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1. Einleitung

Ein essentieller Bestandteil der korpereigenen Immunabwehr ist die
Transmigration leukozytarer Zellen aus der Blutbahn in das umliegende
Gewebe.'® Die Zellinteraktionen von Leukozyten und Thrombozyten mit dem
Endothel dienen bei Infektionen und Zelluntergang unterschiedlicher Genese
der Gewebereparation, Keimelimination und Blutstillung. Um die Blutbahn
verlassen zu kdnnen, mussen die Zellen in Kontakt mit dem Gefal3endothel
treten. Diese Leukozyten-Endothel-Wechselwirkungen haben grof3e Bedeutung
fur die Anzahl der transmigrierenden Zellen sowie flr deren gerichtete
Verteilung.”*®? Andererseits tragen Leukozyten-induzierte Reaktionen bei
exzessiver Adhasion am GefalRendothel auch wesentlich zur Pathogenese von
Organdysfunktionen bei Ischamie/Reperfusion und Schock entziindlicher oder

nicht-entzliindlicher Genese wie bei Sepsis, Hypovolamie und Trauma
bei 7,11,24,35,49,50,55,66

Im physiologischen Zustand verhindern intravasale Scherkrafte eine Interaktion
zwischen der antithrombogenen Oberflache des GefalRendothels und
Leukozyten. Sobald ein inflammatorischer Reiz auf das Endothel wirkt, wird ein
System von wechselwirkenden Mechanismen in Gang gesetzt, welches die
Auswanderung leukozytarer Zellen um ein Vielfaches steigert. Intravasale
Scherkrafte  werden durch eine Steigerung der Expression der
Adhasionsmolekiile sowohl auf den Leukozyten als auch auf dem Endothel
iberwunden.” #3464 pie Hauptrolle dabei spielen unterschiedliche Selektine,
Integrine  sowie  Mitglieder der  Immunglobulin-Superfamilie. Eine
selektinvermittelte Geschwindigkeitsreduktion der Leukozyten im Blutstrom, das
Rolling, funktioniert Uber ein Gleichgewicht aus Bindung und L&sung von
Molekiilen und ist somit die essentielle Voraussetzung fiir die Adhasion.*®°1©2
Selektine finden sich auf Leukozyten und auf Endothelzellen. Man

unterscheidet E-, P-und L-Selektin, die das Rolling vermitteln.”-274248
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AnschlieRBend folgt das integrinvermittelte Sticking.***#°® Unter Sticking wird die
der Transmigration vorausgehende feste Adhéasion der Zelle an die GefaRwand
iber die endothelialen Liganden ICAM-1 und VCAM verstanden.’®’’ Das
Sticking tritt vor allem in der postkapillaren Mikrozirkulation auf, da hier die
Schubspannung niederer ist. Diese Kaskade an ablaufenden Reaktionen

vermittelt im Anschluss weitere Mechanismen der Zellaktivierung.

Mehrere proinflammatorische Stimuli wie Lipopolysaccharid, TNFa oder
Interleukine fuhren zu einer gesteigerten Expression von

Adhasionsmolekiilen, 10195976

Lipopolysaccharid ist ein Bestandteil der
Membran gram-negativer Bakterien. Nur Uber einen Bindungspartner, dem
Lipopolysaccharidbindenden Protein (LBP), kann Lipopolysaccharid an seinen
Membranrezeptor CD14  binden.?®%  Nach dem Transfer von
Lipopolysaccharid-Monomeren in den Leukozyten folgt eine Aktivierung einer
intrazellularen Signalkaskade Uber sogenannte Toll-like Rezeptoren, die dann

wiederum die Adhasionsmolekilexpression induzieren, 2396383

Auf Endothelzellen fuhrt eine Lipopolysaccharid-Stimulation zu einer
gesteigerten Expression von E-, P-Selektin, ICAM-1 und VCAM. Auf
Leukozyten flihrt eine Lipopolysaccharid-Stimulation zu einer Aktivierung des
Integrinkomplexes CD18/CD11a, b, ¢ sowie zu einem irreversiblen Verlust von
L-Selektin, dem L-Selektin-Shedding.® Der letzte Mechanismus soll vermutlich
eine Uberschiel3ende Leukozytenadhasion limitieren.

Der zweite entscheidende Faktor fir die Adh&sion, beziehungsweise
Leukozyten-Endothel-Interaktion, ist die Scherkraft des Blutstroms. Diese
verhindert Interaktionen nicht-aktivierter Zellen, kann jedoch nach
inflammatorischer Aktivierung durch die Bindungen der vermehrt exprimierten
Adhasionsmolekiile tiberwunden werden %232 Sje entspricht der Kraft, die auf
eine bestimmte Flache des Endothels wirkt. Sie wird auch als Schubspannung
bezeichnet, ihre Einheit ist dyn/cm?2 oder Pascal, wobei



Einleitung 10

1 Pa =10dyn/cmz? entspricht. Beeinflusst wird die Schubspannung durch die
Stromungsgeschwindigkeit, die Viskositdt des Blutes sowie durch die
Gefallgeometrie. Die besten Voraussetzungen fur Interaktionen mit der
Gefallwand liegen somit bei niederen Stromungsgeschwindigkeiten, wie sie in
der postkapillaren Mikrozirkulation vorherrschen. Fir das Modell der laminaren
Stromung ergibt sich eine Abhangigkeit von Viskositat, Innenradius,
Druckdifferenz und Gefaldlange. Nach einer unter Entziindung stattfindenden
Gefalidilatation folgt zum Beispiel eine Verlangsamung des Blutstroms. Die
Moglichkeit einer Kontaktaufnahme zur GefaBwand wird verbessert. Dabei
resultieren bereits geringste Veranderungen im Gefalddurchmesser aufgrund
der umgekehrten Proportionalitat der Stromstéarke zur vierten Potenz des

Radius mit deutlicher Verédnderung der Stromungsgeschwindigkeit.

Aufgrund der komplexen Verhaltnisse in vivo ist es schwierig, Effekte der
Scherkraft von Effekten der inflammatorischen Aktivierung zu trennen. Fir die
Pathophysiologie verschiedener Schocksyndrome und den Gewebeschaden bei
Ischamie/Reperfusion sind die verminderte Gewebeperfusion und die
Steigerung der Wechselwirkungen zwischen Leukozyten und Endothel
entscheidende Faktoren. Die Funktion der Adh&sionsmolekile wurde in Studien
bereits oft untersucht. Im Gegensatz dazu wurden die Auswirkungen einer
verminderten Schubspannung ohne Einfluss eines inflammatorischen Reizes
bis jetzt noch nicht eindeutig dargestellt. Es gibt Untersuchungen, die zeigen,
dass nach der Reduktion der Schubspannung vermehrte Wechselwirkungen

9264045 jedoch existieren

zwischen Endothel und Leukozyten auftreten.
kontroverse Ergebnisse zur Rolle der Schubspannung ohne Einfluss eines
entziindlich wirkenden Botenstoffs.®?3? Somit blieb bis jetzt umstritten, ob eine
verminderte Schubspannung alleiniger Ausléser einer Endothelaktivierung mit
gesteigerter Adhasionsmolekiilexpression sein kann.®® Falls ja, ist weiterhin
noch unklar, ob dieser Effekt zeitlich begrenzt im Rahmen der verminderten
Schubspannung auftritt oder ob er bei wiederhergestellten physiologischen

Flussbedingungen andauernde Folgereaktionen hervorruft.
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Auch die Rolle der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten sowie der
Monozyten wird in diesem Zusammenhang noch nicht richtig verstanden. Den
Monozyten wird eine Hauptrolle bei der Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen zugeschrieben. Die neutrophilen Granulozyten scheinen eine
wichtige Rolle bei Organschadigungen im Rahmen von Schock zu
spielen.3"%1%487 Aktivierte neutrophile Granulozyten beeinflussen die kapilare
Perfusion und Gewebeintaktheit.**®” Dazu muissen sie jedoch sowohl durch auf
dem Endothel haftende Zellen, als auch durch inflammationsauslésende

Botenstoffe aktiviert werden, 2375765788187

Die leukozytenabhangige Organdysfunktion stellt einen wichtigen Faktor fur die
Prognose  kritisch  kranker Patienten dar. Gezeigt wurde, dass
Mikrozirkulationsstérungen  unabhangig von  Makrozirkulationsstérungen
persistieren und mit der Prognose korrelieren.*3%7>

Die Wechselwirkungen von Monozyten, polymorphkernigen Granulozyten und
dem Endothel unter dem Einfluss der Schubspannung wurden deshalb in einem
etablierten Flusskammermodell untersucht. Folgende Fragen sollen beantwortet
werden:

1. Aktivieren Zellwechselwirkungen zwischen Monozyten,
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und dem Endothel bei
reduzierter Schubspannung die Aktivierung des Endothels?

2. Gibt es UUber den zeitlich begrenzten Einfluss der reduzierten
Schubspannung hinaus anhaltende Folgen?

3. Gibt es Unterschiede im Verhalten der Monozyten und
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten in Bezug auf die

endotheliale Aktivierung?
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2. Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die angewandten Methoden beschrieben. Die
verwendeten Antikorper, Reagenzien, Materialien und Geréte werden am Ende

des Kapitels aufgelistet.

2.1 Endothelzellkultur

2.1.1 Nabelschnurpraparation

Die humanen Endothelzellen wurden nach ausgetragener Schwangerschaft und
unauffalligem Geburtsverlauf aus einer wenig traumatisierten Nabelschnurvene
(HUVEC) gewonnen. Die Nabelschnur wurde unmittelbar post partum bis zum
Beginn der Praparation maximal 24 Stunden lang bei 4°C im Transportgefal in
einer Flussigkeit aus 100ml PBS+ versetzt mit 1% Antibiotic-Antimycotic-
Solution aufbewahrt. Die Auslosung der Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene erfolgte enzymatisch mit Hilfe von Collagenase A. Das
gewonnene Pellet aus Endothelzellen wurde in Endothelzellmedium
resuspendiert und dann in eine 75cm? grof3e Zellkulturflasche zum Wachsen
ausgesat. Im Brutschrank bildeten die Endothelzellen innerhalb von 4 bis 7
Tagen unter regelmaligem Medienwechsel einen Monolayer. Im Anschluss
erfolgte die Passage, worunter das Ablosen der adhéarenten Zellen mittels
Trypsin und das erneute Ausséaen in Zellkulturflaschen, auf 12-Well-Platten oder

auf Flusskammerwells verstanden wird.

Materialien:
- zwei sterile 100ml Bechergléser und ein steriles 600ml Becherglas
- drei 50ml Rohrchen aus Polypropylen (kegelférmiges Zentrifugen-

réhrchen), jeweils beschriftet mit Pellet, EGM und Collagenase
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eine kollagenbeschichtete 75cm?2 grof3e Zellkulturflasche

sterile Handschuhe

einen 0,22um Sterilfilter

eine 2ml Spritze, eine 10ml Spritze und vier 20ml Spritzen

zwei sterile Nierenschalen

eine Strausskanile

zwei sterile Abdecktiicher

vier sterilen Kompressen

eine Instrumentenschale, die folgendes sterilisiertes Material enthalt:
eine Pinzette, zwei Pean-Klemmen, vier Kabelbinder, eine Schere, zwei
Schlauche, 4 rote VerschluRkéappchen, eine 20G- Kanile

Reagenzien: Antibiotic Antimycotic Solution (AMS), Collagenase A,
Endothelial Cell Basal Medium (EGM), Medium 199, PBS-, PBS+,

Ringerldsung, Sodium Pyruvate, Foetal Bovine Serum (FBS)

Durchfiihrung:

Die Nabelschnurpraparation erfolgte in steriler Umgebung unter der Werkbank:

Das 600ml Becherglas mit 300ml Ringerlactat fullen, mit Alufolie abdecken
und in das 37°C warme Wasserbad stellen.

Spulung 1 und 2 herstellen:

In das erste 100ml Becherglas 50ml PBS+ und 0,5ml Antibiotic Antimycotic
Solution (Spulung 1) geben. Das zweite 100ml Becherglas wird mit 50ml
Medium 199, 5ml FBS, 0,5ml Antibiotic Antimycotic Solution sowie 0,5ml
Natriumpyruvat gefullt (Spulung 2).

1ml Collagenase A und 1ml Antibiotic Antimycotic Solution bei
Raumtemperatur auftauen.

Die Collagenase A in eine 2ml Spritze aufziehen und mit einem 0,22pum
Sterilfilter in ein Polypropylen-Réhrchen filtrieren. Anschlieend den Filter
noch mit Luft durchspritzen. Das Polypropylen-Réhrchen mit 9ml PBS-

auffillen.
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¢ In ein Polypropylen-Réhrchen 17ml EGM pipettieren. Das Kulturmedium in
das 37°C warme Wasserbad stellen.

e Die Werkbank reinigen.

e Die Instrumentenschale unter Flow aufklappen und die 10ml Spritze
beziehungsweise die vier 20ml Spritzen, die Kompressen sowie die
Strausskantle in den Instrumententeil legen. Die Tucher steril auf die
Nierenschalen legen und sterile Handschuhe anziehen.

e Als nachstes Spilung 1 in zwei 20ml Spritzen, auf denen je ein Schlauch
steckt, aufziehen. Spulung 2 durch eine Strausskantle in zwei 20ml Spritzen
aufziehen, die dann mit Kappen verschlossen werden.

¢ Im folgenden Arbeitsschritt die Nabelschnur vorsichtig mit einer Pinzette aus
dem Transportgefal® holen. Die Nabelschnur mit den Kompressen vorsichtig
aul3erlich reinigen und dberprifen, ob sie eventuell Punktionsstellen, die
gegebenenfalls abgeschnitten werden mussen, aufweist. Die Klemmmarken
gerade abschneiden.

e Nun einen Kabelbinder auf das eine Ende der Nabelschnur stecken. Die
Vene mit dem Schlauch, auf dem die Spritze mit der Spullésung 1 steckt,
kanulieren. Sobald die Vene kandiliert ist, den Kabelbinder so fest anziehen,
dass der Schlauch nicht mehr aus der Vene rutschen kann und die Vene mit
Spulung 1 durchspiilen.

