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1. Einleitung 

 

1.1 Zelluläre Bestandteile des Immunsystems 

 

1.1.1 Angeborenes Immunsystem 

 

Täglich wird der menschliche Körper mit einer Vielzahl unterschiedlicher Pathogene, wie 

Viren, Bakterien, Toxine oder veränderte körpereigene Bestandteile, konfrontiert. Bevor 

diese Krankheitserreger von uns bemerkt werden, reagiert das angeborene Immunsystem 

innerhalb weniger Minuten. Nur in seltenen Fällen löst dies eine akute inflammatorische 

Reaktion aus, die als Abwehrmechanismus des Körpers dient. Neben anatomischen 

Barrieren und humoralen Faktoren besteht das angeborene Immunsystem aus 

verschiedenen zellulären Bestandteilen, welche für die erfolgreiche Bekämpfung der 

Krankheitserreger verantwortlich sind 1, 2. An der Abwehrreaktion des Körpers sind 

gewebeständige Mastzellen und Makrophagen beteiligt. Bei Bedarf werden auch natürliche 

Killerzellen und Phagozyten, wie neutrophile Granulozyten und Monozyten, über die 

Blutbahn an den Ort der Infektion rekrutiert (vgl. Abb. 1.1). 

 

Abb. 1.1: Repräsentative elektronenmikroskopische Aufnahmen von zellulären Bestandteilen des 
angeborenen Immunsystems (von links nach rechts): Natürliche Killerzelle, Mastzelle, Monozyt, 
Makrophage und neutrophiler Granulozyt (modifiziert nach 3). 
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Mastzellen stammen von hämatopoetischen Stammzellen ab und haben eine Lebensdauer 

von Wochen bis Monaten. Diese Zellen des angeborenen Immunsystems reifen in fast jedem 

Gewebe des Körpers, wo sie vor allem in der Nähe von Gefäßen und Nerven zu finden sind. 

Dadurch gehören sie zu den ersten Zellen, welche mit Pathogenen in Kontakt kommen. 

Durch ihre Fähigkeit zur Synthese und Freisetzung von unterschiedlichen Proteasen oder 

Proteoglykanen können sie sowohl antiinflammatorische oder immunsuppressive als auch 

proinflammatorische Reaktionen auslösen 4, 5, 6, 7, 8. 

Natürliche Killerzellen differenzieren sich aus lymphoiden Vorläuferzellen im Knochenmark 

und gehören daher der Klasse der im Blutkreislauf zirkulierenden Lymphozyten an 9, 10. Nach 

ihrer Lokalisation im Körper, wie beispielsweise in der Leber, im Darm, im Endometrium oder 

im Thymus, können gewebespezifische Subtypen dieser Immunzellen unterschieden 

werden 11, 12. Charakteristisch für natürliche Killerzellen ist, dass sie Viren oder entartete 

Zellen erkennen und abtöten können. Dabei kommen direkte Mechanismen, bei denen 

Perforine, Granzyme oder Tumornekrosefaktor (TNF) aus den Granula der natürlichen 

Killerzellen freigesetzt werden, aber auch indirekte Mechanismen, bei denen durch die 

Sekretion von Interferon-gamma (IFN-γ) zytotoxische Lymphozyten mobilisiert werden, zum 

Einsatz 12, 13, 14. 

Neutrophile Granulozyten bilden zusammen mit eosinophilen und basophilen Granulozyten 

die Gruppe der polymorphkernigen Leukozyten. Nach ihrer Reifung aus myeloiden 

Vorläuferzellen im Knochenmark zirkulieren neutrophile Granulozyten im Blut und stellen 

einen Anteil von 40 – 60 % aller zirkulierenden Leukozyten im humanen System dar. Bei 

akuten oder chronischen inflammatorischen Ereignissen werden jedoch deutlich mehr 

neutrophile Granulozyten aus dem Knochenmark in das Blut mobilisiert, welche in der Folge 

in das entzündete Gewebe auswandern 15, 16, 17, 18, 19. Dort werden nach Aktivierung dieser 

Immunzellen in Granula gespeicherte Enzyme, wie z. B. Gelatinasen, oder 

proinflammatorische Zytokine, wie z. B. Interleukin-8 (CXCL8/IL-8) oder TNF,  freigesetzt. 

Dadurch werden Pathogene eliminiert und die Entzündungsreaktion weiter verstärkt 20, 21, 22. 
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Des Weiteren können neutrophile Granulozyten reaktive Sauerstoffradikale bilden. Durch 

diese Moleküle werden neben Bakterien, Parasiten oder anderen Pathogenen allerdings 

auch gesunde Zellen unspezifisch zerstört und die auf Entzündungsereignisse folgenden 

Gewebeschäden verursacht 23, 24. Daneben wurde ein weiterer Vorgang, die „NETosis“ (NET 

= neutrophil extracellular trap), beschrieben: Durch Bildung eines aus desoxyribonucleic acid 

(DNA) der neutrophilen Granulozyten bestehenden extrazellulären Netzwerkes dient dieser 

Mechanismus der Bindung und damit der effektiven Bekämpfung von Bakterien ohne diese 

in das Zellinnere aufzunehmen 25, 26. Die Lebensdauer von neutrophilen Granulozyten wird 

kontrovers diskutiert und beträgt etwa 5 Stunden bis 5 Tage 27. Nach ihrer Rekrutierung in 

das Gewebe werden sie schließlich von Monozyten bzw. Makrophagen phagozytiert 4, 28.  

Ebenso wie die neutrophilen Granulozyten differenzieren sich Monozyten im Knochenmark 

aus myeloiden Vorläuferzellen. Etwa 10 % aller im Blut zirkulierenden Leukozyten im 

menschlichen Organismus bzw. 4 % in der Maus gehören der Klasse der Monozyten an. 

Zirkulierende Monozyten können aus dem Blutstrom in das Gewebe auswandern, wo sie 

sich in gewebespezifische Makrophagen oder dendritische Zellen differenzieren können 29, 30, 

31. Einerseits besitzen Monozyten die Fähigkeit, Viren, Bakterien oder andere 

Krankheitserreger zu bekämpfen 32, 33. Andererseits sind sie auch an der Progression von 

inflammatorischen oder degenerativen Krankheiten, wie z. B. Atherosklerose oder Morbus 

Alzheimer, beteiligt 34, 35, 36. Eindeutig charakterisiert werden die im Blut zirkulierenden 

Monozyten durch die Expression von bestimmten Oberflächenmolekülen (murin: CD11b, 

F4/80; human: CD11b, CD11c und CD14) 29, 30.  

In der Maus können diese Immunzellen des angeborenen Immunsystems anhand der 

Expression weiterer Oberflächenmoleküle und entsprechend ihrer Funktion in zwei 

Subpopulationen unterteilt werden 30, 37 (vgl. Abb. 1.2): Inflammatorische Monozyten (iMOs) 

werden durch starke Expression des Proteins Ly6C und des Chemokinrezeptors CCR2 

identifiziert, während sie den Chemokinrezeptor CX3CR-1 in geringem Maße auf ihrer 

Oberfläche exprimieren. Über einen CCR2-abhängigen Mechanismus können sie schnell an 
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den Ort der Entzündung oder Infektion rekrutiert werden und spielen eine wichtige Rolle in 

der Abwehrreaktion gegen Viren, Bakterien, Pilze oder Protozoen 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45. 

Residente Monozyten (rMOs) dagegen sind durch eine starke Oberflächenexpression von 

CX3CR-1 gekennzeichnet und besitzen wenig CCR2 sowie Ly6C. Sowohl unter 

unstimulierten als auch unter stimulierten Bedingungen wurde gezeigt, dass residente 

Monozyten entlang der luminalen Gefäßoberfläche „patrouillieren“. Des Weiteren können sie 

nach Extravasation ins Gewebe und Differenzierung zu alternativ aktivierten Makrophagen 

die Wundheilung fördern. Inflammatorische und residente Monozyten weisen zudem einige 

Unterschiede bezüglich der Expression von Molekülen auf, welche für die Extravasation in 

entzündetes Gewebe relevant sind. Beispiele hierfür sind die Proteine L-Selektin/CD62L, 

CD44, P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1/CD162) oder lymphocyte function-

associated antigen-1 (LFA-1/CD11a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.2:. Expression von unterschiedlichen Oberflächenmolekülen auf residenten (links, rMOs) und 
inflammatorischen Monozyten (rechts, iMOs) in der Maus. Auf der Oberfläche von residenten 
Monozyten sind der Selektinligand CD44, die β2-Integrine lymphocyte function-associated antigen-1 
(LFA-1/CD11a) und macrophage-1 antigen (Mac-1/CD11b) sowie die Chemokinrezeptoren CX3CR-1 
und CCR5 exprimiert. Auf der Oberfläche von inflammatorischen Monozyten sind L-Selektin/CD62L, 
die Selektinliganden CD44 und P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1/CD162), das β2-Integrin 
Mac-1/CD11b sowie die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2, CCR5 und CX3CR-1 exprimiert. 
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Im humanen System werden Monozyten anhand ihrer Expression von CD14 und CD16 in 

Subpopulationen eingeteilt 30, 46, 47, 48, 49: Inflammatorische (Synonym: klassische) Monozyten 

sind stark positiv für CD14 und negativ für CD16. In ihrer Funktion als Phagozyten und durch 

die Expression von CCR2 sind sie den murinen Ly6C-positiven (Ly6C+) inflammatorischen 

Monozyten sehr ähnlich. Die CD16-positive (CD16+) Monozytensubpopulation kann weiter in 

CD14+CD16++ und CD14++CD16+ Zellen unterteilt werden, welche als nicht-klassische und 

intermediäre Monozyten bezeichnet werden. Die Population der CD14+CD16++ Monozyten 

kann mit den murinen residenten Monozyten verglichen werden, da sie ebenfalls in den 

Gefäßen der Mikrovaskulatur „patrouilliert“. Obwohl die murinen und humanen Monozyten-

subpopulationen nicht identisch sind, stimmen sie in ihrer Funktion für das Immunsystem und 

in der Expression der wichtigsten Oberflächenmoleküle größtenteils überein (vgl. Abb. 1.3). 

 

Abb. 1.3: Tabellarische Gegenüberstellung der murinen und humanen Monozytensubpopulationen 
hinsichtlich der klassifizierenden Oberflächenmoleküle, der Chemokinrezeptoren CCR2 bzw. CX3CR-
1 und der Funktionen für das Immunsystem (modifiziert nach 30). 
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1.1.2 Erworbenes Immunsystem 

 

Das erworbene Immunsystem wird erst verzögert nach einer Infektion aktiv und bekämpft 

eingedrungene Pathogene deutlich spezifischer als das angeborene Immunsystem. Die 

zellulären Hauptbestandteile des erworbenen Immunsystems sind antigen-presenting cells 

(APCs), wie Makrophagen oder dendritische Zellen, sowie T- und B-Lymphozyten 1, 50, 51, 52.  

Makrophagen oder dendritische Zellen, welche im Gewebe lokalisiert sind und sich zum Teil 

aus Monozyten differenzieren, können nach der Phagozytose der Krankheitserreger 

Bruchstücke von diesen auf ihrer Oberfläche präsentieren. Diese Antigene sind an major 

histocompatibility complex (MHC)-Molekülen auf der Oberfläche der APCs gebunden und 

werden so den B- und T-Lymphozyten präsentiert 50, 51.  

Im Anschluss interagieren naive T-Lymphozyten über spezifische T-Zellrezeptoren mit den 

jeweiligen Antigenen und werden durch kostimulatorische Faktoren, welche von denselben 

APCs exprimiert werden, aktiviert. T-Lymphozyten gehören den Leukozyten an, entstehen 

aus lymphoiden Vorläuferzellen im Knochenmark und reifen im Thymus. Anhand ihrer 

Funktion sowie der Expression von Oberflächenmolekülen werden CD4-positive (CD4+) und 

CD8-positive (CD8+) T-Zellen unterschieden. Die CD4+-Zellen können weiter in T-

Helferzellen, welche mithilfe ihres spezifischen T-Zellrezeptors mit den an MHC-Molekülen 

der Klasse II (MHCII-Moleküle) gebundenen Antigenen interagieren, und regulatorische T-

Zellen, welche die Immunantwort gegen körpereigene Bestandteile und harmlose Antigene 

unterdrücken, unterteilt werden. Die T-Zellrezeptoren der CD8+-Zellen dagegen binden an 

Antigene, welche über MHC-Moleküle der Klasse I (MHCI-Moleküle) auf der Oberfläche der 

APCs präsentiert werden. Nach ihrer Aktivierung vermehren sich diese CD8+-Zellen und 

sezernieren Substanzen, wie Granzyme oder Perforine, welche die Apoptose der infizierten 

Zellen induzieren 50, 51, 52.   
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B-Lymphozyten gehören ebenfalls den Leukozyten an, differenzieren sich aus lymphoiden 

Vorläuferzellen im Knochenmark und zirkulieren im Blut sowie in den Lymphgefäßen. Über 

spezifische Rezeptoren können diese Leukozyten mit bestimmten Antigenen interagieren 

und werden mithilfe von Zytokinen, welche unter anderem von T-Zellen sezerniert werden, 

aktiviert. Im Thymus oder in der Milz differenzieren sich B-Zellen in der Folge zu 

Plasmazellen, welche spezifische Antikörper produzieren. Diese Antikörper binden an 

definierte Pathogene und mobilisieren hierdurch weitere Phagozyten. Daneben können aus 

den aktivierten B-Lymphozyten auch Gedächtniszellen entstehen. Diese Immunzellen sind 

zusammen mit den von Plasmazellen produzierten Antikörpern für die schnelle Antwort bei 

einer Zweitinfektion verantwortlich 50, 53. 

 

1.2 Chemokine 

 

1.2.1  Klassifizierung von Chemokinen 

 

Die Freisetzung bestimmter Leukozytensubpopulationen aus dem Knochenmark und die 

Rekrutierung dieser Immunzellen in Zielorgane des Körpers werden durch chemotaktische 

Zytokine, kurz Chemokine 53, 54, 55, 56, koordiniert. Chemokine sind eine Gruppe von Proteinen 

mit einem Molekulargewicht von 8 - 12 kDa, welche systematisch nach den N-terminalen 

Cysteinresten in ihrer Aminosäure-Struktur in 4 Familien eingeteilt werden: Die C-motif-

Chemokine, die CC-motif-Chemokine, die CXC-motif-Chemokine und das CX3C-motif-

Chemokin (vgl. Abb. 1.4). 
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Struktur der unterschiedlichen Chemokinfamilien (von oben 
nach unten): CXC-motif-Chemokine, CC-motif-Chemokine, C-motif-Chemokine und CX3C-motif-
Chemokine (modifiziert nach 55). 

