-

tem

Die h&ufigste Ursache vieler kardiovaskuldrer Erkrankungen wie der koronaren
Herzkrankheit (KHK) oder vieler Formen der Herzinsuffizienz ist die Atheroskle-
rose [b4]. Sie ist gekennzeichnet durch Akkumulation von Lipiden und fibrésen
Elementen in der Tunica intima der Arterienwand, die dort so genannte Athero-
me oder atherosklerotische Plaques ausbilden [97]. Proliferierende glatte Muskel-
zellen und Matrixproteine, vor allem Kollagene, bilden eine fibrése Kappe iiber
den Atheromen aus. Die wachsenden Plaques verursachen eine Verringerung des
Lumenquerschnitts des Getéles und bedingen damit sowohl Stérungen des lami-
naren Flussprofils, was zu Schéden des Endothels fithren kann, als auch Stérungen

der Organperfusion bis hin zu Myokardinfarkt oder Schlaganfall. Stabile Atherome
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verursachen héufig keinerlei Symptome und provozieren diese akuten ischdmischen
Ereignisse vielmehr durch thromboembolische Komplikationen, die aus der Erosion
oder Ruptur der fibrésen Kappe hervorgehen [28, 140].

Etablierte Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Atherosklerose sind vor al-
lem Hypercholesterindmie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Nikotina-
busus, wobei besonders die Lipide lange Zeit als eigentliche Verursacher prokla-
miert wurden. Heute ist dagegen die Beeintriachtigung der strukturellen und funk-
tionellen Integritit des Endothels, die so genannte endotheliale Dysfunktion, un-
bestritten als wichtiger Initiator der Atherosklerose akzeptiert [137]. Sie ist cha-
rakterisiert durch alterierte humorale Eigenschaften des Endothels und besonders
durch eine eingeschrénkte Bioverfiigbarkeit von NO™ [22].

Als zentrale Ursache der endothelialen Dysfunktion sind heute inflammatori-
sche Mechanismen etabliert [137].

Wiéhrend Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten fiir die Pathophysiolo-
gie der Atherosklerose lange akzeptiert sind, wurde den neutrophilen Granulozyten
zunéchst in Anbetracht ihres Fehlens in stabilen atherosklerotischen Plaques we-
nig Bedeutung zugesprochen. Es finden sich jedoch zunehmend Hinweise dafiir,
dass neutrophile Granuloyzten ganz wesentlich die Homéostase der Gefaiwand
alterieren und so als Effektoren des inflammatorischen Geschehens pathophysio-
logische Prozesse induzieren [74]. So sind besonders granulozytire Enzymsysteme
verantwortlich fiir die verminderte Bioverfiigharkeit von NO': Zum einen spielt die
Reaktion der beiden Radikale NO" und Superoxid (O3 ) zu Peroxynitrit (ONOO™)
eine zentrale Rolle in der Depletierung des NO'. Als Quelle des Superoxids dient
vor allem die NADPH-Oxidase der PMN und in untergeordneter Bedeutung die
endotheliale NADPH-Oxidase, die Xanthin-Oxidase, entkoppelte NO-Synthase,
Enzyme des Arachidonsiurestoffwechsels und die Atmungskette der Mitochondri-
en aktivierter Leukozyten und Endothelzellen [22] (siehe 2.4). Zum anderen wird
NO' Myeloperoxidase-vermittelt oxidiert (siche 2.7.1). Neben der enzymatischen
oder ROS-abhéngigen, oxidativen Degradierung von NO' resultiert seine verrin-
gerte Verfiigharkeit aus verminderter eNOS-Expression [146] oder einem Mangel
an eNOS-Substrat beziehungsweise ihrer Kofaktoren [119].

Die beeintréachtigte endotheliale Funktion, sowohl systemisch als auch insbe-

sondere in der koronaren Zirkulation, korreliert positiv mit systemisch-inflamma-
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torischen Markern wie CRP und IL-6 [40, 39, 41]. Sie ist nicht nur assoziiert mit
der KHK, sondern auch ein pradiktiver Marker dafiir [62].

Inflammatorische Mechanismen provozieren des Weiteren nicht nur die Initia-
tion, sondern auch die Progression atherosklerotischer Prozesse, indem sie die Ero-
sion und Ruptur der Atherome veranlassen [140]. In instabilen Plaques sind im
Gegensatz zu stabilen nicht nur Lymphozyten und Makrophagen, sondern beson-
ders auch neutrophile Granulozyten zu finden. Durch Sekretion von ROS und pro-
teolytischen Enzymen und durch die Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen
tragen sie mafigeblich zur Destruktion der stabilisierenden Matrixproteine bei
[96, 47, 110].

Der Anstofl der entziindlichen Ereignisse in der Gefdwand ist bisher noch un-
geniigend verstanden. Es werden hierfiir oxidierte Lipoproteine postuliert, als auch
beispielsweise Urat- und Pyrophosphatkristalle [123]. Die relevanten Mechanismen
differieren von klassischen Entziindungsprozessen, die eine definierte Noxe wie Pa-
thogene oder Verletzungen implizieren (siehe 2.3). Fiir die chronische Inflammation
der Gefafle, die in der Regel nicht aus einer akuten Entziindung hervorgeht, wur-
de der Begriff der ,Para-Inflammation“ geprédgt [105]. Sie ist im Gegensatz zur
akuten Inflammation niedrig-gradig und als Noxen werden unspezifizierend ,,Dys-
regulation“ und ,, Malfunktion “ des Gewebes genannt, die zu einer homdéostatischen
Imbalance fiihren.

Doch auch akute vaskulédr-pathophysiologische Geschehen unterliegen dem Ein-
fluss der Inflammation und der neutrophilen Granulozyten. PMN scheinen direkt
beteiligt am Auftreten akuter koronarer Ereignisse [110]. So korrelieren die Zahlen
zirkulierender Leukozyten mit dem Risiko des Myokardinfarktes [46, 82]. Weiter-
hin wurde in Patienten mit akutem Koronarsyndrom eine ausgepragte Aktivierung
der Granulozyten in den Koronararterien beobachtet [21].

Des Weiteren leisten inflammatorische Prozesse und insbesondere neutrophile
Granulozyten einen mafigeblichen Beitrag zum Reperfusionsschaden nach Ischamie.
Die Reperfusion nach eingeschriankter oder fehlender Blutzufuhr, z.B. nach Myo-
kardinfarkt, ist zwar zur Erhaltung des Gewebes unbedingt notwendig, initiiert
aber eine inflammatorische Kaskade, die das betroffene Areal schidigt (Reperfu-
sionsschaden). Einwandernde Granulozyten tragen durch Sekretion von Zytokinen,
Proteasen, ROS und Vasokonstriktoren mafigeblich dazu bei [45, 53, 44]. Aufer-
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dem sind sie beteiligt am so genannten , No-Reflow-Phénomen*“ nach Ischdmie.
Das bedeutet, dass die Granulozyten in der Mikrozirkulation die gewebserhalten-
de Reperfusion behindern, da sie nach Aktivierung an Flexibilitdt verlieren und so
die Kappilaren obstruieren [3, 2]. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass eine
Granulozyten-Depletion den Reperfusionsschaden deutlich verringert [124, 72 99].

Trotz der Erkenntnisse zur Bedeutung der neutrophilen Granulozyten fiir die
Pathophysiologie kardiovaskulédrer Erkrankungen scheiterte bisher die Suche nach

einer erfolgreichen Granulozyten-spezifischen therapeutischen Strategie in diesem
Bereich [74, 32].

2.7 Myeloperoxidase

Ein bedeutsamer Mediator granulozytarer Funktionen und gleichzeitig kardiovas-
kulédr-inflammatorischer Erkrankungen ist die leukozytéare Peroxidase Myeloper-
oxidase (MPO). MPO ist ein 150 kDa schweres, homodimeres Hamprotein, dessen
Monomere aus einer schweren und einer leichten Untereinheit zusammengesetzt
sind und ein an die schwere Kette kovalent gebundenes Ham-Molekiil tragen, wel-
ches dem Protein eine intensiv griine Farbe verleiht [87]. Myeloperoxidase bildet
zusammen mit der Lactoperoxidase, der eosinophilen Peroxidase und der thyroiden
Peroxidase die Familie der Sdugetier-spezifischen Peroxidasen. Myeloperoxidase be-
sitzt zusétzlich zu den Peroxidase-typischen kovalenten Bindungen zwischen Pro-
tein und Ham eine kovalente Sulfoniumionen-Bindung zwischen dem Schwefelatom
des Met?*3 und dem terminalen Kohlenstoff der Vinylgruppe des Pyrrolringes A.
Hierdurch werden dem Enzym spezifische Eigenschaften, wie die Fahigkeit, Chlorid
als Substrat nutzen zu konnen, verliehen, die MPO von den anderen Mitgliedern
der Familie differenziert [38, 135].

Die wesentliche Lokalisation der MPO im Organismus sind die azurophilen
Granula der neutrophilen Granulozyten, in denen das Enzym bis zu 5% der Ge-
samttrockenmasse der Zellen ausmacht. Daneben ist es zu geringeren Anteilen
auch in Monozyten und einigen Spezies Gewebe-residenter Makrophagen, als auch
in hepatischen Kupfferzellen und Mikroglia im ZNS zu finden [27, 79)].

Das Enzym dient den Zellen zur Katalyse reaktiver Sauerstoff- und Stickstoff-

spezies (RNS) und damit zur Pathogenabwehr. Es ist reich an Arginin und Lysin,
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Abbildung 5: Dreidimensionale Struktur der homodimeren Myeloperoxidase
mit hervorgehobenen Ham-Molekiilen (rot), Alpha-Helices (griin) und Beta-
Faltblatt-Strukturen (gelb). Aus Lau et al., Pharm Ther 2006.

weshalb es von basischem Charakter und bei physiologischem pH-Wert stark katio-
nisch ist mit einem isoelektrischen Punkt von 9,2. Das pH-Optimum des Enzyms

betrigt 5,5, trotzdem ist es aber iiber ein weites pH-Spektrum aktiv [29].

2.7.1 Katalytische Aktivitidt und Pathogenabwehr

Zur Katalyse enzymatischer Reaktionen ist ein vollstdndiges, so genanntes MPO-
System notwendig, welches neben dem Enzym selbst noch Wasserstoffperoxid (HyO5)
als Substrat und ein geeignetes, oxidierbares Kosubstrat beinhaltet. Wasserstoff-
peroxid, welches im aktiven Granulozyten vorwiegend aus der Dismutation von
durch die NADPH-Oxidase in das Phagosom sezerniertem Superoxid hervorgeht,
wird zunéichst in einem 2 e~-Ubergang zu Wasser reduziert. Dabei wird das En-
zym in einen intermedidren, radikalischen Komplex iiberfiihrt, die so genannte
Compound-I. Ein Elektron dieser Reaktion stammt dabei vom Fe!!! der HAm-
Gruppe, welches zu Fe!V oxidiert wird, wihrend das zweite Elektron vom Porphy-
ringeriist oder einer benachbarten aromatischen Aminosédure stammt, sodass hier
ein Radikal entsteht. Ein Sauerstoffatom des HyO4 wird bei der Reaktion mit einer
dativen Doppelbindung an das Fe!V gebunden [76, 36].

Die Compound-I kann sowohl in einem 2 e™- als auch in zwei 1 e -Ubergéngen
zum nativen MPO zuriickreagieren, wobei entsprechende Kosubstrate oxidiert wer-
den (Abb. 6). Fir die direkte Reduktion von Compound-I zu MPO kann sich
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das Enzym Halogeniden, Pseudohalogeniden oder Nitrit (NO5) bedienen. Die
hochste Affinitét besteht dabei zu lodid, wéhrend Chlorid (Cl7) auf Grund der
hoheren physiologischen Konzentration den wesentlichen Reaktionspartner dar-
stellt [43, 57]. Dieses wird oxidiert zu hypochloriger Siaure (HOCI), einem starken
Oxidans und somit toxischen Molekiil gegeniiber Bakterien, Viren, Pilzen, Proto-
zoen und Helminthen, gleichzeitig aber auch gegeniiber korpereigenen Strukturen.
Aus HOCI konnen weitere ebenfalls reaktive Oxidantien wie Singulett-Sauerstoft,
Hydroxylradikale, oder in Gegenwart von iiberschiissigem Cl~ molekulares Chlor
(Cly) hervorgehen [60, 63]. Letzteres reagiert u.a. mit priméren Aminen zu Mono-
und Dichloraminen, die zu Aldehyden degradieren, einer stabileren Spezies, die die
oxidative Kapazitdt auch in weitere Entfernungen zum Granulozyten protrahieren
kann [59, 80]. Ebenso kommt es zur Mono- und Dichlorierung von Phenolresten,
insbesondere von Tyrosin, so dass 3-Chloro- und 3,5-Dichlorotyrosin als spezifische
Marker der MPO-Aktivitidt herangezogen werden [31]. Wird Nitrit als Kosubstrat
fiir die 2 e”-Reduktion von MPO benutzt, entsteht das nitrierende Agens Peroxy-
nitrit (ONOO™).

Alternativ hierzu geschieht die Riickreduktion der MPO aus Compound-I in
zwei Schritten zunéchst {iber die Reduktion der radikalischen Struktur zu Com-
pound-I1I, die unfihig zur Reaktion mit Halogeniden ist. Vielmehr werden in diesen
beiden Schritten diverse geeignete Reduktionsmittel wie Askorbat oder aromati-
sche Aminoséuren oxidiert, aus denen Radikalintermediate hervorgehen, die dann
wiederum weiter reagieren [103] (Abb. 6). Auch Superoxid dient zur Regenerierung
der nativen MPO aus Compound-II [77, 78].

Weitere wichtige Reaktionspartner fiir die 1 e”-Reduktionen sind NO" und NOy
[33]. Sie kénnen von MPO direkt als Reaktionspartner genutzt werden, unter phy-
siologischen Bedingungen wahrscheinlicher ist jedoch die Reaktion mit den durch
MPO generierten Zwischenprodukten. Stickstoffmonoxid wird so zu NO; und NO35
zu Stickstoffdioxid (NO;,) oxidiert, welches wiederum ein reaktives Radikal und da-
mit ein nitrierendes Agens darstellt [138, 34]. So gilt auch 3-Nitrotyrosin als Marker
der MPO-Aktivitat mit lediglich geringerer Spezifitéit als das chlorierte Addukt.

Die Generierung dieser ROS und RNS ist, wie schon erwahnt, eine poten-
te mikrobizide Strategie der Immunzellen. In der jiingeren Vergangenheit wurde

allerdings angezweifelt, dass das MPO-System unbedingt erforderlich fiir eine suf-
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Abbildung 6: MPO-katalysierte Reaktionen. |I. MPO reduziert in einer 2-e™-
Reaktionen HyO5 und wird oxidiert zu Compound-I (MPO'-Fe!V'). Diese wird wiederum
zu MPO reduziert durch Oxidation von CI~ zu HOCI. Il. Alternativ zu |. geschieht die
Reduktion der Compound-I zu MPO in zwei 1-e”-Reaktionen mit oxidierbaren phy-
siologischen Substraten (RH) iiber Compound-II (MPO-Fe!"), wobei durch Wasser-
stoffabstraktion Radikalintermediate (R') entstehen . Diese kénnen mit NO* und NO;
reagieren, wobei NO; und NO; entstehen. Ill. Die Oxidation von Tyrosin (Tyr) zum
Tyrosin-Radikal ist eine mogliche 1-e™-Reaktion. Aus der Reaktion von NO, mit dem
Tyrosin-Radikal geht Nitrotyrosin (NO5Tyr) hervor.
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fiziente Pathogenabwehr ist, eine Frage, die noch umstritten bleibt [80].

In-vitro wurde gezeigt, dass MPO zur Abwehr von Lactobacillus acidophilus,
bestimmten Staphylokokken-Spezies und Candida tropicalis notwendig ist [92, 93].
Auflerdem weisen MPO-defiziente Méuse erhohte Anfélligkeit gegeniiber Candida
albicans-Infektionen [6], gegeniiber pulmonalen Infektionen durch C. albicans, tro-
picalis und Pseudomonas aeruginosa [7] und gegeniiber Sepsis nach Léasionen des
Caecums auf [51]. Die intraperitoneale Injektion des Bakteriums Klebsiella pneu-
moniae fiihrte in der MPO-defizienten Maus zu einer erheblich erhhten Morta-
litétsrate (> 65%) gegeniiber der Wildtyp-Maus (< 10%) [64]. Die Anfalligkeit der
MPO-defizienten Maus gegeniiber anderen Keimen wie Staphylokokkus aureus ent-
spricht der des Wildtyps, so dass MPO also zur Abwehr bestimmter, jedoch nicht
aller Keime notwendig ist.

Die Daten der Studien in der Maus lassen aber nur begrenzt eine Einschitzung
der Situation im Menschen zu. Die humanen Granulozyten sind mit einigen poten-
ten Mediatoren, darunter Defensine und das Bactericidal Permeability-increasing
Protein (BPIP), ausgestattet, die in der Maus nicht zu finden sind [64]. Die MPO-
Defizienz beim Menschen, die mit einer Inzidenz von 1:2000 bis 1:4000 auftritt,
fithrt lediglich zu erhohter Infektanfilligkeit in Verbindung mit weiteren Erkran-
kungen wie der Diabetes [115, 86]. Vor dem Hintergrund dieser Erkenntnisse be-

gann die Suche nach vielmehr extramikrobiziden Eigenschaften von MPO.