¢ Im Anschluss den Vorgang auf der anderen Seite wiederholen. Dann beide
Schlauche abklemmen. Die Schlauchenden steril halten.

¢ Die Collagenase ins Wasserbad stellen und sie auf 37°C erwéarmen.

e Mit der gelben Kanille die angewarmte Collagenase in eine 10ml Spritze
aufziehen. Die Spritze auf den linken Schlauch aufstecken. Auf dieser Seite
die Klemme entfernen und die Klemme auf der rechten Seite 6ffnen. Dann
die Flussigkeit vorsichtig durchspritzen, bis sie auf der rechten Seite aus
dem Schlauch austritt. Die rechte Klemme schlieRen und die Vene mit der

Flissigkeit prall auffiillen. Die linke Klemme schliel3en.
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e Die Nabelschnur fir 5 Minuten in das Becherglas, welches im Wasserbad
steht, eintauchen. Dabei darauf achten, dass die Verbindungsstellen
zwischen der Nabelschnur und den Schlauchen nicht in die Ringerlésung
eintauchen.

e Nach der Inkubationszeit die Nabelschnur sofort wieder unter Flow halten.

e Eine Spritze mit Lésung 2 links aufstecken, die Klemme links entfernen und
die Klemme rechts 6ffnen. Das rechte Schlauchende tber das Polypropylen-
Rohrchen halten. Mit 20ml der Losung 2 die Vene durchspilen und die
Flussigkeit im Polypropylen-Rohrchen auffangen.

e Das Polypropylen-Réhrchen mit dem Pellet 8 Minuten lang bei 800U/min bei
Raumtemperatur (RT) und ohne Bremse in die Zentrifuge stellen.

e Nach dem Zentrifugieren den Uberstand abpipettieren und das Pellet mit
den restlichen 20ml der Spulung 2 resuspendieren. Das Rohrchen erneut
unter gleichen Bedienungen in die Zentrifuge stellen.

e Den Uberstand aus dem Rohrchen wieder abpipettieren und das Pellet mit
den angewéarmten 17ml EGM auffullen und aufschtteln.

e Die Zellsuspension in eine Kulturflasche fillen. Dabei darf mit der
Pipettenspitze nicht der Flaschenhals berthrt werden.

e Bei 37°C, 100% relativer Luftfeuchtigkeit, 5% CO,-Konzentration und 95%
0O,-Konzentration zum Kultivieren in den Brutschrank stellen.

¢ Am nachsten Tag die Endothelzellen mikroskopisch kontrollieren. Die Zellen

sollen spindelférmig sein und kleine Nester bilden.

2.1.2 Medienwechsel

Beim Medienwechsel wurde das alte Medium abpipettiert, die Endothelzellen
gespult und anschlieRend mit neuem Zellkulturmedium versorgt. Damit sollten
die nicht adharenten Zellen, die restlichen Erythrozyten und Gerinnsel entfernt

werden und dem Endothel neue Nahrstoffe bereitgestellt werden.
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Medienwechsel von HUVEC in Zellkulturflaschen
Nach der mikroskopischen Kontrolle der Endothelzellen einen Tag nach der

Nabelschnurpraparation erfolgte der Medienwechsel.

Durchfiihrung:

e 30ml PBS+ in ein Polypropylen-Réhrchen und 17ml EGM in ein weiteres
Polypropylen-R6hrchen pipettieren. Beide Rohrchen im Wasserbad auf
37°C erwarmen.

e Vorsichtig das Kulturmedium aus der Flasche abziehen. Bei leicht schréag
gestellter Flasche zwei Mal vorsichtig mit je 15ml PBS+ Uberschichten und
leicht schwenken, um alle nicht haftenden Endothelzellen, Erythrozyten und
sonstige Zellen zu entfernen.

e Die Endothelzellen wieder mit 17ml EGM resuspendieren und im
Brutschrank reinkubieren.

Ab jetzt erfolgte der Medienwechsel wie beschrieben alle zwei Tage. Sobald die

Endothelzellen den Boden der Flasche zu circa 80% bedeckt hatten, wurden sie

passagiert. Diese prakonfluente Phase wurde am 4. bis 7. Tag nach der

Praparation erreicht.

Medienwechsel von HUVEC auf Flusskammerwells

Der Medienwechsel bei Verwendung von Flusskammerwells erfolgte einmal.
Einen Tag nach der Passage von einer Zellkulturflasche auf das Well wurde
das Medium gewechselt bevor am dritten Tag nach der Passage die Platte zur

Versuchsdurchfihrung verwendet wurde.

Durchfiihrung:
e ProWell Iml EGM und 2ml PBS+ ins Wasserbad stellen.

e Das Medium auf einem Well abziehen und das Well zwei Mal nacheinander
mit je 1ml PBS+ vorsichtig spilen. Dazu eine 1ml-Stripette verwenden und
nur am Rand pipettieren.
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e Mit einer neuen 1ml-Stripette das erwarmte Zellkulturmedium vorsichtig auf

die Zellen geben. Das Well sofort zuriick in den Brutschrank stellen.

Medienwechsel von HUVEC auf 12-Well-Platten
Der Medienwechsel erfolgte einen Tag nach der Passage auf die 12-Well-Platte
(Becton Dickinson). Am dritten Tag nach der Passage wurde die Platte zur

Versuchsdurchfihrung verwendet.

Durchfiihrung:
e ProWell Iml EGM und 2ml PBS+ ins Wasserbad stellen.

e Das Medium auf einem Well abziehen und jedes Well zwei Mal
nacheinander mit je 1ml PBS+ vorsichtig spulen. Dazu eine Pipette
verwenden und immer an den Rand des Wells pipettieren.

e Mit einer neuen Pipettenspitze das erwarmte Zellkulturmedium vorsichtig auf
die Zellen geben. Pro Well wird 1ml Medium aufgetragen.

2.1.3 Passage

Sobald der Endothelzellrasen nach circa vier bis sieben Tagen prakonfluent
war, erfolgte die Passage. Damit ist gemeint, dass die Zellen neu ausgesat und
dabei im Verhéltnis 1:3 mit neuem Medium verdinnt wurden. Somit wurden aus
einer Flasche drei neue Zellkulturflaschen oder drei 12-Well-Platten oder 36
Flusskammerwells neu kultiviert. Benutzt wurden Monolayer, die zu 80%
konfluent waren, da bei diesen die Endothelzellen noch teilungsfreudig sind.
Weil die Zellen adharent wachsen, mussten sie aus den Flaschen mit dem
Enzym Trypsin ausgelost werden. Um eine Schadigung der Zellen durch das

Trypsin zu vermeiden, wurde es so niedrig wie notig dosiert und sobald sich die
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Zellen vom Flaschenboden |8sten, inhibiert. Zur Erleichterung der Ablosung

entzog man den Zellen davor mit Hanks Buffered Saline (HBSS) Calcium. Um

den richtigen Zeitpunkt, namlich bei Annahme einer rundlichen Form, fir das

Neutralisieren mit Trypsin Neutralizing Solution (TNS) nicht zu verpassen,

beobachtete man das Ablésen der Zellen unter dem Mikroskop.

Durchflhrung:

HBSS, Trypsin und TNS auf 37°C erwarmen, Zellen mikroskopisch
kontrollieren.

Verbrauchtes Medium abziehen und vorsichtig 10ml HBSS in ein Eck der
leicht schrag gestellten Flasche flllen, leicht schwenken und das HBSS
nach 30 Sekunden wieder abpipettieren.

7ml Trypsin in die Flasche flllen bis sich unter mikroskopischer Kontrolle die
Endothelzellen ablésen. Zum Neutralisieren sofort 7ml TNS zugeben.

Mit einer Stripette die Flasche mehrmals mit ihrem Inhalt spulen.

Den Flascheninhalt nun in das bereitgestellte Polypropylen-Réhrchen
abpipettieren, mit 4ml HBSS spiilen und dieses auch in das 50ml Pellet-
Rohrchen geben.

Zentrifugation der Zellen bei 1100U/min, 5 Minuten, RT und mit Bremse.
Das Pellet in Kulturmedium resuspendieren.

Je nach der folgenden Versuchsanordnung, die Zellen auf 75cm?
Zellkulturflaschen, 12-Well-Platten oder Flusskammerwells passagieren.

Fur eine Zellkulturflasche werden 17ml Zellsuspension, fur die 12-Well-
Platte werden 12x1 ml und fir ein Flusskammerwell wird 1ml Zellsuspension
bendtigt. Dabei sind die 75cm?-Zellkulturflaschen und die 12-Well-Platten
gebrauchsfertig mit Collagen beschichtet. Die Flusskammerwells werden
dagegen aus einem mit Alkohol gereinigtem Deckglas aus Borosilikat und
selbstklebenden Silikondichtungen hergestellt. Die Silikondichtung (5mm
dick, sechseckig) reinigen und auf das Deckglas aufkleben. Anschliel3end
die Zellkulturtrager bei 120°C zwei Stunden
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autoklavieren. Bevor die Endothelzellen auf den Zellkulturtrager aufgetragen
werden, wird er mit Collagen A beschichtet. Das Collagen A mit PBS+ auf
eine Gebrauchskonzentration von 0,2mg/ml verdinnen und je 1ml
Suspension pro Well 50 Minuten lang bei RT einwirken lassen. Das
Gemisch nach der Inkubationszeit abpipettieren und jedes Well mit 600pl
PBS+ spulen.

e Nun die Endothelzellen im Medium sofort auf jedes Well auftragen. Am
darauffolgenden Tag das Kulturmedium wechseln. Am dritten Tag nach der

Passage wird der konfluente Monolayer fir den Versuch verwendet.

2.2 Monozytenisolation

Die Isolation der Monozyten aus frisch gewonnenem Blut eines Spenders
erfolgte Uber eine Auftrennung der Blutbestandteile durch einen Ficoll-
Dichtegradienten in mehrere Banden. Zunachst wurden die mononuklearen
Zellen abgetrennt, um dann aus ihnen im magnetischen Zellseparator mittels
Positivselektion die CD33 markierten Monozyten zu isolieren. Dieses Verfahren
hatte sich in vergleichenden Untersuchungen gegeniiber der Depletion, ohne

direkte Markierung der Monozyten, als tiberlegen erwiesen.®®

2.2.1 Dichtegradientenzentrifugation

Da sich die einzelnen Blutbestandteile in ihrer Dichte unterscheiden, konnten
die mononuklearen Zellen von den anderen Bestandteilen des Blutes getrennt
werden. Dazu wurde verdinntes Citratblut vorsichtig auf Ficoll aufgeschichtet.
Das Ficoll hat eine Dichte von 1,077g/l. Mononukledre Zellen haben eine
geringere Dichte als das Ficoll, somit sammelten sie sich nach der
Zentrifugation tdber dem Ficoll an und konnten mit einer Pipette abgezogen

werden. Die restlichen Blutbestandteile sind schwerer. Auf dem Boden des
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Rohrchens bildete sich ein Pellet aus Erythrozyten, Granulozyten und
Thrombozyten welches verworfen wurde.

Wichtig fur eine gute Isolation von Monozyten sind die Verdinnung des Blutes,
das Verhaltnis von Ficoll und Blut und die Zentrifugationsgeschwindigkeit von
1600U/min. Die Temperatur von Ficoll und Zentrifuge soll zwischen 15°C und
22°C liegen. Alle Isolationsschritte nach der Dichtegradientenzentrifugation
fanden bei 4°C statt, um ein mdgliches Shedding von L-Selektin zu vermeiden.
Die Zellen wurden deshalb immer auf Eis gelagert.

Vor der magnetischen Zellseparation der Monozyten aus den mononukledren
Zellen wurde die Anzahl der mononukledren Zellen im Coulter counter®
bestimmt. Das Gerat misst Uber eine Kapillar6ffnung Widerstande, die durch die
hindurchstromenden Zellen verursacht werden. Auf dem Display des Gerates
wurden dann die Anzahl der Zellen und die Zellgrof3e auf einem Histogramm
abgelesen:

- die GrolRe der mononuklearen Zellen liegt zwischen 5,5um und 10,5um

- die GroRe der Monozyten liegt zwischen 8,0um und 10,5um

Anhand des Verhéltnisses von mononuklearen Zellen zu Monozyten konnte die
Reinheit des Isolats berechnet werden.

Durchfiihrung:

Alle Arbeitsschritte werden unter Flow durchgefihrt:

e Abnahme von Vollblut (Ausbeute: ca. 1-2x10° MNC pro 10ml Citratblut).

e Citratblut mit PBS- bei RT 1:1 verdinnen und in einem Polypropylen-
Rohrchen je 25ml verdinntes Citratblut auf jel6ml Ficoll aufschichten.

e Zentrifugation bei 1600U/min, RT, 40 Minuten, ohne Bremse.

e Absaugen der Banden aus mononukledren Zellen mit einer Eppendorf-
Pipette und sofortiges Uberfiihren je einer Bande aus mononuklearen Zellen
in je ein auf Eis gestelltes Polypropylen-R6hrchen.

e Ab jetzt: alle Isolationsschritte bei 4°C durchfihren.

e Die Polypropylen-Réhrchen mit kaltem PBS- auf 50ml auffllen.
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Zentrifugation mit 1200U/min mit Bremse, 10 Minuten, 4°C

e Uberstand abgieRen und die Rohrchen auf 50ml mit NH4Cl zur Lyse (um
Erythrozytenkontaminationen zu vermeiden) auffillen.

e Alle Réhrchen mischen und 10 Minuten lang auf Eis stellen.

e Zentrifugation mit 1100U/min mit Bremse, 10 Minuten, 4°C, Uberstand
abgiel3en.

o Alle Zellpellets mit 5ml PBS’ in ein Polypropylen-Réhrchen tberfuhren, jedes
Rohrchen mit 5ml PBS- griindlich nachspulen.

e Polypropylen-Réhrchen nochmals zur Lyse auf 50ml fillen, 10 Minuten auf
Eis.

e Zentrifugation mit 1100U/min mit Bremse, 10 Minuten, 4°C.

e Uberstand abkippen, das Pellet mit kaltem PBS- auf 20ml auffiillen,
mischen.

o 2 pl zur Zellzahlbestimmung im Coulter counter® entnehmen.

e Zentrifugation mit 1100U/min mit Bremse, 10 Minuten, 4°C, Uberstand

abgiel3en.

e Pellet auf Eis lagern.