 

Bei CC-motif-Chemokinen, wie z. B. monocyte chemoattractant protein-1 (CCL2/MCP-1), 

macrophage inflammatory protein 1-alpha (CCL3/MIP-1α) oder regulated on activation 

normal T-cell expressed and secreted (CCL5/RANTES), folgen die ersten beiden Cysteine 

am aminoterminalen Ende direkt aufeinander. Diese Familie stellt mit 24 Vertretern im 

humanen System die größte Familie von Chemokinen dar. CXC-motif-Chemokine, wie z. B. 

growth related oncogene-alpha (CXCL1/GROα), CXCL8 oder stromal cell-derived factor 1-

alpha (CXCL12/SDF-1α), gehören der zweitgrößten Klasse von Chemokinen an. Ihre beiden 

ersten Cysteine am aminoterminalen Ende sind durch eine Aminosäure voneinander 

getrennt. C-motif-Chemokine dagegen besitzen nur ein konserviertes Cystein. CX3CL1, der 

einzige Vertreter aus der Klasse der CX3C-motif-Chemokine, besitzt drei Aminosäuren 

zwischen den ersten beiden Cysteinen am aminoterminalen Ende. Durch ihre ähnliche 

Aminosäurensequenz besitzen die unterschiedlichen Chemokinfamilien auch große 
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Gemeinsamkeiten hinsichtlich ihrer Sekundär- und Tertiärstrukturen, welche durch 

mindestens drei β-Faltblätter gekennzeichnet sind. Erst die Dimerisierung der Chemokine 

führt zu einer unterschiedlichen räumlichen Anordnung von geladenen und polaren 

Seitenketten der CXC-motif- und CC-motif-Chemokine. Dadurch werden ihre Eigenschaften, 

wie beispielsweise ihre Dissoziationskonstante oder ihre Affinität für Rezeptoren, verändert. 

Zusätzlich wurden unterschiedliche Isoformen, Polymorphismen und Splice-Varianten 

einzelner Chemokine beschrieben, welche weitere funktionelle Unterschiede aufweisen 

können 53, 55, 57, 58, 59, 60, 60.  

Verallgemeinernd werden CXC-motif-Chemokine häufig für die Extravasation von 

neutrophilen Granulozyten im akuten Entzündungsgeschehen, wie z. B. bei bakteriellen 

Infektionen 56, 62, 63, verantwortlich gemacht. CC-motif-Chemokine dagegen sind bekannt für 

die Rekrutierung von Monozyten, wie anhand von Studien im Peritonitismodell 64, 65 oder bei 

Atherosklerose 66, nachgewiesen wurde. Im Gegensatz dazu zeigen neuere Studien, dass 

diese funktionelle Abgrenzung der CC-motif-Chemokine von den CXC-motif-Chemokinen in 

vivo nicht zutrifft, da CCL2, CCL3 oder CCL5 sowohl neutrophile Granulozyten als auch 

Monozyten rekrutieren können 67, 68, 69. Neben ihrer prominenten Rolle für die Chemotaxis 

und Adhäsion von Leukozyten an aktivierte Endothelzellen sind Chemokine auch an 

Prozessen der Reifung, Differenzierung, Proliferation und Apoptose von unterschiedlichen 

Zelltypen beteiligt 53. Großen Einfluss auf die Funktion der Chemokine hat außerdem deren 

Lokalisation im Körper: Während im Knochenmark oder in Lymphgefäßen exprimierte 

Chemokine, wie beispielsweise secondary lymphoid-tissue chemokine (CCL21/SLC) oder 

CXCL12, überwiegend für die Homöostase zuständig sind, erfüllen Chemokine in peripheren 

Organen Aufgaben der Immunantwort im Entzündungsgeschehen 53, 70, 71. 
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1.2.2  Chemokinrezeptoren 

Die verschiedenen Funktionen von Chemokinen werden über Interaktionen mit bestimmten 

Oberflächenrezeptoren ausgelöst. CC-motif-Chemokine binden dabei an verschiedene CC-

motif-Chemokinrezeptoren, C-motif-Chemokine an C-motif-Chemokinrezeptoren, CXC-motif-

Chemokine an CXC-motif-Chemokinrezeptoren und das Chemokin CX3CL1 interagiert mit 

dem CX3CR1-Chemokinrezeptor. Ein Chemokin kann dabei mit mehreren 

Chemokinrezeptoren interagieren bzw. verschiedene Chemokine können an den gleichen 

Chemokinrezeptor binden 53, 72 (vgl. Abb. 1.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Interaktionen von CXC-motif-Chemokinen, CC-motif-
Chemokinen, C-motif-Chemokinen und dem CX3C-motif-Chemokin mit klassischen CXC-motif- bzw. 
CC-motif-Chemokinrezeptoren (rechte Spalte) sowie mit den atypischen Rezeptoren CXCR7, DARC, 
D6 bzw. CCX-CKR (linke Spalte; modifiziert nach 53). 
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Gemeinsam ist diesen Chemokinrezeptoren, dass sie der Klasse der G-protein-coupled 

receptors (GPCRs) angehören: Diese Rezeptoren gehören zu den allosterischen Rezeptoren 

und bestehen aus sieben transmembranären Helixstrukturen, welche über drei extrazelluläre 

und drei intrazelluläre Schleifen miteinander verbunden sind. Die extrazellulären Domänen 

dienen der Bindung der Liganden, welche zu einer Konformationsänderung führt und eine 

intrazelluläre Signaltransduktion über heterotrimere G-Proteine auslöst 53, 73, 74, 75: Nach 

Aktivierung des Rezeptors kommt es zum Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) in 

Guanosintriphosphat (GTP), welches in seine α- und βγ-Untereinheiten dissoziiert 77. In der 

Folge aktivieren diese Untereinheiten verschiedene intrazelluläre Enzyme, wie z. B. die 

Phosphoinositol-3-kinase (PI3K), welche eine essentielle Rolle für die Chemotaxis von 

Leukozyten myeloiden Ursprungs spielt 77. Über eine Kaskade von weiteren intrazellulären 

Molekülen werden schließlich membranständige Proteine aktiviert. Dies führt beispielsweise 

zu Konformationsänderungen von leukozytären Integrinen oder zur Aktinpolymerisation und 

letztendlich zur gerichteten Migration von Leukozyten 53, 78.  

Neben den klassischen GPCRs wurden weitere atypische Rezeptoren identifiziert 79, 80: 

CXCR7 und CCX-CKR, welche überwiegend Chemokine mit homöostatischen Funktionen 

binden, der Duffy Antigen Rezeptor für Chemokine (DARC) und D6. DARC und D6 werden 

als internalisierende Rezeptoren bezeichnet, da sie eine Vielzahl inflammatorischer 

Chemokine aufnehmen können. Strukturell ähneln diese Rezeptoren stark den GPCRs, 

jedoch aktivieren sie keine nachgeschalteten intrazellulären Signalkaskaden. Deshalb 

werden sie in der Literatur häufig auch als „stille“ Rezeptoren benannt. D6 wird von 

Endothelzellen in Lymphgefäßen, Syncytiotrophoblasten der Plazenta oder Leukozyten im 

Blut exprimiert und führt zur Degradation der Liganden in Lysosomen 80, 81. DARC dagegen 

wird von Erythrozyten und Endothelzellen exprimiert. Erythrozyten dienen damit als 

Chemokinspeicher, wodurch die Chemokinkonzentration im Blut konstant gehalten werden 

kann und der Transport der frei im Blut vorliegenden Chemokine in andere Organe, wie z. B. 

Lunge oder Niere, verhindert wird. Der von Endothelzellen exprimierte DARC dagegen 

vermittelt die Transzytose von Chemokinen, welche im extravaskulären Gewebe synthetisiert 
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werden. Dadurch können Chemokine, welche über die Bindung an Glykosaminoglykane 

(GAGs) oder Heparansulfate auf der luminalen Oberfläche von Endothelzellen präsentiert 

werden, mit auf der luminalen Endothelzelloberfläche rollenden Leukozyten interagieren 80, 82. 

 

1.2.3  CCL2 

 

CCL2 gehört zur Klasse der CC-motif-Chemokine und wird vor allem von Monozyten bzw. 

Makrophagen, jedoch auch von Endothelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen, glatten 

Muskelzellen, Mesangiumzellen, Astrozyten und Mikrogliazellen synthetisiert 83, 84, 85, 86, 87, 88. 

Diese Zellen setzen das Chemokin entweder konstitutiv oder als Reaktion auf oxidativen 

Stress, Zytokine oder Wachstumsfaktoren frei 83. In den unterschiedlichsten Erkrankungen, 

wie z. B. bei allergischem Asthma, rheumatoider Arthritis, beim humanen Immundefizienz-

Virus (HIV), im ischämischen Herz oder in diversen Tumoren, wurde eine Erhöhung von 

CCL2 festgestellt 89, 90, 91, 92, 93, 94 (vgl. Abb. 1.6).  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.6: Schematische Darstellung von den Induktoren TNF, nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NFĸB), platelet-derived growth factor (PDGF) oder Stressfaktoren 
(oben), welche die Produktion bzw. Sekretion des Chemokins CCL2 auslösen, sowie der mit CCL2 
assoziierten Krankheiten (unten), wie Atherosklerose, Infektionserkrankungen, Tumorerkrankungen, 
Autoimmunerkrankungen und dem Ischämie-Reperfusionsschaden. 
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Über die Interaktion mit dem Chemokinrezeptor CCR2, welcher auf Monozyten, 

Makrophagen, natürlichen Killerzellen, T-Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Thrombozyten 

und neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, übt CCL2 seine vielfältigen Funktionen im 

Immunsystem aus 83. So ist CCL2 beispielsweise für die Rekrutierung von Monozyten und 

neutrophilen Granulozyten bei einer Vielzahl viraler oder bakterieller Infektionen 

verantwortlich 68, 95. Bei kardiovaskulären Erkrankungen, wie z. B. der Atherosklerose, wurde 

gezeigt, dass CCL2 eine Akkumulation von Monozyten in den atherosklerotischen Plaques 

vermittelt 66, 96. Des Weiteren wurde in Studien mit CCL2- oder CCR2-defizienten Mäusen bei 

experimenteller multipler Sklerose eine Reduktion von Monozyten im zentralen 

Nervensystem und eine dadurch verlangsamte Progression dieser Erkrankung 

beschrieben 98. In Studien zum Mammakarzinom wird die Rolle von CCL2, welches von 

metastasierenden Tumorzellen gebildet wird, kontrovers diskutiert: Einerseits werden 

inflammatorische Monozyten über einen CCR2-abhängigen Mechanismus rekrutiert und 

ermöglichen (über ihre proangiogenetische Wirkung) die Auswanderung von Tumorzellen in 

andere Organe. Andererseits rekrutiert CCL2 auch neutrophile Granulozyten, welche eine 

gegen das Tumorgewebe gerichtete Immunantwort auslösen können 98. CCL2 spielt somit 

eine zentrale Rolle für unterschiedliche Erkrankungen, welche mit einer verstärkten 

Rekrutierung von Monozyten oder neutrophilen Granulozyten einhergehen. 

 

1.3 Extravasation von Leukozyten 

 

1.3.1 Kaskade der Leukozytenrekrutierung 

 

Bei der Extravasation von Leukozyten in das perivaskuläre Gewebe werden zirkulierende 

Leukozyten zunächst von endothelialen Rezeptoren in postkapillären Venolen eingefangen. 

Sodann rollen diese Immunzellen entlang des Gefäßendothels, bevor sie aktiviert werden 
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und fest daran adhärieren. In einem nächsten Schritt kriechen („crawlen“) Leukozyten zu 

geeigneten Stellen für ihre Transmigration in das entzündete Gewebe (vgl. Abb. 1.7). Die 

einzelnen Schritte dieses kaskadenartigen Prozesses werden durch die Interaktionen von 

unterschiedlichen Oberflächenmolekülen auf Leukozyten mit deren Liganden auf 

Endothelzellen, Thrombozyten, weiteren Leukozyten oder Perizyten reguliert 99, 100, 101.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Rekrutierung von Leukozyten aus der Blutbahn in 
entzündetes Gewebe und der daran beteiligten Moleküle: Zunächst werden zirkulierende Leukozyten 
„eingefangen“ und rollen auf dem Endothel, was durch die Interaktionen von Selektinen und deren 
Liganden vermittelt wird. Anschließend binden Leukozyten unter Beteiligung von Integrinen und 
Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie an die Endothelzellen, wodurch sie aktiviert werden. 
Dadurch wird die Adhärenz gefestigt und die Leukozyten beginnen am Gefäßendothel entlang zu 
„kriechen“, bis sie schließlich in das entzündete Gewebe transmigrieren. 

 

Durch Interaktionen von Selektinen mit deren Interaktionspartnern (siehe Kapitel 1.3.2) 

werden die frei im Blutstrom zirkulierenden Leukozyten abgefangen und bilden zunächst 

temporäre Kontakte mit dem Gefäßendothel der postkapillären Venolen. Dieser Prozess des 

intravaskulären Rollens kommt dadurch zustande, dass Leukozyten wiederholt an 

Endothelzellen entlang des Gefäßes binden und sich nach kurzer Zeit wieder ablösen. Dabei 
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wurden sog. „Slings“ der rollenden Leukozyten identifiziert, welche durch die Rollbewegung 

unter hoher Schubspannung entstehen, sich um die Leukozyten wickeln und dadurch die 

Drehbewegung der Immunzellen abbremsen 102, 103. Daran beteiligt sind, neben Selektinen 

und deren Liganden, auch das β2-Integrin LFA-1/CD11a oder das β1-Integrin very late 

antigen-4 (VLA-4/CD49d) in der Konformation niedriger Affinität 104, 105. In der Folge 

verlangsamen die Leukozyten ihre Rollbewegung bis sie schließlich fest an den 

Endothelzellen der postkapillären Venolen adhärieren. Dieser Schritt sowie die 

nachfolgenden Vorgänge der Rekrutierung von Leukozyten in entzündetes Gewebe werden 

vor allem über Interaktionen von leukozytären Integrinen mit den endothelial exprimierten 

Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie, wie intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-

1/CD54), intercellular adhesion molecule-2 (ICAM-2/CD102), vascular cellular adhesion 

molecule-1 (VCAM-1/CD106), platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-

1/CD31), junctional adhesion molecule A (JAM-A), junctional adhesion molecule C (JAM-C) 

vermittelt (siehe Kapitel 1.3.3). Dabei führt ein Großteil der fest adhärenten Leukozyten sog. 

„Crawlingbewegungen“ aus, was das Kriechen der Leukozyten entlang des Gefäßendothels 

zu für die Transmigration geeigneten Stellen beschreibt 99, 100, 101, 106. Anschließend 

transmigrieren Leukozyten über den para- oder transzellulären Weg aus den postkapillären 

Venolen in extravaskuläres Gewebe, was vor allem durch das Zusammenspiel von 

leukozytär und endothelial exprimierten Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie 

ermöglicht wird. Abhängig vom Gewebe benutzen etwa 70 – 90 % der Leukozyten den 

parazellulären Weg, wobei Endothelzellverbindungen geöffnet werden müssen. Dies wird 

durch die Dissoziation von vascular endothelial-cadherin (VE-Cadherin)-Molekülen, welche 

benachbarte Endothelzellen über homophile Interaktionen miteinander verbinden, initiiert 107. 