2.7.2 Extramikrobizide Eigenschaften der MPO

Seitdem potentiellen extramikrobiziden Eigenschaften der MPO Beachtung ge-
schenkt wird, ist sie zunehmend akzeptiert als wichtiger Mediator vaskulédr-inflam-
matorischer Erkrankungen. Heute ist bekannt, dass MPO einen relevanten Beitrag
leistet zur Entstehung der endothelialen Dysfunktion, zur Generierung atherogener
Lipoproteine und Initiation von Atheromen, zur Plaqueruptur und zu gestortem
ventrikuldren Remodeling [111].

Ein wichtiger Schritt zu dessen Erkenntnis war der Befund, dass MPO in
pathophysiologisch-relevantem Ausmafl NO™ oxidiert [33]. Damit reduziert das En-
zym die Bioverfiigbarkeit dieses wichtigen vasoaktiven und anti-inflammatorischen

Molekiils, was sich sowohl im Tiermodell ez-vivo [33], in-vivo (Wipper et al., un-
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veroffentlichte Daten) als auch im Patienten nach myokardialer Ischdmie und Re-
perfusion [13] in verminderter vaskuldrer Relaxationsfihigkeit bzw. verdnderter
Hémodynamik duflerte. Eine zentrale Voraussetzung zur MPO-vermittelten NO-
Konsumption ist die rdumliche N&he des Enzyms zum sehr kurzlebigen NO-Radikal.
MPO bindet nach Sezernierung aus aktivierten PMN mit hoher Affinitat an die
Gefiafiwand und akkumuliert konsekutiv in der subendothelialen Matrix [11]. Die
Bindung erfolgt vornehmlich aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen an He-
paran-Glykosaminoglykane auf der Oberfliche der Endothelzellen, von denen MPO
durch transzytotische Mechanismen in den subendothelialen Raum transportiert
wird. Eben dieser Raum muss auch von dem endothelial generierten NO' auf dem
Weg in die Tunica media passiert werden.

MPO zeigt hier eine besondere Affinitdt zum ECM-Protein Fibronektin, wel-
ches daher favorisiertes Ziel oxidativer Verdnderungen durch MPO ist [11]. Das
fiir diese Reaktionen relevante MPO-generierte Oxidans ist in der Gefdfwand ne-
ben HOCI NO;, welches durch Oxidation von NO" hier vermehrt gebildet wird und
bevorzugt zur Entstehung von Chloro- und Nitrotyrosin fiithrt (siehe 2.7.1) [10, 20].

Diese posttranslationalen Proteinmodifikationen sind aber nicht nur Marker
der inflammatorischen Prozesse, sondern bedingen auch eine Alternierung der bio-
logischen Funktion der Proteine [141], die zur Beeintriachtigung der Endothelfunk-
tion beitragt. Dariiber hinaus vermindert die HOCl-vermittelte Chlorierung von
L-Arginin, dem Substrat der NO-Synthase, deren Aktivitat und tragt so zusétzlich
zur verminderten NO-Bioverfiigbarkeit bei [151].

Die MPO-generierte HOCI wurde weiterhin als Oxidans der Lipoproteine LDL
und HDL identifiziert [89, 58]. Chloriniertes und nitriertes LDL wird bevorzugt von
Makrophagen aufgenommen, die dadurch zu proatherogenen Schaumzellen diffe-
renzieren. Die Anwesenheit von MPO und dessen Oxidationsprodukten in Athe-
romen und die Kolokalisation mit Lipid-gefiillten Makrophagen konnte mehrfach
nachgewiesen werden [110, 27, 133, 132]. Das Apolipoprotein-A1l ist ebenfalls von
der Oxidation betroffen, was zu einem gestérten Cholesteroltransport fiihrt [116].

Makrophagen, die iiblicherweise bei der Differenzierung aus Monozyten MPO
verlieren, werden durch den Wachstumsfaktor GM-CSF zur Erhaltung oder Ex-
pression von MPO provoziert und kénnen so selbst HOCI generieren [133]. HOCI
triagt im atherosklerotischen Plaque durch Aktivierung der MMP-7 und durch Initi-
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ierung der Aktivierung und Apoptose von Endothelzellen, als auch ihrer Ablosung
von der Matrix zur Destabilisierung und Ruptur des Atheroms bei [132].

Die Generierung toxischer Aldehyde durch MPO-vermittelte Chlorierung von
a-Aminoséduren wurde mit einer verstirkten linksventrikuldren (LV) Dilatation
und einer verschlechterten LV-Funktion in MPO-kompetenten im Vergleich zu
MPO-defizienten Méusen nach Myokardinfarkt in Verbindung gebracht [139]. Au-
Berdem konnte eine Korrelation erhohter MPO-Plasmaspiegel mit eingeschriankter
LV-Funktion in Patienten gefunden werden [126].

Jiingste Untersuchungen konnten dariiber hinaus einen mechanistischen Zu-
sammenhang zwischen MPO und der Vulnerabilitét fiir die Rhythmusstorung Vor-
hofflimmern aufzeigen (Rudolph et al., unverdffentlicht).

Neben dieser Vielzahl an Befunden zur Kontribution der MPO an inflammato-
rischen und atherogenen Prozessen wurde das Enzym als unabhéngiger pradiktiver
Marker fiir kardiovaskuldre Erkrankungen identifiziert. Zum einen scheinen MPO-
defiziente Personen mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit eine kardiovaskulére
Erkrankung zu entwickeln als MPO-kompetente [84]. Zum anderen korrelieren
hohe MPO-Plasmaspiegel mit endothelialer Dysfunktion, bestimmt durch Fluss-
abhéngige Dilatation der A. brachialis [142]. W&hrend Koronarangiographie ermit-
telte, erhohte MPO-Konzentrationen im Plasma und in Leukozyten waren positiv
assoziiert mit dem Vorkommen einer KHK [152]. Bei Patienten mit Angina pectoris
konnten initial gemessene, hohe MPO-Plasmaspiegel als unabhéingiger Pradiktor
fiir das frithe Risiko fiir myokardiale Ischédmien identifiziert werden [19]. Ebenfalls
zeigten sich gesteigerte MPO-Spiegel in Patienten mit akutem Koronarsyndrom
als unabhéngiger Pradiktor fiir ein erhohtes Risiko eines kardialen Ereignisses in-
nerhalb eines 6-monatigen Follow-Up Zeitraums [12]. Bemerkenswerter Weise wur-
den erhohte MPO-Spiegel auch in offenbar gesunden Patienten als unabhéngiger
pradiktiver Marker fiir das Auftreten einer KHK in einem Follow-Up Zeitraum von
8 Jahren aufgedeckt [106]. Die beschriebenen Befunde lassen bisher zum grofien
Teil noch die Erkenntnis vermissen, ob MPO hier kausal beteiligt ist oder nur als

Marker vermehrter Aktivierung der Granulozyten fungiert.
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2.7.3 Extrakatalytische Eigenschaften der MPO

Als potentieller Mechanismus der vaskulédr-proinflammatorischen und proathero-
genen Eigenschaften der MPO wird mafigeblich dessen katalytische Aktivitét, also
die Katalyse der Oxidation von NO' und der Produktion reaktiver Spezies prokla-
miert. Es konnten aber erstmalig auch extrakatalytische Eigenschaften der MPO
aufgedeckt werden. Es wurde gezeigt, dass CD11b-Integrine auf der Zelloberfléiche
neutrophiler Granulozyten Rezeptoren fiir MPO darstellen, iiber welche MPO den
Aktivierungszustand der Zellen modulieren kann [88]. So resultiert die Interaktion
von MPO mit Granulozyten in einer deutlichen Erhohung der Phosphorylierung
mehrerer zelluldrer Proteine, in der Aktivierung intrazelluldrer Proteintyrosin-
Kinasen, in verstdrkter Degranulation und auflerdem in vermehrter Expression
der CD11b-Integrine.

Weiterhin scheint MPO unabhéngig der katalytischen Aktivitéit die biologische
Funktion der Endothelzelle zu manipulieren, nachdem es nicht nur im Bereich der
Membran und des Zytosols der Zellen akkumuliert, sondern auch in den Zellkern
transportiert wird: Das Protein verdndert das Genexpressionsprofil von Endothel-
zellen. So lief sich die positive Regulation eines an der Angiogenese und Vaso-
konstriktion beteiligten Proteins nachweisen, namlich des Endothelin-Rezeptors
Typ B. Inwieweit die dariiber hinaus nachzuweisende vermehrte Proliferation und
Migration von Endothelzellen in Gegenwart von MPO Endothelin-Rezeptor Typ
B vermittelt ist, ist Gegenstand gegenwiértiger Untersuchungen (Lau et al., un-

veroffentlichte Daten).

2.7.4 Hypothese zum Einflusses der MPO auf die Adhésion

und Migration neutrophiler Granulozyten

Der aktuelle Stand der Forschung vermittelt zahlreiche Erkenntnisse zur vaskulér-
pathophysiologischen Bedeutung der MPO. Der erhebliche pradiktive Wert und
die Korrelation von MPO-Konzentrationen in Plasma und Leukozyten mit kardio-
vaskuldren Erkrankungen ldsst vermuten, dass léngst nicht das gesamte Spektrum
der MPO-vermittelten Funktionen aufgedeckt ist. Gerade der Bereich der extra-
katalytischen Eigenschaften der MPO ist bisher nur wenig untersucht.

Die Affinitédt des Proteins zu CD11b-Integrinen neutrophiler Granulozyten und
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zur Oberfliche der Endothelzelle und die CD11b-abhéngige Aktivierung der Gra-
nulozyten provozierte die Hypothese, dass MPO die Adhésion der PMN an das
Endothel und/oder die Migration dieser Zellen modulieren konnte.

Andere Arbeitsgruppen konnten in-vitro MPO als Vermittler der CD11b-ab-
héngigen Bindung von Granulozyten an Plastikoberflichen beschreiben [71].

In einem Tiermodell des akuten Myokardinfarktes durch Ligatur einer Koro-
naraterie, des Ramus interventricularis anterior, wurde beobachtet, dass am drit-
ten Tag nach Infarkt MPO-defiziente M#use eine signifikant geringere myokardiale
Infiltration von Leukozyten aufwiesen als MPO-kompetente Tiere [9].

Eine Untersuchung der renalen Granulozyten-Infiltration nach Ischdmie zeigte
nach 24-stiindiger Reperfusion ebenfalls signifikant niedrigere Granulozytenzah-
len in der MPO-defizienten Maus im Vergleich zum Wildtyp [104]. Der zugrunde

liegende Mechanismus dieser Beobachtungen ist bisher génzlich unverstanden.
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Kapitel 3
Zielsetzung

Myeloperoxidase ist ein leukozytdres Enzym mit nicht nur mikrobiziden, sondern
auch vaskuldr pro-inflammatorischen Eigenschaften. Zusétzlich zu enzymatisch
vermittelten Prozessen tragen auch extrakatalytische Eigenschaften der MPO zu
einer Storung der GefaBfunktion bei. Die Zytokin-artige Aktivierung neutrophi-
ler Granulozyten durch die Interaktion der MPO mit CD11b-Integrinen resultiert
in gesteigerter Degranulation, Superoxidproduktion und Integrin-Expression der
Zellen.

Diese Arbeit soll untersuchen, ob MPO auch die Migration neutrophiler Gra-
nulozyten beeinflusst. Die granulozytire Migration ist nicht nur kritische Voraus-
setzung der Pathogenabwehr, sondern auch ein zentraler Mechanismus vaskulér
inflammatorischer Prozesse.

Die vorliegende Arbeit zielt darauf, die Bedeutung der MPO fiir die granulo-
zytdre Adhésion und Chemotaxis in-vitro und die hepatische Infiltration in einem
Mausmodell in-vivo zu charakterisieren.

Somit soll das Verstdndnis extrakatalytischer und pro-inflammatorischer Eigen-
schaften der MPO mafigeblich erweitert werden, um einen Beitrag zur Aufklarung
der Pathophysiologie vaskuldarer Inflammation und damit zur moglichen Entwick-

lung neuer anti-inflammatorischer Therapie-Strategien zu leisten.
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Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Reagenzien und Arzneistoffe

Bezeichnung

Hersteller

Aceton

Merck (Darmsatdt)

Alexa Fluor 488 Phalloidin

Invitrogen (Karlsruhe)

3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC)

Sigma (Deisenhofen)

(-)-Blebbistatin

Sigma

Bovines Serumalbumin

Sigma

Cathepsin-G

Calbiochem (Darmstadt)

Cytochalasin D

Sigma

Dako Faramount Aqueous Mounting
Medium

Dako (Glostrup, DK)

Dako Fluorescent Mounting Medium Dako
4’ 6-Diamidino-2-phenylindol (Dapi) Sigma
2-Deoxy-D-glucose Sigma
Dextran-Blau Sigma
Dextran von leuconostoc mesenteroides | Sigma
Diethanolamin Sigma
N,N-Dimethylformamid Sigma
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Bezeichnung Hersteller
Essigsaure Merck

Fibrinogen von humanem Plasma Sigma
Fibronektin von humanem Plasma Invitrogen
Fotales Kélberserum Gibco (Karlsruhe)
Fotales Rinderserum Gibco

Formaldehyd Tousimis (Rockville, MD, USA)
Gelatine Sigma

Hémalaun nach Mayr, sauer Sigma

HBSS Invitrogen

Heparin-Natrium 25000-ratiopharm Ratiopharm (Ulm)
Histopaque-1077 Sigma

Interferon-v Pepro-Tech (Hamburg)
Interleukin-8 (IL-8) Pepro-Tech

Ketamin Graub

AniMedica (Senden-Bosensell)

LY 294002 Calbiochem
Macrophage-Inflammatory-Protein-2 Pepro-Tech
(MIP-2)

Maus-Serum Sigma
Metamizol Ratiopharm
Murines Serumalbumin (MSA) Calbiochem

Myeloperoxidase (MPO), human

Planta Natural Products (Wien, A)

Myeloperoxidase M243T, rekombinant
(mutMPO)

generiert von Prof. Obinger, University
of Natural Resources and Applied Life

Sciences, Wien, A

Myeloperoxidase, murin

generiert von P. Heeringa, Groningen,

NL

Myeloperoxidase-Inhibitor  (4-Amino-
benzoesdurehydrazid, ABAH)

Calbiochem

Natriumchlorid-Losung, 0,9%

BBraun (Melsungen)

Natriumazid

Sigma

N-Formyl-Met-Leu-Phe (fMLP)

Sigma
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Bezeichnung Hersteller
PAPA-NONOat Cayman
Para-Nitrophenylphosphat Sigma
PBS Invitrogen
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) | Sigma

Protamin

Protease-Inhibitor Complete

Roche (Mannheim)

Rompun 2% (Xylazin)

Bayer (Leverkusen)

Sepahrose Beads: Glutathion Sepha-
rose High Performance, HiTrap SP
HP (Sulfopropyl-konjugiert), HiTrap

Q HP (quaternires Ammoniumsalz-

GE Healthcare (Uppsala, S)

konjugiert)
3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) | Sigma
TNF-« Pepro-Tech
Triton X-100 Sigma
Trypsin-EDTA Sigma
Ziegenserum Sigma
4.1.2 Puffer und Lésungen
Bezeichnung Zusammensetzung

Diethanolaminpuffer 1M

97ml Diethanolamin, 100mg MgCly, 0,2g Natriu-
mazid ad 1 Liter Aqua dem., pH 9,8

Homogenisierungs-Puffer

121mg Tris-HCI, 4,28 Saccharose, 57mg EGTA,
292mg EDTA ad 50ml Aqua bidest., pH 7,5,

Homogenisierungs-Losung

1 Tablette Protease-Inhibitor, 50ul Triton X-100

ad 10ml Homogenisierungs-Puffer

Natriumacetatpuffer pH 5,0

28,75ml Essigsdure (konz.), 41,015g Natriumace-
tat ad 1 Liter Aqua dem., pH 5,0

Zellpuffer

0,25% bovines Serumalbumin in HBSS, sterilfil-

triert
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4.1.3 Antikorper

Bezeichnung | Spezifitit Spezies des | Hersteller
Primire  An- Spender-
tikorper tiers
CDl11a, anti- | monoklonal Maus BioLegend (San Diego,
human (blocking) CA, USA)
CD11b, anti- | monoklonal Ratte BD Biosciences (Heidel-
human /Mouse berg)
(blocking)
CD11b, anti- | monoklonal Maus Sigma
human (IHC)
ICAM-1, anti- | monoklonal Maus Sigma
human
LY-6G- monoklonal Ratte HyCult  biotechnology
Neutrophile, (Uden, NL)
anti-Mouse
MPO, anti- | polyklonal Kaninchen Calbiochem
human
Bezeichnung Konjugat Spezies des | Hersteller
Sekundire Spender-
Antikorper tiers
IgG, anti-Mouse | Alkalische Ziege Sigma
Phophatase
Alexa Fluor 488 | Alexa Fluor | Ziege Molecular Probes (Invi-
anti-Rabbit 488 trogen)
Alexa Fluor 594 | Alexa Fluor | Ziege Molecular Probes
anti-Mouse 594
IgG, anti-Rat Meerrettich- Kaninchen Dako
Peroxidase
(HRP)
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Bezeichnung Konjugat Spezies des | Hersteller
Sekundéire Spender-
Antikorper tiers
IgG, anti-Rabbit | Meerrettich- Ziege VectorLabs  (Peterbo-
Peroxidase rough, UK)
(HRP)
4.1.4 Reaktionskits
Bezeichnung Hersteller

Pierce BCA-Protein Assay Kit

Pierce, Thermo Scientific (Rockford, IL,
USA)

MPO ELISA, Maus

HyCult biotechnology

4.1.5 Zelllinien und Kulturmedia

Bezeichnung Firma
Humane  Umbilikalvenen-Endothelzellen | Cambrex (Verviers, Belgien)
(HUVECQC)
Basalmedium (EBM) Cambrex
Supplement-Kit  (+EBM = Growth- | Cambrex
Medium (EGM))
4.1.6 Mauslinien
Bezeichnung Herkunft
C57bl6/J The Jackson Laboratory (Maine, USA)
MPQ#mitus / The Jackson Laboratory
Itgam!™1Mvd / J The Jackson Laboratory