2.2.2 Magnetische Zellseparation (MACS®, magnetic activated cell
sorting)
Bei dieser Positivselektion wurden die Monozyten von den Ubrigen
mononukledren Zellen getrennt. Dazu erfolgte die Kennzeichnung der
Monozyten in der Zellsuspension aus mononukledren Zellen mit metallischen
CD33-Beads. Die markierten Monozyten wurden dann beim Durchlaufen einer
metallischen Saule, die sich in einem Magnetfeld befand, in der Saule
zurtckgehalten und somit von den anderen Zellen, die die S&aule verliel3en,
getrennt. AnschlieRend wurde die Saule aus dem Magnetfeld genommen, um

die Monozyten durch Spulvorgdnge mit PBS- aus der Saule zu entfernen.
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Vorbereitungen zur Durchfilhrung der Zellseparation:

200ml Selektionspuffer herstellen:

167ml PBS-, 20ml 10%ige Acid Citrate Dextrose, 13ml 0,5%iges Albumin
Bovine Solution mischen und mit dem pH-Meter auf einen pH-Wert von 7,2
einstellen. Die Losung 30 Minuten lang im Wasserbad mit Hilfe von
Ultraschallwellen entgasen und dann steril filtrieren. AnschlieRend auf 4°C
abkunhlen.

Das Pellet aus mononukledren Zellen mit 80pl Puffer pro 10’ Gesamtzellen
und 20pl CD33-Micro Beads pro 10’ Gesamtzellen resuspendieren, auf dem
Vortexer mischen und 30 Minuten lang bei 4°C inkubieren.

Mit MACS-Puffer (10-20fache Menge des Markierungsvolumens) auffillen,
Uberstand abgieRRen.

Zugabe von 500ul MACS-Puffer pro 108 Gesamtzellen, bei weniger Zellen
trotzdem 500ul Puffer hinzuftgen.

Durchfiihrung der Zellseparation:

Die Flowresistoren (22G und 23G-Kanulen), die Spritze, den Drei-Wege-
Hahn und die AS- oder BS-Séaulen vorkuhlen. Die AS-Séaulen werden fur bis
zu 10° Gesamtzellen, die BS-Saulen fir mehr als 10° Gesamtzellen
verwendet.

Spritze mit Puffer fillen und Einzelteile entsprechend der
Herstellerempfehlung montieren. Im System dirfen keine Luftblasen
entstehen.

Drei-Wege-Hahn nach unten schlie3en, Gber die Spritze die Saule retrograd
mit Puffer flllen. Die Depletionssaule vorsichtig in das VarioMACS®
einspannen.

Den Drei-Wege-Hahn nach unten 6ffnen, damit der Puffer aus der S&aule in
ein Polypropylen-Réhrchen ablaufen kann. Damit die Saule nicht leerlaufen

kann, muss standig Uber ihre obere Offnung Puffer nachgefillt werden bis
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bei einer AS-Saule ein Spulvolumen von 10ml und bei einer BS-S&ule ein
Spulvolumen von 30ml im Polypropylen-Réhrchen erreicht wird. Jeweils die
letzten 5ml des Puffers laufen bei montiertem Flow-Resistor, einer 23G-
Kandule, in das Polypropylen-Réhrchen ab.

e Die mit 500ul Puffer resuspendierte und magnetisch markierte
Zellsuspension von oben mit einer Pipette in die mit Puffer vorgefillte Saule
pipettieren. Die Negativfraktion in einem neuen Polypropylen-Réhrchen
sammeln.

e Den Flow-Resistor auf eine 22G-Kaniile wechseln.

e Einen "back-flush" zur Steigerung der Reinheit der isolierten Zellen
durchfuhren: den Drei-Wege-Hahn nach unten schlieRen und die Saule aus
dem VarioMACS® entnehmen. Erneut die Saule Uber die Spritze mit Puffer
fullen, wieder vorsichtig in das VarioMACS® einspannen und den Drei-
Wege-Hahn nach unten 6ffnen.

e Die AS-Saule mit insgesamt 3ml Puffer, die BS-Saule mit insgesamt 15ml
Puffer spilen. Die Negativfraktion im Polypropylen-Réhrchen immer auf Eis
lassen.

e Nachdem das ,Waschvolumen® erreicht ist, den Drei-Wege-Hahn nach
unten schlieBen und die Saule aus dem Magnetfeld nehmen.

e Die Positivfraktion aus der Séaule isolieren. Dazu die Saule um 180° drehen
und Uber die Spritze mit Puffer durchspilen, um die gewonnene
Positivfraktion in einem auf Eis gestellten Polypropylen-Réhrchen zu
sammeln.

e Die Spritze vom Drei-Wege-Hahn I6sen, mit Puffer flllen, wieder aufstecken
und die Saule retrograd mit Puffer durchspulen bis sich 15ml Positivfraktion
im Polypropylen-R6hrchen befinden. Zwei Mal mit der Spritze Luft durch die
Saule spritzen.

e Im Coulter counter® die Zellzahl der Negativ- und der Positivfraktion

bestimmen.
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e Zentrifugation der Positivfraktion mit 1100U/min mit Bremse, 10 Minuten,
4°C.

e Uberstand abkippen. Das Zellpellet mit PBS- auf 20ml auffillen.

e Zentrifugation mit 1100U/min mit Bremse, 10 Minuten, 4°C.

e Uberstand abkippen und Zellen bis zum Gebrauch bei 4°C in einer geringen

Menge PBS- aufbewahren.

2.3 Granulozytenisolation

Die Isolation der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten erfolgte aus
frisch gewonnenem Vollblut eines Spenders Uber die
Dichtegradientenzentrifugation ~ mittels  Percoll. ~ Vor  Isolation  der
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten aus Vollblut wurden die
Blutzellen je nach Versuchsaufbau mit dem fluoreszenten Marker Calcein
angefarbt. Diese Anfarbung diente im eigentlichen Versuchsablauf der
optischen Differenzierung von Zellen aus statischen Cokulturen und Zellen im
Perfusat. Nur die Zellen fir das Perfusat wurden markiert.

2.3.1 Fluoreszenzfarbung der polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten mit Calcein
Calcein ist ein Acetoxymethylesterderivat (AM-Ester) eines
Fluoreszenzfarbstoffes. Das lipophile Molekll durchdringt die Zellmembran der
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten. Der AM-Ester ist farblos und
fluoresziert erst, wenn er im Zellinneren hydrolysiert wird. Die Konzentration des
AM-Esters soll so gering wie notig sein, um eine inkomplette Hydrolysierung
oder toxische Reaktion, wie zum Beispiel die Bildung von Formaldehyd, zu

verhindern. Pro Milliliter Blut wurden deshalb 10ul Calcein verwendet.
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2.3.2 Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll
Die einzelnen Blutbestandteile unterscheiden sich in ihrem Gewicht und ihrer
Dichte. Aufgrund der unterschiedlichen Sedimentation der einzelnen
Blutbestandteile beim Zentrifugieren war eine Auftrennung des frisch
abgenommenen Blutes mdoglich. Mit Hilfe der diskontinuierlichen Percoll-
Dichtegradientenzentrifugation entstanden verschiedene Banden, aus welchen
dann die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten isoliert werden
konnten. Zur Durchfuhrung wurden zwei Percoll Medien unterschiedlicher
Dichte und eine Schicht Citratblut bei Raumtemperatur in einem
Gewebekulturrohrchen Ubereinander geschichtet. Nach der Zentrifugation
zeigten sich von oben nach unten folgende Banden:

Erythrozyten

polymorphkernige neutrophile Granulozyten

Monozyten und Thrombozyten

Plasma
Die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten wurden mit einer Pipette
abgezogen und bei 4°C weiter verarbeitet, um eine Veranderung der

Adhéasionsmolekiile zu vermeiden.

Vorbereitung:

Herstellung zweier Percoll-Medien mit unterschiedlicher Dichte:
e Ansetzen von 63%-igem Percoll (100ml):
62,9 ml Percoll mit der Dichte von 1,131 mit 6,06ml 10xPBS- und 30ml PBS-
mischen.
e Ansetzen von 72%-igem Percoll (100ml):
71,94ml Percoll mit der Dichte 1,131 mit 8,06m| 10xPBS- und 20m| PBS-
mischen.
Aml  des 63%-igen Percoll-Mediums mit einer Pipette in ein
Gewebekulturréhrchen geben. Dann das 63%-ige Percoll mit 4ml 72%-igem

Percoll mittels einer 25G-Spinocan-Kanle unterschichten.
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Herstellung von Lysereagenz zur Vermeidung einer Erythrozytenkontamination:

e 1000ml destilliertes Wasser, 840mg Ammoniumchlorid, 3500mg EDTA und
168mg Natriumbicarbonat sorgféaltig mischen, steril filtrieren und auf 4°C
abkunhlen.

Durchfihrung:

Fur einen hohen Reinheitsgrad der isolierten Zellen war es wichtig, dass das

Percoll und das Citratblut eine Temperatur von 20°C aufwiesen. Nach

Zentrifugation und Abpipettieren der polymorphkernigen neutrophilen

Granulozyten wurden die Zellen bis zum Versuchsbeginn immer bei 4°C

aufbewabhrt.

e Abnahme von Citratblut; hiervon 4ml vorsichtig auf die beiden Percoll-
Schichten pipettieren.

e Zentrifugation mit 1700U/min, ohne Bremse, 29 Minuten lang, bei 20°C.

e Abpipettieren der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten Bande und
Sammeln in einem auf Eis gestellten Polypropylen-Réhrchen. Ab jetzt alle
Schritte bei 4°C.

e Das R6hrchen auf 50ml mit Lysereagenz auffillen, 10 Min inkubieren.

e Zentrifugation mit 2000U/min, mit Bremse, 10 Minuten lang, bei 4°C.

e Den Uberstand abkippen und das Réhrchen mit PBS- auf 50ml auffiillen.

e Zentrifugation mit 1000U/min, mit Bremse, 10 Minuten lang, bei 4°C.

e Den Uberstand abkippen. Zur Lyse auf 50ml auffiillen, 10 Min. inkubieren.

e Zentrifugation mit 21000U/min, mit Bremse, 10 Minuten lang, bei 4°C.

e Den Uberstand abkippen. Das Pellet in 1ml Medium 199 und FCS im
Verhéltnis 1:1 resuspendieren.

e Bestimmung der Anzahl an polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten

im Coulter counter®. Pellet bei 4°C lagern.
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2.4 Stimulation mit Lipopolysaccharid

Auf den mit Lipopolysaccharid stimulierten Wells wurde im Durchflusszytometer
die Expression von Adhasionsmolekilen im Vergleich zu den unstimulierten
und im Vergleich zu den mit Monozyten oder polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten stimulierten Wells gemessen. In der Flusskammer wurde das
Rolling und Sticking auf den Lipopolysaccharid stimulierten Wells im Vergleich
zu den unstimulierten oder Monozyten beziehungsweise polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten stimulierten Wells Uberprift.

Zur Stimulation von Flusskammer-Wells und Wells auf 12-Well-Platten wurde
das Endothel mit Lipopolysaccharid von Escherichia coli (Stamm 026:B6)
inkubiert. Im Tragermedium wurde Lipopolysaccharid in einer Konzentration von
100ng pro ml verwendet. Als Tragermedium wurde pro Well 1ml EGM
(Endothelial Cell Growth Medium) plus 20% FCS (Fetales Kalber Serum, nicht
hitzeinaktiviert) auf das Endothel gegeben. Die mit Lipopolysaccharid
stimulierten Wells wurden dann 4 Stunden lang bei 37,0°C im Brutschrank
inkubiert. Unabhangig von der Stimulation war die Inkubationszeit bei allen

Wells gleich lang.

2.5 Cokulturen

In den durchgefuhrten Versuchen gab es dynamische und statische Cokulturen.

Statische Cokulturen:

Die statischen Cokulturen dienten zur Messung der
Adhésionsmolekilexpression im Durchflusszytometer. Fir die statischen
Cokulturen wurden auf das mit Endothel bewachsene Well je nach
Versuchsaufbau Monozyten oder Granulozyten in unterschiedlicher Anzahl im

Tragermedium gegeben. In jedem Versuch wurden die
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statischen Cokulturen immer mit 250 000, 500 000 und 1 000 000 Monozyten
oder Granulozyten angelegt. Nach der vierstiindigen Inkubationszeit wurden
alle Wells abgezogen und jedes Well zwei Mal mit je 1ml PBS+ gewaschen.
Dann folgte die Fluoreszenzfarbung der Zellen, um anschlieBend im
Durchflusszytometer die Expression der Adhasionsmolekile CD62E, CD14 und
CD54 quantifizieren zu kdénnen.

Zum quantitativen Vergleich der Adhasionsmolekilexpression wurde pro
Versuch zusatzlich ein Well als Monokultur belassen, also nicht mit Monozyten
oder Granulozyten inkubiert. Ein weiteres Well wurde nur mit Lipopolysaccharid

inkubiert.