Um die Gefäßwand zu überqueren und an den Ort Entzündung zu gelangen, müssen die 

Leukozyten die Endothelzellen und die Basalmembran aus extrazellulären Matrixproteinen, 

wie Kollagen IV oder Laminin (welche über die Glykoproteine Nidogen und Perlecan 

miteinander vernetzt sind), durchdringen 108. Dieser Prozess ist mit 20 - 45 Minuten der 

zeitintensivste Vorgang. Auch hier wurden spezifische Migrationsbewegungen, welche als 
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„abluminales Crawling“ der Leukozyten bezeichnet werden, beschrieben. Diese Vorgänge 

entlang der abluminalen Seite des Gefäßes werden von Integrinen und Mitgliedern der 

Immunglobulin-Superfamilie kontrolliert 100. Darüber hinaus dienen Perizyten, welche 

zwischen den Endothelzellen der mikrovaskulären Gefäße und dem interstitiellen Gewebe 

lokalisiert sind 109, 110, als Wegweiser für transmigrierte Leukozyten. Unter inflammatorischen 

Bedingungen exprimieren sie vermehrt Adhäsionsmoleküle, wie ICAM-1/CD54 oder VCAM-

1/CD106, und setzen chemotaktisch wirkende Moleküle, wie macrophage migration inhibitory 

factor (MIF), frei 111, 112, 113. Im extravaskulären Gewebe angekommen, migrieren die 

Leukozyten im Interstitium entlang eines Chemokingradienten zu den Orten der 

eingedrungenen Pathogene oder Gewebeschäden, wo sie schließlich ihre Effektorfunktionen 

erfüllen 114, 115.  

 

1.3.2 Selektine und Interaktionspartner 

 

Selektine und ihre Hauptinteraktionspartner PSGL-1/CD162 und CD44 sind vor allem am 

Rollen, dem ersten Schritt der Extravasation von Leukozyten in entzündetes Gewebe, 

beteiligt. E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P und L-Selektin/CD62L gehören zur Klasse 

der Ca2+-abhängigen Lektine, welche aus einer N-terminalen Karbohydrat-Domäne, einem 

transmembranären Teil sowie einem zytoplasmatischen Rest bestehen. In ihrer 

Aminosäurensequenz sowie ihren Interaktionspartnern unterscheiden sich diese 

Adhäsionsmoleküle. P-Selektin/CD62P wird in α-Granula von Thrombozyten und in sog. 

Weibel-Palade-Körperchen von Leukozyten gespeichert. Nach Aktivierung dieser Zellen wird 

P-Selektin/CD62P an deren Oberfläche transloziert, wo es mit PSGL-1/CD162 auf 

Leukozyten interagiert. E-Selektin/CD62E wird de novo von entzündeten Endothelzellen 

synthetisiert, was durch Entzündungsmediatoren, wie z. B. TNF, ausgelöst wird. Nachdem 

dieses Molekül auf die Oberfläche der Endothelzellen transportiert wurde, bindet es die von 

Leukozyten exprimierten Liganden PSGL-1/CD162, CD44 oder E-selectin ligand-1 (ESL-1). 
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L-Selektin/CD62L ist das einzige leukozytäre Selektin. Es wird auf diesen Zellen konstitutiv 

exprimiert und interagiert mit verschiedenen Molekülen auf der Oberfläche von 

Endothelzellen, wie beispielsweise CD34, glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1 

(GlyCAM-1) oder Podocalyxin. Über die Bindung von leukozytärem PSGL-1/CD162 mit L-

Selektin/CD62L können Leukozyten zudem Kontakte untereinander herstellen 102, 116 (vgl. 

Abb. 1.8). Dieser Vorgang, bei dem am Gefäßendothel adhärente Leukozyten weitere 

Leukozyten aus dem Blutstrom abfangen, wird als „secondary tethering“ bezeichnet 117, 118. 

Nach Aktivierung von Zellen mit inflammatorischen Stimuli, wie z. B. Phorbolester oder 

Leukotrien B4, wird L-Selektin/CD62L von der Zelloberfläche abgespalten. Dieser Vorgang 

ist auch als „shedding“ bekannt und führt zu einer verringerten Migration der Leukozyten in 

entzündetes Gewebe 119, 120, 121. 

Die Adhäsion von Leukozyten wird durch die Bindung von unterschiedlichen Molekülen an 

den N-terminalen extrazellulären Teil der Selektine vermittelt 116. PSGL-1/CD162 ist der 

wichtigste Selektinligand und interagiert vor allem mit P-Selektin/CD62P, aber auch mit E-

Selektin/CD62E, L-Selektin/CD62L oder Chemokinen. Dieses membranständige Protein ist 

an der Spitze von Mikrovilli lokalisiert und wird von Leukozyten und aktivierten 

Endothelzellen exprimiert 116, 122, 123, 124, 125, 126, 127. CD44 ist ein Transmembranproteinen, 

welches von einer Vielzahl von Zellen, wie hämatopoetischen Stammzellen, Monozyten, 

neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten sowie Endothelzellen, exprimiert wird. Neben E-

Selektin/CD62E bindet dieser Selektinligand auch an extrazelluläre Matrixproteine, wie 

Hyaluron, Kollagen, Laminin, Fibronektin und GAGs 128, 129.  
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung der Interaktionen von P-Selektin/CD62P, E-Selektin/CD62E und 
L-Selektin/CD62L mit ihren Hauptinteraktionspartnern (modifiziert nach 102).  

 

Zusätzlich zu ihrer Funktion als Adhäsionsmoleküle dienen Selektine auch als 

Signalmoleküle, welche über die Interaktion mit ihren Liganden intrazelluläre Signalwege 

aktivieren (vgl. Abb. 1.9). Dabei werden über sog. „inside-out-signaling“  

Konformationsänderungen von membranständigen Molekülen, wie z. B. leukozytären 

Integrinen, ausgelöst 102, 116. In diesem Zusammenhang wurden verschiedene intrazelluläre 

Signalwege beschrieben: Durch die Interaktion von P- oder E-Selektin mit dem Liganden 

PSGL-1/CD162 auf der Oberfläche von Leukozyten bzw. durch Interaktion von E-

Selektin/CD62E mit seinem Liganden CD44 auf Leukozyten werden die Kinasen der Src-
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Familie Fgr, Hck und Lyn aktiviert. Dies führt zur spleen tyrosine kinase (Syk)-vermittelten 

Aktivierung der Bruton's tyrosine kinase (Btk) 130, 131. In der Folge kommt es zur Aktivierung 

der Phospholipase-gamma-2 (PLCγ2), von calcium-diacylglycerol guanine nucleotide 

exchange factor 1 (CalDAG-GEFI) und schließlich von Ras-proximate-1/Ras-related protein 

1 (Rap1). Dadurch wird eine Konformationsänderung des membranständigen Integrins LFA-

1/CD11a zur sog. „extended“ Konformation ausgelöst, welche das langsame Rollen von 

Leukozyten vermittelt 132. Ebenso wurde gezeigt, dass die Bindung von E-Selektin/CD62E an 

leukozytäres ESL-1 eine Aktivierung des Integrins macrophage-1 antigen (Mac-1/CD11b) 

hervorruft, wobei der genaue intrazelluläre Signalweg weitestgehend unbekannt ist 133. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.9: Darstellung der intrazellulären Signalwege, welche durch die Bindung von Selektinliganden 
an Selektine ausgelöst werden. Die Selektininteraktionspartner PSGL-1/CD162 und CD44 sind an 
intrazelluläre Kinasen gekoppelt und lösen die Konformationsänderung des Integrins LFA-1/CD11a 
aus. Der Selektinligand ESL-1 wird für die Aktivierung des Integrins Mac-1/CD11b verantwortlich 
gemacht (modifiziert nach 116). 
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1.3.3 Integrine und Interaktionspartner 

 

Während die temporären Interaktionen von Selektinen mit ihren Liganden nicht ausreichen, 

um die Leukozyten fest an das Gefäßendothel zu binden, vermitteln Integrine auf der 

Oberfläche von Leukozyten stabilere Kontakte zu Endothelzellen. Dadurch beteiligen sich 

diese Oberflächenmoleküle am langsamen Rollen, an der festen Adhärenz, am 

intraluminalen Crawling, an der transendothelialen Migration, am abluminalen Crawling 

sowie an der interstitiellen Migration der Leukozyten während ihrer Rekrutierung im akuten 

Entzündungsgeschehen 99, 100, 101. 

Integrine sind Heterodimere aus nicht-kovalent gebundenen transmembranären 

Glykoproteinen, den α- und β-Untereinheiten. Die jeweils 18 unterschiedlichen 

Untereinheiten bestehen aus einer großen extrazellulären Domäne, einer transmembranären 

Domäne und einem kurzen zytoplasmatischen Rest, über welchen die Integrine an 

intrazelluläre Signalmoleküle gekoppelt sind 134, 135. Auf der Oberfläche von Leukozyten 

myeloiden Ursprungs sind vor allem die Integrine LFA-1/CD11a, bestehend aus den 

Untereinheiten αL und β2, Mac-1/CD11b, bestehend aus den Untereinheiten αM und β2,  

sowie das  β1-Integrin VLA-4/CD49d, bestehend aus den Untereinheiten α4 und β1, 

exprimiert. Monozyten sind sowohl mit β1- als auch β2-Integrinen ausgestattet, während 

neutrophile Granulozyten hauptsächlich β2-Integrine exprimieren 134, 136.  

Die Struktur der Integrine kann unterschiedliche Konformationen einnehmen und spiegelt 

damit den Aktivierungszustand der Leukozyten wider (vgl. Abb. 1.10): Die geschlossene 

Konformation, welche für Zellen im unaktivierten Zustand beschrieben wurde, die 

intermediäre Konformation, welche vor allem für das langsame Rollen von Leukozyten eine 

Rolle spielt und die offene Form, bei welcher die α- und β-Untereinheit räumlich am 

weitesten voneinander getrennt sind. Diese letztere Konformation mit der höchsten Affinität 

für Liganden kann durch Chemokin-vermittelte Aktivierung der Leukozyten entstehen 135. 

Nach Interaktion von Chemokinen mit GPCRs auf der Oberfläche von Leukozyten werden 
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intrazelluläre Signalwege aktiviert 137, welche unter Beteiligung der GTPasen Ras homolog 

gene family member A (RhoA), Rap1 und Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (Rac1) 

zur Aktinpolymerisation führen 138. Da die Aktinfilamente über die Proteine Talin und Kindlin 

an den zytoplasmatischen Rest der β2-Untereinheit gebunden sind, wird schließlich eine 

Konformationsänderung der β2-Untereinheit des Integrins zu einer offenen Struktur 

ausgelöst. In diesem Zustand können Leukozyten mit ihren Liganden auf den Endothelzellen 

interagieren, was für die feste Adhärenz, das intraluminale Crawling sowie die nachfolgende 

Transmigration der Leukozyten in das entzündete Gewebe verantwortlich ist. Im Gegensatz 

dazu verursacht die Interaktion von P-Selektin/CD62P oder E-Selektin/CD62E mit dem 

Liganden PSGL-1/CD162 auf Leukozyten die Konformationsänderung von β2-Integrinen zur 

„extended“ Struktur, welche insbesondere das langsame Rollen dieser Immunzellen am 

Gefäßendothel vermittelt 139. An diesem intrazellulären Signalweg beteiligt sind Src-Kinasen, 

die Adapterproteine DAP12/FcRγ und Syk sowie das einerseits an die β2-Untereinheit 140, 141, 

142, andererseits an Aktin gekoppelte α-Aktinin 143. Die dafür verantwortlichen Mechanismen 

sind allerdings weitestgehend unbekannt 102. 

 

Abb. 1.10: Schematische Darstellung der Chemokin-vermittelten Konformationsänderung von β2-
Integrinen in die aktivierte Form (A) bzw. der Selektinligand-vermittelten Konformationsänderung in 
die intermediären Form (B; modifiziert nach 102). 

. 
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Für die von Leukozyten myeloiden Ursprungs exprimierten Integrine wurden folgende 

Interaktionsmöglichkeiten beschrieben 99, 100, 101 (vgl. Abb. 1.11): Das β2-Integrin LFA-

1/CD11a interagiert mit ICAM-1/CD54 und ICAM-2/CD102, welche konstitutiv von 

Endothelzellen exprimiert werden. Neben dem langsamen Rollen, der festen Adhärenz und 

der transendothelialen Transmigration von Leukozyten in entzündetes Gewebe kontrolliert 

dieses Integrin das intraluminale Crawling von Monozyten unter unstimulierten 

Bedingungen 144. Zudem bindet es an das Molekül JAM-A, welches zur Gruppe der junctional 

adhesion molecules (JAMs) gehört und unterschiedliche Vorgänge während der 

Angiogenese, Atherogenese, bei ischämischen Ereignissen oder vaskulären Erkrankungen 

reguliert. Dieses Protein wird von Endothelzellen, aber auch von neutrophilen Granulozyten, 

Monozyten, Lymphozyten, Thrombozyten, Makrophagen oder dendritischen Zellen exprimiert 

und geht auch homophile Bindungen ein 145. Für das β2-Integrin Mac-1/CD11b wurden 

Interaktionen mit ICAM-1/CD54 und ICAM-2/CD102 beschrieben. Dadurch werden vor allem 

die feste Adhärenz, das luminale Crawling von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten 144, die Transmigration sowie das abluminale Crawling 

vermittelt. Das β1-Integrin VLA-4/CD49d dient als Ligand des Immunglobulins VCAM-

1/CD106, welches von Endothelzellen in der Mikrovaskulatur exprimiert wird. Diese 

Interaktion reguliert das langsame Rollen sowie die feste Adhärenz von Leukozyten während 

ihrer Rekrutierung in entzündetes Gewebe 146. Am Schritt der Transmigration von 

Leukozyten beteiligt sich außerdem das Adhäsionsmolekül PECAM-1/CD31, welches 

homophile Interaktionen bildet. Während es nur in geringem Maß von Leukozyten oder 

Thrombozyten exprimiert wird, ist es dagegen sehr stark auf Endothelzellen zu finden und 

hauptsächlich an Endothelzellkontakten lokalisiert 147. 
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Abb. 1.11: Schematische Darstellung der wichtigsten Interaktionsmöglichkeiten von β1- und β2-
Integrinen mit Mitgliedern der Immunglobulin(IgG)-Superfamilie. 

 

Für den Schritt der Transmigration von Leukozyten wurden Ringstrukturen, welche auch als 

„transmigratory cups“ bezeichnet werden und vor allem aus ICAM-1/CD54 und VCAM-

1/CD106 bestehen, identifiziert 148. Die Interaktion von Integrinen der adhärenten Leukozyten 

mit endothelialem ICAM-1/CD54 löst zunächst über das sog. „outside-in-signaling“ die 

Dissoziation von endothelialem VE-cadherin, welches über homophile Interaktionen 

benachbarte Endothelzellen miteinander verbindet, aus. Dadurch werden Endothelzell-

verbindungen geöffnet und die parazelluläre Transmigration der Leukozyten ermöglicht 149, 

150. Neben JAM-A, PECAM-1/CD31, ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 wurden eine 

Vielzahl weiterer Moleküle identifiziert, welche von Endothelzellen exprimiert werden und 

unterschiedliche Funktionen in der Rekrutierung von Leukozyten erfüllen: JAM-C 145, 

Claudin-5, endothelial-specific adhesion molecule (ESAM) oder CD99. Diese Mitglieder der 

Immunglobulin-Superfamilie sind ebenfalls an der Transmigration von Leukozyten in 

entzündetes Gewebe beteiligt 151. 
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2. Zielsetzung 

 

Während die grundlegenden Prinzipien der Extravasation von Leukozyten in den letzten 

Jahrzehnten weitgehend aufgeschlüsselt wurden, sind die Mechanismen, welche die 

einzelnen Schritte der Rekrutierungskaskade von unterschiedlichen Leukozyten-

subpopulationen regulieren, größtenteils unbekannt.  