4.1.7 Laborgerite, Apparaturen und Software

Bezeichnung

Firma

Casy-Counter, Casy 1

Schérfe System (Reutlingen)
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Bezeichnung Firma

CCD-Kamera, Retiga 1300 QImaging (Surrey, BC, Canada)
FACS Canto BD Biosciences

Fluorometer, Twinkle LB 970 Berthold (Bad Wildbad)
Fluoreszenzmikroskop, DMLB Leica (Solms)

Invers-Mikroskop, CK2 Olympus (Hamburg)
Manual-Tracking-Tool, = Chemotaxis- | Integrated Biodiagnostics (Miinchen)
Tool fiir ImageJ

34




KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

4.2 Methoden

4.2.1 Isolation neutrophiler Granulozyten

Zur Isolation neutrophiler Granulozyten wurde peripher-venoses Blut gesunder
Spender mit einer 50ml-Perfusorspritze abgenommen, in der Heparin-Natrium vor-
gelegt war (Endkonzentration 20IE/ml). Die Isolation erfolgte nach Eiserich und
Kollegen [34]. Hierzu wurde das heparinisierte Blut 1:1 mit einer Losung von Dex-
tran (45mg/ml 0,9% NaCl) gemischt. Nach einer 30-miniitigen Sedimentationspha-
se der mit Dextran gefiillten Erythrozyten, basophilen und eosinophilen Granulo-
zyten wurde der Uberstand (Plasma mit Leukozyten, Thrombozyten und restlichen
Erythrozyten) unter Erhaltung der Phasengrenze vorsichtig auf 15 ml Histopaque-
1077 pipettiert. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten mit 600 x g und deaktivierter
Bremsenfunktion zentrifugiert. Der Uberstand (Thrombozyten und mononukledire
Zellen in Histopaque) wurde verworfen. Zur Entfernung restlicher Erythrozyten
aus dem Pellet wurde dieses mit 6ml Aqua bidest. einige Sekunden resuspendiert
zur hypotonen Lyse der Erythrozyten und dann in 0,9% NaCl-Losung aufgenom-
men. Zur Pellettierung der neutrophilen Granulozyten wurde anschliefend fiir 10
Minuten mit 350 x g zentrifugiert und der Uberstand wiederum verworfen. Das Pel-
let wurde in 1ml steril filtriertem HBSS mit 0,25% BSA (Zellpuffer) aufgenommen
und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

Die Viabilitdt der PMN wurde durch Trypan-Blau-Ausschluss bestimmt. 1ul
der Zellsuspension wurde fiir 5 min mit einer Losung von Trypan-Blau (5mg/ml)
inkubiert, welches intakte Zellmembranen nicht passieren kann und anschlieBend
mikroskopisch kontrolliert. Die Viabilitidt der Zellsuspension in % ergibt sich aus
der Anzahl nicht gefarbter Zellen dividiert durch die die Gesamtzellzahl im Ge-
sichtsfeld multipliziert mit 100%. Die Viabilitit betrug stets 94-99%.

Zur Bestimmung der Zellzahl der gewonnenen Suspension wurde 1ul entnom-
men, 1:100 verdiinnt und 10ul dieser Suspension in eine Neubauer Zahlkammer
gegeben. Mikroskopisch (VergroBerung x 100) wurden alle 4 Quadranten der Zahl-
kammer ausgezéhlt und die Zellzahl der Suspension wie folgt berechnet:

X = Anzahl Zellen in 4 Quadranten der Zahlkammer

Y = Anzahl Zellen/ml Suspension
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Y = X/4 * 10° Inkubationen der PMN erfolgte stets, falls nicht anders aufge-
zeigt, bei 30°C' unter leichtem Schiitteln (350 rpm).

4.2.2 Kultivierung humaner Umbilikalvenen-Endothelzellen

Das Aussidhen und Passagieren der humanen Endothelzellen erfolgte in einer La-
minar-Flow-Bank zur Gewéhrleistung steriler Bedingungen nach den Angaben des
Anbieters (Cambrex). Zunéchst wurden t-75-Zellkulturflaschen mit 1% Gelatine-
Losung beschichtet. Dazu wurden 5ml der steril filtrierten Losung in die Flasche
gegeben, der Uberstand wieder abgenommen und die Flasche fiir 1 Stunde in der
Bank belassen.

Dann wurde diese mit 14 ml Endothelzellkultur-Medium (EGM) befillt und
zur Sattigung des Mediums mit COsin den Brutschrank gestellt.

Die humanen Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVECs) wurden kryokonser-
viert von der Firma Cambrex erworben und in fliissigem Stickstoff gelagert. Zum
Aussdhen wurden eine Ampulle mit > 500000 Zellen fiir 30 Sekunden im 37°C'
warmen Wasserbad aufgetaut und der Inhalt in 1ml EGM (37°C) suspendiert. Die
Zellsuspension wurde in die vorbereitete Zellkulturflasche gegeben, gleichméaflig
verteilt und die Flasche fiir 24 Stunden im Brutschrank belassen. Danach wurde
das Medium in der Flasche alle 2 Tage erneuert, bis die Zellen einen konfluenten
Zellrasen bildeten.

Zum Passagieren wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit 2ml Trypsin-
EDTA Loésung iiberschichtet und fiir 1 Minute in den Brutschrank gegeben. Das
Trypsinieren wurde gestoppt durch Zugabe von 1ml fétalem Rinderserum. Durch
Klopfen der Flasche wurden die Zellen vollstindig vom Boden abgelst und die Sus-
pension in ein 50ml Falcontube iiberfiihrt. Die Zellen wurden durch 3-miniitiges
Zentrifugieren mit 1000 rpm pellettiert und der Uberstand verworfen. Das Zell-
pellet wurde in Kulturmedium mit einer Verdiinnung zur urspriinglichen Konzen-
tration von 1:3 bis 1:4 wieder aufgenommen und in mit Gelatine beschichtete t-
75-Kulturflaschen, 6- Well-Platten oder 96- Well-Platten zur weiteren Kultivierung
gegeben.
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4.2.3 Adhé&sionsstudien neutrophiler Granulozyten an Ma-

trixproteine

Zur Untersuchung des Effektes von MPO auf die Adhésion neutrophiler Granu-
lozyten an Fibronektin wurden 96- Well-Platten fiir 2 Stunden mit Fibronektin
(50ug/ml) allein oder mit Fibronektin und MPO (10ug/ml; 20ug/ml) beschichtet
und anschlieBend mit PBS gewaschen.

Neutrophile Granulozyten (2 Millionen / ml Zellpuffer) wurden teilweise mit
MPO (20ug/ml) fiir 20 Minuten inkubiert und anschlieBend wurde je 200ul der
Zellsuspension in ein Well der beschichteten Platte gegeben. Nach 5 Minuten wur-
den nicht gebundene Zellen mit dem Uberstand verworfen und die gebundenen
Granulozyten mit 3,7% Formaldehyd fiir 10 Minuten fixiert. Die Platte wurde
dann 1 Mal mit PBS gewaschen und die fixierten Zellen mit Dapi (1ug/ml) fiir
15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach 2-maligem Waschen wurde die Fluores-
zenz mittels Fluorometer gemessen. Die Einstellungen des Fluorometers wurden
wie folgt gewéhlt:

Anregungswellenlédnge 355nm, Emissionswellenlénge 460nm

Scan-Modus: Messung von 100 Punkten/ Well

4.2.4 Adhisionsstudien neutrophiler Granulozyten an Endo-
thelzellen

HUVECs der Passagen 3 bis 8 wurden in 6- Well-Platten bis zur Konfluenz kulti-
viert. Zur Adhésionsstudie wurden diese dann 2 Mal mit warmem HBSS gewaschen
und mit 1ml Basalmedium (EBM) pro Well bedeckt, zu dem in einigen Féllen
MPO (5ug/ml) oder die Cytokine TNF-« (300U /ml), Interferon-y (250U /ml) und
Interleukin-8 (0,2ug/ml) gegeben waren. Die Zellen wurden so fiir 4 Stunden im
Brutschrank inkubiert.

Neutrophile Granulozyten wurden zu je 4 Millionen in 1500u1 HBSS suspen-
diert, wenn angezeigt mit MPO (20ug) versetzt und 20 Minuten unter leichtem
Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die Granulozyten
durch Zentrifugieren mit 800 x g fiir 5 Minuten pellettiert und der Uberstand ver-
worfen. Das Pellet wurde in HBSS resuspendiert und in 4 Aliquots geteilt. Die

37



KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN

Endothelzellen wurden mit HBSS gewaschen und die Granulozyten-Suspension
wurde in die Wells gegeben. Nach leichtem, 5-miniitigen Schiitteln wurde 137ul
des Uberstandes abgenommen und mit je 13ul 37%igem Formaldehyd versetzt,
um die Zellen zu fixieren. Es wurde jede Bedingung jeweils in drei Wells paral-
lel durchgefiihrt, wofiir drei Aliquots eines Ansatzes benutzt wurden. Das vierte
Aliquot wurde sofort mit Formaldehyd fixiert und spéter zur Normalisierung der
Zellzahl der jeweiligen Bedingung herangezogen.

Die fixierten Zellen der Uberstinde und der Kontrolle wurden mit dem Casy-
Counter gezahlt.

Der relativ kurze Zeitraum von 5 Minuten fiir die Ausbildung der Bindung
wurde gewéahlt, da vermieden werden sollte, dass durch Interaktion der PMN mit
den HUVECSs neue endotheliale oder granulozytéire Adhésionsmolekiile exprimiert
werden und dadurch ein MPO-unabhéngiger Effekt auftritt.

4.2.5 Quantifizierung der NO- und MPO-abhingigen ICAM-1-

Expression auf Endothelzellen

Um zu untersuchen, ob MPO die Expression des Adhésionsmolekiils ICAM-1
auf Endothelzellen moduliert, wurden HUVECs der Passagen 3 bis 8 in 96-Well-
Platten bis zur Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden 2 Mal mit HBSS gewaschen
und dann wie folgt behandelt:

MPO 5ug/ml oder

MPO 5ug/ml + PAPA-NONOat 400uM

in 100pl EBM, 37°C, 30 Minuten.

Dann wurde teilweise zusitzlich TNF-a (300U /ml) hinzu gegeben und weitere
2 Stunden bei 37°C' im Brutschrank inkubiert. Wahrenddessen wurde nach 30 Mi-
nuten erneut PAPA-NONOat in einer Endkonzentration von 400uM zugegeben.
Anschlielend wurden die Zellen 1 Mal mit PBS gewaschen und fiir 30 Minuten
unspezifische Bindungsstellen mit 5%igem fotalem Rinderserum (FBS) in HBSS
bei 37°C' blockiert. Dann wurde ein Antikorper zur Markierung von ICAM-1 zu-
gegeben (anti-ICAM-1, 10pug/ml HBSS/5% FBS). Nach 30 Minuten wurde 4 Mal
mit PBS gewaschen und die Zellen wurden mit Sekundérantikorper versetzt (anti-
Maus IgG, 1:1000 in HBSS/5% FBS), der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt
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war. Wiederum nach 30 Minuten wurden die Zellen 5 Mal mit PBS gewaschen und
die Wells mit 100l einer frisch zubereiteten Losung von Para-Nitrophenylphosphat
in Diethanolaminpuffer (pH 9,8) gefiillt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln belassen. Die Phosphatase-katalysierte Dephosphorylierung zum gelb
gefiarbten Para-Nitrophenol wurde dann mit 3M NaOH gestoppt und die Absorp-
tion der gelb verfarbten Losung jedes Wells bei 405nM vermessen. Die Absorption
eines Ansatzes ohne den Erstantikorper diente als Kontrollwert fiir die Hintergrun-

dabsorption und wurde von den iibrigen Messwerten subtrahiert.

4.2.6 Migrationsanalyse im Ibidi-u-Slide

Zur Analyse der Chemotaxis neutrophiler Granulozyten diente das Mikroslide-
Modell der Firma Ibidi (Integrated Biodiagnostics, Miinchen), wobei das p-Slide I

mit Ibitreat-Beschichtung verwandt wurde.

Das Ibidi p-Slide Modell

Das p-Slide I enthélt zwei Reservoirs, die durch einen 50mm langen, 0,4mm ho-
hen und 5mm breiten Kanal miteinander verbunden sind. In diesem Modell l&sst
sich durch Fiillen des Kanals mit einer Fliissigkeit und anschlieBender unilatera-
ler Applikation einer zweiten Fliissigkeit ein Gradient erzeugen, der nach Berech-
nungen des Herstellers je nach Gréfle der gelosten Molekiile bei 20°C' 30 bis 120

Minuten lang stabil verbleibt. Die Bewegung der Zellen soll in dem Bereich x des

Q

g
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Abbildung 7: Ibidi-;-Slide |, Integrated Biodiagnostics. Im Kanal des Slides kann
mit zwei verschiedenen Fliissigkeiten ein stabiler Gradient erzeugt werden.

steilsten Gradienten erfolgen, der sich mittels eingebrachtem Volumen der zweiten

Fliissigkeit und Kanalgeometrie wie folgt berechnen lésst:
x=3/2 * V/(h * w),
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wobei x=Position im Kanal gemessen ab der Offnung in mm, V= eingebrachtes
Volumen in mm?®, h= Kanalhthe in mm, w= Kanallinge in mm

Die Anwendbarkeit dieser Berechnung wurde vom Hersteller mittels fluoreszie-
render Beads bestétigt, wobei sich ein stabiler Gradientenbereich um x mit der
Breite von ca 1,5mm ergab.

Fiir das hier gewahlte Modell wurde das Volumen von 30ul der Lésung von po-
tentiellem chemoattraktiven Faktor gewéhlt, was einen Observationsbereich x von
3/2 * 30mm®/ (0,4mm * 5mm) = 22, 5mm ergibt. Durch Anfirben der Fliissigkeit
mit Dextran-Blau wurde dieser Bereich visuell bestétigt. Fiir MPO als Chemota-
xin wurde allerdings die Uberlegung angestellt, dass das Protein aufgrund seiner
starken Affinitdt u.a. zu Fibrinogen, mit welchem hier der Kanal beschichtet wur-
de, sofort an die Oberfliche bindet und daher nur sehr wenig Protein bis zum
Punkt von 22,5mm in den Kanal vordringt, sodass eventuell eine kleinere Distanz
fiir den Observationsbereich in Betracht gezogen werden muss. Diese Uberlegung
wurde wie folgt bestatigt:

Der Kanal des Slides wurde mit Zellpuffer gefiillt. Dann wurde von einer Seite
(von rechts) 30ul einer Losung von 20ug MPO /ml Zellpuffer eingebracht, wéihrend
auf der anderen Seite des Kanals gleichzeitig 30ul Fliissigkeit abgenommen wurden.
Dann wurde von links sehr langsam eine Losung von 60ul Tetramethylbenzidin-
Losung (TMB, 4,8mg/ml Dimethylformamid) und 100uM H5O5 in 80mM NaH,PO,
Puffer appliziert. MPO-I, welches aus der Reaktion von MPO und H;O, entsteht,
reagiert mit TMB zu MPO-II und weiter zu MPO, wobei TMB zu einem blau
gefarbten Produkt oxidiert wird. Bei erster Blauentwicklung im Mikroslide wurde
dieser Punkt (x=18mm) des Kanals ausgemessen und im Folgenden als Observa-

tionsbereich fiir MPO-abhéangige Zellbewegung festgelegt.

Experimentelles Protokoll

Der Kanal des Mikroslides wurde mit Fibrinogen (250ug/ml, 2h, RT) beschichtet
und anschliefend mit Zellpuffer wiederholt von beiden Seiten gewaschen. PMN
wurden in Zellpuffer zu 1 Millionen/ml verdiinnt und wenn indiziert mit einer der

folgenden Reagenzien inkubiert:
Anti-CD11a Antikérper, 0,5ug/ml, 45min
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Anti-CD11b Antikorper, 0,5ug/ml, 45min

4-Amino-Benzoesdurehydrazid (ABAH), 10uM, 5min

(-)-Blebbistatin (100xM, 30min)

Cytochalasin D (1M, 30min)

LY 294002 (2004M, 2h)

Natriumazid/2-Deoxy-Glucose (je 50mM, 1h)

Protamin (20, 100, 250, 500ug/ml, 2min)

Diese Suspension wurde dann in das Ibidi-Slide appliziert und den Zellen 5
min Zeit gegeben, an die Oberfldche zu binden. Dann wurde 30ul einer Losung von
MPO (120nM falls nicht anders aufgezeigt), Interleukin-8 (IL-8, 25n1M), Cathepsin-
G (120nM) oder humanem Serumalbumin (120nM), jeweils versetzt mit entspre-
chenden Antikérpern, Inhibitoren und Reagenzien, langsam wie oben fiir MPO
beschrieben in den Kanal pipettiert. Anschlieend wurde der Gradientenbereich
fiir 20min lichtmikroskopisch beobachtet (x 200).

Sepharose- Beads

In einigen Experimenten wurden statt der PMN Glutathion-, Sulfopropyl- oder mit
quaterndrem Ammoniumsalz konjugierte Sepharose-Beads verwendet. Die Beads
wurden 4 Mal mit PBS gewaschen, 1:200 in Zellpuffer verdiinnt, wie oben fiir PMN
beschrieben in den Kanal des Ibidi-Slides appliziert und das Experiment wie fiir
PMN beschrieben durchgefiihrt. Der Beobachtungszeitraum betrug anstatt 20 in
diesem Fall 30 Minuten.