Dynamische Cokulturen:

Die dynamischen Cokulturen wurden fir die Flusskammer verwendet. Diese
Versuchsserien bestimmten das Rolling und Sticking der jeweils zu
untersuchenden Zellen unter Schubspannung.

Je nach Fragestellung wurden 250 000 Monozyten oder Granulozyten in 1ml
Tragermedium (EGM und FCS) auf das Endothel gebracht. Die dynamischen
Cokulturen wurden dann 4 Stunden lang bei 37°C im Brutschrank inkubiert,
anschlieRend gewaschen und umgehend in der Flusskammer verwendet.

Fur die Flusskammerversuche bendtigte man immer 6 Wells pro Versuch. Aus
4 Wells wurden dynamische Cokulturen hergestellt, wobei 3 von diesen nach
der Inkubationszeit mit jeweils unterschiedlichen Antikorpern blockiert wurden.
Die anderen beiden Wells wurden als dynamische Monokultur zum Vergleich
beibehalten. Eine der beiden Monokulturen wurde vor der Inkubationszeit mit
Lipopolysaccharid stimuliert. Auch die Monokulturen wurden nach Ablauf der

Inkubationszeit mit PBS+ gewaschen.
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2.6 Monoklonale AntikGrper

Bei jedem Flusskammerversuch wurden 3 der 4 dynamischen Cokulturen mit
Antikérpern  blockiert. Die  Antikbrper richteten sich gegen die
Adhasionsmolekile auf der Zelloberflache und sollten, je nach Blockade des
entsprechenden Oberflachenmolekils, das physiologische Rolling oder Sticking
auf dem Endothel verhindern.
Dazu wurden die Antikérper in der jeweils erforderlichen Konzentration sowohl
direkt auf das Well als auch in das Perfusat gegeben. Folgende Antikdrper
kamen bei dieser Versuchsreihe zum Einsatz:

- Anti-CD62E (CD entspricht "cluster of differenciation”)

- Anti-CD62L

- Anti-CD18

Durchfihrung:
Antikorper auf HUVEC geben:

e Tragermedium aus Medium 199 plus 1% BSA herstellen.

e Anti-CD62E und Anti-CD62L jeweils in einer Konzentration von 10ug/ml in
0,5ml Tragermedium geben und mischen.

e Anti-CD18 in einer Konzentration von 1,0mg/ml in Tragermedium geben und
mischen.

e Auf jedes Well vorsichtig das jeweilige, mit Antikorper gemischte,
Tragermedium pipettieren.

e 30 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubieren.

e Sofortige Verwendung in der Flusskammer.

Antikorper in das Perfusat geben:
e Die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten in Medium 199 plus 1%
BSA resuspendieren.
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e Den entsprechenden Antikdrper in der Konzentration von 10ug/ml fir Anti-
CDG62E und Anti-CD62L, in der Konzentration von 1mg/ml fur Anti-CD18 in
das Perfusat geben und gut mischen.

e Das Perfusat sofort in der Flusskammer verwenden.

2.7 Markierung mit Antikdrpern

Dieses Verfahren war nétig, um die Zellen im Durchflusszytometer auf die
Expression bestimmter Oberflachenmolekiile, die zur Zelladhasion essentiell
sind, zu untersuchen. Zur Markierung wurden Fluorochrom-konjungierte
Antikdrper verwendet. In dieser Versuchsreihe kamen Antikdrper gegen die
Oberflachenmolekiile CD14, CD62-E und CD54 zum Einsatz.

Durchfiihrung:

Mit allen zu untersuchenden Zellen wurde gleich verfahren. Im Anschluss an die

4 Stunden Inkubationszeit nach Stimulation des Endothels mit den jeweiligen

Zellen beziehungsweise mit Lipopolysaccharid wurden die 12-Well-Platten

folgendermalf3en markiert (Abbildung Nr. 1):

e Alle Wells mit einer Pipette abziehen.

e Jedes Well zwei Mal mit je 1ml 37°C warmen PBS+ waschen.

e In alle Wells je 160ul EGM gemischt mit 40ul FCS pipettieren.

e Je 60ul Anti-CD54 PE in folgende Wells geben: 2, 3, 5, 7, 10, 11 (siehe
Abbildung Nr. 1)

e Je 30ul Anti-CD62-E in folgende Wells geben: 2, 3,5, 6, 7, 11

e Je 30ul Anti-CD14-PC5 in folgende Wells geben: 2, 3,5, 7, 11



Material und Methoden 31

e Die 12-Well-Platte auf dem Schuttler 20 Minuten lang bei Raumtemperatur
markieren und danach alle Wells abziehen.

e 500ul HBSS fur 60sec auf jedes Well geben, dann abziehen.

e 350ul Trypsin auf jedes Well geben. Unter dem Mikroskop kontrollieren
wann sich die Endothelzellen vom Boden des Wells ablésen und sofort

e 350ul TNS zur Neutralisation zuftigen.

e Die 700ul Zellsuspension in ein Polypropylen-Réhrchen pipettieren und

umgehend im Durchflusszytometer untersuchen.

1 2 3 4
Endothelzellen Endothelzellen Endothelzellen
+ + +
Lipopolysaccharid 1 Mio leer
+ Monozyten oder
Isotyp-Kontrolle Anti-CD14,-54,-62 Granulozyten
+
Anti-CD14,-54,-62
5 6 7 8
Endothelzellen Endothelzellen Endothelzellen
+ + +
Lipopolysaccharid 0,5 Mio leer
+ Monozyten oder
Anti-CD14,-54,-62 Anti-CD62 Granulozyten
+
Anti-CD14,-54,-62
9 10 11 12
Endothelzellen Endothelzellen
+ +
leer Lipopolysaccharid 0,25 Mio leer
+ Monozyten oder
Anti-CD54 Granulozyten
+
Anti-CD14,-54,-62

Abbildung Nr. 1: Aufteilung der 12-Well-Platte zur Untersuchung der Expression von
Adhéasionsmolekilen im Durchflusszytometer.
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2.8 Brefeldin A

Brefeldin A diente der Blockade des intrazellularen Transports. Die mit Hilfe der
Magnetseparation isolierten Monozyten wurden 5 Stunden lang mit Brefeldin A
inkubiert. Ein Drittel der isolierten Monozyten wurde mit 2,5ug/ml, ein Drittel mit
5ug/ml und ein Drittel mit 10pug/ml Brefeldin A inkubiert. Die Zellen mussten
dazu immer auf Eis stehen und mit Alufolie vor Lichteinstrahlung geschitzt
werden. Im Anschluss wurden die Monozyten gewaschen und in 1ml
Tragerflissigkeit wurden 250 000 Monozyten pro Well auf das Endothel zur
vierstiindigen Inkubation pipettiert. Dann wurde das Tragermedium abpipettiert,
die Zellen im Well ausgeltst, mit Antikérpern markiert und umgehend im

Durchflusszytometer untersucht.

Durchfiihrung:

e Das Brefeldin A in folgenden Konzentrationen zu den Monozyten geben:
2,5ug/ml, 5pg/ml und 10pg/ml jeweils in ein Drittel der Monozyten.

e 5 Stunden lang bei 4°C und vor Lichteinwirkung geschitzt inkubieren.

e Zentrifugation mit 1100U/min, mit Bremse, 10 Minuten bei 4°C.

e Je 250 000 inkubierte Monozyten in den jeweils verschiedenen Brefeldin A
Konzentrationen in je 1ml Tragerflissigkeit auf je ein Well geben.

e Die 12-Well-Platte 4 Stunden lang bei 37°C im Brutschrank inkubieren.

e Die Zellen mit den jeweiligen Antikérpern markieren, auslésen und sofort im

Durchflusszytometer untersuchen.

2.9 Flusskammer

Zur Untersuchung von Rolling und Sticking simulierte die mikroskopierbare

Flusskammer die Bedingungen, die in der postkapillaren Mikrozirkulation

vorliegen. Dazu wurden die endothelbewachsenen Wells als Mono- oder
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Cokulturen mit polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten in einer
Konzentration von 1x10° Zellen/ml in Medium 199 perfundiert. Zum Teil wurden
zur Blockade der Adhéasionsmolekile Antikdrper (Anti-CD18, -CD62E, -CD62L)
in gleicher Konzentration auf die HUVEC als auch in das Perfusat gegeben.
Dabei wurden pro Versuch sechs verschiedene Wells verwendet:
- Ein Well als Monokultur, das heil3t, es bestand nur aus dem
Endothelrasen.
- Ein Well als Lipopolysaccharid stimulierte Monokulturtur.
- Ein Well als Cokultur aus Endothelrasen plus 250 000 Monozyten
oder polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten.
- Ein Well als Cokultur aus Endothelrasen plus 250 000 Monozyten
oder polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten plus Anti-CD18.
- Ein Well als Cokultur aus Endothelrasen plus 250 000 Monozyten
oder polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten plus Anti-CD62E.
- Ein Well als Cokultur aus Endothelrasen plus 250 000 Monozyten
oder polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten plus Anti-CD62L.

2.9.1 Aufbau der Flusskammer, Versuchsdurchfuhrung

Der Arbeitsplatz bestand aus einem inversen Mikroskop, einer Flusskammer,
einer Farbkamera, einem Videorecorder und einem Computer zur digitalen
Bildverarbeitung. Die Flusskammer war auf dem Objekttisch des inversen
Fluoreszenzmikroskops fixiert. Sie besteht aus einem Metallgehause, welches
an einen Wasserstrom angeschlossen war und tber diesen temperiert werden
konnte. Die Zellsuspensionen wurden somit erst bei der Versuchsdurchflihrung
auf 37°C erwarmt, um einer Veranderung der Adhasionsmolekllexpression
entgegen zu wirken. In das Metallgehduse wurden zur Versuchsdurchfiihrung
die Zellkulturtrager eingesetzt. Nach oben wurde die Kammer mit einem
durchsichtigen Makrolonblock verschlossen. Uber Markierungen auf dem

Schraubring des Metallgehduses konnte die Kammerhohe, als Mald des
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Abstands zwischen Zellkulturtrdger und Makrolonblock definiert werden. An
beiden Enden des Makrolonblocks befand sich je ein Einlass beziehungsweise
ein Auslass. Der Einlass wurde mit einem Perfusor verbunden. In der
Spritzenpumpe (Harvard Apparatus, PHD 2000) befand sich das zur Perfusion
des Endothels notige Medium. (Abbildung Nr. 2). Je nach Versuch bestand die
Zellsuspension im Perfusat aus Monozyten oder Granulozyten mit einer
Konzentration von 10° Zellen pro ml im Tragermedium plus, je nach
Fragestellung, einem Antikorper im Perfusat. Bevor das jeweilige Medium
superfundiert wurde, wurde die Kammer luftblasenfrei mit entgastem Medium
199 geflllt. Mithilfe des Perfusors konnte die jeweils gewlnschte Flussrate
eingestellt werden. Nachdem die Zellsuspension den Endothelrasen perfundiert
hatte, wurde sie Uber den Auslass im Makrolonblock abgeleitet und in einem
Erlenmeyerkolben aufgefangen.

An das Mikroskop (DMIRB, Leica, Bensheim) war eine Videokamera (Sony/AVT
Horn) angeschlossen. Die Kammer wurde Uber das 20-fache Objektiv am
Mikroskop vergrof3ert. Auf einem angeschlossenen Videomonitor wurde die
Bild- und Flussqualitdit auf einem 200-fach vergréRerten Bildausschnitt
beobachtet und bei Bedarf korrigiert. Da die Granulozyten im Perfusat mit
Calcein angefarbt waren, konnten sie Uber das Fluoreszenzlicht selektiv
sichtbar gemacht werden. Jedes Well wurde 10 Minuten lang perfundiert. Uber
einen an die Kamera angeschlossenen Videorecorder (Sony) wurde dieser
Zeitraum auf einem Videoband aufgenommen. Nachdem das Well neun
Minuten lang perfundiert wurde, wurden funf zuféllig ausgewahlte
Bildausschnitte jeweils 11 Sekunden lang zusétzlich zur Videoaufnahme uber
einen Framegrabber (CFG 512) auf eine Computerfestplatte als Bitmaps
gespeichert. Diese Bitmaps dienten spater der computergestitzten Auswertung
und quantitativen Bestimmung der Roller und Sticker auf den jeweiligen Wells.

Ein digitalisiertes Bild wird frame genannt.
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Eine Bitmap besteht aus 276 frames. Nur 250 frames wurden zur Auswertung

verwendet.

Abbildung 2: Schema zum Aufbau der Flusskammer.

Temperierbares Metallgehduse mit Anschlissen fur Umlaufheizung (1), Zellkulturtréger mit
Silikondichtung (2), tranparenter Makrolonblock zur Mdglichkeit der Videoauzeichnung, Einlass
(4), skalierter Schraubring zur Ho6heneinstellung (5), Anschlul3 der Spritzenpumpe mit
Leukocytensuspension (6).