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war deshalb, die Funktionen von Selektinen, 

Integrinen und den Hauptinteraktionspartnern dieser Moleküle für die intravaskulären Schritte 

des Rekrutierungsprozesses von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten zu untersuchen.  
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3. Material und Methoden 

 

3.1 Reagenzien 

 

Die Leukozytenrekrutierung wurde durch rekombinantes murines CCL2 (R&D Systems, 

Nordenstadt, Deutschland) induziert, wovon 0,45 μg gelöst in 600 μl phosphate buffered 

saline (PBS) intraperitoneal (i. p.) bzw. 0,3 μg gelöst in 400 μl PBS intraskrotal (i. s.) 

appliziert wurden. Für die Depletion von neutrophilen Granulozyten wurde ein monoklonaler 

anti-Ly6G Antikörper (Klon 1A8; 150 μg intravenös (i. v.), 24 und 6 Stunden vor Applikation 

des Stimulus; BD Biosciences, San Jose, CA, USA) verwendet. Die Depletion von 

Thrombozyten wurde mit einem monoklonalen anti-GPIbα Antikörper (CD42b; Klon Xia.B2; 

50 μg i. v., 24 und 6 Stunden vor Applikation des Stimulus; emfret Analytics, Eibelstadt, 

Deutschland) durchgeführt. Folgende blockierende monoklonale Antikörper wurden zur 

Analyse der Migration von Leukozyten eingesetzt: monoklonaler anti-CD62E Antikörper 

(Klon 10E9.6; 50 μg gelöst in 100 μl PBS intraarteriell (i. a.) oder i. v.; BD Biosciences), 

monoklonaler anti-CD62P Antikörper (Klon RB40.34; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. 

v.; BD Biosciences), monoklonaler anti-CD62L Antikörper (Klon MEL-14; 50 μg gelöst in 100 

μl PBS i. a. oder i. v.; Biolegend, San Diego, CA, USA), monoklonaler anti-CD44 Antikörper 

(Klon IM7; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. v.; Biolegend) , monoklonaler anti-CD162 

Antikörper (Klon 4RA10; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. v.; BD Biosciences), 

monoklonaler anti-CD11a Antikörper (Klon M17/4; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. v.; 

Biolegend), monoklonaler anti-CD11b Antikörper (Klon M1/70; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. 

a. oder i. v.; Biolegend), monoklonaler anti-CD49d Antikörper (Klon R1-2; 50 μg gelöst in 100 

μl PBS i. a. oder i. v.; Biolegend), monoklonaler anti-CD54 Antikörper (Klon YN1/1.7.4; 50 μg 

gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. v.; Biolegend), monoklonaler anti-CD102 Antikörper (Klon 

3C4; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. v.; Biolegend), monoklonaler anti-CD106 
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Antikörper (Klon 425; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. v.; Biolegend), monoklonaler 

anti-CD31 Antikörper (Klon MEC 13.3; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. a. oder i. v.; BD 

Biosciences), monoklonaler anti-JAM-A Antikörper (Klon BV-11; 50 μg gelöst in 100 μl PBS i. 

a. oder i. v.; generiert von Dejana E. et al. 152). 

 

3.2 In-vivo-Experimente 

 

3.2.1 Vorbemerkungen 

 

Die folgenden Untersuchungen wurden in der Zeit von Oktober 2011 bis September 2014 mit 

Genehmigung der Regierung von Oberbayern (AZ 55.2-1-54-2531.84/09 und  55.2-1-54-

2532-115-12) im Rahmen einer Kooperation der Klinik und Poliklinik für Strahlentherapie und 

Radioonkologie der Ludwig-Maximilians-Universität München mit dem Walter-Brendel-

Zentrum für Experimentelle Medizin der Ludwig-Maximilians-Universität München 

durchgeführt. 

 

3.2.2 Versuchstiere 

 

Die Experimente wurden mit Mäusen unterschiedlicher Zuchtlinien durchgeführt. Für die 

Versuche im Peritonitismodell, für die Untersuchung der Expression unterschiedlicher 

Adhäsionsmoleküle und deren Liganden auf Leukozyten und Endothelzellen sowie für die 

Analyse der Interaktionsorte von neutrophilen Granulozyten mit dem Gefäßendothel im 

Kremastermodell wurden männliche Wildtyp (WT)-Mäuse der Linie C57BL/6N (Charles 

River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Zur Untersuchung der Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten und residenten/inflammatorischen Monozyten im Kremaster-
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modell wurden männliche heterozygote Cx3CR-1GFP/+-Mäuse verwendet, welche wie kürzlich 

beschrieben generiert und über 6 bis 10 Generationen auf den Hintergrund von C57BL/6N-

Mäusen zurückgekreuzt wurden 153. Bei diesen Tieren wurde ein Allel des 

Chemokinrezeptors CX3CR-1 durch green fluorescent protein (GFP) ersetzt, wodurch 

unterschiedliche Zelltypen je nach Expressionsniveau von CX3CR-1 sichtbar gemacht 

werden konnten. 

Die Versuchstiere waren 8 bis 12 Wochen alt, 20 bis 30 g schwer und wurden in der 

Tierhaltung des Walter-Brendel-Zentrums für Experimentelle Medizin der Ludwig-

Maximilians-Universität München in Käfigen zu je 3 Tieren gehalten. Dabei wurde der Tag-

Nachtrhythmus eingehalten und freier Zugang zu Standardfutter (ssniff Spezialdiäten, Soest, 

Deutschland) und Wasser gewährleistet.  

  

3.2.3 Narkose 

 

Vor Experimenten im Kremastermodell sowie vor der Blutabnahme über die Vena cava (V. 

cava) wurde die Narkose der Versuchstiere mit einer Kurznarkose zusammengesetzt aus 

Isofluran (5,0 Vol.%; Forene ®, Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und Stickstoffdioxid 

(N2O) bei einer inspiratorischen Sauerstofffraktion von 0,35 eingeleitet. Dann wurde eine 

Mischung aus Ketamin (100 mg / kg Körpergewicht (KG); Ketavet, Pfizer, Berlin, 

Deutschland), Xylazin (10 mg / kg KG; Rompun 2 %, Bayer, Leverkusen, Deutschland) und 

Kochsalzlösung im Verhältnis 2,5 : 0,5 : 7 durch i. p. Injektion appliziert. Nach Bedarf wurde 

diese Mischung mehrmals i. p. injiziiert, um die Narkose während des Experiments aufrecht 

zu erhalten. Mit Hilfe von Heizplatten und -strahlern wurde die Körpertemperatur der 

narkotisierten Versuchstiere über die gesamte Versuchsdauer konstant gehalten. 

Bei Versuchen im Peritonitismodell sowie zur i. s. Stimulation der Versuchstiere wurde 

ausschließlich die Kurznarkose aus Isofluran und N2O eingesetzt (siehe oben). 
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3.2.4  Peritonitismodell 

 

3.2.4.1 Versuchsdurchführung 

 

Der Einfluss von Selektinen, Selektinliganden, Integrinen, Mitgliedern der Immunglobulin-

Superfamilie, neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten auf die Rekrutierung von 

unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen wurde im Peritonitismodell in WT-Tieren 

untersucht. Selektine, Integrine und deren Interaktionspartner wurden durch i. v. Applikation 

(vgl. Kapitel 3.2.4.3) von monoklonalen Antikörper  blockiert. Im Anschluss daran wurden der 

Stimulus CCL2 bzw. PBS i. p. verabreicht (vgl. Kapitel 3.2.4.2). Danach wurden die 

Versuchstiere in Einzelkäfigen gehalten, in welchen sie bis zur Durchführung der 

Peritoneallavage freien Zugang zu Wasser sowie Standardfutter (ssniff Spezialdiäten) 

hatten.  

Sechs Stunden nach Applikation des Stimulus wurde eine Kurznarkose eingeleitet (vgl. 

Kapitel 3.2.3) und das Versuchstier durch Genickbruch getötet. Das Versuchstier wurde auf 

einer Plattform fixiert und desinfiziert (Bacilol; BODE Chemie, Hamburg, Deutschland). 

Mithilfe einer feinen Kanüle (30 G; 100 Sterican; B. Braun, Melsungen, Deutschland) wurden 

10 ml eiskaltes PBS in die Peritonealhöhle injiziert. Anschließend wurde mittels einer 

Butterfly-Kanüle, die zuvor injizierte Flüssigkeit mit den in die Peritonealhöhle 

eingewanderten Leukozyten in einem Falcon-Tube (15 ml; BD Falcon Tube; BD Biosciences) 

aufgefangen. Die Peritonealhöhle wurde mit 5 ml eiskaltem PBS nachgespült. Die Flüssigkeit 

mit den darin befindlichen Zellen wurde bei 940 g und 25°C für 5 Minuten zentrifugiert und 

der Rückstand ad 500 μl PBS gelöst. 50 μl der Zellsuspension wurden für die Messung der 

gesamten Leukozytenzahl (vgl. Kapitel 3.3.1) und damit für die Konzentrationsberechnung 

der peritonealen Leukozyten verwendet, 200 μl der Suspension wurden für die 

durchflusszytometrische Detektion der Leukozytensubpopulationen eingesetzt (vgl. Kapitel 

3.3.2.1). 
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3.2.4.2 Induktion einer Peritonitis durch intraperitoneale Injektion 

 

Zur Durchführung der i. p. Applikation des Stimulus CCL2 bzw. PBS wurde eine 

Kurznarkose, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, angewandt. Die Versuchstiere wurden auf 

einer beheizbaren Plattform fixiert. Die Injektion erfolgte mit einer feinen Kanüle (30 G; B. 

Braun). Anschließend wurden die Versuchstiere in Einzelkäfigen gehalten, in welchen sie bis 

zur Durchführung der Peritoneallavage freien Zugang zu Wasser sowie Standardfutter (ssniff 

Spezialdiäten) hatten.  

  

3.2.4.3 Intravenöse Applikation von monoklonalen Antikörpern 

 

Die monoklonalen Antikörper zur Blockade von Selektinen, Integrinen und deren Liganden 

wurden über i. v. Injektion in die Schwanzvene appliziert. Vor Durchführung wurde eine 

Kurznarkose, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, eingeleitet. Die Versuchstiere wurden auf 

einer beheizbaren Plattform fixiert. Danach wurde der Schwanz des Tieres desinfiziert, das 

Blut durch Abklemmen des Schwanzes gestaut und die Schwanzvene mit Hilfe einer 30 G 

Nadel (B. Braun) und eines Polypropylenkatheters (Innendurchmesser 0,28 mm, Portex, 

Lythe, Großbritannien) kanüliert. Nach Injektion der zu applizierenden Substanzen wurde der 

Katheter wieder entfernt und die Blutung mit einer Kompresse zu Sistieren gebracht.  

 

3.2.4.4 Versuchsgruppen 

 

Die Versuchstiere wurden nach dem Zufallsprinzip folgenden Gruppen zugeordnet: WT-Tiere 

wurden durch i. p. Applikation des murinen rekombinanten CCL2 stimuliert und erhielten 



                                                                     MATERIAL UND METHODEN 

44 
 

zusätzlich eine i. v. Injektion von monoklonalen Antikörpern gegen E-Selektin/CD62E, P-

Selektin/CD62P, L-Selektin/CD62L, CD44, PSGL-1/CD162, LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b, 

VLA-4/CD49d, ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31, JAM-A 

oder eines Isotyp-Antikörpers. In weiteren in WT-Tieren durchgeführten Experimenten 

wurden neutrophile Granulozyten mit Hilfe eines monoklonalen anti-Ly6G Antikörpers bzw. 

Thrombozyten mit Hilfe eines monoklonalen anti-GPIbα/CD42b Antikörpers depletiert und 

das Protein CCL2 i. p. appliziert. Für Kontrollexperimente wurde den WT-Tieren PBS i. p. 

verabreicht (n=7). 

  

3.2.4.5 Versuchsprotokolle 
 

 

 

Abb. 3.1: Versuchsprotokoll zur Analyse des Einflusses von Selektinen, Integrinen und deren 
Liganden auf die Rekrutierung unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen im Peritonitismodell. 

 

Zur Analyse des Einflusses von Selektinen, Selektinliganden, Integrinen und Mitgliedern der 

Immunglobulin-Superfamilie wurden zunächst monoklonale Antikörper gegen E-

Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P, L-Selektin/CD62L, CD44,  PSGL-1/CD162, , LFA-

1/CD11a, Mac-1/CD11b, VLA-4/CD49d, ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 

PECAM-1/CD31, JAM-A oder der entsprechende Isotyp-Antikörper i. v. appliziert (vgl. Kapitel 

3.2.4.3). Fünf Minuten später wurde der inflammatorische Stimulus CCL2 i. p. injiziert (vgl. 

Kapitel 3.2.4.2). Nach 6 Stunden wurde die Peritoneallavage durchgeführt (vgl. Kapitel 

3.2.4.1), die Gesamtzahl peritonealer Leukozyten gemessen (vgl. Kapitel 3.3.1) und die 

gewonnenen Proben bis zur durchflusszytometrischen Messung (vgl. Kapitel 3.3.2.1) 

weiterverarbeitet (vgl. Abb. 3.1). 



                                                                     MATERIAL UND METHODEN 

45 
 

 

 

Abb. 3.2: Versuchsprotokoll zur Analyse des Einflusses von neutrophilen Granulozyten und 
Thrombozyten auf die Rekrutierung unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen im 
Peritonitismodell. 

 

Um den Einfluss von neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten auf die Rekrutierung 

unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen zu charakterisieren, wurden der Isotyp-

Antikörper, der monoklonale anti-Ly6G Antikörper oder der monoklonale anti-CD42b 

Antikörper WT-Tieren zweimal im Abstand von 24 Stunden i. v. appliziert und anschließend 

wie in den Experimenten mit Blockade von Selektinen, Integrinen oder deren Liganden 

(siehe oben) verfahren (vgl. Abb. 3.2). 

 

3.2.5 Kremastermodell 

  

3.2.5.1 Chirurgische Präparation des Kremastermuskels 

 

Zur Analyse der einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung wurde das Kremastermodell 

in CX3CR-1GFP/+-Mäusen bzw. in WT-Mäusen eingesetzt. Die Einleitung der Narkose erfolgte 

wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben. Die Versuchstiere wurden auf einer beheizbaren Plattform 

fixiert. Zunächst wurde ein Katheter in die Arteria femoralis (A. femoralis; vgl. Kapitel 3.2.5.3) 

gelegt. 