Time-Lapse Mikroskopie und Auswertung

Zu Beginn des Beobachtungszeitraumes (t=0) wurde mittels an das Mikroskop ge-
koppelter CCD Kamera und IPLab-Software ein Bild aufgenommen. Dann wurde
fiir 20min mit Hilfe der Time-Lapse Funktion der Software ein Stack von Bildern
mit einem Zeitabstand von je 30s erzeugt. Danach wurde erneut ein Einzelbild
aufgenommen (t=20). Das t=0 Bild wurde mit Hilfe der Adobe-Photoshop Soft-
ware invertiert und das t=20 Bild halbtransparent als zweite Ebene dariiber ge-
legt. Zellen wurden als gerichtet migriert beurteilt, wenn sie sich in den Bereich

< 180° in Richtung der ansteigenden Konzentration bewegt hatten. Die gesam-
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Ansteigender Gradient

Abbildung 8: Darstellung der Auswertung der Versuche im Ibidi-Slide.

Ubereinandergelagerte Bilder der neutrophilen Granulozyten zu Beginn (schwarz) und
zum Endpunkt (weiss) des Beobachtungszeitraumes. Rot: PMN bewegte sich im Win-
kel < 180° in Richtung des ansteigenden Gradienten, Griin: PMN bewegte sich nicht
in Richtung des ansteigenden Gradienten. (x 200).

ten Zellen eines Bildes wurden so kategorisiert und der Prozentsatz an gerichtet
bewegten aller PMN errechnet. Aus dem erzeugten Stack erfolgte ein manuelles
Tracking der Zellen mit Hilfe des Manual Tracking Tools fiir ImageJ. So konn-
ten zuriickgelegte Wege der einzelnen Zellen nachgezeichnet und die jeweiligen x-
und y-Koordinaten evaluiert werden. Die positive x-Richtung entsprach hierbei der
Richtung der ansteigenden Konzentration der applizierten Losung. Diese Koordi-
naten wurden mit Hilfe des Chemotazis Tools fiir ImageJ ausgewertet und in einen
Plot transferiert. Aus diesem konnten zuriickgelegte Distanz, Geschwindigkeit, und
z-forward-migration Index (Bewegung in x-Richtung (um)/zuriickgelegte Strecke

(um)) berechnet werden.
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Abbildung 9: Darstellung des Trackings der zuriickgelegten Strecken der neu-
trophhilen Granulozyten aus dem Stack der Time-Lapse-Mikroskopie. (x 200).

4.2.7 Analyse des F-Aktin Gehalts in neutrophilen Granu-

lozyten mittels Immunzytochemie

Um die potentielle MPO-abhéngige Modulation des intrazellularen Gehaltes an
Filamentaktin (F-Aktin) sichtbar zu machen, wurden 2-Chamber-Slides mit Fi-
bronektin (50ug/ml, 2h, RT) beschichtet. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurde 1ml einer Suspension neutrophiler Granulozyten (1mio/ml Zellpuffer) in
eine Kammer des Slides gegeben. Die Zellen wurden fiir 10 Minuten bei 37°C' in-
kubiert und dann die ungebundenen PMN mit dem Uberstand verworfen. Auf die
gebundenen Zellen wurde 500ul Zellpuffer gegeben. Dann wurde vorsichtig 300ul
MPO (20pg/ml) oder fMLP (50nM) in eine Ecke der Kammern pipettiert, sodass
ein Gradient dieser Substanz entstehen konnte. Nach 1min wurde der Uberstand
verworfen und die Zellen mit 3,7% methanolfreiem Formaldehyd fiir 10 Minuten
fixiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen durch eine 0,1%ige Losung
von Triton X-100 in PBS fiir 5 Minuten permeabilisiert und darauf hin wiederum
2 Mal gewaschen. Danach wurden fiir 30 Minuten mit 1%igem BSA in PBS un-
spezifische Bindungsstellen geblockt und darauthin mit Alexa Fluor 488 Phalloidin
(5U/ml in 1% BSA/PBS) fiir 20 Minuten zur Farbung des F-Aktins inkubiert. Die

Kammern wurden 2 Mal mit PBS gewaschen und mit Dako-Einbettmedium und
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Deckglas verschlossen.

4.2.8 Analyse des F-Aktin Gehalts in neutrophilen Granu-

lozyten mittels Fluorometrie

Um die potentielle MPO-abhingige Modulation des intrazelluliren Gehaltes an
F-Aktin zu quantifizieren, wurden je 2 Millionen neutrophile Granulozyten in 1ml
HBSS suspendiert. In einigen Féllen wurde die Suspension zunéchst fiir 10 Minuten
bei 37°C mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA, 1nM) inkubiert, um die Zellen
in einen Zustand hoherer Reaktionsbereitschaft zu versetzen. Dann wurden diese
durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 800 x g pellettiert, 1 Mal mit HBSS gewa-
schen, erneut zentrifugiert und in HBSS resuspendiert. AnschlieBend wurden die
PMN entweder mit MPO (5ug/ml), fMLP (10uM) oder IL-8 (0,2ug/ml) versetzt
und 60 Sekunden, 10 Minuten oder 20 Minuten bei 37°C' inkubiert. Zur Fixierung
der Zellen wurde methanolfreies Formaldehyd zugegeben mit einer Endkonzentrati-
on von 3,7% und nach 10 Minuten 2 Mal gewaschen. Dann wurde fiir 5 Minuten mit
0,1% Triton-X100 permeabilisiert, wiederum 2 Mal gewaschen und zum Blocken
unspezifischer Bindungsstellen 1% BSA/PBS zugegeben.Nach 10 Minuten wurden
die Zellen dann mit Alexa Fluor 488 Phalloidin (5U/ml PBS/1% BSA) versetzt
und 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Zur Messung der Fluoreszenz wurden die
Zellen dann erneut 2 Mal gewaschen, das Pellet in 2501 PBS aufgenommen und
je 100ul in Wells einer 96-Well-Platte transferiert. Die Fluoreszenz der Suspension
jedes Wells wurde im Fluorometer mit folgenden Geréteeinstellungen bestimmt:
Anregungswellenlédnge 485nm, Emissionswellenlénge 535nm
Scan Modus: Messung von 100 Punkten/ Well

4.2.9 Analyse des F-Aktin Gehalts in neutrophilen Granu-
lozyten mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Analyse des F-Aktin Gehalts mittels Durchflusszytometrie wurde 300ul einer
Suspension neutrophiler Granulozyten (1mio/ml Zellpuffer) in ein FACS-Réhrchen
gegeben. Dann wurde MPO (Endkonzentration 20ug/ml), IL-8 (Endkonzentration
0,2ug/ml) oder Zellpuffer als Negativkontrolle dazu gegeben. Das Réhrchen wurde
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fiir 30, 60 oder 120 Sekunden in einem 37°C' warmen Wasserbad geschiittelt und
anschlieBend sofort mit methanolfreiem Formaldehyd (Endkonzentration 3,5%) fiir
15 Minuten fixiert. Die Rohrchen wurden dann zum Waschen der Zellen mit PBS
aufgefiillt, die Zellen mit 300 x g 7 Minuten zentrifugiert, und der Uberstand ver-
worfen. Zum Permeabilisieren wurde das Pellet in 0,1% Triton X-100 in PBS resus-
pendiert. Nach 5 Minuten wurde erneut wie beschrieben gewaschen. Zur Farbung
des intrazelluldren F-Aktins wurde mit 200ul Alexa Fluor 488 Phalloidin (5U/ml
in 1% BSA/PBS) oder zur Kontrolle nur mit Puffer fiir 30 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurde das Pellet in 200ul PBS aufgenom-
men.

Zur Quantifizierung des Fluoreszenzsignals wurden ein FACS Canto Zytometer
herangezogen. Dazu wurden die neutrophilen Granulozyten zunéchst im Scatter-
gramm anhand ihrer Grofle und Granularitét identifiziert und mit einem Gate
markiert. Es wurden folgende Einstellungen gewahlt:

Forward Scatter: 106

Side Scatter: 418

FITC: 324

Dann wurden 30000 Events gezdhlt und die mittlere Fluoreszenzintensitéit die-

ser Bvents ermittelt.

4.2.10 Immunzytochemische Farbung von Oberflichen-as-
soziiertem MPO und CD11b auf PMN

Um den FEinfluss des alkalischen pH-Wertes auf die Bindung von MPO an die
Oberfliche der neutrophilen Granulozyten zu evaluieren, wurden PMN (2%10°/ml)
entweder in Zellpuffer (pH 7,4) oder in Zellpuffer alkalisiert auf einen pH-Wert von
9,2 fir 20 Minuten mit 20ug/ml MPO inkubiert. Die Suspension wurde dann
zweimal mit dem jeweiligen Puffer gewaschen (Zentrifugation 10 min, 350 x g),
in Zellpuffer (pH 7,4) aufgenommen und je 1 ml der Suspension in Fibronektin-
beschichtete Kammern eines 2- Chamber-Slides gegeben. Nach 5 min wurde der
Uberstand verworfen und die adhérenten Zellen mit 4%igem Formaldehyd fiir 20
Minuten fixiert. Nach wiederholtem Waschen wurden die Zellen mit 10%igem Zie-

genserum versetzt und nach 2 Stunden mit Antikorpern gegen MPO und CD11b
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versehen (Rabbit-anti-MPO, 1:1000, Mouse-anti-CD11b, 1:200, {iber Nacht, 4°C').
Nach wiederholtem Waschen wurde fiir 1 Stunde mit Sekundérantikérpern in-
kubiert (Alexa Fluor 488 anti-Rabbit, Alexa-Fluor 594 anti-Mouse, 1:100). Die
Anfirbung der Kerne erfolgte mit DAPI (1ug/ml, 15 min). Die Priaparate wurden
mit Dako-Einbettmedium eingebettet.

4.2.11 Hepatische Ischimie bei der Maus

Alle tierexperimentellen Methoden wurden begutachtet vom Tierschutzbeauftrag-
ten der Universitdt Hamburg und erhielten die offizielle Genehmigung der Behorde
fiir Wissenschaft und Gesundheit — Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen —
der Stadt Hamburg.

Die hepatische Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion wurde provoziert in Wild-
typméusen (WT) der Inzuchtlinie C57BL/6J und MPO-defizienten Méusen
(MPO~/ ~) mit gleichem genetischen Hintergrund mit der Linienbezeichnung
MPO#mitus /7.

Die MPO™! /J Maus

Die MPO~/~-Maus wurde von Aldons Lusis an der University of California, LA,
erzeugt. Sie ist kommerziell bei The Jackson Laboratory erhéltlich. Die Mauslinie
ist homozygot fiir die Mutation und es wird kein MPO Genprodukt, also weder
mRNA noch Protein, erzeugt. Die Leukozytenzahlen sowie die leukozytédre Pro-
duktion von Superoxid unterscheiden sich nicht vom Wildtyp. Allerdings weisen
Monozyten und neutrophile Granulozyten keinerlei Peroxidaseaktivitdt und Hy-

pochloritproduktion auf.

Experimentelles Protokoll

20-30 g schwere, ménnliche WT und MPO~/~-Méuse wurden durch intraperitonea-
le Injektion einer Mischung aus Ketamin (120mg/kg KG) und Xylazin (16mg/kg
KG) anésthesiert. Wenn das Testen auf Schmerzreize negativ ausfiel, wurde das
Tier auf einer 40°C’ warmen Heizplatte fixiert. Die Bauchseite der Maus wurde
desinfiziert und das Abdomen durch Laparotomie eroffnet. Intestinum und Abdo-

men wurden standig mit warmer NaCl-Losung feuchtgehalten. Anschliefend wur-
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de der Blutfluss der linken Aste von V.portae und A.hepatica mittels atraumati-
scher Gefaflklemme unterbrochen, um im linken Lappen und im L. quadratus eine
Ischdmie zu provozieren. Das Abdomen wurde mit feuchter, steriler Kompresse
abgedeckt und gegen Auskiihlen mit Alufolie bedeckt. Nach 90 Minuten wurde die
Klammer wieder entfernt und so die Reperfusion eingeleitet. Der Schnitt wurde
mit 5-0 Faden verschlossen und die Maus erhielt eine subkutane Injektion von
200mg/kg KG Metamizol in 300ul NaCl-Losung zur Analgesie und Fliissigkeits-
substitution. Bis zum Erwachen wurden die Méuse auf einer Wérmeplatte gehalten

und erhielten nach 2 Stunden noch einmal Metamizol in NaCl-Losung. Nach 20

V.hepatica

Zentrales
Venesystem

Geféil!klemme

rechter und linker
“~Gallengang

@~ rechte und linke
A.hepatica

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Ausfiihrung der hepatischen
Ischamie. Eine GefaBklemme ligiert die linken Aste von Portalvene, A. hepatica und
Gallengang. Modifiziert nach MediVisualsinc.

Stunden wurde eine erneute Anésthesie vorgenommen und das Abdomen der Maus
eroffnet. Um die Leber zu perfundieren, wurde zunéchst die V.cava superior durch-
trennt, dann die Portalvene punktiert und langsam 1ml PBS injiziert, wobei sich
die Leber deutlich hell farbte. Die betroffenen Leberlappen wurden entnommen
und teils in 4% Formaldehydlosung gegeben zur Erstellung von Paraffinschnitten,
teils in OCT-Medium gebettet und langsam iiber fliissigem Stickstoff gefroren und

teils in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
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4.2.12 Intraportale Injektion bei der Maus

Die intraportale Injektion wurde vorgenommen bei WT und CD11b-defizienten
Miusen (CD11b~/7) der Linie Itgam™!Mvd /],

Die Itgam!™!Mvd/J Maus

Die CD11b~/~-Maus wurde von Tanya Mayadas an der Harvad Medical School
erzeugt und ist bei The Jackson Laboratory erhéltlich. Sie ist homozygot fiir die
Mutation und die neutrophilen Granulozyten zeigen das véllige Fehlen von CD11b-
Protein. Somit sind einige Eigenschaften der PMN moduliert. Sie zeigen verminder-
ten oxidativen Burst und eine verminderte Féahigkeit zur Phagozytose opsonierter
Partikel. Aulerdem sind vermehrte PMN-Zahlen im Peritoneum nach induzierter
Peritonitis zu finden, die Tiere sind weniger anféllig gegeniiber zerebralem Reperfu-

sionsschaden und zeigen weniger Extravasation der PMN nach Chemokininfusion.

Experimentelles Protokoll

Die Tiere wurden anésthesiert und laparotomiert wie unter 4.2.11 beschrieben.
Dann wurde mit einer 30-Gauge Kaniile die V.mesenterica superior punktiert und
200p! einer sterilen Losung von jeweils 2ug murinem MPO, murinem Serumal-
bumin oder murinem Macrophage-inflammatory-protein-2 (MIP-2) injiziert. Die
Punktionsstelle wurde fiir eine Minute mit sterilem Wattetupfer abgedriickt, um
eine Blutung zu unterbinden. AnschlieBend wurden die Tiere behandelt wie unter
4.2.11 beschrieben. Allerdings erfolgte die Entnahme der Lebern bereits nach 2

Stunden nach Operation.

4.2.13 Quantifizierung von PMN in Leberpriparaten mit-

tels immunhistochemischer AEC-Féarbung
Aus den OCT-Blocken der Leberproben wurden mittels Kryotom 3um dicke Schnit-
te angefertigt, dabei wurden aus 2 Blocken, die pro Tier préipariert waren, je 5

Schnitte aus verschiedenen Ebenen erstellt. Diese wurden nach folgendem Proto-
koll gefarbt:
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Die Schnitte wurden aufgetaut und fiir 5 Minuten bei RT in Aceton fixiert.
Dann wurden sie in PBS gewéssert und mit Priméarantikorper gegen ein granulo-
zytéres Oberflichenprotein fiir 1 Stunde inkubiert (Rat-anti-Mouse-Ly6G, 1:40 in
PBS). Nach 3-maligem Waschen wurde die endogene Peroxidaseaktivitit des Ge-
webes durch 15-miniitige Inkubation mit 0,075% HyO4-Losung blockiert. Nach er-
neutem Waschen erfolgte die Inkubation mit Sekundédrantikérper (Rabbit-anti-Rat
IgG, HRP-konjugiert, 1:100 in 3% Mausserum) fiir 30 Minuten und wiederum nach
wiederholtem Waschen die Inkubation mit Tertidrantikorper (Goat-anti-Rabbit
IgG, HRP-konjugiert, 1:500 in 3% Mausserum) fiir 30 Minuten. Zur Farbent-
wicklung wurde als Substrat der Meerrettichperoxidase 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol
(AEC) verwendet. Dazu wurden die Schnitte mit 0,2mg/ml AEC und 0,03% H20,
in Natriumacetatpuffer pH 5,0 versetzt. Die Rot-Braun-Farbung der Préparate
wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und nach 5 bis 15 Minuten durch 2-maliges
Spiilen mit Leitungswasser gestoppt. Das Gewebe wurde mit Hamalaun-Losung
nach Mayer fiir 30s und anschliefendem Spiilen in Leitungswasser gegengefirbt.
Die Schnitte wurden zuletzt in Dako-Einbettmedium eingebettet.

Zur Quantifizierung der in der Leber akkumulierten PMN wurden diese in 30
bis 50 Gesichtsfeldern (high-power-fields, hpf, Vergroflerung x 600) pro Tier mikro-
skopisch ausgezéhlt. Die Gesichtsfelder wurden zuféllig ausgewéhlt. Dabei wurden
in Schnitten des Ischdmie-Modells Bereiche, die histologisch eindeutig als nicht
betroffen auffielen (keine nekrotischen Gewebeverdnderungen, keine Verinderung

der Kernmorphologie), ausgespart.