2.9.2 Physikalische Grundlagen

Die Flussrate entsprach dem einzigen variierten Parameter im Versuchsablauf.
Die Kammergeometrie ist durch die Hohe und Breite der Flusskammer genau
definiert. Die Hohe wurde durch den Schraubring auf 0,02cm eingestellt, die
Breite der Kammer betrug 1,25cm, vorgegeben durch die Breite der

Silikondichtungen der Flusskammerwells. Die Viskositat der
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Zellsuspension war bekannt (4 = 0,007P). Durch die Flussgeschwindigkeit lief3
sich die unterschiedliche Schubspannung, die wahrend der Kammerpassage
auf die Zellen im Perfusat wirkte, bestimmen. Die Einheit der Schubspannung
ist dyn/cm?. Der Schubspannung hat die Dimension eines Drucks und ist die
wichtigste, der Adhasion an der Gefallwand entgegenwirkende Kraft. Die
Versuche wurden bei 2dyn/cm?2 (physiologische Schubspannung) und bei
0,25dyn/cm? durchgefuhrt. Der notwendige Perfusatfluss konnte, abhéngig von

der gewiinschten Schubspannung, nach folgender Formel berechnet werden:

Q = (h2ebetw) / 6y

wobei: Q = Flussgeschwindigkeit in ml/s
h = Kammerhdohe in cm (hier 0,02cm)
b = Kammerbreite in cm (hier 1,25cm)
Tw = Schubspannung in dyn/cm?
M = Viskositat (P)

2.10 Quantitative Auswertung der Zelladhéasion

Die gesamte Perfusionszeit von 10 Minuten pro Well wurde mit dem
Videorecorder auf ein Videoband aufgezeichnet. In der 10. Minute kamen 5
jeweils 11 Sekunden dauernde Bildausschnitte zur Aufnahme. Diese 5
Bildsequenzen wurden im folgenden Arbeitsschritt als 11 Sekunden dauernde
Bitmaps auf CD's gebrannt. Mit der Software Cell Tracker (C. Zanke,
Universitat Tubingen) wurde dann die Anzahl der Roller und Sticker fur 10
Sekunden der Bildsequenz ausgewertet. Das Programm bestimmte
Rollinggeschwindigkeiten nach Definiton einer kritischen Geschwindigkeit und
mald die Adhasion in Zellen pro Bildfeld. Diese konnte dann in Zellen pro mmz2

umgerechnet werden.
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Definition von Rollern und Stickern:

e Als Sticker wurden alle Zellen gewertet, die sich innerhalb von 10 Sekunden
weniger als einen Zelldurchmesser bewegten.

e Als Roller wurden alle Zellen definiert, die sich innerhalb von 10 Sekunden
mehr als einen Zelldurchmesser bewegten.

¢ Die Maximalgeschwindigkeit eines Rollers betrug 100um/s bei 2dyn/cm?2 und
49um/s bei 0,25dyn/cm2. Alle Zellen, die diese Maximalgeschwindigkeit
Uberschritten, gingen nicht in die Auswertung ein.

e Sobald zwei Roller miteinander kollidierten, wurde die Berechnung der

Strombahn und der Geschwindigkeit am Kollisionspunkt beendet.

2.11 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer oder FACS® (fluorescence activated cell sorting) ist
ein optisches MelRsystem, das als Lichtquelle einen Argon-Laser besitzt. Fir die
Versuche wurde das Durchflusszytometer FACSort und die Software CellQuest
3.1 (Becton Dickinson, San Jose, CA) verwendet.

Mit dem Durchflusszytometer werden Streulicht- und Fluoreszenzsignale nach
dem Prinzip der angeregten Emission zur Analyse bereitgestellt. Mit diesen
Signalen konnte eine Aussage zur Zellmorphologie und somit zur Qualitat der
Zellisolation und zur Menge an Adhasionsmolekilen getroffen werden. Dabei
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat [MFI] von 5000 bis 10000 Zellen pro
Probe bestimmt. Die Zellen, die sich in den Proben zur Messung befanden,
mussten vorher markiert werden. Das bedeutet, sie wurden mit Fluorochrom-

konjungierten Antikérpern, die an bestimmte Oberflachenepitope auf den Zellen
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binden, inkubiert. Dabei war jeder AntikOrper spezifisch fir ein bestimmtes
Oberflachenmolekdil.

Uber eine Ansaugvorrichtung wurden Zellen aus der Probe angezogen und im
Flussigkeitsstrom der Reihe nach am Argon-Laser vorbeigeleitet. Durch die
Laserbeleuchtung kam es zur Anregung des Fluorochrom-Farbstoffes. Dabei
absorbierten die verschiedenen Fluorochrome Licht in den unterschiedlichen
Wellenlangen. Durch die Anregung des Farbstoffes werden Elektronen in den
Schalen der Atome auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Beim
Rucksprung der Elektronen auf ihr urspringliches Energieniveau wird durch
Photonen Licht einer bestimmten Wellenlange emittiert. Je eine Wellenlange ist
charakteristisch  fur ein bestimmtes Fluorochrom, das heil3t, die
Emissionsspektren sind abhangig von den verwendeten Antikdrpern. Das
emittierte Licht wurde (ber Sammeloptiken aufgefangen und Uber
Lichtverstarker zu elektrischen Signalen umgewandelt. Die elektrischen Signale
sind proportional zur Fluoreszenzintensitdit und zu den zellularen
Eigenschaften. Durch Weiterleitung an das Auswertungsprogramm wurden die
Ergebnisse in Histogrammen oder sogenannten "dot plots” graphisch
dargestellt. Die Streulichtsignale ermoglichen eine morphologische Zuordnung
der Zellen. Dabei wird zwischen dem Vorwartsstreulicht (FSC) und dem
Seitwartsstreulicht (SSC), welches in einem Winkel von 90° gemessen wird,
unterschieden. Das Vorwartsstreulicht gibt die ZellgréRe an, das
Seitwartsstreulicht die Zellgranularitdt. Durch diese Parameter konnte eine

Aussage zum Reinheitsgrad der Isolation gemacht werden.

Auswertung:
Die Geréateeinstellung wurde vor Versuchsbeginn an die Morphologie der zu

untersuchenden Zellen angepasst und mit unspezifischen Isotyp-Antikérpern
festgelegt. Untersucht wurden die zellularen Oberflachenmolekiile CD62L,
CD54E und CD14.
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2.12 Statistische Auswertung der Daten

Mit dem Softwareprogramm JMP®, Version 3. (SAS Institute, Cary, N. Y.)

erfolgte die statistische Auswertung der Daten.

2.13 Tabellarische Auflistung der verwendeten monoklonalen

Antikorper, Reagenzien, Materialien und Geréate

Tabelle 1: monoklonale Antikdrper

Monoklonale Antikorper Bestell- Hersteller
nummer

Anti CD54-PE (ICAM-1) 1239 Immunotech, Marseille
(IgG1, mouse anti-human),Clone
84H10
Mouse Anti-Human CD62E 9500-02 Southern Biotechnology
(Mouse IgG1, v), Fluorescein Associates, Inc.,
Conjugate, Clone 1.2B6 Birmingham
Anti-CD14PC-5 PNIM2640 | Immunotech, Marseille
Isotyp Kontrolle PC-5 PNIM2664 Immunotech, Marseille
(IlgG2a, mouse anti-human)
Isotyp Kontrolle FITC MG101 Caltag Laboratories,
(IgG1, mouse anti-human),MOPC-21 San Fransisco
Isotyp Kontrolle PE 340459 Becton Dickenson,
(IlgG1, mouse anti- human), Clone X40 San Jose CA
Purified Mouse Anti-Human 32230D PharMingen Europe

Monoclonal Antibody CD62L (Mouse
IgG1, v), Clone Dreg-56
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Mouse Anti-Human E-Selektin MAB2150 Chemicon International,
Monoclonal Antibody, Clone P2H3 Inc.

Monoclonal Anti-Human CD-18 167-020 Ancell Corporation,
(mouse IgG2a), Clone 1B4 Bayport USA

Tabelle 2: Reagenzien

Reagenzien Bestell- Hersteller
nummer
Acid Citrate Dextrose (ACD) C-3821 Sigma, St. Louis
Albumin Bovine Solution (7,5%) A-8412 Sigma, St. Louis
Ammoniumchlorid 1145 Merck, Darmstadt
Antibiotic Antimycotic Solution A-5955 Sigma, St. Louis
Calcein, AM *special packaging* C-3100 Molecular Probes,
Inc. Eugene, USA
Cell Fix 340181 Becton Dickinson,
San Jose CA
Cell Wash 349524 Becton Dickinson,
San Jose CA
Collagen Typ | 354236 Becton Dickinson,
Labware Bedford
Collagenase A 103578 Boehringer, Mannheim
Coulter Clenz, Cleaning Agent 8448222 Beckman Coulter,
Krefeld
Dulbecco’s Phosphate Bufferd Saline |D5652 Sigma, St. Louis

EDTA ED4S Sigma, St. Louis
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Endothelial Cell Basal Medium C-22110 PromoCell, Heidelberg

Supplemental Pack C-39210

Endothelial Cell Growth Medium

- FCs-10 C-37320

- ECGS/H-2 C-30120

- h EGF-0.05 C-30220

- hbFGF-0.5 C-30310

- Gentamicin-25 C-36030

- Ampho B-0.025 C-36040

FACS® Flow 342003 Becton Dickinson,
San Jose CA

FACS® Lysing Solution 92-0002 Becton Dickinson,
San Jose CA

FACS® Rinse 340346 Becton Dickinson,
San Jose CA

FACS® Safe 340346 Becton Dickinson,
San Jose CA

FBS Foetal Bovine Serum 10081-164 |Gibco BRL, Life
Technologies, Paisley

Ficoll-Paque Plus 17-1440-02 |Amersham Pharmacia
Biotech Europe GmbH,
Freiburg

Hanks Buffered Saline Solution CC-5022 Bio Whittacker Europe,
Verviers

Isoton Il 8448011 Beckman Coulter,
Krefeld

Lipopolysaccharid from E.coli 026:B6 |L-2654 Sigma Chemical CO,

St. Louis
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Medium 199 M-4530 Sigma, St. Louis

Medium 199, with Earle's Balanced

Salt Solution, with L-Glutamin and

HEPES

Natriumhydrogencarbonat 6329 Merck, Darmstadt

PBS minus Dulbecco’s Phosphate 14040-091 |Gibco BRL, Life

Buffered Saline, w/o Sodium Technologies, Paisley

Bicarbonate

PBS plus Dulbecco’s Phosphate 14190-094 | Gibco BRL, Life

Buffered Saline, w/o Calcium, Technologies, Paisley

Magnesium, Sodium Bicarbonate

Percoll Density (g/ml) 1.130 +- 0.005 |17-0891-02 |Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala

Positivselektion MACS® 455-01 Miltenyi Biotec,

CD33-MicroBeads Bergisch Gladbach

CD3-MicroBeads

Ringerldsung Fresenius Fresenius, Bad
Homburg

Sodium Pyruvate S-8636 Sigma, St. Louis

TNS, Trypsin Neutralizing Solution CC-5002 Bio Whittacker Europe,
Verviers

Trypsin / EDTA CC-5012 Bio Whittacker Europe,
Verviers

ZAP-Oglobin II PN7546138 |Beckman Coulter,

Krefeld
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Tabelle 3: Materialien

Materialien Bestell- Hersteller
nummer
Accuvette Einweg-Proben-Becher 9366014 Beckman coulter,
Krefeld
Bakterienfilter uStarLB 0.22pum 8110 Costar, Cambridge
Bio Coat Collagen | 12-Well-Platte 354500 Becton Dickinson,
Bedford
Bio Coat Zellkulturflasche Collagen |, |354462 Becton Dickinson,
75cm? Bedford
Bottel Top Filter 150m| 430626 Corning, Corning
Combitips plus Eppendorf, Hamburg
Falcon Blue Max 50ml 352070 Becton Dickinson,
Polypropylenréhrchen San Jose CA
Flusskammerzubehor: Physikalisch
- Silikondichtungen PCM Standard Technische Studien
- Objekttrager (PTS) GmbH, Freiburg
Klinidrape 37x45 cm 800330 Mdlnlycke, Belgium
MACS® single use Separation Miltenyi Biotec,
Columns Bergisch Gladbach
- AS-Columns 413-02
- BS-Colums 413-04
- CS-Columns 413-05
Mullkompressen 7,5x7,5cm 13621 Lohmann Rauscher
GmbH, Rengsdorf
Perfusorspritze 50ml 0050 Becton Dickinson,

Drogheda, Ireland

Pipettenspitzen

Eppendorf Hamburg
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Polypropylenréhrchen Eppendorf Hamburg
S-Monovette 9NC 10ml 02.1067.001 | Sarstedt, Numbrecht
Storage Bottel, 250ml 430281 Corning, USA
Stripetten Costar, Cambridge
Venenpunktionskanile nach Strauss | 0467 6157 Braun, Melsungen

Tabelle 4: Geréate

Gerate

Hersteller

Brutschrank Cytoperm

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart

Coulter counter® Zellzahlgerat

Beckman Coulter, Krefeld

Digital Video Cassette Recorder AJ-
D230H

Panasonic

Durchflusszytometer FACSort

Becton Dickinson, San Jose CA

Fluoreszenzmikroskop Leitz DMIRB

Leica, Bensheim

Framegrabber CFG 512

Imaging Technology Inc., MA, USA

Kamera (Ein-Chip-Farbkamera) CF 15
MCC

Kappa, Gleichen

Lichtmikroskop DM-IL

Leica, Bensheim

Multi Tupe Vortexer

Corning, Medfield USA

Multipette

Eppendorf, Hamburg

pH-Meter pH539

WTW Weilheim

Pipettboy Acu

Integra Biosciences, Fernwald

Software Cell Quest 3.1f fur

Durchflusszytometer

Becton Dickinson, San Jose CA

Spritzenpumpe Harvard Apparatus
PHD 2000

FMI GmbH, Seeheim/ Ober-Beerbach
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VarioMACS® Separation System

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Varipette

Eppendorf, Hamburg

Videorecorder Sony U-matic

Sony, Japan

Wasserbad Typ 1083

Gesellschaft flr Labortechnik GmbH,

Burgwedel

Werkbank Lamin Air HB 2472 S

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus Instruments GmbH, Stuttgart
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von E-Selektin und ICAM-1 auf HUVEC-

Monokulturen

Nach der Stimulation der HUVEC mit 100ng/ml Lipopolysaccharid fur 4 Stunden
erfolgte  die Messung der Fluoreszenzaktivitat der endothelialen
Adhéasionsmolekile CD62E und ICAM-1 im FACS. Im Vergleich zur
unstimulierten Kontrollgruppe, bei der es ohne Aktivierung nicht zu einer
gesteigerten Ausbildung von Adhéasionsmolekilen auf der Zelloberflache kam,
zeigte sich eine signifikante Steigerung der Expression von CD62E (p<0,01) als
auch eine signifikante Steigerung der ICAM-1 Expression (p<0,01) in den
Lipopolysaccharid aktivierten Endothelkulturen (Abbildung 3).