Die Durchführung der chirurgischen Präparation des Musculus cremaster (M. cremaster) 

erfolgte unter Verwendung eines Operationsmikroskops (Leitz, Wetzlar, Deutschland, 5 – 42-

fache Vergrößerung) mit kleineren Modifikationen nach der Erstbeschreibung von Baez 154. 
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Das Skrotum wurde ventral inzidiert und das Bindegewebe vom Hoden entfernt, wodurch der 

rechte Hoden für die Präparation des Muskels freigelegt wurde. Nach Elektrokoagulation 

mittels einer bipolaren Pinzette wurde der Kremastermuskel vorsichtig ventral eröffnet und 

über einem transparenten Podest auf einer spezialangefertigten Bühne aufgespannt. Danach 

wurden Nebenhoden und Hoden durch Elektrokoagulation mit der bipolaren Pinzette vom M. 

cremaster getrennt und zurück in die Bauchhöhle geschoben. Dadurch wurde der M. 

cremaster optimal für die Intravitalmikroskopie (IVM) zugänglich. Der Kremastermuskel 

wurde während der gesamten chirurgischen Präparation sowie während der nachfolgenden 

intravitalmikroskopischen Aufnahmen mit einer etwa 37°C warmen PBS-Lösung 

superfundiert. Nach Beendigung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen wurde das Tier 

durch Entbluten über die V. cava (vgl. Kapitel 3.2.5.4) und Genickbruch getötet. 

 

3.2.5.2 Stimulation des M. cremaster durch intraskrotale Injektion 

 

Während der intraskrotalen Injektion von CCL2 bzw. PBS wurde das Versuchstier mit einer 

Kurznarkose (vgl. Kapitel 3.2.3) anästhesiert und auf einer Wärmeplatte fixiert. Die 

intraskrotale Applikation der entsprechenden Substanz wurde mit einer feinen Kanüle (30 G) 

durchgeführt. Anschließend wurden die Versuchstiere in Einzelkäfigen gehalten, in welchen 

sie bis zur Durchführung der chirurgischen Präparation des Kremastermuskels freien Zugang 

zu Wasser sowie Standardfutter (ssniff Spezialdiäten) hatten.  

 

 



                                                                     MATERIAL UND METHODEN 

47 
 

3.2.5.3 Intraarterielle Applikation von monoklonalen Antikörpern 

und Reagenzien 

 

Sowohl monoklonale Antikörper zur Blockade von Oberflächenrezeptoren und deren 

Liganden als auch fluoreszierende Reagenzien, wie z. B. Antikörper zur Visualisierung des 

Endothels oder Mikropartikel zur Messung der Blutflussgeschwindigkeit, wurden über 

Injektion in die Arteria femoralis (A. femoralis) appliziert. Zur Durchführung der Präparation 

wurde ein Operationsmikroskop (Leitz) verwendet. Die Einleitung der Narkose erfolgte wie in 

Kapitel 3.2.3 beschrieben. Die Versuchstiere wurden auf einer beheizbaren Plattform fixiert. 

Danach wurde die Haut über der linken Leistenregion der Maus eröffnet, die linke A. 

femoralis aus der Gefäß-Nerven-Scheide des linken Beines präpariert und retrograd mit 

einem Polypropylenkatheter (Innendurchmesser 0,28 mm, Portex) kanüliert. Vor der 

chirurgischen Präparation des M. cremaster wurde der Katheter mittels zweier Ligaturen 

fixiert. Anschließend wurde die Wunde fortlaufend vernäht. 

 

3.2.5.4 Blutentnahme über die V. cava 

 

Unter Verwendung eines Operationsmikroskops (Leitz) wurde die Bauchhöhle des in tiefer 

Narkose (vgl. Kapitel 3.2.3) liegenden Versuchstieres eröffnet und die V. cava  freipräpariert. 

Daraufhin wurde mithilfe einer Kanüle (20 G; BD Microlance 3; Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, USA) die V. cava punktiert. Das Blut des Tieres wurde in eine mit Heparin (10 µl; 

Heparin-Natrium-25000-ratiopharm; Ratiopharm, Ulm, Deutschland) befüllte Spritze 

aufgenommen und für weitere Messungen, wie zur Bestimmung der systemischen 

Leukozytenzahl (vgl. Kapitel 3.3.1) oder der Oberflächenexpression von Selektinen, 

Integrinen und Liganden auf unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen (vgl. Kapitel 

3.3.2.2, 3.3.3.1), benutzt. 
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3.2.5.5 Intravitalmikroskopie 

 

Durch die Kombination von Transilluminations- und Fluoreszenz-Intravitalmikroskopie 

konnten sowohl Gefäße als auch unterschiedliche Leukozytensubpopulationen visualisiert 

werden. Zur Durchführung der intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde ein 

AxioTech-Vario 100 Mikroskop (Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen, Deutschland) 

benutzt, welches sich sowohl für reflected light oblique transillumination (RLOT) 155 

Mikroskopie als auch für Fluoreszenzmikroskopie eignete. Für die Mikroskopie mit 

Epiillumination diente eine Colibri LED Lichtquelle (Zeiss MicroImaging GmbH). Über den 

Filterblock 62HE (Zeiss MicroImaging GmbH), welcher mit dicroischen Filtern und 

Emissionsfiltern [TFT495 + 610 (HE); TBP 527 + LP615 (HE)] ausgestattet war, wurde das 

Licht auf das Untersuchungsobjekt geleitet. Es wurde mit einem Wasserimmersionsobjektiv 

mit 20-facher Vergrößerung gearbeitet (0,5 NA; Zeiss MicroImaging GmbH). Die 

Untersuchungsobjekte wurden mit der digitalen Kamera AxioCam Hsm (Zeiss MicroImaging 

GmbH) als Videoclips aufgenommen. Anschließend wurden die Aufnahmen mit der Software 

AxioVision 4.6 (Zeiss MicroImaging GmbH)  weiterverarbeitet. 

  

3.2.5.6 Quantifizierung der Leukozytenkinetik und mikrohämo-

dynamischer Parameter 

 

Zur Analyse der intravitalmikroskopisch generierten Aufnahmen (Kapitel 3.2.5.5) wurde die 

Auswertesoftware ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD) verwendet.  

Wie in einer kürzlich publizierten Studie beschrieben 156, wurden GFPneg (ohne Expression 

von GFP), GFPhigh (mit hoher Expression von GFP) und GFPlow (mit niedriger Expression von 

GFP) Zellen nach ihrer Fluoreszenzintensität differenziert. Dementsprechend repräsentierten 
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die GFPneg Zellen die Leukozytenpopulation der neutrophilen Granulozyten, GFPhigh Zellen 

die residente Monozytensubpopulation und GFPlow Zellen die inflammatorischen Monozyten 

im Kremastermuskel. Makrophagen oder dendritische Zellen, welche ebenfalls stark 

fluoreszierten, konnten aufgrund ihrer auffälligen Morphologie (Größe, Dendriten, etc.) von 

Leukozyten unterschieden werden. 

Die relevanten Paramater zur Analyse der Leukozytenrekrutierung wurden folgendermaßen 

ermittelt: Rollende Leukozyten wurden dadurch definiert, dass sie sich deutlich langsamer 

als der Blutfluss bewegten. Die Anzahl rollender Leukozyten wurde über ein Zeitintervall von 

60 Sekunden quantifiziert. Als fest adhärente Leukozyten wurden jene Leukozyten definiert, 

welche sich innerhalb von 30 Sekunden im Blutstrom nicht mehr als um den eigenen 

Durchmesser bewegten, und wurden in geraden, unverzweigten postkapillären Venolen von 

100 µm Länge bestimmt. Der Parameter der Transmigration von Leukozyten wurde 

ausgewertet, indem auf beiden Seiten einer postkapillären Venole anliegende Bereiche mit 

einer Länge von 100 µm entlang des Gefäßes und einer Breite von 75 µm in das 

perivaskuläre Gewebe hinein ausgewählt wurden und die Anzahl der darin befindlichen 

Leukozyten gezählt wurde. Für alle Parameter wurden Mittelwerte aus 3 bis 5 postkapillären 

Venolen pro Versuchstier ermittelt. 

Die zentrale Blutflussgeschwindigkeit wurde durch die Messung der Distanz zwischen eines 

im  Blutfluss strömenden grün fluoreszierenden Mikropartikels (i. a.; 0,96 µm Durchmesser; 

Molecular Probes, Leiden, Niederlande) in zwei aufeinander folgenden Bildern bestimmt, 

wobei die Geschwindigkeit aus dem zeitlichen Abstand der Bildaufnahmen errechnet wurde 

und pro Gefäß ein Mittelwert aus drei Messungen gebildet wurde. 

Des Weiteren wurde die Scherrate unter der Annahme einer parabolischen Fluss-

geschwindigkeitskurve über den Gefäßquerschnitt aus den ermittelten Gefäßdurchmessern 

und der zentralen Blutfließgeschwindigkeit berechnet. Die Werte wurden mit Hilfe folgender 

Formel errechnet (vgl. Abb. 3.3):  
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v
m 

        mittlere Fließgeschwindigkeit  
d          Gefäßdurchmesser  

 

 

Abb. 3.3: Mathematische Ermittlung der Scherrate σ. 

 

3.2.5.7 Analyse der Leukozytenmigrationswege 

  

Zur Analyse der Leukozytenmigrationswege wurde das Kremastermodell in CX3CR-1GFP/+-

Mäusen bzw. WT-Mäusen angewandt. Um Endothelzellkontakte zu visualisieren, wurde bei 

WT-Tieren ein nicht blockierender, monoklonaler, Alexa Fluor 488-konjugierter anti-CD31 

Antikörper (Klon  390; 10 µg / 100 µl PBS i. a; eBiosciences) appliziert, zur Darstellung von 

neutrophilen Granulozyten wurde zusätzlich ein monoklonaler, PE-konjugierter anti-Ly6G 

Antikörper (Klon 1A8; 10 µg / 100 µl PBS i. a.; BD Biosciences) verwendet. Bei CX3CR-

1GFP/+-Tieren wurden die Endothelzellkontakte in postkapillären Venolen durch einen nicht 

blockierenden, monoklonalen, PE-konjugierten anti-CD31 Antikörper (Klon 390; 10 µg / 100 

µl PBS i. a; eBiosciences) visualisiert. Nach fünf Minuten wurden postkapilläre Venolen des 

Kremastermuskels mittels In-vivo-Fluoreszenzmikroskopie (vgl. Kapitel 3.2.5.5) dargestellt 

und Kolokalisationen von neutrophilen Granulozyten bzw. residenten/inflammatorischen 

Monozyten mit Endothelzellverbindungen während der einzelnen Schritte ihrer 

Rekrutierungskaskade analysiert. 

 

3.2.5.8 Analyse des Crawlingverhaltens von Leukozyten 

 

Das intraluminale Crawlingverhalten von unterschiedlichen Leukozytenpopulationen wurde in 

postkapillären Venolen des Kremastermuskels von CX3CR-1GFP/+-Mäusen untersucht. 

Bewegungen von GFPneg und GFPlow Zellen konnten verfolgt werden, indem in einem 

Zeitintervall von 30 Minuten im Abstand von 5 Sekunden intravitalmikroskopische 

σ = 4,9 * 8 * (vm/d) / 1000  
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Aufnahmen (vgl. Kapitel 3.2.5.5) des Gefäßes erstellt wurden. Die Auswertung erfolgte mit 

Hilfe des Auswerteprogramms ImageJ (National Institutes of Health): Zur Darstellung der 

intraluminalen Bewegungen einzelner Leukozyten wurden zunächst Diagramme mit den 

Migrationswegen erstellt. Außerdem wurde der prozentuale Anteil der intraluminal 

crawlenden GFPneg bzw. GFPlow Leukozyten an allen fest adhärenten GFPneg bzw. 

GFPlow Leukozyten in einem Gefäßabschnitt von 200 μm Länge ermittelt. Die Parameter 

Crawlingdirektionalität und Crawlinggeschwindigkeit wurden automatisch vom 

Auswerteprogramm berechnet. 

 

3.2.5.9 Versuchsgruppen 

 

Die Versuchstiere wurden nach dem Zufallsprinzip folgenden Gruppen zugeordnet: 

Für die Analyse der zeitlichen Abfolge der Leukozytenrekrutierung wurde der 

Kremastermuskel von CX3CR-1GFP/+-Mäusen durch i. s. Injektion mit CCL2 für 1, 2, 3 oder 6 

Stunden stimuliert und den Tieren zusätzlich ein monoklonaler, PE-konjugierter anti-CD11b 

Antikörper (Klon M1/70; 50 μg / 100 µl PBS i. a.; Biolegend) für die Visualisierung aller 

Leukozyten myeloiden Ursprungs appliziert (n=3). 

Um die einzelnen Schritte der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten hinsichtlich der 

Lokalisation am Gefäßendothel zu charakterisieren, wurde der Kremastermuskel von WT-

Tieren durch i. s. Injektion von CCL2 stimuliert und monoklonale, anti-CD31 Alexa Fluor 488 

und anti-Ly6G PE Antikörper i. a. appliziert. Zur Analyse der Lokalisation von Monozyten im 

Rekrutierungsprozess wurde der Kremastermuskel von CX3CR-1GFP/+-Tieren durch eine i. s. 

Injektion von CCL2 stimuliert und ein monoklonaler, anti-CD31 PE-konjugierter Antikörper 

appliziert (n=3). 
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In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Kremastermuskel von CX3CR-1GFP/+-Mäusen 

durch i. s. Applikation des murinen rekombinanten CCL2 stimuliert. Zusätzlich erhielten die 

Versuchstiere eine i. a. Injektion von monoklonalen Antikörpern gegen E-Selektin/CD62E, P-

Selektin/CD62P, L-Selektin/CD62L, CD44, PSGL-1/CD162, LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b, 

VLA-4/CD49d, ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31, JAM-A 

oder eines Isotyp-Antikörpers (n=4-5). 

 

3.2.5.10 Versuchsprotokolle 
 

 

 

 

Abb. 3.4: Versuchsprotokoll zur Analyse der zeitlichen Abfolge der Rekrutierung unterschiedlicher 
Leukozytensubpopulationen im Kremastermodell. 

 

Um die zeitliche Abfolge der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, residenten und 

inflammatorischen Monozyten in entzündetes Gewebe zu analysieren, wurden die 

Versuchstiere durch i. s. Applikation von CCL2 (vgl. Kapitel 3.2.5.2) für die Dauer von 1, 2, 3 

oder 6 Stunden stimuliert. Die i. s. Applikation von PBS diente als Negativkontrolle. Im 

Anschluss wurde der Kremastermuskel präpariert (vgl. Kapitel 3.2.5.1) und der 

fluoreszierende Antikörper gegen CD11b i. a. appliziert (vgl. Kapitel 3.2.5.3). Fünf Minuten 

später wurden intravitalmikroskopische Aufnahmen vom Rollen, der festen Adhärenz, der 

Transmigration und dem Crawling der unterschiedlichen Leukozyten myeloiden Ursprungs 

angefertigt (vgl. Kapitel 3.2.5.5). Danach wurde das Tier durch Entbluten (vgl. Abb. 3.2.5.4) 

und Genickbruch euthanasiert und die systemische Leukozytenzahl im Vollblut bestimmt 

(vgl. Kapitel 3.3.1; vgl. Abb. 3.4). 
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Abb. 3.5: Versuchsprotokoll zur Studie der Lokalisation von Interaktionen zwischen unterschiedlichen 
Leukozytensubpopulationen und dem inflammatorischen Gefäßendothel im Kremastermodell. 

 

Die Interaktionsorte von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten mit 

Endothelzellen in postkapillären Venolen wurden ermittelt, indem der Stimulus CCL2 i. s. 