4.2.14 Herstellung von Homogenaten der Leberproben

Die tiefgefrorenen Proben wurden in fliissigem Stickstoff in einem Morser zerrie-
ben und in einem ebenfalls mit fliilssigem Stickstoff vorgekiihlten Eppendorf-Tube
mit kalter Homogenisierungs-Losung versetzt. Das Homogenat wurde anschlieend
fiir eine Stunde unter mehrmaligem Vortexen auf Eis inkubiert, um alle mem-
brandren Fraktionen aufzuspalten. Darauf folgte eine Zentrifugation fiir 10 Mi-
nuten bei 10000 rpm und 4 °C', um das unlosliche Material zu pellettieren. Das
Pellet wurde verworfen. 20 ul des Uberstandes wurden fiir eine Proteinbestimmung

abgenommen. Restliches Material wurde einer ELISA-Analyse zugefiihrt.
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4.2.15 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Leberhomogenates erfolgte mittels
Pierce BCA-Protein-Assay-Kits nach Angaben des Herstellers:

Die Homogenate wurden zunéchst 1:30 in Homogenisierungspuffer verdiinnt.
Dann wurde 25ul dieser Verdiinnung und je 25ul einer Lésung von bovinem Seru-
malbumin (BSA) in Konzentrationen von 0 — 250ug/ml als interner Standard in
Duplikat in die Wells einer 96- Well-Platte gegeben. Dazu wurde dann 200ul des
zuvor angesetzten Arbeitsreagenzes gegeben, bestehend aus alkalischer, Tartrat-
haltiger Bicinchoninsdure-Losung und Kupfersulfat-Losung. Die Platte wurde 30
Minuten abgedeckt bei 37°C' inkubiert, sodass in einer Biuret-Reaktion das Cu?*
zu Cu'™ regieren kann, welches dann mit der Bicinchoninséure einen blau gefirbten
Chelatkomplex formt. Die Intensitéit der Farbung wurde dann durch Messung der
Absorption bei 562nm quantifiziert. Durch das Erstellen einer Standardkurve konn-

te dann die Proteinkonzentration der Proben errechnet werden.

4.2.16 ELISA zur Bestimmung des MPO-Gehalts der Le-

berproben

Die Menge der murinen MPO in den Leberhomogenaten wurde mit einem ELISA
(Enzyme-linked-immunosorbent-assay)-Kit nach Angaben des Herstellers quanti-
fiziert:

Die Proben wurden 1:20 mit Probenpuffer verdiinnt und die Standardlésungen
und die verdiinnten Proben in die Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert und fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Auf dem Boden der Mikrotiterplatte
ist ein Antikorper gegen murine MPO immobilisiert, an den das MPO aus der
Proben- und Standardlosung bindet. Die Wells wurden gewaschen und mit ei-
ner Losung eines zweiten, biotinylierten Antikérpers gegen murine MPO gefiillt
und wiederum 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, sodass der Antikorper an
das nun immobilisierte MPO binden kann. Nach erneutem Waschen wurde mit
Streptavidin konjugierte Meerrettichperoxidase zugegeben. Der Ansatz wurde 1
Stunde inkubiert, um die Bindung des Streptavidin an das immobilisierte Biotin
zu gewahrleisten. Nach wiederholtem Waschen wurde Tetramethybenzidin (TMB)-
Losung als Substrat der Meerrettichperoxidase addiert und 30 Minuten inkubiert.
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Die Oxidation des TMBs, welche ein blau geférbtes Produkt ergibt, wurde durch
Zugabe von Zitronensiurelosung gestoppt, wodurch sich der Ansatz aufgrund der
pH-Wert-Anderung gelb fiarbt. Die Absorption der Losung in den einzelnen Wells
wurde bei 450nm vermessen und die MPO-Konzentration durch Bezug auf die

erstellte Standardkurve berechnet.

4.2.17 Statistik

Die Daten wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung
gepriift. Es erwiesen sich alle generierten Daten als normal verteilt.

Die Daten werden présentiert als Mittelwerte = SEM. Es erfolgte der Vergleich
der Daten durch ungepaarten Studentschen T-Test bzw. Anova-Analyse. Ein Un-

terschied mit einem p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant bewertet.
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Kapitel 5

Ergebnisse

5.1 Bedeutung der MPO fiir die Adhéision neu-

trophiler Granulozyten

5.1.1 Einfluss der MPO auf die Adhésion neutrophiler Gra-

nulozyten an Fibronektin und Endothelzellen

Vor dem Hintergrund, dass MPO sowohl an Matrixproteine und an Glykosamino-
glykane auf der Oberfliche der Endothelzelle auf der einen Seite [11], als auch auf
der anderen Seite an die Glykokalix [15] und die CD11b-Integrine [88] der neutro-
philen Granulozyten bindet, wurde untersucht, ob MPO die Adhésion der PMN
an Fibronektin oder Endothelzellen zu vermitteln vermag. Dazu wurden entweder
die Granulozyten oder die entsprechende Matrix - Fibronektin-beschichtete Zell-
kulturplatten oder Endothelzellmonolayer - mit MPO beladen und das Ausmaf
der Bindung der PMN quantifiziert.

Die Beladung Fibronektin-beschichteter Zellkulturgefifie mit MPO hatte kei-
nen Einfluss auf den Anteil der nach 5 Minuten adhérenten Granulozyten (fiir
60nM p=0,07, fiir 120nM p=0,29). Analog dazu konnte auch die Inkubation der
PMN mit MPO ihre Adhésion an Fibronektin nicht signifikant beeinflussen (p=0,05)
(Abb. 11).

Die Untersuchungen an humanen Endothelzellen lieSen einen heterogenen Ef-
fekt der MPO erkennen: Eine 4-stiindige Inkubation konfluenter Endothelzellen
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Abbildung 11: Adhdsion neutrophiler Granulozyten an Fibronektin (FN). Fi-
bronektin (MPO auf FN) oder PMN (MPO auf PMN) wurden mit MPO beladen
und anschlieBend die adharenten PMN fluorometrisch quantifiziert. Kontrolle 100% =
adhdrente PMN ohne MPO. n=3-5, Mittelwerte &= SEM.
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Abbildung 12: Adhdsion neutrophiler Granulozyten an HUVECs. (a) HUVECs
wurden fiir 4h mit MPO (+) behandelt. n=5 (b) PMN wurden fiir 20min mit MPO (+)
behandelt, HUVECs wurden fiir 4h mit Zytokin-Cocktail inkubiert (Zytokin-behandelte
HUVECs). n=3. Well=9,6cm?*. Mittelwerte + SEM.
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mit MPO bewirkte einen signifikanten Anstieg der adhéirent verbleibenden Granu-
lozyten von 1,2240,08 *10° auf 1,6940,17 *10°/ Well (9,6cm?) (p=0,00094) (Abb.
12 a).

Die MPO-Beladung der PMN verringerte die Anzahl gebundener Zellen leicht,
jedoch nicht signifikant (p=0,14), wahrend die vorangehende Aktivierung der Endo-
thelzellen mit den Zytokinen TNF-«, Interferon-y und IL-8 dagegen eine signifi-
kante Verminderung der Bindungsfiahigkeit MPO-behandelter PMN bewirkte (2,23
+0,09 *10° vs 1,78+0,08 ¥10° / Well, p=0,019) (Abb. 12 b).

Damit lasst sich insgesamt keine schliissige Aussage treffen iiber den Einfluss

der MPO auf die Bindung der Granulozyten an Matrixproteine oder das Endothel.

5.1.2 Analyse der ICAM-1 Expression auf Endothelzellen
in Abhiangigkeit von NO" und MPO

In Ergénzung zu den unter 5.1.1 beschriebenen Adhésionsstudien wurde unter-
sucht, ob MPO nicht durch direkte Interaktion, sondern vielmehr {iber das endo-
theliale Adhésionsmolekiil [CAM-1 einen Einfluss auf die Bindung der Granulozy-
ten ausiibt. Dazu wurden zwei Hypothesen getestet: a) MPO induziert direkt die
endotheliale Oberflichenexpression von ICAM-1. b) MPO induziert die endothe-
liale Oberflachenexpression von ICAM-1 durch Konsumption von NO', da NO" die
Zytokin-induzierte endotheliale Expression des Adhésionsmolekiils inhibiert [17].
Es wurden nach dem Prinzip eines ELISAs die ICAM-1-Molekiile auf der Ober-
flache eines konfluenten HUVEC-Monolayers quantifiziert. Eine 2,5-stiindige Inku-
bation der Endothelzellen mit MPO (30nM) konnte keine Verédnderung der Menge
des Oberflichen-standigen ICAM-1 provozieren, sodass Hypothese ,a’ verworfen
wurde.

Die Behandlung der Zellen mit dem Zytokin TNF-a (300U /ml) steigerte die
Oberflachenexpression von 100 auf 440,6+84,5% (p=0,034). Wurde 30 Minuten
vor und 30 Minuten nach der TNF-a-Zugabe der NO-Donor PAPA-NONOat (Am-
moniopropyl-n-propylamino-diazeniumdiolat, 4001M) hinzu gegeben, stieg die Ex-
pression lediglich noch auf 137,6+£18,3% (p=0,18 vs. ctrl) an. Anschlieend wurde
parallel zur ersten PAPA-NONOat-Dosis zuséatzlich MPO in den Zellkulturiiber-

stand gegeben. Dies erfolgte unter der Annahme, dass die oxidative Konsumption
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Abbildung 13: ICAM-1-Expression auf HUVECs. pNONO=PAPA-NONOat. Kon-
trolle 100% = Absorption der unbehandelten HUVECs. n=3-5. Mitelwerte + SEM.

von NO' einen Anstieg der Oberflichenexpression bewirkt. Dies lief sich jedoch
nicht bestétigen, da es zu keiner vermehrten Expression von ICAM-1 kam (Abb.
13).

Eine ausreichende Aktivitat des MPO-Systems wahrend des Experiments wur-
de vorausgesetzt, da die Zytokin-Provokation der Endothelzelle zu geniigender Su-
peroxidproduktion und damit zu ausreichender Bereitstellung von HyOs fiihrt.
Eine zur Kontrolle zusétzlich vorgenommene HyOo-Zugabe hatte keinen Einfluss
auf das Ergebnis, sodass die Schlussfolgerung gezogen werden kann, dass MPO die
endotheliale ICAM-1-Oberflichenexpression nicht moduliert.
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5.2 Charakterisierung der MPO-abhingigen Mo-

tilitdt neutrophiler Granulozyten in-vitro

5.2.1 Chemotaxis neutrophiler Granulozyten im Ibidi-Slide

Das Ibidi-ji-Slide I erlaubt es, das Verhalten von Zellen in einem definierten Gradi-
enten einer 16slichen Substanz zu untersuchen. Somit kann die Fahigkeit zur Che-
motaxis der Zellen bzw. die chemotaktische Potenz eines Stoffes analysiert werden.
Die Etablierung der Methode wurde angelehnt an eine Arbeit von Schymeinsky
und Kollegen [128] (siche 4.2.6).
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Abbildung 14: MPO-konzentrationsabhangige gerichtete Motilitdt neutrophiler
Granulozyten im Ibidi-Slide. % PMN der gesamten PMN im Gesichtsfeld (% total),
die sich nach 20-miniitiger Beobachtung in Richtung aufsteigender MPO-Konzentration
bewegt haben. n=4-6, Mittelwerte + SEM.

Die unilaterale Applikation einer Losung von MPO in den mit Granulozy-
ten gefiillten Kanal des [bidi-Slides fithrte innerhalb des 20-miniitigen Beobach-
tungszeitraumes zu einer Bewegung der Zellen im Bereich des steilsten Gradien-
ten in Richtung der ansteigenden MPO-Konzentration. Der Anteil sich gerichtet
bewegender Zellen von der Gesamtheit der Zellen im mikroskopischen Gesichts-
feld (PMN im Segment der ansteigenden Konzentration) stieg mit zunehmen-

der Konzentration der applizierten MPO-Losung an (Abb. 14). Eine gesteiger-
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te, zufillig auftretende Aktivierung der PMN vor Applikation in das Slide fiihrte
jeweils zu verminderter Bewegung in Richtung MPO (Daten nicht gezeigt). Der
Anteil gerichteter Zellen in Gegenwart von MPO (120nM) war mit 59,64+2,8%
signifikant hoher als in Gegenwart des Proteins HSA (humanes Serumalbumin,
24,841,7%, p=2,2*10"'2), des ebenfalls kationischen, granulozytiren Enzyms Ca-
thepsin G (CathG, 120nM, 36,5+6,0%, p=0,021) und des Chemokins IL-8 (25nM,
40,2+1,8%, p=0,001) (Abb. 15 a). Eine Zugabe des MPO-Inhibitors 4-Amino-
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Abbildung 15: Gerichtete Motilitdt neutrophiler Granulozyten im Ibidi-Slide.
(a) Motilitat in Richtung humanen Serumalbumins (HSA, n=19), Cathepsin G (Cath
G, n=3), MPO (n= 34) und Interleukin-8 (IL-8, n=9). (b) Motilitdt in Gegenwart des
MPO-Inhibitors 4-Aminobenzoesiurehydrazid (4-ABAH) n=3-4. Mittelwerte £ SEM.

benzoeséurehydrazid (4-ABHA) hatte keinen Einfluss auf die MPO-induzierte Be-
wegung der Granulozyten (p=0,89), was darauf hindeutet, dass der beobachtete
Effekt unabhéngig der katalytischen Aktivitdt des Enzyms auftrat (Abb. 15 b).

Diese Annahme wurde verifiziert durch die Beobachtung, dass die rekombinante
MPO-Mutante M243T, die durch den Austausch des Him-assoziierten Methionins?#3
(siche 2.7) gegen ein Threonin ihre katalytische Aktivitat verliert [150], den An-
teil der direktional bewegten Zellen ebenfalls im Vergleich zu HSA signifikant auf
47,5+4,2% steigerte (p=2,98%¥10°%) (Abb. 16).

Um die Beteiligung der CD11b-Integrine an der MPO-vermittelten Motilitat
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zu untersuchen, wurden die Granulozyten vor Applikation in das [bidi-Slide fiir 45
Minuten mit einem Antikérper gegen das CD11b-Integrin behandelt. Dadurch sank
der Anteil gerichtet wandernder Zellen in Gegenwart von MPO von 59,6+2.8%
auf 35,6+2,6% (p=0,001) und in Gegenwart der mutanten MPO von 47,54+4,2%
auf 32,64+3,5% (p=0,026). Interessanter Weise hatte der Antikorper auf die IL-8-
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Abbildung 16: Motilitat neutrophiler Granulozyten im Ibidi-Slide in Rich-
tung HSA (n=19), MPO (n=34), mutanter, rekombinanter MPO M243T
(mutMPO, n=9) und IL-8 (n=9). PMN wurden mit Antikorper gegen CD1la
(aCD11a, n=3-9) oder gegen CD11b («CD11b, n=6) inkubiert. Mittelwerte + SEM.

induzierte Migration keinen signifikanten Effekt. Die Vorbehandlung der Zellen
mit einem Antikorper gegen CD11a-Integrine beeinflusste die Motilitéit in keinem
Fall signifikant, was darauf hindeutet, dass speziell das CD11b-Integrin fiir die
Vermittlung der MPO-induzierten Motilitét notwendig ist (Abb. 16).

Zur detaillierten Charakterisierung der Granulozyten-Bewegung im [bidi-Slide
wurde die zuriickgelegte Strecke von je 20 Zellen eines Experiments mittels ge-
eigneter Software visualisiert und in einen Plot iibertragen, in dem die positive
x-Richtung den ansteigenden Gradienten beschreibt (Abb. 17 a). Die Strecken der

PMN, die im ansteigenden Gradienten-Segment enden, sind in rot dargestellt.

58



KAPITEL 5. ERGEBNISSE

a)
HSA MPO MPO/aCD11b IL-8
10 ? | %
10 20
10
5 5 10 i
0 0 0 0
5 ¢ 5 -10
10 t 10
0 -20
15
5 -20 -30
10 20 10 20
- 5 10 5 10 Y
£ -
=2 0 0 : 0 0
2 -5 10 5 10
2 -10
S 20 -10 2
¥ -15 -30
>—
45 10 -5 0 5 10 15 30 20 410 0 10 20 30 20 10 0 10 20 30 20 10 0 10 20 30
—>
X-Richtung (um)
b) c) %
&k
04 - [] oCD11b —~ 60
£
= o [J aCD11b
_r o)) 50
5
§ o 5
£ £ 40
c 9]
§ ;
©
§, 0,2 - g 30
£ 2
- >
© E -
s =
S 014 ©
x o
§ 10
l 5
p— 0- —
HSA MPO IL-8 HSA MPO IL-8

Abbildung 17: Analyse der von neutrophilen Granulozyten im Ibidi-Slide
zuriickgelegten Strecken. (a) Transformation der zuriickgelegten Strecken in einen
Plot mit Startpunkt jeder Strecke x=0, y=0. Positive x-Richtung entspricht Richtung
der ansteigenden Konzentration. Rot=Bewegung in Richtung ansteigender Konzentra-
tion. n=20 PMN/Plot (b) x-forward-migration Index (x-Wert / mittlere akumulierte
Distanz) als MaB fiir die Direktionalitdt der Bewegung (n=3-4 Plots). (c) Mittlere
akkumulierte Distanz der zuriickgelegten Strecken aus n=3-4 Plots. Mittelwerte +
SEM.

99



KAPITEL 5. ERGEBNISSE

Aus diesen Plots lie3 sich die mittlere akkumulierte Streckenldnge in pgm und
der z-forward-migration Index (x-Wert/mittlere akkumulierte Streckenlidnge), ein
MaS fiir die Direktionalitdt der Bewegung [75], ermitteln. Wahrend IL-8-exponierte
Granulozyten mit 55,1+2,2 pm im Mittel die ldngste Distanz zuriicklegten (HSA
35,3+1,1 pm, p=0,0012, MPO 38,5+2,8 pum, p=0,007) (Abb. 17 b), prisentierte
sich die Bewegung der Zellen in Gegenwart von MPO am stérksten gerichtet
(p=0,02 vs HSA, p=0,03 vs IL-8) (Abb. 17 ¢).