400 1 ——= nichtaktiviert
350 - . .
— | wmmm | ipopolysaccharid 100ng/ml
L _
s 300 ]
8 250 -
5 i
T 200 i
8 150 -
c i
= 100
2 i
§ 50 j
m 0 . ]
E-Selektin ICAM-1
Abbildung 3:

Signifikante Steigerung der Expression von E-Selektin und ICAM-1 auf Lipopolysaccharid-
stimuliertem (schwarz) versus unstimuliertem Endothel (weiR3).
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3.2 Effekte der Schubspannung auf die Adhasion

Unter einer normalen Schubspannung von 2dyn/cm? war die Stimulation der
HUVEC mit Lipopolysaccharid notwenig, um eine Adh&asion von Monozyten
oder polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten zu induzieren (p<0,01;
ANOVA) (Abbildung 4a und 4c).

In der Flusskammer erfolgte die Reduktion der Schubspannung von 2dyn/cm?
auf 0,25dyn/cm2, um den Einfluss pathologischer Strémungsbedingungen zu
simulieren. Dabei zeigten sich signifikante Steigerungen der Adhasion sowohl
von Monozyten als auch von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
ohne Stimulation mit Lipopolysaccharid (p<0,01; ANOVA) (Abbildung 4b und
4d).

Die reduzierte Schubspannung von 0,25dyn/cm? induzierte einen 6,9-fachen
Anstieg der Adh&sion von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten auf
HUVEC ohne Stimulation mit Lipopolysaccharid. Diese Adhasionssteigerung
war vergleichbar mit der Adhéasionssteigerung von Granulozyten nach
Stimulation des Endothels mit Lipopolysaccharid unter einer Schubspannung
von 2dyn/cm? (Abbildung 4a und 4b).

Die Adhasionssteigerung der Monozyten unter einer Schubspannung von
0,25dyn/cm2 war nicht so hoch wie die Adhasionssteigerung bei den
polymorphkernigen  neutrophilen  Granulozyten  ohne  Einfluss  von
Lipopolysaccharid. Sie entsprach einem 4,6-fachen Anstieg unter reduzierter
Schubspannung und ohne Einfluss von Lipopolysaccharid (Abbildung 4c und
4d).
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Abbildung 4:

Auswirkungen von Schubspannung und Endothelaktivierung auf die Adhasion.

a: Adhésion von nicht aktivierten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten auf HUVEC mit
und ohne Lipopolysaccharid-Aktivierung (100ng/ml, 4 Stunden) bei normaler Schubspannung.
b: Adhésion von nicht aktivierten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten auf nicht
aktivierten HUVEC bei normaler und reduzierter Schubspannung.

c: Adhasion von nicht aktivierten Monozyten auf HUVEC mit und ohne Lipopolysaccharid-
Aktivierung (100ng/ml, 4 Stunden) bei normaler Schubspannung.

d: Adhasion von nicht aktivierten Monozyten auf nicht aktivierten HUVEC bei normaler und
reduzierter Schubspannung.

(* p<0,05; t-Test fur verbundene Stichproben, verbundene Stichproben sind verbunden
dargestellt, n=4)
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3.3 Effekte der statischen Coinkubation auf die Expression
von E-Selektin und ICAM-1

3.3.1 Monozyten-HUVEC-Cokulturen

Die HUVEC wurden 4 Stunden mit Monozyten unter statischen Bedingungen
coinkubiert. Dabei entsprach die Zellzahl der eingesetzten Monozyten der Zahl
an adharenten Monozyten im dynamischen Experiment in der Flusskammer
unter einer Schubspannung von 0,25dyn/cm2. Um den Einfluss von
konzentrationsabhangigen Effekten auf die Selektin-Expression
auszuschlieRen, wurden die Monozyten neben der Konzentration von 2,5x10°
Monozyten/ml zusétzlich jeweils noch in den Konzentrationen von 5x10°
Monozyten/ml und 1x10° Monozyten/ml eingesetzt. Bei der analytischen
Auswertung im FACS zeigte sich im Vergleich zur unstimulierten HUVEC
Monokultur ein signifikanter Anstieg der E-Selektin-Expression (p<0,01) und der
ICAM-1 Expression (p<0,01)(Abbildung 5 a und 5b). Dieser signifikante Anstieg
war unabhangig von der eingesetzten Monozyten-Konzentration und war mit
dem Effekt einer Lipopolysaccharid-Aktivierung auf Endothel-Monokulturen
vergleichbar.

Nach Vorbehandlung der Monozyten mit Brefeldin A, welches den
intrazellularen Proteintransport in den Monozyten unterbindet, lies sich nach
vierstiindiger Coinkubation der Monozyten auf HUVEC keine gesteigerte
Expression der endothelialen Adhasionsmolektile mehr nachweisen (Abbildung
5 a und 5b).
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Abbildung 5:

Expression der Adhdasionsmolekile E-Selektin und ICAM-1 nach vierstindiger
Coinkubation mit Monozyten in verschiedenen Konzentrationen unter statischen
Bedingungen. Messung der Expression als mittlere Fluoreszenzaktivitat (MFI). Vergleichbar mit
der Lipopolysaccharid stimulierten Monokultur (schwarz) hatten die HUVEC-Monozyten-
Cokulturen (grau) ebenfalls eine im Vergleich zur unstimulierten HUVEC-Monokultur (weif3)
signifikante Steigerung von E-Selektin und ICAM-1 zur Folge (* p<0,01, ANOVA, post hoc t-
Test, n=4). Diese Auswirkung wurde durch die Vorbehandlung der Monozyten-HUVEC-
Cokulturen mit Brefeldin A verhindert (dunkelgrau).
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3.3.2 Granulozyten-HUVEC-Cokulturen

Im Vergleich zu den nicht aktivierten HUVEC-Monokulturen flhrte eine
vierstindige Coinkubation der Endothelzellen mit polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten unter statischen Bedingungen bei keiner der
eingesetzten Konzentrationen von 2,5x10°, 5x10° und 1x10° polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten/ml zu einer gesteigerten Expression von E-Selektin
oder ICAM-1 (Abbildung 6 a und 6b). Somit lies sich bei den statischen
polymorphkernigen  neutrophilen  Granulozyten-HUVEC-Cokulturen  keine

endotheliale Entzindungsreaktion induzieren.
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Abbildung 6:

Expression der Adhasionsmolekile E-Selektin und ICAM-1 nach vierstindiger
Coinkubation mit polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) in verschiedenen
Konzentrationen unter statischen Bedingungen. Messung der Expression als mittlere
Fluoreszenzaktivitat (MFI). Die mit polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten coinkubierten
HUVEC (grau) zeigten im Vergleich zu HUVEC-Monokukturen (weil3) keine signifikant hdhere
Expression von Adhasionsmolekiilen (* p<0,01, ANOVA, post hoc t-Test, n=4).
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3.3.3 Kontamination mit Monozyten

Wie wichtig monozytare Aktivierungsmechanismen zur Auslosung einer
endothelialen Entzindungsreaktion sind, zeigt die Auswertung einer durch
einen geringen Anteil CD14-positiver Monozyten verunreinigten Granulozyten-
suspension. Bei einer Gesamtzellzahl von 2,5x10° Zellen/ml reichte eine 5%-ige
Monozyten-Verunreinigung aus, um eine signifikante Steigerung der Expression
von E-Selektin und ICAM-1 zu induzieren (Abbildung 7).
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Abbildung 7:

Auswirkung einer geringen Monozytenkontamination auf die Expression endothelialer
Adhéasionsmolekile. Verunreinigung der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
(PMN)-Suspension mit 5% CD14+ Monozyten (Region R1 in b) versus a)). Nach vier Stunden
Coinkubation fiihrte diese geringe Monozytenkonzentration von 1,25x10Yml zu einem
Lipopolysaccharid-ahnlichen Anstieg von E-Selektin und ICAM-1 auf dem Endothel (c).
Originalabbildungen aus der Durchflusszytometrie (y-Achse: CD14-Fluoreszenz; x-Achse:
Granularitét) einer hochreinen (a) und verunreinigten (b) polymorphkernigen neutrophilen
Granulozytensuspensionen. Effekt der jeweiligen Suspension nach Coinkubation mit HUVEC
als relative Steigerung von E-Selektin und ICAM-1 gegeniber nichtaktivierten HUVEC-
Monokulturen in c) dargestellt (fehlender Effekt durch Referenzlinie bei Quotient 1
gekennzeichnet).
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3.4 Effekte der statischen Coinkubation auf die Adhasion bei

Reperfusion

Nach vierstindiger Coinkubation der polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten-HUVEC-Cokulturen und in einer weiteren Versuchsreihe der
Monozyten-HUVEC-Cokulturen untersuchten wir die Auswirkungen einer
Reperfusion der HUVEC-Cokulturen mit einer polymorphkernigen neutrophilen

Granulozytensuspension bei einer Schubspannung von 2dyn/cmz.

Zur Differenzierung der Leukozyten in der Flusskammer wurden die zur
Reperfusion verwendeten Granulozyten mit Calcein markiert. Aufgrund der
hoheren Zellausbeute und der bendtigten hohen Zellzahlen zur
Endothelperfusion in der Flusskammer wurden fir die Reperfusion
ausschlief3lich polymorphkernige neutrophile Granulozyten verwendet.

Die Effekte der statischen Coinkubation von HUVEC mit Granulozyten oder
Monozyten auf die Adhasion bei Reperfusion wurden mit den Effekten von
unstimulierten HUVEC-Monokulturen und Lipopolysaccharid stimulierten
HUVEC-Monokulturen nach Reperfusion verglichen.

Um konzentrationsabhangige Effekte ausschlieen zu kénnen, wurden die
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten oder Monozyten in den
statischen HUVEC-Cokulturen in den Konzentrationen von 2,5x10° , 5x10° und

1x10° Zellen/ml verwendet.
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3.4.1 Effekte der statischen unstimulierten Monokulturen und der
Lipopolysaccharid stimulierten Monokulturen auf die Adhéasion bei
Reperfusion

Lipopolysaccharid-aktivierte HUVEC-Monokulturen fihrten nach Reperfusion

durch Calcein-markierte polymorphkernige neutrophile Granulozyten zu einer

signifikanten Steigerung der Adhésion von 232 polymorphkernige neutrophile

Granulozyten pro mmz auf nicht aktivierten HUVEC-Monokulturen auf 1.293+66

polymorphkernige neutrophile Granulozyten pro mm2? (MW=xSF) nach

Lipopolysaccharid-Aktivierung (Abbildung 8).

3.4.2 Effekte der statischen polymorphkernigen neutrophilen

Granulozyten-HUVEC-Cokulturen auf die Adhasion bei Reperfusion
Nach Cokultivierung der HUVEC mit polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten zeigte sich bei Reperfusion dieser Cokulturen mit Calcein-
markierten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten unter physiologischer
Schubspannung von 2dyn/cm? keine gesteigerte Granulozyten-Adhé&sion im
Vergleich zu nicht stimulierten HUVEC-Monokulturen: 39+3 polymorphkernige
neutrophile Granulozyten pro mm? in den statischen Granulozyten-HUVEC-
Cokulturen gegeniber 23+2 Granulozyten pro mm2 auf nicht stimulierten
HUVEC-Monokulturen (Abbildung 8a).

3.4.3 Effekte der statischen Monozyten-HUVEC-Cokulturen auf die
Adhasion bei Reperfusion

Dagegen fuhrte die vierstiindige Coinkubation der HUVEC mit Monozyten unter
statischen Bedingungen im Vergleich zu nicht aktivierten HUVEC-Monokulturen
nach der Reperfusion mit Calcein markierten Granulozyten zu einer
signifikanten Steigerung der Adhasion von Granulozyten (p<0,01): von 23+2 pro
mm?2 auf der unstimulierten Monokultur auf 1.104+151 polymorphkernige
neutrophile Granulozyten pro mm2 (MW=zSF) auf der Monozyten-HUVEC-
Cokultur. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit der Zahl an adharenten
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polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten nach Lipopolysaccharid-
Aktivierung des Endothels. Die Auspragung von E-Selektin und ICAM-1 war
ebenfalls drastisch gesteigert (p<0,01)(Abb. 8a) und b).
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Abbildung 8:

Sekundare Granulozyten-Adhasion nach Reperfusion statischer Cokulturen unter
normalisierten Stromungsbedingungen. Abgebildet ist die sekundare Adhasion in statischen
Granulozyten-HUVEC- (a) und Monozyten-HUVEC-Cokulturen (b) jeweils nach 4 Stunden
Coinkubation und nach 10min Reperfusion mit Calcein-markierten Granulozyten unter
2dyn/cm®. Die Darstellung der Mittelwerte aus 5 Bildfeldern wahrend eines jeden Versuchs
erfolgt als MW+SF von n=6 Experimenten. Die Granulozyten-Adhasion nach Reperfusion auf
nichtaktivierten (wei) und Lipopolysaccharid-aktivierten HUVEC-Monokulturen (schwarz) ist
der Granulozyten-Adhasion auf Cokulturen (grau) nach Reperfusion gegeniibergestellt. Die
molekularen Grundlagen der Adhasion nach Reperfusion wurden durch Blockade der
Oberflachenmolekiile CD18 (mAKk IB-4), L-Selektin (mAk DREG-56) und E-Selektin (mAk P2H3)
in Monozyten-HUVEC-Cokulturen charakterisiert. Im Gegensatz zur Coinkubation der HUVEC
mit polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (a) hatte die Coinkubation der HUVEC mit
Monozyten (b) eine ausgepragte Steigerung der Adhasion bei Reperfusion mit Calcein-
markierten polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten zur Folge (* p<0,01 versus
nichtaktivierter HUVEC-Monokultur). Diese gesteigerte Adh&sion konnte durch alle eingesetzten
monoklonalen Antikdrper nahezu vollstandig verhindert werden (p<0,01 versus Monozyten-
HUVEC-Cokultur). Wéahrend P2H3 und DREG-56 auch Rolling-Interaktionen effektiv
unterdriickten, wies 1B-4 diesen Effekt nicht auf (nicht abgebildet).
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3.4.4 Effekte der Blockade von Selektinen bei statischen Monozyten-
HUVEC-Cokulturen auf die Adhésion bei Reperfusion

Die Blockade des endothelialen E-Selektins hatte eine ausgepragte Reduktion

der Adhéasion zur Folge (Abbildung 8). Im Vergleich zur Lipopolysaccharid-

aktivierten Monokultur zeigte sich eine Reduktion der Adhasion nach

Reperfusion der statischen Monozyten-HUVEC-Cokulturen bei 2dyn/cm2 um

Uber 90% nach Blockade mit dem monoklonalen Antikérper P2H3.