(vgl. Kapitel 3.2.5.2) verabreicht wurde, 6 Stunden später der Kremastermuskel präpariert 

(vgl. Kapitel 3.2.5.1) wurde  und die fluoreszierenden Antikörper gegen PECAM-1/CD31 oder 

gegen Ly6G und PECAM-1/CD31 i. a. (vgl. Kapitel 3.2.5.3) appliziert wurden. Daraufhin 

wurden die Parameter Rollen, feste Adhärenz und intraluminales Crawling von neutrophilen 

Granulozyten oder residenten/inflammatorischen Monozyten in postkapillären Venolen mit 

Hilfe von In-vivo-Fluoreszenzmikroskopie (vgl. Kapitel 3.2.5.5)  bestimmt. Die Versuchstiere 

wurden nach Beendigung der Aufnahmen durch Entbluten über die V. cava (vgl. Kapitel 

3.2.5.4) und Genickbruch euthanasiert. Danach wurde die systemische Leukozytenzahl im 

Vollblut gemessen (vgl. Kapitel 3.3.1; vgl. Abb. 3.5). 

 

 

 

 

Abb. 3.6: Versuchsprotokoll zur Analyse des Einflusses von Selektinen, Selektinliganden, Integrinen 
und Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie auf die Rekrutierung unterschiedlicher 
Leukozytensubpopulationen im Kremastermodell. 

 

Schließlich wurde der Einfluss von Selektinen, Selektinliganden, Integrinen und Mitgliedern 

der Immunglobulin-Superfamilie auf die einzelnen Schritte der Extravasation von 
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neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten analysiert. Sechs Stunden 

nach i. s. Stimulation mit CCL2 (vgl. Kapitel 3.2.5.2) wurde der Kremastermuskel präpariert 

(vgl. Kapitel 3.2.5.1) und monoklonale Antikörper gegen E-Selektin/CD62E, P-

Selektin/CD62P, L-Selektin/CD62L, CD44,  PSGL-1/CD162, LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b, 

VLA-4/CD49d, ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31, JAM-A 

oder der Isotyp-Antikörper i. a. (vgl. Kapitel 3.2.5.3) appliziert. Fünf Minuten später wurden 

intravitalmikroskopische Aufnahmen (vgl. Kapitel 3.2.5.5) von postkapillären Venolen 

angefertigt. Weitere 5 Minuten später wurden die Aufnahmen derselben Gefäße zum 

wiederholten Mal durchgeführt und die Zeitraffer-Aufnahme zur Studie des intraluminalen 

Crawlings der unterschiedlichen Leukozytenpopulationen begonnen. 45 Minuten nach 

Applikation der blockierenden monoklonalen Antikörper wurden dieselben Mikrogefäße im 

Kremastermuskel ein drittes Mal mikroskopiert und die Versuchstiere im Anschluss durch 

Entbluten über die V. cava (vgl. Kapitel 3.2.5.4) sowie durch Genickbruch getötet. 

Abschließend wurde die systemische Leukozytenzahl ermittelt (vgl. Kapitel 3.3.1; vgl. Abb. 

3.6). 

 

3.3 Ex-vivo-Experimente 

 

3.3.1 Messung der Leukozytenzahl 

 

Die Gesamtzahl an Leukozyten, welche aus der Peritonealhöhle des Versuchstieres gespült 

wurde, sowie die systemische Leukozytenzahl im aus der V. cava entnommenen, 

heparinisierten Vollblut (vgl. Kapitel 3.2.5.4)  wurde mit Hilfe eines Zellzählgerätes (Coulter® 

AC-T-Serie; Coulter Corporation) bestimmt und in der Einheit [n x 103 pro µl] angegeben. 
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3.3.2 Durchflusszytometrie 

 

3.3.2.1 Durchflusszytometrische Analyse der Peritoneallavage 

 

Die in die Peritonealhöhle eingewanderten Leukozytenpopulationen wurden durchfluss-

zytometrisch analysiert. Folgende fluoreszenzmarkierte Antikörper wurden für die 30-

minütige Inkubation (bei 4°C) der aus WT-Mäusen isolierten Leukozyten (vgl. Kapitel 3.2.4.1) 

verwendet: Monoklonaler anti-CD45 APC-Cy7 Antikörper (Klon 30-F7; BD Biosciences), 

monoklonaler anti-CD11b FITC (Klon M1/70; eBioscience, San Diego, CA, USA), 

monoklonaler anti-Gr-1 PE Antikörper (Klon RB6-5C8; eBioscience), monoklonaler anti-

CD115 APC Antikörper (Klon AFS98; eBioscience), monoklonaler anti-F4/80 eFluor450 

Antikörper (Klon BM8; eBioscience). Erythrozyten wurden anschließend mit einem Lyse-

Puffer (1:10; 2 ml, 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT); BD FACS Lysing Solution; BD 

Biosciences) und 2-maligem Waschen mit PBS entfernt. Vor der durchflusszytometrischen 

Messung wurde das Zellpellet in 250 μl PBS resuspendiert. 

Die Messung der Proben erfolgte an einem Durchflusszytometer (Gallios; Beckman Coulter 

Inc, Brea, CA, USA): Leukozyten myeloiden Ursprungs wurden durch ihre Expression von 

CD45 und CD11b identifiziert. Makrophagen wurden anhand ihrer starken Expression von 

F4/80 von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Im Folgenden wurde die Leukozyten 

myeloiden Ursprungs (CD45+CD11b+ Zellen) weiter in neutrophile Granulozyten, welche eine 

hohe Expression für Gr-1 und eine niedrige Expression für CD115 aufweisen, in 

inflammatorische Monozyten, welche eine hohe Expression für Gr-1 und CD115 aufweisen, 

und in residente Monozyten, welche eine niedrige Expression für Gr-1 und eine hohe 

Expression für CD115 aufweisen, unterschieden. 
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3.3.2.2 Durchflusszytometrische Analyse von Expressionsprofilen 

 

Die Oberflächenexpression von L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162, CD44, LFA-1/CD11a, 

Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d auf neutrophilen Granulozyten sowie auf residenten und 

inflammatorischen Monozyten wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Um das Expressions-

niveau der Oberflächenmoleküle in unterschiedlich aktivierten Zuständen zu analysieren, 

wurde das aus WT-Tieren entnommene, heparinisierte Vollblut (vgl. Kapitel 3.2.5.4) zunächst 

mit CCL2 (100 ng / ml), Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA; 50 ng / ml; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) oder PBS für 30 Minuten bei 37°C stimuliert. Anschließend wurden die 

Proben mit folgenden primären monoklonalen Antikörpern 30 Minuten auf Eis inkubiert: anti-

CD45 APC-Cy7 Antikörper (Klon 30-F7; BD Biosciences), anti-Gr-1 PE Antikörper (Klon 

RB6-5C8; eBioscience) bzw. anti-Gr-1 FITC Antikörper (Klon RB6-5C8; eBioscience) und 

anti-CD115 APC Antikörper (Klon AFS98; eBioscience) zur Differenzierung der myeloiden 

Leukozytenpopulationen sowie anti-CD62L PE-Cy7 Antikörper (Klon MEL-14; eBioscience), 

anti-CD162 PE Antikörper (Klon 2PH1; BD Biosciences), anti-CD44 PE-Cy7 Antikörper (Klon 

IM7; eBioscience), anti-CD11a PE-Cy7 Antikörper (Klon M17/4; eBioscience), anti-CD11b 

PE-Cy7 Antikörper (Klon M1/70; eBioscience) oder anti-CD49d PE Antikörper (Klon R1-2; 

eBioscience) zur Messung des Expressionsniveaus von den zu untersuchenden 

Oberflächenmolekülen. Anschließend wurden Erythrozyten durch Inkubation mit einem Lyse-

Puffer (1:10; 10 Minuten bei RT; BD Biosciences) und durch mehrmaliges Waschen mit PBS 

entfernt. Die gefärbten Leukozyten wurden unter Verwendung des Durchflusszytometers 

(Gallios; Beckman Coulter Inc.) analysiert, wobei etwa 20000 Ereignisse in jeder Probe 

gemessen wurden. Von allen ermittelten Werten für die Fluoreszenzintensitäten der 

einzelnen Oberflächenmoleküle wurden die Messergebnisse der mit Isotyp-Antikörpern 

gefärbten Proben subtrahiert.  
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3.3.3 Konfokalmikroskopie 

 

3.3.3.1 Konfokalmikroskopie isolierter Blutzellen 

 

Zur Visualisierung der Expression von L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162, CD44, LFA-

1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d auf der Oberfläche von aus dem Vollblut 

isolierten murinen Leukozyten wurde WT-Tieren Blut, wie in Kapitel 3.2.5.4 beschrieben, 

entnommen. Das heparinisierte Vollblut wurde 30 Minuten bei 37°C mit CCL2 (100 ng / ml) 

oder PBS stimuliert. Danach wurden die Proben mit primären monoklonalen Antikörpern der 

Spezies Ratte gegen murines L-Selektin/CD62L (Biolegend), CD44 (Biolegend), PSGL-

1/CD162 (BD Biosciences), LFA-1/CD11a (Biolegend), Mac-1/CD11b (Biolegend), VLA-

4/CD49d (Biolegend) sowie mit monoklonalen anti-CD115 Alexa Fluor 488 (Ratte anti-Maus; 

Klon AFS98; eBioscience) und anti-Ly6G/C (Gr-1) Alexa Fluor 647 Antikörpern (Ratte anti-

Maus; Klon RB6-8C5; Molecular Probes, Frederick, USA) für 30 Minuten auf Eis inkubiert. 

Darauf folgte die Inkubation mit dem sekundären Alexa Fluor 555-konjugierten gegen Ratte 

gerichteten unspezifischen Antikörper aus der Spezies Ziege (Molecular Probes) für 30 

Minuten auf Eis. Erythrozyten wurden mithilfe des Lyse-Puffers (1:10; 10 Minuten bei RT; BD 

Biosciences) entfernt. Danach wurden die Zellen auf Objektträger aufgetragen, welche mit 

Fibronektin (AppliChem, Darmstadt, Deutschland) beschichtet waren, und für 30 Minuten bei 

37°C inkubiert. Die gefärbten murinen Blutzellen wurden mit einem Deckplättchen (18 mm x 

18 mm; Menzel-Gläser, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Deutschland) mittels 

PermaFluor (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) auf dem Objektträger befestigt. Für die 

konfokalmikroskopischen Aufnahmen wurde ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop 

(Leica SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) mit einer Öl-Immersions-Linse 

(Leica; 63x; NA 1,4) verwendet. 
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3.3.3.2 Konfokalmikroskopie des M. cremaster 

  

Um die Expression von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P, PSGL-1/CD162, CD44,  

ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A auf 

Endothelzellen von unstimulierten sowie von CCL2-stimulierten postkapillären Venolen zu 

bestimmen, wurde der Kremastermuskel, wie in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben, präpariert, 

durch Elektrokauterisierung vom Versuchstier isoliert und durch zehnminütige Inkubation bei 

Raumtemperatur in 4 % Paraformaldehyd fixiert (n=4). Zur Blockade von unspezifischen 

Bindungen der verwendeten Antikörper sowie zur Permeabilisierung des Kremastermuskels 

wurde eine Lösung aus 10 % Ziegenserum (Sigma-Aldrich) und 0,5 % Triton X-100 (Sigma-

Aldrich) in PBS verwendet, mit welcher das Gewebe eine Stunde inkubiert wurde. 

Anschließend wurde der Muskel für 12 Stunden bei 4 °C mit primären Antikörpern gegen 

PECAM-1/CD31 (Ziege anti-Maus; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) und E-

Selektin/CD62E (Ratte anti-Maus; BD Biosciences), PECAM-1/CD31 (Ziege anti-Maus; 

Santa Cruz Biotechnology) und P-Selektin/CD62P (Ratte anti-Maus; BD Biosciences), 

PECAM-1/CD31 (Ziege anti-Maus; Santa Cruz Biotechnology) und PSGL-1/CD162 (Ratte 

anti-Maus; BD Biosciences), PECAM-1/CD31 (Ziege anti-Maus; Santa Cruz Biotechnology) 

und CD44 (Ratte anti-Maus; Biolegend), PECAM-1/CD31 (Ziege anti-Maus; Santa Cruz 

Biotechnology) und ICAM-1/CD54 (Ratte anti-Maus; Biolegend), PECAM-1/CD31 (Ziege 

anti-Maus; Santa Cruz Biotechnology) und ICAM-2/CD102 (Ratte anti-Maus; Biolegend), 

PECAM-1/CD31 (Ziege anti-Maus; Santa Cruz Biotechnology) und VCAM-1/CD106 (Ratte 

anti-Maus; Biolegend) oder PECAM-1/CD31 (Ziege anti-Maus; Santa Cruz Biotechnology) 

und JAM-A (Ratte anti-Maus) inkubiert. Danach wurde das Gewebe mit dem sekundären 

Alexa Fluor 633-konjugierten Antikörper der Spezies Affe anti-Ziege (Molecular Probes) und 

anschließend mit dem sekundären Alexa Fluor 488-konjugierten Antikörper der Spezies 

Ziege anti-Ratte (Molecular Probes) für jeweils 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

Dann wurde der immungefärbte Kremastermuskel mit PermaFluor (Beckman Coulter) und 
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einem Deckplättchen auf einem Objektträger befestigt. Für die konfokalmikroskopischen 

Aufnahmen wurde ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (Leica SP5, Leica 

Microsystems, Wetzlar, Deutschland) mit einer Öl-Immersions-Linse (Leica; 63x; NA 1,4) 

verwendet. Zur Messung der Fluoreszenzintensität von E-Selektin/CD62E, P-

Selektin/CD62P, PSGL-1/CD162, CD44, ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 

PECAM-1/CD31 und JAM-A wurde das Auswerteprogramm ImageJ verwendet. Dabei 

wurden ausschließlich die Bereiche des Endothels der postkapillären Venolen analysiert, in 

welchen keine morphologisch eindeutig differenzierbaren, PECAM-1/CD31-positiven 

Leukozyten und Thrombozyten gegenwärtig waren. 