Diese Daten zeigen, dass MPO konzentrationsabhéngig, losgelost der katalyti-
schen Aktivitdt und in Abhéngigkeit der CD11b-Integrine eine direktionale Moti-

litét der neutrophilen Granulozyten induziert.

5.2.2 Einfluss der MPO auf Morphologie und intrazellulire
Signalkaskaden der neutrophilen Granulozyten

Wiéhrend der Chemotaxis-Experimente im Ibidi-Slide war auffillig, dass die Zel-
len in Gegenwart von IL-8, nicht aber von MPO, deutlich verdnderte Morphologie
im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Eine Relief-Kontrast Aufnahme, die eine
anndhernd dreidimensionale Darstellung erlaubt, lidsst diese Unterschiede in der

Zellmorphologie gut sichtbar werden (Abb. 18). Die morphologische Modulation

HSA MPO IL-8

Abbildung 18: Relief-Kontrast-Aufnahme neutrophiler Granulozyten im Ibidi-
Slide in Gegenwart von HSA, MPO oder IL-8. x 400.

ist ein etablierter Phianotyp des migrierenden Granulozyten, da die klassische che-

motaktische Bewegung mit einer durch intrazelluldre Signalkaskaden gesteuerten
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Abbildung 19: Motilitat neutrophiler Granulozyten im Ibidi-Slide nach Vorbe-
handlung der PMN mit Inhibitoren des Myosin Il (Blebbistatin), der PI3-
Kinase (LY 294002) und der Aktin-Polymerisation (Cytochalasin D). n=3-5,
Mittelwerte + SEM.

Zytoskellet-abhéngigen Polarisierung der Zelle unter Ausbildung eines Lamellipo-
diums und eines Uropodiums einhergeht (siehe 2.5).

Um diese ungewodhnliche Beobachtung der sphérisch verbleibenden, sich bewe-
genden Zellen zu erkldren und zu untersuchen, ob die beobachtete Motilitat der
Zellen trotzdem typischen intrazelluldren Prozessen unterliegt, wurden die Gra-
nulozyten mit verschiedenen Inhibitoren behandelt: Blebbistatin inhibiert Myosin
I, welches an der Kontraktion der Zelle am Uropodium beteiligt ist. LY 294002
ist ein Inhibitor der PI-3-Kinase, die in der Signalkaskade der Chemotaxis eine
zentrale Rolle einnimmt. Cytochalasin D letztendlich hemmt die Dynamik der
Aktin-Filamente, die Voraussetzung fiir die aktive Bewegung der PMN ist (siehe
jeweils 2.5). Alle drei Stoffe konnten die Chemotaxis der Granulozyten zu IL-8 si-
gnifikant vermindern (Blebbistatin p=0,004, LY 294002 p=0,025, Cytochalasin D
p=0,0018), hatten aber keinerlei Wirkung auf die MPO-induzierte Motilitat (Abb.
19).

Um eine Beteiligung F-Aktin-abhéngiger Prozesse direkt auszuschliefen, wurde

der intrazellulare F-Aktin-Gehalt der Granulozyten analysiert.
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Ctrl MPO fMLP

Abbildung 20: Immunzytochemische Analyse des F-Aktin-Gehalts neutrophiler
Granulozyten nach Stimulation mit MPO oder fMLP. x 630.
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Abbildung 21: Fluorometrische Analyse des F-Aktin-Gehalts neutrophiler Gra-
nulozyten. PMN wurden fiir 60sec, 10min oder 20min mit MPO stimuliert. Zum
Priming der PMN wurden diese fiir 10min mit PMA vorbehandelt. Fluoreszenz der
PMN ohne Stimulation = Kontrolle 100%. n= 3-4, Mittelwerte £ SEM.
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Die immunzytochemische Farbung des F-Aktins in Fibronektin-gebundenen
PMN zeigte keinen Effekt der Behandlung mit MPO, wahrend Zellen, die mit
dem Chemotaxin fMLP versetzt wurden, eine Akkumulation der Immunreaktivitét
aufwiesen (Abb. 20).

Die Quantifizierung des intrazellularen F-Aktins mittels Fluorometrie ergab
ebenfalls keine Verdanderung nach MPO-Inkubation der Zellen fiir 60 Sekunden, 10
und 20 Minuten. Auch eine 10-miniitige Vorbehandlung mit einer geringen Menge
(InM) von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), welches durch Aktivierung der
Proteinkinase C die Reaktionsbereitschaft der Granulozyten erhoht (Priming),
ergab keine signifikanten MPO-abhéngigen Effekte (Abb. 21).

300 - —— ctrl
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250 -| —&&— IL-8
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0 | | |
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Abbildung 22: Quantifizierung des F-Aktin-Gehalts neutrophiler Granulozyten
mittels Durchflusszytometrie (FACS). PMN wurden fiir 30, 60 oder 120sec mit
MPO oder IL-8 inkubiert. Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von je 30000 PMN
wurde ermittelt, MFI unbehandelter PMN = Kontrolle 100%. n=3-4, Mittelwerte +
SEM.

Da die Methode der Fluorometrie nur begrenzte Sensitivitdt besitzt, wurde
zusitzlich die Durchflusszytometrie (FACS) zur Quantifizierung eingesetzt. Hier-
mit wurde die mittlere Fluoreszenz nicht-behandelter, MPO-behandelter und IL-
8-inkubierter Granulozyten nach F-Aktin-Farbung ermittelt. Es zeigte sich ein

IL-8-induzierter Anstieg des F-Aktin-Gehalts mit einem Maximalwert bei 60 s von
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257,9426,9% des Kontrollwertes (Abb. 22).

Doch auch mit dieser Methode konnte kein MPO-abhéngiger Effekt beobachtet
werden, sodass geschlossen werden kann, dass MPO die fiir die aktive Fortbewe-
gung des Granulozyten notwendige Polymerisation von Aktin nicht induziert. Diese
Daten belegen die Unabhéngigkeit der MPO-vermittelten granulozytéiren Motilitét

von Chemotaxis-typischen Signalkaskaden und zytoskelletdren Rearrangements.

5.2.3 Charakterisierung der Energie- und Ladungsabhéin-
gigkeit der MPO-induzierten Motilitdt neutrophiler

Granulozyten
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Abbildung 23: Inhibition des Energiemetabolismus neutrophiler Granuloyzten
im Ibidi-Slide. Motilitdt der PMN in Richtung HSA, MPO oder IL-8 nach Vorbehand-
lug mit Natrium-Azid und 2-Deoxyglukose. n=3-6, Mittelwerte + SEM.

Vor dem Hintergrund der bisherigen Erkenntnisse entstand die Hypothese, dass
die beobachtete Motilitdt ohne aktive Beteiligung der Granulozyten auftritt und
vielmehr einer elektrostatischen Interaktion zwischen der kationischen MPO und
der negativ geladenen Granulozytenoberfliche unterliegt.

In der Tat fiihrte eine 1-stiindige Behandlung der PMN mit einem Gemisch

aus Natriumazid und 2-Deoxyglukose, welches die mitochondriale Respiration und
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die Glykolyse und somit den Energiemetabolismus der Zelle inhibiert [24], zu
einer signifikanten Verringerung der IL-8-abhéingigen Chemotaxis von 53,0+£2,3
auf 36,8+4,8% (bezogen auf MPO=100%, p=0,0021), jedoch nicht der MPO-
vermittelten Motilitdt (p=0,76) (Abb. 23).

Dariiber hinaus bewirkte die Alkalisierung des Zellpuffers im Chemotaxisexperi-
ment auf einen pH-Wert von 9,2 eine Senkung der MPO-induzierten Motilitdt auf
23,4+2,1% (p=0,0003) und damit auf das Niveau der Kontrolle (Abb. 24). Der
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HSA MPO

Abbildung 24: Motilitdt neutrophiler Granulozyten im Ibidi-Slide in
Abhangigkeit des isoelektrischen Punktes der MPO. Das Experiment wurde ent-
weder bei pH 7,4 (schwarze S&ulen) oder bei pH 9,2 (weiBe Séule) durchgefiihrt. n=3,
Mittelwerte + SEM.

pH-Wert von 9,2 entspricht dem isolelektrischen Punkt der MPO und lésst diese
somit ungeladen sein. Eine immunzytochemische Analyse zeigte darauf hin, dass
Granulozyten, welche bei dem pH-Wert von 9,2 mit MPO inkubiert wurden, deut-
lich weniger Immunreaktivitiat fiir MPO aufwiesen als bei einem pH-Wert von 7,4
mit MPO behandelte (Abb. 25). Diese Beobachtung ist als Ausdruck einer ver-
minderten Bindung der MPO an die PMN und speziell die Integrine zu verstehen.
Eine unter beiden Bedingungen gleich starke Immunreaktivitat fiir CD11b belegte,
dass die Integrine im alkalischen Milieu nicht zerstort waren, sondern strukturell
intakt blieben.
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Um den Einfluss der elektrostatischen Interaktion weiter zu bestétigen, wurde das

MPO/pH 7,4 MPO/pH 9,2

anti-
MPO

anti-
CD11b

merge

Abbildung 25: Immunzytochemische Analyse der Oberflachen-assoziierten
MPO und des CD11b-Integrins neutrophiler Granulozyten. PMN wurden ent-
weder bei pH 7,4 oder bei pH 9,2 mit MPO inkubiert. Griin: MPO, Rot: CD11b. x
630.

ebenfalls stark kationische Protein Protamin zum Zellpuffer gegeben unter der Vor-
stellung, dass ein Uberschuss positiv geladener Molekiile im Versuchsansatz den
Ladungs-Gradienten der MPO zerstort. Tatséchlich induzierte Protamin mit an-
steigender Konzentration von 20 bis 500ug/ml eine Verminderung der Chemotaxis
von 100 auf 12,6+2,9% (Abb. 26).

Diese Befunde der Beteiligung elektrostatischer Kriifte fithrten zu der Uber-
legung, dass ein Korper mit negativ geladener Oberfliche #dhnliches Verhalten
wie die Granulozyten im Chemotaxis-Experiment zeigen miisste. Zur Untersu-
chung dieser Hypothese dienten geladene Sepharose-Beads, deren durchschnitt-
licher Durchmesser von 34um sich in dhnlicher Groflenordnung derer neutrophi-
ler Granulozyten (12-15um) befindet. Glutathion- (GSH-) konjugierte Beads, wel-
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Abbildung 26: Motilitdt neutrophiler Granulozyten im Ibidi-Slide in Richtung
MPO in Gegenwart von Protamin. Protamin wurde in ansteigender Konzentration
zum Versuchsansatz gegeben. n=3, Mittelwerte + SEM.

che bei physiologischem pH-Wert negative Ladung tragen, zeigten ohne MPO-
Zugabe wihrend des 30-miniitigen Beobachtungszeitraums keine Bewegung (0%),
wihrend MPO eine konzentrationsabhéngige, gerichtete Bewegung der Beads von
20,5445,4% bei 120nM MPO, 34,9844,1% bei 360nM MPO und 47,25+3,8% bei
480nM MPO induzierte (Abb. 27 a). Weitere anionische Beads, diesmal konjugiert
mit einer Sulfopropyl-Gruppe, zeigten ebenfalls gerichtete Motilitiat in Gegenwart
von 360nM MPO von 16,27+2,9%. Durch Konjugation eines quaternidren Am-
moniumsalzes positiv geladenen Beads bewegten sich nur zu 1,3+0,7% (p=0,007)
(Abb. 27 D).

Diese Ergebnisse belegen eindriicklich, dass allein elektrostatische Kréfte fiir die

Initiierung einer Bewegung negativ geladener Korper in Richtung MPO geniigen.
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Abbildung 27: Direktionale Motilitdt geladener Sepharose-Beads im Ibidi-
Slide. (a) Bewegung anionischer, Glutathion-konjugierter Sepharose-Beads in Rich-
tung ansteigender Konzentrationen von MPO. (b) Bewegung anionischer, Sulfopropyl-
konjugierter und kationischer, mit quaternarem Ammoniumsalz konjugierter Sepharose-
Beads in Richtung MPO. n=3, Mittelwerte + SEM.

5.3 Charakterisierung der MPQO-abhingigen Mo-

tilitdt neutrophiler Granulozyten in-vivo

Fiir die Einschétzung der pathophysiologischen Relevanz der in-vitro Daten schien
es wichtig zu iiberpriifen, ob sich die Ergebnisse im komplexen System eines le-
benden Organismus bestétigen lassen. Hierzu wurde als Versuchstier die Maus
gewdahlt. Aufgrund ihrer fiir die geplanten Modelle in der Literatur gut charakte-
risierten Eigenschaften [68, 67] und giinstiger operativer Erreichbarkeit wurde die

Leber als Zielorgan fiir die Versuche herangezogen.

5.3.1 Modell der hepatischen Ischimie und Reperfusion

Die Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion initiiert im betroffenen Organ ei-

ne inflammatorische Kaskade, die in der Leber in einer etwa 6-stiindigen Akut-
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phase mit Zytokin- und ROS-Produktion und einer anschlieBenden Subakutpha-
se mit vorherrschender Einwanderung neutrophiler Granulozyten in das Gewebe
resultiert, die ihr Maximum zwischen 12 und 24 Stunden erreicht [68]. Die da-
bei aktivierten Granulozyten sezernieren MPO, welches konsekutiv in der Leber
akkumuliert. Die Akkumulation der MPO konnte durch Analyse des Leberhomo-
genates mittels ELISA bestitigt werden (Abb. 28 a). Ob MPO kausal an der
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Abbildung 28: Hepatische Ischdmie und Reperfusion im Mausmodell. (a) MPO-
Akkumulation im Leberhomogenat der Wildtyp-Maus nach Sham-Operation oder he-
patischer Ischdmie und Reperfusion. (b) Immunhistochemisch quantifizierte hepatische
Infiltration neutrophiler Granulozyten in der Wildtyp- und MPO~/~-Maus nach Sham-
Operation (n=5-8) oder Ischamie und Reperfusion (n=9-10). hpf = High-power-field:
Gesichtsfeld in 600-facher VergroBerung. Mittelwerte += SEM.

hepatischen Granulozyteninfiltration beteiligt ist, sollte durch den Vergleich von
Wildtyp- (WT) mit MPO-defizienten (~/~)-Miusen geklirt werden. In der Lite-
ratur wird fiir die Ischdmie im Mittel eine Dauer von 30 bis 90 Minuten gewéhlt.
Um die himodynamische Belastung wéhrend der Prozedur und das anschlieende
Trauma so gering wie moglich zu halten, wurde durch Verschlieen nur der linken
Aste von V. portae und A. hepatica eine partielle Ischémie der Leber vorgenom-
men. Nach einigen Pilotversuchen mit W'T-Tieren erwies sich eine Ischdmiedauer
von 90 Minuten und eine Reperfusionszeit von 20 Stunden als geeignete Bedingung

zur Provokation ausreichender Infiltration von Granulozyten.
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Abbildung 29: Immunhistochemische Farbung hepatisch akkumulierter neutro-
philer Granulozyten (rot-braun) nach Ischamie und Reperfusion in Wildtyp-
und MPO~/~-Maus. x 200.

Die Anzahl der akkumulierten Granulozyten wurde durch Auszéhlen der im-
munhistochemisch angefirbten PMN (Abb. 29) in 30-50 mikroskopischen Gesichts-
feldern (hpf=high power field, x 600) in Schnitten aus mindestens 3 verschiedenen
Regionen der betroffenen Leberlappen eines Tieres ermittelt. In den WT-Mé&usen
resultierte die Ischdmie und Reperfusion (IR) in einem Anstieg der Granulozy-
tenzahl pro 10 hpf von 28,3+6,6 in sham-operierten Mausen auf 460,34+57,5 in
IR-Tieren. Sham-operierte Mause waren zwar einer Laparotomie, aber keiner IR
unterzogen worden. In den MPO~/~-Miusen dagegen waren signifikant weniger
PMN in den Leberschnitten nachzuweisen (p=0,027), hier stieg die Zahl nur von
35,8+6,8 auf 287,5+40,0 PMN/10 hpf (Abb. 28 b). Diese Beobachtungen machen
deutlich, dass MPO kausal an der hepatischen Granulozyten-Infiltration nach IR
beteiligt ist.

5.3.2 Modell der intraportalen Injektion

Zusétzlich zum Modell der IR, in dem MPO nicht alleiniger Ausloser der Granulo-

zyten-Infiltration, sondern nur Kontributor neben diversen anderen inflammatori-
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schen Mediatoren ist, wurde ein Modell gewéhlt, welches einen direkten Effekt des
Proteins impliziert: Murine MPO wurde in die V. mesenterica superior injiziert,
die in die V. portae und damit in die Leber miindet. Aufgrund der bekannten,
hohen Affinitat der MPO zu Matrixproteinen und zum Endothel kann von einer
Immobilisation eines Grofiteils der MPO in der Leber, die durch die feine Ver-
zweigung der Sinusoiden eine grofie Oberfliche bietet, ausgegangen werden. Um
zu evaluieren, ob die CD11b-Integrine an der potentiellen Infiltration neutrophi-
ler Granulozyten beteiligt sind, wurden die Studien zusétzlich zu WT- auch mit

CD11b-defizienten Méausen durchgefiihrt. Die Injektion von 2ug muriner MPO
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Abbildung 30: Hepatische Infiltration neutrophiler Granulozyten in der Wildtyp-

und CD11b~/~-Maus. Die Akkumulation der PMN nach intraportaler Injektion
von murinem Serumalbumin (MSA), murinem MPO oder Macrophage-Inflammatory-
Protein-2 (MIP-2) wurde immunhistochemisch quantifiziert. Hpf = high-power-field:
Gesichtsfeld in 600-facher VergroBerung. n= 6-8, Mittelwerte + SEM.

resultierte nach 2 Stunden im WT in einer Akkumulation von 72,6+5,9 PMN
pro 10 hpf. Murines Serumalbumin (MSA) als Kontrollprotein provozierte eine si-
gnifikant geringere Infiltration (29,6+5,2, p=0,0001). In der CD11b~/~-Maus war
ein volliges Ausbleiben dieses MPO-abhéngigen Anstiegs zu beobachten (p=0,89)
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(Abb. 30).