Dem Effekt der E-Selektin-Blockade vergleichbar, fihrte die Blockade von L-
Selektin durch den monoklonalen Antikoroer DREG-56 ebenfalls zu einer
ausgepragten Verminderung der Granulozyten-Adhasion bei Reperfuson unter
2dyn/cm2. Gegenuber den Lipopolysaccharid-aktivierten Monokulturen
resultierte nach Blockade von L-Selektin in der Monozyten-HUVEC-Cokultur

eine Uber 90% verringerte Adhasion (Abbildung 8).

Wahrend die Blockade der Selektine mit einer Reduktion der Rolling-
Interaktionen vergesellschaftet war, fuhrte eine Blockade des CD18-Integrins
mit IB-4 zu einer Reduktion des Stickings bei weiterhin nachweisbarem Rolling.
Die Adhasion der Granulozyten bei Reperfusion wurde hierdurch um 90%
reduziert (Abbildung 8).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollen die bislang noch wenig verstandenen, hoch
differenzierten Wechselwirkungen zwischen polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Endothel naher betrachtet werden. Inflammation
und Perfusionsstorungen tragen bei Ischamie/Reperfusion, Trauma, Schock
und Sepsis erheblich zu Gewebeschdden und Multiorganversagen bei.
Zentraler Mechanismus in der Pathogenese des Multiorganversagens sind
Leukozyten vermittelte Gewebeschadden, die meist mit erheblichen

Mikrozirkulationsstérungen assoziiert sind.

In dieser Arbeit soll folgenden Fragen nachgegangen werden:

1. Induzieren Leukozyteninteraktionen bei niederer Strémungs-

geschwindigkeit endotheliale Entziindungsreaktionen?

2.  Wenn ja, persistieren diese Reaktionen auch wahrend der Reperfusion,

wenn die reduzierte Schubspannung bereits behoben wurde?

3. Gibt es Unterschiede zwischen den Leukozyten-Subpopulationen
(polymorphkernigen  neutrophilen  Granulozyten und  Monozyten)
hinsichtlich dieser Fragen? Wenn ja, konnten diese wichtig sein fur die
Planung zukunftiger Therapien gegen Leukozyten assoziierte

Gewebeschaden?
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Die signifikant gesteigerte Adhéasion der polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten und Monozyten auf dem Endothel bei verminderter
Schubspannung impliziert, dass eine verminderte Schubspannung einen
selbststandigen Ausldser fur die leukozytare Adhasion auf Endothel und fir die
folgende Inflammation darstellt. Im Ergebnissteil wurde gezeigt, dass der Effekt
der verminderten Schubspannung so ausgepragt ist, wie eine
Endothelaktivierung mit Lipopolysaccharid in einer hohen Konzentration von
100ng/ml. In den Versuchsreihen, die die Effekte der statischen Coinkubation
auf die Adhasion bei der Reperfusion darlegen, wurde ein wichtiger Unterschied
im Verhalten der Monozyten-HUVEC-Cokulturen im Vergleich zu den
Granulozyten-HUVEC-Cokulturen gezeigt. Nach Reperfusion fiuhrten statische
Cokulturen mit Monozyten im Unterschied zu statischen Cokulturen mit
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten zu einer gesteigerten Adhé&sion

der Granulozyten aus dem Perfusat.

Im Vergleich zu unseren Ergebnissen gab es in friheren Studien sowohl

kontrare 328

als auch gleichsinnige Ergebnisse hinsichtlich der zunehmenden
Adhéasion als Resultat abnehmender Schubspannung. So konnte in
verschiedenen tierexperimentellen Studien an der Ratte oder Katze ein
gesteigertes Rolling beziehungsweise eine gesteigerte Adhéasion unter
abnehmender Schubspannung gezeigt werden.®*

Weiterhin gab es in einer Studie zur humanen pulmonalen Mikrozirkulation die
Beobachtung, dass eine relativ kleine Abnahme der Schubspannung von 266s™
auf 188s™ zu einer Steigerung der leukozytaren Adhasion um 20% fiihrt.**

In Tiermodellen variierte die Rolle der Schubspannung jedoch abhangig von der
Starke der Reduktion des Blutflusses und von der Anwesenheit eines
entzindlichen Geschehens. In Studienmodellen mit endothelialer Stimulierung
zum Beispiel nach Ischamie, Infektion oder pharmakologischer Intervention

resultierte abnehmende Schubspannung in einem Anstieg der Adhésion.%4-6188
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In anderen Modellen, die keine offensichtliche Zellaktivierung aufwiesen,
beobachtete man sowohl ansteigende als auch gleich bleibende Zahlen
adharenter Leukozyten.®?*? Weitere Arbeitskreise, die Untersuchungen zu
diesem Thema mit nicht aktivierten Zellen durchfiihren wollten, verwendeten
Methoden der Zellseparation, die anfallig fur leukozytare Aktivierung
sind.?®408288 pie yngewollte und unbewusste Aktivierung von Zellen, zum
Beispiel bei der Separation, war bis dato das Hauptargument gegen die These,
dass eine verminderte Schubspannung alleiniger Ausldser fir eine gesteigerte
Leukozytenadhasion sein konnte. Und somit blieb es bislang umstritten, ob eine
abnehmende Schubspannung einen unabhangigen Ausléser flr die gesteigerte
Leukozytenadhasion auf Endothel darstellt, ohne dass andere

Aktivierungsmechanismen interferieren, 824:3245:47.54,67.79.83

Um Storfaktoren so gut wie mdglich ausblenden zu kénnen und um den Fokus
der Untersuchungen gezielt auf Monozyten, polymorphkernige neutrophile
Granulozyten und Anderungen der Schubspannung zu richten, erfolgten die
Versuchsreihen in einem dynamischen, etablierten Flusskammermodell in vitro.
Effekte anderer zellularer Blutbestandteile wurden dadurch ausgeschlossen.
Obwohl die Flusskammer die komplexen Verhaltnisse in vivo nicht vollstandig
simulieren kann, bescheinigen ihr frihere Untersuchungen einen zuverlassigen
Versuchsaufbau zur Untersuchung der Zelladhasion unter

Flussbedingungen.?°:4°:48:68.73.85

Durchflussrate, = Kammergeometrie  und
Viskositat dienen dabei als variable Parameter.

In vitro sind jedoch nicht alle rheologischen Rahmenbedingungen gegeben und
es herrscht nicht das physiologische Milieu des Endothels. Auch entspricht die
groRere Flusskammergeometrie nicht der KapillargréRe und die Komplexitéat
eines Organs oder gar eines Organismus kann nicht simuliert werden.
Postkapillare physiologische Scherkréafte mit Werten von 2dyn/cm? kénnen
jedoch genauso simuliert werden wie pathologische Stromungsbedingungen mit

Werten von 0-0,25dyn/cm2. Die herabgesetzte Schubspannung bis hin zur
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Stase tritt bei Schock unterschiedlicher Genese oder Ischdmie/Reperfusion
auf 14,15,17,31,74,75

Da sich die Adhasionsmolekuldichte arteriell und vends unterscheidet, wurden
ausschlie3lich Endothelzellen aus vendsen Nabelschnurgefal3en verwendet.
Die HUVEC wurden aus unverletzten Nabelschniren unmittelbar post partum
gewonnen. Fur alle Experimente wurden HUVEC nach erster Passage auf

Kollagen beschichteten Oberflachen verwendet.

Zur Stimulation von Endothel und Leukozyten wurde Lipopolysaccharid, ein
Membranbestandteil gramnegativer Bakterien, in einer Konzentration von
100ng/ml verwendet. In Voruntersuchungen wurde gezeigt, dass eine verstarkte
Expression  endothelialer =~ Adh&sionsmolekile bei  einer  optimalen
Inkubationszeit von 4 Stunden erst ab einer Konzentration von 100ng/mi

Lipopolysaccharid auftritt.?®

Zur Definition von Rollern gibt es in der Literatur den theoretischen Ansatz der
,critical velocity“. Dabei besteht ein HUVEC- Leukozyten-Kontakt dann, wenn
die rollende Zelle 70% der Geschwindigkeit eines theoretischen Objekts in der
Entfernung von einem Zell-Radius plus 100nm vom Randwall erreicht hat.
Deshalb bestimmten wir die Halfte der ,critical velocity und setzten die
Obergrenze fur Rolling auf 100um/s fest. Fur 0,25dyn/cm? folgte daraus eine
Grenzgeschwindigkeit von 49um/s, fur 0,5dyn/cm2 von 98um/s und fur
1dyn/cm2 und 2dyn/cm?2 eine Grenzgeschwindigkeit von 100um/s. In die
Berechnung gingen nur Zellen ein, die langer als eine Sekunde beobachtet
wurden und die keinen Kontakt mit anderen Zellen im Perfusat hatten.

Als Sticker wurden alle Zellen gewertet, die sich innerhalb von 10 Sekunden

weniger als einen Zelldurchmesser bewegten.
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Wie in einer vorhergehenden Studie gezeigt, beeinflusst die Markierung CD-33
positiver Monozyten mit metallischen Microbeads nicht die Auspragung von
Adhasionsmolekiilen.®® Samtliche Arbeitsschritte im Rahmen der Granulozyten-
und Monozyten-Isolation wurden konsequent bei 4°C durchgeflihrt, um eine
Aktivierung der Zellen oder Veranderung der Adhasionsmolekile zu vermeiden.
Die Erwarmung der Zellen erfolgte schrittweise zunachst auf Raumtemperatur.
Erst in der Flusskammer wurde die Zellsuspension auf 37°C gebracht Die
Kammertemperatur wurde in Vorversuchen mit einer miniaturisierten PT-100
Temperatursonde geprift. Durch die Modifizierung der Monozytenisolation und
die Verhinderung einer vorzeitigen Zellerwarmung mit folgender Veréanderung
der Oberflachenmolekile wurde in diesen Versuchsreihen eine ungewollte

Leukozytenaktivierung ausgeschlossen.

In der Flusskammer wurden der Einfluss der variierbaren Schubspannung und
die  Zellwechselwirkungen  gezielt  untersucht. Die intravaskulare
Schubspannung ergibt sich aus der Blutflussgeschwindigkeit und der
Blutviskositat.®**®> Anderungen des GefaRtonus oder des Blutflusses wirken sich
somit umgehend auf die Schubspannung aus. Eine Schubspannung von
2dyn/cm2 wurde als physiologische postkapillare Schubspannung betrachtet.
Diese GroRe entspricht der Scherkraft von 300s™, die in verschieden
Tiermodellen in der mesenterialen und pulmonalen Mikrozirkulation beobachtet

8,21

wurde. Die Adhéasion von Leukozyten findet insbesondere in der

postkapillaren Mikrozirkulation statt, weil die Schubspannung vendés niederer ist
und die Endothelzellen durch ihre Morphologie die Adhasion begtinstigen.>® "¢’
Die reduzierte Schubspannung von 0,25dyn/cm? wurde aufgrund verschiedener
Voruntersuchungen gewahlt. Sie entspricht einem nahezu stagnierenden

Blutfluss, wie er bei schwerem Schock oder Ischamie/Reperfusion auftritt.
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Dartber hinaus entspricht diese Schubspannung den stark reduzierten
Stromungsgeschwindigkeiten, wie sie bei Patienten mit kardiogenem oder
septischem Schock in der Mikrozirkulation beobachtet wurden, unabhéngig

13,14,75 Beim

davon, ob die Makrozirkulationsstérung behoben wurde.
hamorrhagischen Schock und bei der Ischamie/Reperfusion geht den
Leukozyten-Endothel-Interaktionen ursachlich eine Perfusionsstérung
voraus.'®® Es gibt Untersuchungen die zeigen, dass auch bei systemischen
Entziindungen Perfusionsstérungen in der Mikrozirkulation vor

inflammatorischen Veranderungen nachweisbar sind.**>17:20:34

Das Modell der Flusskammer ist jedoch dadurch limitiert, dass es nicht alle
Faktoren einer intakten Mikrozirkulation simulieren kann. Eine abnehmende
Verformbarkeit der Leukozyten in den schmalen mikrovaskularen Gefal3en kann
nicht simuliert werden. Die passive Sedimentation als Storfaktor bei niederer
Schubspannung kann nicht véllig umgangen werden.** Diese diirfte unsere
Ergebnisse jedoch nicht nachhaltig beeinflusst haben, da 72% der Leukozyten
nach einer schrittweisen Steigerung der Schubspannung bis auf 32dyn/cm2 am
Endothel gebunden blieben und dieser enormen hydrodynamischen Belastung
stand hielten. Mittels dieser, Uber eine statistische ANOVA Analyse
ausgewerteten Daten, konnte eine reduzierte Schubspannung als unabhangiger

Ausloser fur Leukozyten-Endothel-Interaktionen nachgewiesen werden.