 

3.3.4 mRNA-Expressionsanalyse (qRT-PCR) 

 

Die Expression der messenger ribonucleic acid (mRNA) der zu untersuchenden Selektinen, 

Selektinliganden und Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie im gesamten 

Kremastergewebe wurde mittels quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

analysiert. 2, 4 oder 6 Stunden nach i. s. Injektion von CCL2 bzw. zu Baseline-Bedingungen 

wurde der Kremastermuskel von WT-Tieren, wie in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben, präpariert 

und durch Elektrokauterisierung vom Versuchstier getrennt (n=3). Darauf folgten die Isolation 

der ribonucleic acid (RNA) aus dem Kremastermuskel und die qRT-PCR: Die Extraktion der 

gesamten RNA erfolgte unter Verwendung von TriZol (Life Technologies, Karlsruhe, 

Deutschland). Die reverse Transkription von 1 μg RNA wurde mithilfe von 200 Einheiten 

reverser Transkriptase RevertAid, 50 μM Zufallshexameren, 5 μM Oligo(dT)18, 400 μM 

nNTPs und 1,6 Einheiten / μl Ribolock RNAse Inhibitor (alle Fermentas, St. Leon-Rot, 

Deutschland) durchgeführt. Die daraus gewonnene complementary desoxyribonucleic acid 

(cDNA; 20 ng pro Reaktion) wurde für mehrere qRT-PCR Vorgänge (20 μl als finales 

Volumen) mit 300 nM Primern (synthetisiert von Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in 
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1x Maxima CYBR Green qPCR Mastermix (Fermentas) eingesetzt, wobei ein 

Standardprotokoll (10 Minuten 95°C, 45 x (15 s 95°C, 30 s 60°C)) an einem LC480 qPCR 

Cycler (Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland) angewandt wurde. Folgende 

Primerpaare wurden verwendet: CD62E Forward 5`-CCC CTC CTG CCA AGT GGT A-3`, 

CD62E Reverse 5`-TCA TGT TCA TCT TTC CCG GG-3`, CD62P Forward 5`-ATG TGC 

AGA GCG GTC AAA TG-4`, CD62P Reverse 5`-GAT GGT CAG CAG CAC AAG GAA-3`, 

CD44 Forward 5`-TTC AAT GCC TCA GCC CCT C-3`, CD44 Reverse 5`-TGG GTA GGT 

CTG TGA CTG ATG TAC A-3`, CD11a Forward 5`-ATC AAC TAT GTG GTG GCA CAC GT-

3`, CD11a Reverse 5`-GCA CCT TGG TAG CAT CCG G-3`, CD11b Forward 5`-TCA TCA 

ACA CAA CCA GAG TGG ATT-3`, CD11b Reverse 5`-ATG ACT GCA GAA GCA TAA CCC 

AG-3`, CD49d Forward 5`-TAA TGG GAC TTC TGA CGT GAT TAC AG-3`, CD49d Reverse 

5`-GCA CGT CTT TCC GCA TGA A-3`, CD54 Forward 5`-CCG TTG TGA TCC CTG GGC-

3`, CD54 Reverse 5`-GGC TTC TCT GGG ATG GAT GG-3`, CD102 Forward 5`-GCA TCT 

CGG AGT ACC AGA TCC TT-3`, CD102 Reverse 5`-TTG TCC TGC ATC GGC TCA TAG-

3`, CD106 Forward 5´-AAC TAC AAG TCT ACA TCT CTC CCA GGA A-3`, CD106 Reverse 

5`-GTC ACA GCA CCA CCC TCT TGA-3`, CD31 Forward 5`-GTC ACC GTG CAG GAG 

TCC TT-3`, CD31 Reverse 5`-AAT GTG CAG CTG GTC CCC T-3`, JAM-A Forward 5`-GGC 

GTC TGG TTT GCC TAT AGC-3`, JAM-A Reverse 5`-TGA ATT CCC CCT CAC TTC GAG-

3`, 18S rRNA Forward 5`-CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA-3`, 18S rRNA Reverse 5`-GCT 

GGA ATT ACC GCG GCT-3`, beta-2-Mikroglobulin Forward 5`-CGG CCT GTA TGC TAT 

CCA GAA A-3`, beta-2-Mikroglobulin Reverse 5`-AAT GTG AGG CGG GTG GAA CT-3`, 

delta-Amino-Laevulinat-Synthase Forward 5`-ATC ATC CCT GTG CGG GTT G-3`, delta-

Amino-Laevulinat-Synthase Reverse 5`-TAA TTG ATG GCC TGG ACG TAG ATA TT-3`. Die 

relative Quantifizierung der mRNA erfolgte anhand einer Standardkurve. Die Ergebnisse 

wurden auf eine Matrix bestehend aus 18S ribosomal ribonucleic acid (rRNA), beta-2-

Mikroglobulin und delta-Amino-Laevulinat-Synthase normalisiert. Die unbehandelten 

Kontrollen, bei welchen der Kremastermuskel ohne vorherige Stimulation entnommen wurde, 

dienten zur Kalibrierung.  
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3.4 Statistik 

 

Die Versuchsergebnisse wurden als Mittelwert (MW) ± standard error of mean (SEM) 

angegeben und mit Hilfe der Software Sigma Stat TM (Jandel Corporation, St. Rafael, CA, 

USA) statistisch analysiert. Nach Durchführung einer One-Way-ANOVA (Kapitel 4.1 bis 

4.2.3, Kapitel 4.2.6) bzw. einer ANOVA-on-ranks (Kapitel 4.2.4 und 4.2.5) gefolgt vom 

Dunnetts Test wurden Unterschiede ermittelt, welche bei Werten von p < 0,05 als signifikant 

bezeichnet wurden.  
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Untersuchungen zur Bedeutung von Selektinen für die 

Extravasation von Leukozyten myeloiden Ursprungs 

 

4.1.1 Expressionsanalyse von L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162 

und CD44 auf der Oberfläche von Leukozyten myeloiden 

Ursprungs 

 

Zunächst wurde die Oberflächenexpression von L-Selektin/CD62L und den Selektinliganden 

PSGL-1/CD162 und CD44 auf residenten und inflammatorischen Monozyten sowie auf 

neutrophilen Granulozyten analysiert. Anhand von konfokalmikroskopischen und durchfluss-

zytometrischen Untersuchungen wurde gezeigt, dass diese Proteine konstitutiv auf der 

Oberfläche von Leukozyten myeloiden Ursprungs exprimiert werden. Unter unstimulierten 

Bedingungen konnte L-Selektin/CD62L (vgl. Abb. 4.1A) am stärksten auf neutrophilen 

Granulozyten und am schwächsten auf residenten Monozyten detektiert werden. Nach 

Stimulation der isolierten Blutleukozyten mit dem Chemokin CCL2 oder PMA als 

Positivkontrolle war die Expression von L-Selektin/CD62L auf der Oberfläche der myeloiden 

Leukozyten signifikant reduziert. Der Selektinligand PSGL-1/CD162 (vgl. Abb. 4.1B)  war im 

Vergleich der drei untersuchten Oberflächenmoleküle am stärksten auf allen untersuchten 

Leukozyten myeloiden Ursprungs präsent. Die höchste Expression von PSGL-1/CD162 

konnte auf inflammatorischen Monozyten detektiert werden, während dieses 

Oberflächenmolekül etwas schwächer auf neutrophilen Granulozyten und in deutlich 

geringerem Maß auf residenten Monozyten nachgewiesen werden konnte.  Stimulation mit 

CCL2 oder PMA verursachte eine signifikante Verringerung von PSGL-1/CD162 auf der 
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Oberfläche von neutrophilen Granulozyten. Auf residenten und inflammatorischen 

Monozyten wurde die Expression dieses Moleküls dagegen nicht reduziert. Ähnlich wie der 

Selektinligand PSGL-1/CD162 konnte auch der Selektinligand CD44 (vgl. Abb. 4.1C)  

stärker auf der Oberfläche von inflammatorischen Monozyten als auf der von neutrophilen 

Granulozyten oder residenten Monozyten detektiert werden. Die Aktivierung der Leukozyten 

mit CCL2 oder PMA reduzierte geringfügig, jedoch nicht signifikant die Expression von CD44 

auf diesen Leukozyten myeloiden Ursprungs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.1: Repräsentative konfokalmikroskopische Aufnahmen von L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162 
und CD44 auf der Oberfläche von aus dem Vollblut isolierten murinen Leukozyten vor und nach 
Stimulation mit CCL2 (A, B, C, linke Spalte). Die Graphen zeigen durchflusszytometrisch ermittelte 
Werte für die Expression dieser Moleküle unter unstimulierten bzw. CCL2- oder PMA-stimulierten 
Bedingungen (A, B, C, rechte Spalte; MW ± SEM bei n=7 pro Gruppe; # p < 0,05, vs. unstimuliert). 
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4.1.2 Expressionsanalyse von P-Selektin/CD62P, E-Selektin/ 

CD62E, PSGL-1/CD162 und CD44 in der Mikrovaskulatur 

 

Mit Hilfe von Konfokalmikroskopie und qRT-PCR wurden die Expressionsprofile von P-

Selektin/CD62P, E-Selektin/CD62E sowie den Selektinliganden PSGL-1/CD162 und CD44 

im entzündeten und nicht-entzündeten Gewebe ermittelt.  

Auf Proteinebene wurde die Konfokalmikroskopie für die qualitative und quantitative Analyse 

der Expression von P-Selektin/CD62P, E-Selektin/CD62E, PSGL-1/CD162 und CD44 in 

postkapillären Venolen des M. cremaster eingesetzt (vgl. Abb. 4.2, 4.3A). Durch 

Doppelfärbung des M. cremaster mit dem jeweils zu untersuchenden Oberflächenmolekül 

und PECAM-1/CD31 als Marker für Endothelzellen wurde die Lokalisation der Selektine bzw. 

deren Liganden relativ zu den Endothelzellverbindungen bestimmt. Unter unstimulierten 

Bedingungen war P-Selektin/CD62P nur leicht auf dem Endothel von postkapillären Venolen 

im M. cremaster exprimiert. Nach sechsstündiger Stimulation mit CCL2 hingegen wurde P-

Selektin/CD62P stärker und diffus verteilt über das Endothel präsentiert (vgl. Abb. 4.2). E-

Selektin/CD62E wurde auf der Endothelzelloberfläche von Mikrogefäßen des unstimulierten 

M. cremaster kaum exprimiert. Nach Stimulation mit CCL2 stieg die Präsentation von E-

Selektin/CD62E jedoch stark an, wobei dieses Protein ausschließlich mit den 

Endothelzellkontakten kolokalisierte (vgl. Abb. 4.2). Der Selektinligand PSGL-1/CD162 

konnte sowohl unter unstimulierten als auch unter CCL2-stimulierten Bedingungen nur 

geringfügig im Mikrogefäßsystem des M. cremaster nachgewiesen werden und war diffus 

über das Endothel der postkapillären Venolen verteilt (vgl. Abb. 4.2). Gleichermaßen wurde 

der Selektinligand CD44 nur minimal auf Endothelzellen von unstimulierten Mikrogefäßen 

des M. cremaster präsentiert. Nach Stimulation mit CCL2 wurde die Expression dieses 

Proteins kaum verstärkt und kolokalisierte nur wenig mit Endothelzellverbindungen der 

postkapillären Venolen (vgl. Abb. 4.2). 
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Abb. 4.2: Repräsentative konfokalmikroskopische Aufnahmen von PECAM-1/CD31 und P-
Selektin/CD62P, E-Selektin/CD62E,  PSGL-1/CD162 oder CD44 in Mikrogefäßen des M. cremaster 
vor und nach Stimulation mit CCL2.  
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Die Analyse der Fluoreszenzintensitäten von E-Selektin/CD62E und P-Selektin/CD62P 

sowie der Selektinliganden PSGL-1/CD162 und CD44 in Mikrogefäßen des M. cremaster 

zeigte, dass die Expression von E-Selektin/CD62E nach sechsstündiger Stimulation mit 

CCL2 stark anstieg, während die Expression von P-Selektin/CD62P weniger und die der 

Selektinliganden PSGL-1/CD162 und CD44 kaum zunahm (vgl. Abb. 4.3A). 

Auf mRNA-Ebene wurde die Expression von P-Selektin/CD62P und E-Selektin/CD62E sowie 

der Selektinliganden PSGL-1/CD162 und CD44 im M. cremaster mittels der qRT-PCR 

untersucht (vgl. Abb. 4.3B). Die relative Expression von E-Selektin/CD62E im 

Kremastergewebe verstärkte sich deutlich mit der Dauer der CCL2-Stimulation und erreichte 

ihr Maximum nach vierstündiger Stimulationszeit. Im Gegensatz dazu erhöhte sich die 

relative Expression von P-Selektin/CD62P, PSGL-1/CD162 und CD44 nur leicht. 

 

 

 

Abb. 4.3: Analyse der Fluoreszenzintensitäten von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P, PSGL-
1/CD162 und CD44 in postkapillären Venolen des Kremastermuskels vor und nach CCL2-Stimulation 
(A; MW ± SEM bei n=3 pro Gruppe; # p < 0,05, vs. unstimuliert). Quantifizierung des mRNA-Gehaltes 
von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P, PSGL-1/CD162 und CD44 im Kremastermuskel nach 
CCL2-Stimulation (B; MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe).  
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4.1.3 Einfluss von Selektinen sowie den Selektinliganden PSGL-

1/CD162 und CD44 für die CCL2-induzierte Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten 

 

Im Peritonitismodell wurde nach sechsstündiger intraperitonealer Stimulation mit dem CC-

motif-Chemokin CCL2 quantitativ untersucht, welche Leukozytensubpopulationen in die 

inflammatorische Peritonealhöhle einwanderten. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (vgl. 

Abb. 4.4) konnten die Leukozyten myeloiden Ursprungs in der Peritoneallavage anhand ihrer 

Expression von CD45 und CD11b identifiziert werden und anschließend zwischen 

neutrophilen Granulozyten (Gr-1+CD115-), inflammatorischen Monozyten (Gr-1+CD115+) und 

residenten Monozyten (Gr-1-CD115+) unterschieden werden. Während es nach Stimulation 

mit CCL2 zu einem starken Anstieg der Akkumulation von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten nach Stimulation mit CCL2 in der Peritonealhöhle kam, blieb 

die Anzahl residenter Monozyten konstant auf niedrigem Niveau (vgl. Abb. 4.5A, B, C). 

 

 

Abb. 4.4: Repräsentative Durchflusszytometrie-Diagramme, welche die Differenzierung von 
unterschiedlichen in die Peritonealhöhle eingewanderten Leukozytensubpopulationen myeloiden 
Ursprungs zeigen.  

 

Anschließend wurde der Einfluss von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P und L-

Selektin/CD62L auf die CCL2-induzierte Extravasation der unterschiedlichen Leukozyten-
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populationen myeloiden Ursprungs analysiert (vgl. Abb. 4.5A, B, C): Die Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten in die entzündete 

Peritonealhöhle wurde durch Blockade von P-Selektin/CD62P und, in geringerem Maß, 

durch Blockade von L-Selektin/CD62L inhibiert. Die Blockade von E-Selektin/CD62E führte 

im Vergleich zu Isotyp-Kontrollantikörper-behandelten Tieren zu einer signifikanten 

Reduktion der Extravasation von inflammatorischen Monozyten, hatte jedoch keinen Einfluss 

auf die Migration von neutrophilen Granulozyten. Keine der beschriebenen Interventionen 

veränderte die Anzahl der residenten Monozyten in der Peritonealhöhle. 

 

Abb. 4.5: Quantifizierung der in die Peritonealhöhle eingewanderten residenten Monozyten (A), 
inflammatorischen Monozyten (B) und neutrophilen Granulozyten (C) nach Blockade von E-
Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P und L-Selektin/CD62L und i. p. Stimulation mit CCL2 (MW ± SEM 
bei n=7 pro Gruppe; # p < 0,05, vs. unstimuliert; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

In darauffolgenden Experimenten wurde die Funktion der Selektinliganden PSGL-1/CD162 

und CD44 für die Extravasation von Leukozyten myeloiden Ursprungs in die CCL2-

stimulierte Peritonealhöhle analysiert (vgl. Abb. 4.6A, B, C): Beide gegen die untersuchten 

Selektinliganden gerichteten, blockierenden Antikörper verringerten im Vergleich zu Isotyp-

Antikörper-behandelten Tieren die Anzahl an rekrutierten neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten signifikant.  