Um zu kontrollieren, ob CD11b~/~-Granulozyten in diesem Modell trotz ih-
rer Defizienz generell die Fahigkeit zur hepatischen Infiltration besitzten, wurde
das Chemokin Macrophage-inflammatory-protein-2 (MIP-2) in die V. mesenterica
injiziert. Bemerkenswerter Weise stieg die Anzahl hepatisch akkumulierter PMN
in der CD11b~/~-Maus auf 58,6+4.,6 pro 10 hpf und damit stirker an als im WT
(45,8£3,2 PMN/10 hpf) (Abb. 30). Die Ergebnisse belegen, dass MPO CD11b-

MSA MPO MIP-2
WT

CD11b™

Abbildung 31: Immunhistochemische Farbung hepatisch akkumulierter neutro-
philer Granulozyten (rot-braun) nach intraportaler Injektion von MSA, MPO
oder MIP-2 in der Wildtyp- oder CD11b~/~-Maus. x 200.

abhéngig die Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der Leber der Maus

induziert.
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Kapitel 6
Diskussion

Diese Arbeit identifiziert das Enzym Myeloperoxidase erstmals als Chemotaxin
neutrophiler Granulozyten und zeigt dabei einen bisher nicht bekannten Mecha-
nismus der granulozytdren Motilitdt auf. Im Folgenden sollen wichtige Befunde
interpretiert und diskutiert und das Ergebnis in den Kontext der aktuellen For-

schung eingebettet werden.

6.1 Bedeutung der MPO fiir die Adhé&sion

Das initiale Ziel dieser Arbeit bestand in der Charakterisierung der Bedeutung
der MPO fiir die Migration neutrophiler Granulozyten. Die Adhésion der PMN an
die Gefafiwand ist eine kritische Voraussetzung und ein Initiator der Extravasati-
on der Zellen und damit ein Bestandteil der Migration. Vor dem Hintergrund der
Beobachtungen, dass MPO mit hoher Affinitdt an Heparan-Glykosaminoglykane
(GAGs) der endothelialen Oberflidche [11], an die granulozytire Glykokalix [15]
und an CD11b-Integrine bindet und auBerdem die Oberflichenexpression dieser
Integrine verstirkt [88], entstand die Hypothese, dass MPO als Verbindungsele-
ment zwischen ihren Interaktionspartnern - Gefawand und Granulozyt - fungieren
konnte. Additiv konnte die MPO-induzierte, vermehrte Prasentation von CD11b
die granulozytiare Adhésion positiv verdndern.

Die Beobachtung der gesteigerten Bindung der Granulozyten an MPO-beladene
Endothelzellen (Abb. 12 a) kann als Ausdruck dessen interpretiert werden, dass
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unstimulierte PMN und ruhende Endothelzellen keine natiirliche Affinitét zuein-
ander besitzen, sondern vielmehr das Endothel basal einen anti-adhésiven Cha-
rakter aufweist [37, 5]. Dieser resultiert zum einen aus einer geringen konstituti-
ven Expression von Adhésionsmolekiilen. Zum anderen wirkt die negativ geladene
Glykokalix der beiden Zellspezies einer Interaktion entgegen. Das auf den GAGs
immobilisierte MPO konnte diesen anti-adhésiven Charakter nivellieren, indem es
sich als Rezeptor fiir das granulozytére CD11b-Integrin prisentiert und aulerdem
die elektrostatische Interaktion der Zellen erleichtert.

Der Befund dagegen, dass die MPO-Beladung der PMN ihre Adhésion an
durch Zytokine aktivierte Endothelzellen deutlich vermindert (Abb. 12 b), legt
den Schluss nahe, dass die Stérke der Bindung zwischen CD11b und ICAM-1, wel-
ches durch Zytokin-Exposition in bedeutender Menge exprimiert wird, der Stérke
der Bindung zwischen CD11b-assoziiertem MPO und den GAGs iiberwiegt. Die
Kompetition von MPO mit ICAM-1 resultiert also in verminderter Fahigkeit zur
Adhésion des Granulozyten auf stark aktiviertem Endothel.

Es verbleibt ungeklért, wie sich die Adhésion nach gleichzeitiger Aktivierung
der Endothelzellen, MPO-Beladung der PMNs und der HUVECs verhélt.

Die endgiiltige Schlussfolgerung, ob diese Eigenschaften der MPO zur Induktion
der Granulozyten-Infiltration in-vivo beitragen oder ohne Bedeutung sind, kann
hier nicht gezogen werden. Der Zusammenhang zwischen Adhésion und Migration
ist weniger simpel als vielmehr hochkomplex, da zwar die Ausbildung aber auch

das Loslosen von Bindungen fiir die Motilitidt des Granulozyten notwendig ist [4].

6.2 Bedeutung der MPO fiir die Chemotaxis

Mit dem [Ibidi-Slide wurde ein Modell gewihlt, welches die Untersuchung der
chemotaktischen Eigenschaften der MPO erlaubt. Damit unterscheidet sich diese
Methode vom Modell der Boyden-Chamber und der Transwell-Untersuchung, die
klassischer Weise zur Studie der Chemotaxis herangezogen werden [121, 118]. Die-
se Systeme implizieren gleichzeitig den Prozess der Transmigration, so dass nicht
zwischen beiden Phdnomenen unterschieden werden kann. Mit dem Fokus auf rei-
ne Chemotaxis im Ibidi-Modell war es moglich, einen vollig neuen Mechanismus

der Chemotaxis aufzudecken.
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6.2.1 Interpretation der Beobachtungen im Chemotaxis-
Modell

Die Studien im Chemotaxis-Modell zeigten eine MPO-induzierte, gerichtete Moti-
litét der Granulozyten, die unabhéngig der katalytischen Aktivitéit des Enzyms und
unabhéngig zytoskelletdrer Rearrangements und Energie-konsumierender Prozesse
der PMN auftrat. Die Experimente mit ungeladener MPO und dem kationischen
Protein Protamin indentifizierten elektrostatische Interaktionen zwischen MPO
und den PMN als Ausloser der Motilitat. Dieser Mechanismus wurde durch Versu-
che mit anionischen und kationischen Sepharose- Beads nachdriicklich belegt. Die
Blockade der CD11b-Integrine legte weiterhin deren Einfluss an der Interaktion
dar.

Diese Daten fithren zur Annahme des folgenden Mechanismus: MPO bindet
nach Applikation in den Kanal des Ibidi-Slides mit hoher Affinitét an die Fibrinogen-
beschichtete Oberflache (sieche 4.2.6). Die so immobilisierte MPO {ibt durch elek-
trostatische Kréfte eine Anziehung auf die PMN aus, die sich aufgrund geringer
ausgepragter Bindung zum Fibrinogen in Richtung MPO bewegen. Gestiitzt wird
diese Annahme durch die Beobachtung, dass ein erhohter Aktivitdtszustand der
Granulozyten, der eine Festigung der Bindung zum Fibrinogen veranlasst, in einer
verringerten Bewegung in Richtung MPO resultierte (siehe 5.2.1).

Die Assoziation der MPO mit der Oberfliche neutrophiler Granulozyten in
Abhéngigkeit elektrostatischer Kraft ist in der Literatur beschrieben [15]. Ver-
antwortlich fiir die bei physiologischem pH-Wert positive Ladung der MPO ist
ihr Reichtum an den basischen Aminosduren Arginin und Lysin, wihrend die ne-
gative Ladung der Granulozytenoberfliche mafigeblich durch Sialinséurereste der
Glykokalix bedingt ist [5].

Die Experimente mit geladenen Sepharose-Beads belegen, dass allein die elek-
trostatische Interaktion zwischen MPO und einem Korper mit negativer Ober-
flichenladung eine Bewegung desselben induzieren kann. Dies konnte folglich be-
deuten, dass MPO in-vivo zur Attraktion und Akkumulation aller zelluldren Frak-
tionen des Blutes fithren kann. Es ist jedoch anzunehmen, dass MPO zwar die In-
filtration aller zur Migration befdhigten Zellen, nicht aber der nicht-migrierenden

Zellen wie Erythrozyten und Thrombozyten induziert. Denn es ist wahrscheinlich,
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dass zur vollstdndigen migratorischen Kaskade in-vivo noch aktive Mechanismen
der Zellen, wie Rezeptor-Interaktionen und morphologische Alterationen, beitra-
gen.

Die elektrostatische Anziehung scheint in-vitro zwar ausreichend, aber dennoch
auch hier nicht alleiniger Mechanismus der Motilitdt zu sein: Das stérker kationi-
sche, granulozytére Protein Cathepsin G (/P > 11) war nicht befihigt, eine Bewe-
gung in gleichem Ausmafl wie MPO zu induzieren (Abb. 15 a). Scheinbar stellt die
Interaktion der MPO mit den CD11b-Integrinen einen additiven Mechanismus dar,
der zusatzlich zur elektrostatischen Kraft die Bewegung der Zellen ermoglicht. An
dieser Stelle bleibt ungeklért, ob auch diese Interaktion elektrostatischer Wechsel-
wirkung unterliegt. Das CD11b-Integrin lédsst in seiner Aminosduresequenz keine
Héufung saurer Aminoséduren erkennen, trégt aber eine Glykosylierung grofiteilig
negativ geladener Zuckerreste: Eine Analyse der durch Hydrazinolyse gewonnenen
Oligosaccharide von CD11/CD18-Integrinen zeigte einen Anteil saurer Oligosac-
charide von 44% auf [8]. Auch ist vorstellbar, dass MPO die CD11b-Interaktion mit
der Fibrinogen-beschichteten Oberflache gerade so moduliert, dass keine zu starke
Immobilisierung des Granulozyten stattfindet und somit die Motilitdt begiinstigt

wird.

6.3 Bedeutung elektrostatischer Interaktion fiir

die Motilitidt neutrophiler Granulozyten

Bereits vor mehr als 30 Jahren wurden elektrostatische Kréfte im Zusammen-
hang mit leukozytidrer Chemotaxis untersucht [49]. Der Kontakt mit Chemotaxi-
nen induziert, wahrscheinlich durch membranére ITonentransferprozesse, eine Ver-
ringerung der negativen Oberflichenladung der PMN. Diese Tatsache wurde als
kritische Voraussetzung fiir die chemotaktische Motilitat der Granulozyten postu-
liert. Im Bewusstsein der anti-adhisiven Qualitdt der negativ geladenen Glykokalix
der beteiligten Zellen diente als Erkldrung fiir diese Beobachtung die verbesserte
Fahigkeit zur Interaktion mit dem Gewebe, auf dem die Zelle sich fortbewegt
[48, 127]. Wie unter 6.1 beschrieben bedarf es dabei keiner festen Adhésion, son-

dern vielmehr fein gesteuerter Interaktion [4].
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Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die selektive Entfernung der negativ
geladenen Sialinsdurereste der Glykokalix der Granulozyten ihren Kontakt mit den
Endothelzellen erleichterte [48]. AuBerdem wurde beobachtet, dass Fraktionen ka-
tionischer, granulozytérer Proteine sowie ein kationisches Tripeptid im Gegensatz
zu ungeladenen Proteinfraktionen und einem ungeladenen Tripeptid die Chemo-
taxis der PMN induzierten [127, 112]. Der zugrunde liegende Mechanismus wurde
im Zusammenhang dieser Befunde nicht untersucht.

Einen weiteren Hinweis zum Zusammenhang leukozytéarer Motilitat und elek-
trostatischer Interaktion bietet die so genannte Elektrotaxis [98, 42]: Neutrophile
Granulozyten und zahlreiche weitere Zellspezies zeigen in einem gleichgerichteten
elektrischen Feld eine direktionale Bewegung. Diese Motilitat zeigte sich in-vitro
in einem dufleren elektrischen Feld wiederum nach Entfernung der Sialinsdurereste
deutlich vermindert, was eine Abhéngigkeit der Bewegung von der negativen Ober-
flaichenladung der Zellen belegte. Endogen entsteht ein elektrisches Feld beispiels-
weise durch die Verletzung einer epithelialen Barriere, die eine Stérung der tran-
sepithelialen Potentialdifferenz bewirkt. Die Elektrotaxis trigt physiologisch zur
Zellmigration bei der Wundheilung, Wachstumsprozessen und der neuronalen Ori-
entierung bei [153]. Bisher wird aber angenommen, dass diesen Prozessen aktive
Mechanismen der migrierenden Zellen zugrunde liegen. Moglicherweise liefert diese

Arbeit erstmals Hinweise fiir passive Mechanismen.

6.4 Modulation der Granulozyten-Motilitdt durch
MPO wn-vivo

Fiir die Untersuchung der MPO-vermittelten granulozytéren Motilitéat in-vivo wur-
den Wildtyp-Mause, MPO-defiziente und CD11b-defiziente M&use herangezogen.
Es erfolgte entweder die Ligatur der linken Aste von A. hepatica und Portalvene
oder die Injektion von MPO in die V. mesenterica superior, die in die Portalvene
miindet. Die A. hepatica und die Portalvene treten gemeinsam mit dem Gallengang
durch die Leberpforte in das Organ ein und verzweigen sich dort bis zu kapillaren
Sinusoiden. Die Sinusoiden sind die Bereiche des Stoffaustauschs und sind durch ein

diskontinuierliches Endothel vom Disse-Raum, dem Bereich, der die Hepatozyten
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umgibt, getrennt. Dieses Endothel erlaubt die unselektive Passage von Molekiilen
und gegebenenfalls auch zelluldren Bestandteilen. Studien anderer Arbeitsgruppen
haben gezeigt, dass die hepatische Infiltration neutrophiler Granulozyten mafigeb-
lich im Bereich der Sinusoiden stattfindet [68, 25]. Die injizierte oder von akti-
vierten Granulozyten sezernierte MPO kann nicht nur an das Endothel, sondern
auch ungehindert an Hepatozyten und Matrixproteine im Disse-Raum binden. Da-
mit kann MPO nicht nur einen abluminalen Gradienten ausbilden, sondern auch
einen kationischen , Teppich* iiber endotheliale und subendotheliale Bereiche le-
gen, der dessen anti-adhésive Eigenschaften neutralisiert. Dies resultiert scheinbar
in der deutlichen Granulozyten-Infiltration in der postischdmischen und der MPO-
infundierten Leber der WT-Maus.

6.4.1 Die Bedeutung des CD11b-Integrins

Die ausbleibende hepatische PMN-Infiltration in der CD11b~/~-Maus belegt in
Analogie zu den in-vitro-Beobachtungen die notwendige Beteiligung der CD11b-
Integrine fiir den MPO-vermittelten Effekt. Die Integrine sind in der aktuellen
Literatur als Mediatoren der Migration akzeptiert [65, 147, 143, 130]. Neuere Er-
kenntnisse zeigen, dass die Integrine fiir den Prozess der endothelialen Diapedese
zwar notwendig sind, die extravasale Fortbewegung der Zellen jedoch behindern,
indem sie die PMN zu sehr immobilisieren [85, 18]. Dieses Phénomen konnte die
Beobachtung der verstiarkten PMN-Akkumulation nach MIP-2-Injektion in der
CD11b~/~-Maus im Vergleich zum Wildtyp erkliren. So kénnen scheinbar in die-
sem Modell die Granulozyten, die keine CD11b-Integrine besitzen, das Gewebe
leichter infiltrieren als CD11b-kompetente PMN. Dem entgegen zeigen sich die In-
tegrine aber fiir die MPO-vermittelte Akkumulation notwendig. Dies deutet darauf
hin, dass die MPO-Integrin-Interaktion synergistisch zu der postulierten elektro-
statischen Kraft wirkt. Gleichzeitig scheint MPO den zu adhé&siven Charakter der
Integrine zu modulieren und begiinstigt so die Motilitdt der PMN nach intrapor-

taler Injektion und nach IR.

78



KAPITEL 6. DISKUSSION

6.4.2 Einfluss der katalytischen Aktivitit der MPO

Die Ergebnisse der in-vitro-Experimente belegen die Unabhéngigkeit der MPO-
induzierten PMN-Motilitdt von katalytischer Aktivitdt des Enzyms. Es kann an-
genommen werden, dass dieser Mechanismus auch in-vivo fiir die hepatische Gra-
nulozyten-Infiltration verantwortlich ist. Die Notwendigkeit des CD11b-Integrins
unterstiitzt diese These.

An dieser Stelle ist jedoch einzuwenden, dass die Experimente eine Beteiligung
der katalytischen Eigenschaften der MPO nicht ausschlieen kénnen. Gerade in der
postischdmischen Leber wurde im Tiermodell beobachtet, dass ROS-vermittelte
Verletzungen und damit verbundenes Anschwellen des Endothels sowie durch Ak-
tivierung der Granulozyten induzierte verringerte Flexibilitdt dieser in einem me-
chanischen , Einfangen“ ( Trapping) der PMN in den Sinusoiden resultiert [69, 70].
Ein Beitrag der MPO zum PMN-Trapping durch Katalyse der Produktion von
HOCI und Peroxynitrit ist zwar nicht nachgewiesen, aber dennoch vorstellbar.