Die Rolle der Schubspannung auf die Adhasion und Inflammation konnte in
unseren Versuchsreihen unabhangig von Storfaktoren wie Ischamie oder
ungewollter  Zellaktivierung  untersucht werden. Eine bei  Schock
unterschiedlicher Genese und in der Frihphase bei Ischdmie/Reperfusion
auftretende verminderte Schubspannung fihrte dabei nicht nur zur
Adhasionssteigerung.t*'414%’% Dje reduzierte Schubspannung erwies sich
dariiber hinaus als unabhangiger Ausloser einer weiteren Endothelaktivierung

und steigender Granulozytenadhasion im Rahmen der Reperfusion.
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E-Selektin und ICAM-1 stellen sensible, quantitativ messbare Parameter der
endothelialen Zellaktivierung dar. Interessanterweise zeigten statische
polymorphkernige neutrophile Granulozyten-HUVEC-Cokulturen im Vergleich
zu statischen Monozyten-HUVEC-Cokulturen keine signifikante Steigerung der
Adhasionsmolekulexpression. Obwohl beide Leukozytenpopulationen bei
Reduktion der Schubspannung auf 0,25dyn/cm?2 vermehrt adhérierten, fuhrte
nur die Adhasion von Monozyten zur Aktivierung des Endothels. Die hierdurch
gesteigerte Expression von E-Selektin und ICAM-1 flhrte zu einer gesteigerten
sekundaren Adhasion bei Reperfusion. Die Steigerung der Exression der
Adhasionsmolekile war vergleichbar mit der Expressionssteigerung von E-
Selektin und ICAM-1 nach Inkubation der HUVEC mit Lipopolysaccharid.

Diese signifikante Hochregulation von E-Selektin und ICAM-1 fand sich auch in
einem Granulozytenisolat, das mit einer geringen Menge an Monozyten
kontaminiert war. Dabei entsprachen nur 5% der Zellen Monozyten. Folglich
scheint eine sehr geringe Menge an Monozyten auszureichen, um eine
anhaltende endotheliale Aktivierung mit weitreichenden Konsequenzen
auszuldsen. Somit kann in Geweben mit reduzierter Stromungsgeschwindigkeit
eine andauernde endotheliale Entziindungsreaktion induziert werden, die auch
nach Wiederherstellung der Stromungsgeschwindigkeit zu einer drastisch
gesteigerten Leukozytenakkumulation fuhrt. Obwohl Granulozyten quantitativ

uberwiegen, ist hierfur die Adh&sion von Monozyten mal3geblich.

Die eingesetzten monoklonalen Antikérper gegen Selektine heben deren
Wichtigkeit im Ablauf der Adhé&sionskaskade hervor. Bei Blockade des L-
Selektins in den Monozyten-HUVEC-Cokulturen unterblieb wahrend der
Reperfusion eine gesteigerte Granulozytenadhasion. Hieraus kann abgeleitet
werden, dass Interaktionen zwischen Granulozyten und bereits adharenten
Monozyten wesentlichen Einfluss auf die Adhasion bei Reperfusion hatten.”

Die ausbleibende Adhé&sion in den Reperfusionsexperimenten an Granulozyten-
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HUVEC-Cokulturen weist jedoch ebenso wie der Effekt einer E-Selektin-
Blockade nach, dass Leukozyten-Leukozyten-Interaktionen ohne zusatzliche
Aktivierung des Endothels nicht zu einer gesteigerten Adhasion in der
Reperfusion fihren. In reperfundierten Cokulturen aus polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten und HUVEC kam es ohne eine endotheliale
Aktivierung zu keiner Steigerung der Adhasion. AuRerdem blieb die sekundare
Adhasion bei Reperfusion in Cokulturen mit endothelialer Aktivierung bei

Einsatz eines E-Selektin blockierenden Antikoérpers aus.

Die Rolle von P-Selektin wurde nicht weiter untersucht, da P-Selektin nur initial

und nicht bei andauernder Aktivierung auf humanem Endothel exprimiert wird.2®

Der Einsatz eines Antikdrpers gegen CD-18 Integrine in den dynamischen
Versuchsreihen in der Flusskammer zeigte aul3erdem, dass integrinabhangige
Wechselwirkungen zwischen neutrophilen Granulozyten und endothelialem
ICAM-1 essentiell fir den Ubergang von Rolling zur Adhé&sion sind. Eine
Blockade von CD-18 Integrinen fuhrte zu erhohten Rollinginteraktionen bei
signifikanter Minderung von an die HUVEC bindenden Granulozyten.

Frihere Studien haben eine endotheliale Aktivierung nach Coinkubation von
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und Endothel
nachgewiesen®>®78,

Dieses Ergebnis kommt mit unserem jedoch nicht in Konflikt da, im Gegensatz
zu unseren Versuchsreihen, aktivierte polymorphkernige neutrophile
Granulozyten verwendet wurden. Die Beobachtung legt nahe, dass
polymorphkernige neutrophile Granulozyten Costimulation bendétigen, um eine
Adhé&sionssteigerung auszulésen. Monozyten bendtigen keine exogene
Stimulation, um eine endotheliale Aktivierung mit einer gesteigerten Expression

der Adhéasionsmolekdile, hervorzurufen.
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Da CD11/CD18 Integrine und L-Selektin auf allen Leukozytensubpopulationen
exprimiert werden, kénnen sie nach ihrer Bindung nicht alleinige und direkte
Ausloser der Aktivierungskaskade sein. Ansonsten hatte auch in den
Granulozyten-HUVEC-Cokulturen eine Aktivierung erkennbar sein mussen.
Dies war jedoch nicht der Fall.

Zudem konnte die Aktivierung des Endothels in den Monozyten-HUVEC-
Cokulturen durch Vorbehandlung der Monozyten mit Brefeldin A unterbunden
werden. Da Brefeldin A den intrazellularen Proteintransport verhindert ohne die
Zelloberflache zu verandern, zeigt dieser Befund, dass die Aktivierung des
Endothels nach dem Zellkontakt weitere intrazellulare Signale in den
Monozyten erfordert. In Voruntersuchungen beobachtete man eine Vielzahl
verschiedener monozytarer Aktivierungsschritte, die als Signalweg in Frage
kommen.®*°2%  Cytokinvermittelte Reaktionen konnten beispielsweise eine
Rolle spielen, da integrinabhangige Signalwege zwischen Zellinnerem und
ZellauBerem zu einer Stabilisierung der cytokinen mRNA, insbesondere von
Interleukin-18 filhren.? Eine weitere (mit)verantwortliche Komponente in
Zusammenhang mit den intrazellularen Ablaufen adharenter Monozyten zur
Auslésung einer endothelialen Antwort kénnten monozytare Chemokine sein.
Studien haben gezeigt, dass sie eine Hauptrolle bei endothelialer Dysfunktion

im Rahmen von GefaRkrankheiten spielen.38

Die hier beschriebenen Wechselwirkungen kénnen eine Erklarung fur scheinbar
gefundene kontroverse Befunde in chronischen Sepsismodellen darstellen. In
LPS-sensitiven und LPS-insensitiven Mausen korrelierte die
Leukozytenakkumulation  nicht mit der  Expression  endothelialer
Adhasionsmolekiile.> Das Modell beruht auf einer CLP (cegal ligation and
perforation) induzierten polymikrobiellen Sepsis. Die Expression an
endothelialen Adhasionsmolekilen war in LPS-sensitiven Mausen deutlich
geringer als in LPS-insensitiven, obwohl in den LPS-sensitiven eine deutlich

gesteigerte Leukozytenakkumulation beobachtet wurde. Jedoch war in
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den LPS-sensitiven Mausen eine deutlich starkere Kreislaufdepression
nachweisbar. Diese Beobachtung kann in Zusammenhang mit der
beschriebenen Adhasionssteigerung unter reduzierter Schubspannung stehen.
Zumal in einem anderen CLP-Modell mit stabiler Hamodynamik keine
vermehrte Leukozytenadhasion nachweisbar war.”® In einer weiteren CLP-
Studie derselben Arbeitsgruppe war bei arterieller Hypotonie eine ausgepréagte

Leukozytenakkumulation mesenterial und pulmonal nachweisbar.*®

Eine weitere Untersuchung widerspricht der These, dass einer
Leukozytenakkumulation eine Steigerung der endothelialen Selektinexpression
vorangehen muss. Bei der Prakonditionierung mittels Lipopolysaccharid wurde
eine E-Selektin-Expression nach intraperitonealer Lipopolysaccharid-Injektion
unterbunden, eine gesteigerte Leukozytenakkumulation konnte trotzdem

beobachtet werden.®

Perfusionsstorungen sind demzufolge nicht nur Konsequenz, sondern auch
Ursache einer Entzindungsreaktion. Dies wird auch durch eine Untersuchung
am ischamischen Skelettmuskel der Ratte verdeutlicht. Die Arbeitsgruppe
zeigte, dass die Leukozytenadhasion erst 60 Minuten nach der Reperfusion
auftrat und von der vorangegangenen Stromungsgeschwindigkeit abhangig

war.??

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die bislang kontrovers
diskutierte These, dass erniedrigte Scherkrafte unabhangig von einem weiteren
inflammatorischen  Stimulus  Leukozyten-Endothel-Interaktionen  auslésen
kénnen.

Wahrend der Effekt von Granulozyteninteraktionen nicht Uber die Phase der
Perfusionsstérung hinausreicht, fuhren Monozyteninteraktionen zu einer
anhaltenden Entzundungsreaktion des Endothels. Diese mindet in einer
drastisch gesteigerten sekundaren Adhasion in der Phase der Reperfusion.
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Da die mikrovaskularen Scherkrafte unabhangig von der Wiederherstellung der

13-1538 \vare es fur

Makrozirkulation nach Schockphasen erniedrigt sein kdnnen,
eine optimierte  Schocktherapie wiinschenswert, die therapeutischen
Maflinahmen an der mikrovaskuléaren Perfusion auszurichten.

Obwohl polymorphkernige neutrophile Granulozyten bislang als die
wesentlichen Ausloser des Reperfusionsschadens verstanden wurden, deuten
die Ergebnisse dieser Arbeit daraufhin, dass den Monozyten die funktionell

grof3ere Bedeutung beigemessen werden sollte.



Zusammenfassung 68

5. Zusammenfassung

Humane ventse Endothelzellen, die mit polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten oder Monozyten cokultiviert wurden, wurden in einem etablierten
Flusskammermodell unter dem Einfluss physiologischer postkapillarer und
reduzierter Schubspannungen untersucht. Dabei wurde die endotheliale
Adhasion mit einem Fluoreszenzmikroskop quantifiziert. Die Folgen der
reduzierten Schubspannung wurden zum einen mit der Expression der
Adhasionsmolekile im Durchflusszytometer bestimmt. Zum anderen wurde in
der Flusskammer die sekundéare Adh&sion von Granulozyten nach Reperfusion
gemessen. Dazu wurden zuvor mit Granulozyten oder Monozyten coinkubierte
HUVEC mit polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten unter normalisierter

Schubspannung von 2dyn/cm? superfundiert.

Bei einer Schubspannung von 2dyn/cmz2 induzierten mit Lipopolysaccharid
stimuliete HUVEC eine gesteigerte Adhésion von Granulozyten oder
Monozyten. Eine reduzierte Schubspannung von 0,25dyn/cm?2 verursachte ohne
exogene Stimulation eine mit dem Einfluss von Lipopolysaccharid vergleichbare
Adhasionssteigerung von Granulozyten und Monozyten. Im Gegensatz zu den
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten resultierte die Adhasion der
Monozyten in einem Anstieg von ICAM-1 und E-Selektin. Aufgrund der
gesteigerten Adhasionsmolekilexpression hatte nur die Cokultivierung von
nicht aktivierten HUVEC mit Monozyten einen Anstieg der sekundaren

Adhasion nach Reperfusion bei normaler Schubspannung zur Folge.

Schlussfolgernd lasst sich festhalten, dass die reduzierte Schubspannung einen
unabhéangigen Ausléser fur die Adhasion von Granulozyten und Monozyten
darstellt. Allerdings fuhrt nur die Adhasion von MNC zu einer relevanten

Endothelaktivierung mit anhaltender Inflammation in der Reperfusion. Hierdurch



Zusammenfassung 69

kommt es auch in der Reperfusion bei normalisierter Schubspannung zur
Steigerung der Leukozytenakkumulation. Fur diesen Effekt scheinen noch nicht
vollstdndig verstandene Wechselwirkungen zwischen Monozyten und den
HUVEC verantwortlich zu sein.

Zukiunftig sollte mehr Gewicht auf die unterschiedliche Rolle der
Leukozytensubpopulationen wahrend Ischamie/Reperfusion und Schock
entzundlicher und nicht-entzindlicher Genese gelegt werden. Obwohl
Monozyten quantitativ den polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten
unterlegen sind, haben sie einen erheblichen Einfluss auf die weitere
Entwicklung der Entzindungsreaktion bei  Schockgeschehen oder
Ischamie/Reperfusion.

Da Parameter der Makrozirkulation nicht hinreichend mit der
Stromungsgeschwindigkeit in der Mikrozirkulation korrelieren, sollten hierfur
neue Monitoringverfahren etabliert werden, um der Bedeutung der

mikrovaskuléaren Scherkrafte gerecht zu werden.
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