Auflerdem nimmt die verfiighare NO-Konzentration Einfluss auf die sinusoidale
PMN-Akkumulation [100, 144]. NO antagonisiert in der postischdmischen Leber
die durch vermehrt produzierte Vasokonstriktoren bedingte Tonuserhhung der Ar-
teriolen und garantiert so die Aufrechterhaltung des Flusses in der Mikrozirkulati-
on. Die MPO-vermittelte NO-Konsumption kénnte die Reduktion des Flusses und
damit wiederum das PMN- Trapping und eine Begiinstigung der PMN-Interaktion

mit dem Endothel provozieren.

6.4.3 MPO-abhingige Apoptose

Ein weiterer Mechanismus, der moéglicherweise als Kontributor der hier beschrie-
benen in-vivo Beobachtungen diskutiert werden muss, ist die Verminderung der
granulozytdren Apoptose durch MPO. Eine aktuelle Studie belegt, dass MPO
CD11b-Integrin-vermittelt intrazellulare Mechanismen aktiviert, die apoptotische
Signalkaskaden verhindern und somit die Lebensdauer aktivierter Granulozyten
verldngern [35]. Es konnte in Abhéngigkeit dieses Mechanismus eine Prolonga-
tion des inflammatorischen Prozesses durch MPO im Tiermodell nachgewiesen
werden. Damit ist vorstellbar, dass MPO auch in den Modellen der hepatischen

Granulozyten-Infiltration die Lebenszeit der infiltrierten Granulozyten verldngert
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und somit im Gewebe mehr Zellen auffindbar sind.

Ein Einfluss der Apoptose bleibt hier aber ungeklart, gerade da generell die
Bedeutung der MPO fiir die Apoptose noch nicht endgiiltig aufgedeckt ist. Noch
nicht veroffentlichte Arbeiten mit Wildtyp- und MPO-defizienten Méusen zeigen
beispielsweise kontrdre Ergebnisse, indem deutlich verstiarkte Apoptose der Gra-
nulozyten in Abhéngigkeit von MPO nachgewiesen werden konnte (Kubala et al.,

unveroffentlichte Daten).

6.4.4 Bedeutung MPO-abhingiger Plasmin-Verfiigbarkeit

Es existiert weiterhin die Vermutung, dass verringerte Leukozyten-Infiltration in
MPO-defizienten Méausen durch verringerte Plasmin-Verfiighbarkeit begriindet ist
[9]. Nach chronischer LAD-Ligatur wurde in der MPO™/~-Maus eine geringere
myokardiale Infiltration von Leukozyten nachgewiesen als in der WT-Maus. Eben-
falls wurde in der MPO~/~-Maus eine geringere Aktivitéit der Serinproteinase Plas-
min und eine hohere Aktivitat deren Inhibitors Plasminogen-activator-inhibitor-1
(PAI-1) gezeigt. In diesem Zusammenhang wurde angenommen, dass eine durch
verminderte Plasmin-Aktivitdt schwéchere inflammatorische Reaktion im Infarkt-
gewebe den Granulozyten weniger Anlass zur Infiltration des Gewebes bietet. Es
wurde postuliert, dass MPO selbst keine Rekrutierung der Zellen bewirkt. Eine Be-
teiligung dieses Mechanismus an den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen

wurde nicht untersucht und kann somit weder belegt noch ausgeschlossen werden.

6.5 Bedeutung der Arbeit fiir das Verstindnis
der Pathophysiologie vaskulidrer Inflammati-

on

Vor dem Hintergrund der Erkenntnis, dass neutrophile Granulozyten eine bedeu-
tende Rolle in der Pathophysiologie der endothelialen Dysfunktion und damit in
der Entstehung vieler Erkrankungen einnehmen (siehe 2.6), ist es von hoher Rele-
vanz zu verstehen, welche Initiatoren und Mediatoren die Einwanderung der Zellen

in die Gefawand bedingen. Im Gegensatz zur akuten Inflammation, die Auslésern
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wie Pathogenen oder mechanischer Verletzung des Gewebes unterliegen kann, ist
fiir die chronische, vaskuldre Entziindung keine klare Noxe zu erkennen (siche 2.3).
Vielmehr liegt hier ein multifaktorieller Prozess vor.

Der erhebliche pradiktive Wert hoher MPO-Plasmaspiegel und die deutliche
Korrelation der MPO-Akkumulation in Plasma und Gewebe mit kardiovaskuldren
Erkrankungen provozierte nun in jiingerer Zeit vielfach die Annahme einer kausalen
Beteiligung der MPO.

Diese Arbeit zeigt einen Mechanismus auf, durch den MPO durch die In-
itiierung der Motilitdt und Akkumulation neutrophiler Granulozyten kausal zu
vaskuldrer Inflammation und somit endothelialer Dysfunktion beitragen koénnte.
Die Bewertung der vorangehenden Beobachtung, dass MPO subendothelial in der
GefiBwand akkumuliert [11], muss nun erweitert werden - wirkt MPO hier doch
nicht nur durch enzymatische Mechanismen, sondern provoziert durch Attraktion
der Granulozyten, die ihrerseits zytotoxische Mediatoren hervorbringen, noch eine
Potenzierung ihrer pro-inflammatorischen Eigenschaften.

Auflerdem konnte diese Arbeit eine Erklarung fiir einen gerade initiativen Me-
chanismus der Entstehung der endothelialen Dysfunktion liefern. Die Beobachtung
der erhohten Présenz von MPO im Plasma bei Abstinenz anderer inflammatori-
scher Marker [142, 12, 106] ermoglicht diese Einschétzung. So kénnte MPO den
PMN die Infiltration der Gefafiwand ohne eine Beteiligung anderer inflammato-
rischer Mediatoren gewéhren. Eine Extravasation wére also denkbar, obwohl das
,hicht-inflammatorische“ Endothel keine Adhésionsmolekiile exprimiert und kei-
ne Verletzungen aufweist, weshalb es nach bisherigem Wissen kein Substrat zur
Migration der Granulozyten bietet. Es konnte vermutet werden, dass die MPO-
vermittelte Motilitét fiir diese subtilen Vorginge zu Beginn der Entwicklung einer
Dysregulation des Endothels von hoher Relevanz ist und weniger fiir Prozesse
akut Pathogen-vermittelter Entziindung. Denn der Phinotyp der MPO-Defizienz
beschreibt eine geringere Inzidenz kardiovaskulédrer Erkrankungen, nicht aber eine
verminderte Granulozyten-Akkumulation am Ort einer Infektion.

Unterstiitzend zeigte sich zum einen in den Adhésionsstudien dieser Arbeit eine
deutliche MPO-vermittelte Steigerung der PMN-Bindung auf , nicht-inflammato-
rischen“ Endothelzellen (Abb. 12 a). Zum anderen war in den Chemotaxis-Studien

im Ibidi-Slide zu beobachten, dass PMN, die vor Versuchsanfang bereits aktiviert

81



KAPITEL 6. DISKUSSION

waren, in geringerem Mafl auf MPO reagierten als ruhende PMN (siehe 5.2.1).
Sicherlich ist die hepatische Ischdmie auch ein Modell, welches einen Synergismus
zahlreicher Faktoren, wie auch der Aktivierung von Endothel und PMN, impli-
ziert. Um festzustellen, unter welchen Bedingungen in-vivo die MPO-vermittelte
Motilitdt der PMN die hochste Relevanz besitzt, wiren weitere Versuchsreihen

notwendig.

6.6 Bedeutung der Arbeit fiir zukiinftige thera-

peutische Strategien

Die Migration und Extravasation neutrophiler Granulozyten ist ein zentrales Er-
eignis inflammatorischer Prozesse und leistet einen relevanten Beitrag akut zum
Reperfusionsschaden und chronisch zur Initiierung und Progression endothelialer
Dysfunktion. Daher ist es von hoher Wichtigkeit, therapeutische Strategien zu
entwickeln, die diesen Mechanismus kontrolliert inhibieren. Diverse Mafinahmen
in diesem Bereich konnten in Tiermodellen positive Ergebnisse hervorbringen: Die
Depletion neutrophiler Granulozyten mittels Chemotherapeutika, Antiseren gegen
Granulozyten oder Granulozytenfiltern fiithrte zur Reduktion postischdmischer Ar-
rhythmien [81], zu vermindertem No-Reflow nach myokardialer Ischdmie [129] und
zur Verkleinerung des Infarktareals [124]. Weiterhin existieren Bemiithungen, die
Interaktion der Granulozyten mit der Gefafiwand durch Antikérper gegen CD18-
und speziell CD11b-Integrine, endotheliale und granulozytéire Selektine und gegen
ICAM-1 zu blockieren. Dadurch konnte die Infiltration von Granulozyten nach
Myokardinfarkt vermindert, die Grofle des Infarktareals verringert und die Ent-
wicklung einer endothelialen Dysfunktion eingeschrinkt werden [145, 90, 91, 101].

Trotz dieser Erfolge unterliegen diese Methoden relevanten Schwéchen: Die De-
pletion der Granulozyten beeinflusst immer auch andere Zellspezies und fiihrt zur
Aktivierung diverser pro-inflammatorischer Kaskaden [74]. Die Applikation von
Antikérpern zur Modulation der PMN-Endothel-Interaktion kann zum einen die
Aktivierung der beteiligten Zellen provozieren. Zum anderen ist der Erfolg dieser
Methode limitiert durch kurze Halbwertszeit der Antikorper und die systemische

Generierung von Antikorpern gegen die applizierten Antikérper [74]. Wihrend zur
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Therapie entziindlicher Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose und der Pso-
riasis viel versprechende klinische Studien der Phasen 2 und 3 beschrieben sind,
waren solche Studien im Bereich der Ischimie/Reperfusion, ndmlich Insult und
Myokardinfarkt, bisher enttduschend [55].

Diese Arbeit identifiziert MPO als einen potentiellen Ansatzpunkt zur Ver-
minderung der Granulozyten-Infiltration. Auch beziiglich MPO sind bisher kei-
ne gezielten Therapiemoglichkeiten vorhanden. Es existieren aber Bemiihungen
der pharmazeutischen Industrie, spezifische MPO-Inhibitoren fiir die klinische An-
wendbarkeit verfiigbar zu machen. Aufgrund dieser und vorangehender Arbeiten
wird jedoch deutlich, dass Therapeutika zur Blockade der katalytischen Aktivitdt
der MPO die pro-inflammatorischen Eigenschaften des Proteins nicht vollstdndig
erfassen konnten. Auflerdem ist nicht auszuschlieBen, dass die Inhibition der MPO-
Aktivitiat eine Beeintrachtigung der Immunantwort und eine erhohte Anféalligkeit
gegeniiber einigen Erregern bedeuten konnte. Es ist zwar noch nicht eindeutig
untersucht, ob eine ererbte MPO-Defizienz signifikant héufiger zur Inzidenz von
Infektionen oder zu einer stirkeren Ausprigung von Infekten fiihrt (siehe 2.7.1).
Moglich ist jedoch, dass die scheinbar intakte Immunantwort teilweise aus Adap-
tationsmechanismen wéahrend der Ausbildung des Immunsystems im Kindesalter
resultiert. Eine Blockade der Aktivitat des Enzyms im erwachsenen Menschen kann
also phéanotypisch von angeborener Immundefizienz variieren. Basierend auf dieser
Arbeit avanciert die Inhibition der elektrostatischen Interaktion der MPO mit dem
Endothel und den neutrophilen Granulozyten als eine addquate Moglichkeit zur
Modulation der MPO-vermittelten Granuloyzten-Infiltration. Ein solches Thera-
peutikum unterbénde nicht vollstdndig MPO-abhéingige Mechanismen der Immu-
nantwort, sondern erhielte sowohl die Pathogen-vermittelte, Chemokin-induzierte
Migration der PMN; als auch deren MPO als mikrobizides Instrument. Einen viel
versprechenden Ansatz fiir diese Strategie liefern Befunde, dass die polyanionischen
Polysaccharide Heparin und fraktioniertes Heparin mit endothelialen Heparan-
Glykosaminoglykanen um die Bindung mit MPO konkurrieren und dieses von
endothelialen Strukturen loslosen [14, 125]. Weiterhin kénnten vielleicht polykatio-
nische Substanzen, wie das hier in-vitro verwendete Protamin, zur Verminderung

der Interaktion der MPO mit den Granulozyten in-vivo getestet werden.
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6.7 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit provozieren eine Reihe weiterfithrender Fragestellun-
gen:

Zunéchst sollen die detaillierten Charakteristika der elektrostatischen Inter-
aktion noch weiter beleuchtet werden, um die zugrunde liegenden Mechanismen
der MPO-induzierten Motilitdt vollends aufzukldaren. Die Alteration der negati-
ven Oberflichenladung der Granulozyten durch enzymatische Abspaltung der Sia-
linsdurereste kann Aufschluss iiber die Beteiligung der Ladung der granulozytéren
Glykokalix geben. Berechnungen der Stérke der Interaktion zwischen MPO und
Granulozyten unter Flussbedingungen [16] konnen Aussagen tiber den Einfluss der
MPO auf Granulozyten-Margination und Adhésion unter Scherstress ermoglichen.

Weiterhin soll untersucht werden, ob die beobachteten Mechanismen auch fiir
andere Blutzellspezies, besonders fiir die am atherosklerotischen Geschehen maf3-
geblich beteiligten Monozyten, gelten und ob MPO ihre Infiltration in verschiedene
Gewebe in-vivo induzieren kann.

Um die hier postulierte Unabhéngigkeit der Motilitat von katalytischer Akti-
vitat der MPO in-vivo zu bestétigen, ist geplant, eine transgene Maus einzusetzen,
die statt muriner MPO humane, mutante M243T MPO exprimiert, welche, wie in
5.2.1 beschrieben, keine katalytische Aktivitdt besitzt. Falls die MPO-vermittelte
Granulozyten-Infiltration unabhéngig enzymatischer Mechanismen abléduft, sollte
die Durchfiihrung der hepatischen Ischdmie/Reperfusions-Versuche ebenso starke
Infiltration von Granulozyten in der transgenen Maus provozieren wie im Wildtyp.
Die Generierung der MPO M243T Maus wird zurzeit im Auftrag der Arbeitsgrup-
pe durchgefiihrt.

Auflerdem soll belegt werden, dass die in-vivo stattfindende, MPO-vermittelte
Infiltration der PMN analog zu den in-vitro-Beobachtungen unabhéingig intra-
zelluldrer Signalkaskaden und zytoskelletdrer Beteiligung auftritt. Hierzu sollen
M4iuse herangezogen werden, deren Granulozyten eine Defizienz der Rac-2-GTPase
aufweisen, die zentral an der Steuerung intrazelluldrer Signalkaskaden der Migra-
tion beteiligt ist. So weisen Rac-2-defiziente Méuse eine deutlich eingeschréankte
Chemotaxin-abhéngige Migration der Granulozyten auf [122]. Eine intraporta-

le Injektion von MIP-2 sollte in dieser Maus also eine verminderte hepatische

84



KAPITEL 6. DISKUSSION

PMN-Akkumulation im Vergleich zur WT-Maus provozieren, wihrend nach MPO-
Injektion jedoch keine Einschriankung der Infiltration zu beobachten sein sollte.
Letztendlich soll aufgedeckt werden, welche Schritte der migratorischen Kaska-
de n-vivo von MPO moduliert werden. Die Methode der intravitalen Mikroskopie
von Gefaflen der Mikrozirkulation, z.B. des Mesenteriums, der Maus oder Rat-
te ldsst die Beobachtung der Granulozyten in-situ zu. Aktive als auch mutante,
inaktive MPO kann intravenos appliziert und in der Geféa3wand mittels fluoreszie-
renden Antikorpers sichtbar gemacht werden. So ist es moglich zu beobachten, ob
ebenfalls fluoreszierend markierte Leukozyten vermehrt auf dem Endothel rollen,
vermehrt adhérent sind oder vielmehr die Transmigration oder die subendotheliale,
chemotaktische Motilitdt verstirkt auftritt. Diese Untersuchungen werden helfen,
die Bedeutung von MPO fiir die Migration von Granulozyten unter komplexen

physiologischen Bedingungen zu beurteilen.
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Abkiirzungsverzeichnis

A. Arteria

BSA Bovines Serumalbumin

CCD Charge-coupled device

ECM Extrazelluldre Matrix

fMLP N-Formyl-Met-Leu-Phe

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

Hpf High-Power Field

HSA Humanes Serumalbumin

HUVEC Humane Umbilikalvenen-Endothelzelle
ICAM-1 Interzelluldres Adhésionsmolekiil-1

IFN Interferon

IL Interleukin

IR Ischdmie / Reperfusion

KHK Koronare Herzkrankheit

LDL Low-density Lipoprotein

LV Linksventrikulér

MIP-2 Macrophage-inflammatory-protein-2

MPO Myeloperoxidase

MSA Murines Serumalbumin

mutMPO mutante Myeloperoxidase

PAPA NONOat Ammoniopropyl-n-propylamino-diazeniumdiolat
PECAM-1 Thrombozyten / Endothelzell-Adhésionsmolekiil-1
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PMN Polymorphkerniger neutrophiler Granulozyt
SEM Standardfehler des Mittelwertes

TNF Tumornekrosefaktor

U Units

V. Vena

VCAM Vaskulares Adhésionsmolekiil

ZNS Zentrales Nervensystem
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N,N-Dimethylformamid T 61-20/21-36 53-45

Essigsdure C 10-35 23-26-45

Formaldehyd T 93/24/25-34-40- | 26-36/37/39-45
43

Histopaque-1077 Xn 42/43 23-36/37-45

Natriumazid T+ 46-26/27/28-32-5 | 45-36/37/39-22

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat | Xi 38 36/37

(PMA)
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