 

A B C 



ERGEBNISSE 

69 
 

 

Abb. 4.6: Quantifizierung der in die Peritonealhöhle eingewanderten residenten Monozyten (A), 
inflammatorischen Monozyten (B) und neutrophilen Granulozyten (C) nach Blockade von PSGL-
1/CD162 und CD44 unter CCL2-stimulierten Bedingungen (MW ± SEM bei n=7 pro Gruppe; # p < 
0,05, vs. unstimuliert; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

Zusätzlich wurde in Mäusen, in welchen neutrophile Granulozyten bzw. Thrombozyten 

depletiert wurden, der Einfluss dieser Zellpopulationen auf die CCL2-induzierte Rekrutierung 

von Leukozyten myeloiden Ursprungs untersucht (vgl. Abb. 4.7A, B, C). Dabei konnte 

festgestellt werden, dass neutrophile Granulozyten unabhängig von Thrombozyten und dass 

inflammatorische Monozyten unabhängig von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten 

in die entzündete Peritonealhöhle migrieren. 

 

 

Abb. 4.7: Quantifizierung der in die Peritonealhöhle eingewanderten residenten Monozyten (A), 
inflammatorischen Monozyten (B) und neutrophilen Granulozyten (C) nach Depletion von neutrophilen 
Granulozyten oder Thrombozyten unter CCL2-stimulierten Bedingungen (MW ± SEM bei n=7 pro 
Gruppe; # p < 0,05, vs. unstimuliert; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

A B C 

A B C 



ERGEBNISSE 

70 
 

4.1.4 Dynamik der Rekrutierung einzelner Leukozyten-

subpopulationen myeloiden Ursprungs im Kremastermodell 

 

Die einzelnen Schritte der Extravasation von Leukozyten myeloiden Ursprungs wurden im 

Kremastermodell in CX3CR-1GFP/+-Mäusen untersucht, in welchen die Interaktionen von 

neutrophilen Granulozyten sowie residenten und inflammatorischen Monozyten mit 

Endothelzellen von postkapillären Venolen in vivo beobachtet werden konnten. Mithilfe eines 

monoklonalen, PE-markierten anti-CD11b Antikörpers wurden zunächst alle Leukozyten 

myeloiden Ursprungs markiert, welche einen Anteil von über 98 % an allen rollenden und 

fest adhärenten Leukozyten ausmachten (vgl. Abb. 4.8B).  

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.8: Repräsentative In-vivo-Mikroskopie-Aufnahmen einer postkapillären Venole im CCL2-
stimulierten Kremastermuskel von CX3CR-1GFP/+-Mäusen zur Veranschaulichung der Rekrutierung 
von unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen myeloiden Ursprungs (A; Transillumination: 
Visualisierung aller Leukozyten; CD11b+: Leukozyten myeloiden Ursprungs; CX3CR-1GFP/+: 
Monozyten). Quantifizierung des Anteils von rollenden und fest adhärenten CD11b+ Zellen an allen 
Leukozyten (B; MW ± SEM bei n=3 pro Gruppe). Messung der Fluoreszenzintensitäten von Zellen in 
CX3CR-1GFP/+-Mäusen zur Unterscheidung von residenten (GFPhigh) und inflammatorischen (GFPlow) 
Monozyten (C; MW ± SEM bei n=3 pro Gruppe). 
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Durch die Kombination von Transilluminationsmikroskopie, mit welcher alle Leukozyten 

visualisiert werden konnten, und Fluoreszenzmikroskopie, mit welcher die GFP-positiven 

Monozyten detektiert werden konnten, wurden die einzelnen Leukozytenpopulationen in 

CX3CR-1GFP/+-Mäusen unterschieden (vgl. Abb. 4.8A). Anhand ihres unterschiedlich starken 

Fluoreszenzsignals für GFP konnten zudem inflammatorische Monozyten, welche eine 

niedrige Fluoreszenzintensität aufweisen, und residente Monozyten, welche eine hohe 

Fluoreszenzintensität aufweisen, getrennt analysiert werden (vgl. Abb. 4.8C). 

Dementsprechend wurden neutrophile Granulozyten durch GFPneg Zellen repräsentiert, 

inflammatorische Monozyten durch GFPlow Zellen und residente Monozyten durch GFPhigh 

Zellen. 

Im nächsten Schritt wurden die einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierungskaskade 

intravaskuläres Rollen (vgl. Abb. 4.9A), feste Adhärenz (vgl. Abb. 4.9B) und Crawling (vgl. 

Abb. 4.9C) sowie Transmigration (vgl. Abb. 4.9D) im Zeitverlauf bis 360 Minuten nach 

intraskrotaler Injektion von CCL2 untersucht. Im unstimulierten Tier wurden einige wenige mit 

dem mikrovaskulären Endothel interagierende residente Monozyten identifiziert, während 

kaum rollende, fest adhärente, crawlende oder transmigrierte neutrophile Granulozyten und 

inflammatorische Monozyten beobachtet wurden. Bereits 60 Minuten nach Stimulation mit 

CCL2 konnte ein starker Anstieg in der Anzahl rollender, fest adhärenter, crawlender und 

transmigrierter neutrophiler Granulozyten festgestellt werden, was sich bei längeren 

Stimulationszeiten weiter verstärkte. Im Gegensatz dazu war die Reaktion der 

inflammatorischen Monozyten auf den Stimulus um ca. 2 Stunden verzögert und erreichte 

das Maximum etwa 360 Minuten nach intraskrotaler Injektion von CCL2. Die einzelnen 

Rekrutierungsparameter zeigten für die residenten Monozyten keine Unterschiede zwischen 

den unterschiedlich langen Stimulationszeiten. Um die einzelnen Schritte der Rekrutierung 

von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten aus postkapillären 

Venolen in entzündetes Gewebe zu untersuchen, wurde für die folgenden Experimente im 

Kremastermodell eine Stimulationszeit von 360 Minuten gewählt. 
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Abb. 4.9: Quantifizierung von intravaskulärem Rollen, fester Adhärenz und Crawling sowie der 
Transmigration von residenten/inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten in 
postkapillären Venolen nach unterschiedlich langen Stimulationszeiten mit CCL2 (MW ± SEM bei n=3 
pro Gruppe). 

 

4.1.5 Interaktionen von Leukozyten myeloiden Ursprungs mit 

Endothelzellen 

 

Anschließend wurde die Lokalisation der Interaktionen der einzelnen myeloiden 

Leukozytenpopulationen mit dem Gefäßendothel postkapillärer Venolen des Kremaster-
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muskels von CX3CR-1GFP/+-Mäusen analysiert (vgl. Abb. 4.10A). Über 90 % der residenten 

und inflammatorischen Monozyten rollten nach Stimulation mit CCL2 entlang der PECAM-

1/CD31-positiven Endothelzellverbindungen, welche mit Hilfe eines fluoreszierenden 

Antikörpers markiert wurden. Neutrophile Granulozyten dagegen rollten beliebig auf der 

luminalen Oberfläche des Gefäßendothels und nur zu ca. 35 % entlang der 

Endothelzellkontakte (vgl. Abb. 4.10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.10: Repräsentative In-vivo-Mikroskopie-Aufnahmen des Rollverhaltens von 
residenten/inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten nach CCL2-Stimulation (A; 
grün: GFP+ Monozyten; rot: PE-markierte Ly6G+ Leukozyten; blau: CD31/PECAM-1+ 
Endothelzellverbindungen; weiße Pfeile: Weg der rollenden Leukozyten). Quantifizierung der  
Lokalisation von intravaskulärem Rollen der residenten/inflammatorischen Monozyten und 
neutrophilen Granulozyten in postkapillären Venolen (B; MW ± SEM bei n=3 pro Gruppe; * p < 0,05, 
vs. GFPlow Zellen). 

 

Die Lokalisation der festen Adhärenz von neutrophilen Granulozyten bzw. residenten und 

inflammatorischen Monozyten dagegen unterschied sich nur wenig (vgl. Abb. 4.11A): Der 
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Großteil dieser Leukozyten adhärierte nach sechsstündiger Stimulation mit CCL2 an 

Endothelzellverbindungen, wobei Monozyten häufiger an trizellulären als an bizellulären 

Endothelzellkontakten detektiert werden konnten (vgl. Abb. 4.11B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.11: Repräsentative In-vivo-Mikroskopie-Aufnahmen der Adhäsionsorte von 
residenten/inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten am mikrovaskulären 
Gefäßendothel nach CCL2-Stimulation (A; grün: GFP+ Monozyten; rot: PE-markierte Ly6G+ 
Leukozyten; blau: CD31/PECAM-1+ Endothelzellverbindungen; weiß: Ort der festen Adhärenz). 
Quantifizierung der  Lokalisation der festen Adhärenz von residenten/inflammatorischen Monozyten 
und neutrophilen Granulozyten in postkapillären Venolen (B; MW ± SEM bei n=3 pro Gruppe; * p < 
0,05, vs. trizelluläre Endothelzellkontakte). 

 

Ein ähnliches Verhalten von Monozyten und neutrophilen Granulozyten konnte auch 

hinsichtlich ihres intraluminalen Crawlingweges am postkapillären Gefäßendothel unter 

CCL2-stimulierten Bedingungen festgestellt werden (vgl. Abb. 4.12A, B). 
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Abb. 4.12: Repräsentative In-vivo-Mikroskopie-Aufnahmen des Crawlingverhaltens von 
residenten/inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten nach CCL2-Stimulation (A; 
grün: GFP+ Monozyten; rot: PE-markierte Ly6G+ Leukozyten; blau: CD31/PECAM-1+ 
Endothelzellverbindungen; weiße Pfeile: Wege der crawlenden Leukozyten). Quantifizierung der  
Lokalisation des intraluminalen Crawlings von residenten/inflammatorischen Monozyten und 
neutrophilen Granulozyten in postkapillären Venolen (B; MW ± SEM bei n=3 pro Gruppe). 

 

4.1.6 Einfluss von Selektinen auf die einzelnen Schritte der 

Rekrutierung von Leukozyten myeloiden Ursprungs 

 

In den folgenden In-vivo-Experimenten wurde am Kremastermodell in CX3CR-1GFP/+-Mäusen 

untersucht, wie Selektine die Interaktionen von Leukozyten myeloiden Ursprungs mit dem 

Gefäßendothel postkapillärer Venolen beeinflussen. Sechs Stunden nach intraskrotaler 
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Applikation von CCL2 wurden Baseline-Aufnahmen von postkapillären Venolen durchgeführt 

und anschließend Antikörper gegen die zu untersuchenden Moleküle intraarteriell appliziert. 

Um direkte Effekte der Moleküle zu analysieren, wurden die Aufnahmen derselben Gefäße 

nach 5 Minuten wiederholt. Das Verhalten der crawlenden Leukozyten wurde mit einer 

darauffolgenden Zeitraffer-Aufnahme über 30 Minuten hinweg (siehe Kapitel 4.1.8 und 4.1.9) 

beobachtet und schließlich wurden dieselben postkapillären Venolen 45 Minuten nach 

Applikation der blockierenden Antikörper ein drittes Mal aufgenommen (vgl. Abb. 4.13). 

 

 

 

Abb. 4.13: Darstellung des zeitlichen Ablaufs der In-vivo-Experimente am M. cremaster von CX3CR-
1GFP/+-Mäusen.  

 

Zunächst wurde der Einfluss von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P und L-

Selektin/CD62L auf das Rollverhalten und die feste Adhärenz von neutrophilen Granulozyten 

sowie von inflammatorischen Monozyten untersucht. Während nach Blockade von L-

Selektin/CD62L das Rollen von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten signifikant reduziert war, verhinderte die Blockade von P-Selektin/CD62P das 

Rollen beider myeloider Leukozytenpopulation vollständig. Im Gegensatz dazu verursachte 

die Applikation eines anti-CD62E Antiköpers keine signifikante Änderung der Anzahl 

rollender Leukozyten (vgl. Abb. 4.14A, B). 
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Abb. 4.14: Quantifizierung des Rollens von inflammatorischen Monozyten (A) und neutrophilen 
Granulozyten (B) nach Blockade von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P oder L-Selektin/CD62L in 
postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=5 pro Gruppe; * p < 
0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

Der Vergleich der Rollgeschwindigkeiten von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten unter CCL2-stimulierten Bedingungen zeigte, dass sich 

inflammatorische Monozyten etwas langsamer bewegten und nach Blockade von E-

Selektin/CD62E signifikant schneller rollten (vgl. Abb. 4.15A). Dagegen beeinflusste E-

Selektin/CD62E die Rollgeschwindigkeit von neutrophilen Granulozyten nicht (vgl. Abb. 

4.15B). Außerdem hatte die Inhibition von L-Selektin/CD62L keinen Effekt auf die 

Geschwindigkeit dieser rollenden Leukozyten myeloiden Ursprungs. 
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Abb. 4.15: Analyse der Rollgeschwindigkeiten von inflammatorischen Monozyten (A) und 
neutrophilen Granulozyten (B) nach Blockade von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P oder L-
Selektin/CD62L in postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=5 
pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

Die feste Adhärenz von inflammatorischen Monozyten wurde durch keines der drei Selektine 

beeinflusst (vgl. Abb. 4.16A). Die Anzahl fest adhärenter neutrophiler Granulozyten wurde 

weder durch Blockade von E-Selektin/CD62E noch durch Inhibition von L-Selektin/CD62L 

verändert, jedoch verringerte sich die feste Adhärenz dieser Leukozytensubpopulation 45 

Minuten nach Blockade von P-Selektin/CD62P signifikant (vgl. Abb. 4.16B). 

 

Abb. 4.16: Quantifizierung der festen Adhärenz von inflammatorischen Monozyten (A) und 
neutrophilen Granulozyten (B) nach Blockade von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P oder L-
Selektin/CD62L in postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=5 
pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 
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4.1.7 Einfluss der Selektinliganden PSGL-1/CD162 und CD44 auf 

die einzelnen Schritte der Rekrutierung von Leukozyten 

myeloiden Ursprungs 

 

Analog zu den Experimenten mit Selektinblockade (siehe Kapitel 4.1.6) wurde der Einfluss 

der Selektinliganden PSGL-1/CD162 und CD44 auf die intravaskulären Schritte der 

Leukozytenrekrutierung nach Stimulation mit CCL2 untersucht. Die Anzahl rollender 

inflammatorischer Monozyten sowie neutrophiler Granulozyten war nach Blockade von 

PSGL-1/CD162 oder CD44, verglichen mit der Applikation eines Isotyp-Kontrollantikörpers, 

signifikant reduziert (vgl. Abb. 4.17A, B). 

 

Abb. 4.17: Quantifizierung des Rollens von inflammatorischen Monozyten (A) und neutrophilen 
Granulozyten (B) nach Blockade von CD44 oder PSGL-1/CD162 in postkapillären CCL2-stimulierten 
Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

Die Rollgeschwindigkeiten von inflammatorischen Monozyten waren signifikant erhöht, 

nachdem Interaktionen mit den Selektinliganden PSGL-1/CD162 oder CD44 inhibiert wurden 

(vgl. Abb. 4.18A). Im Gegensatz dazu wurde die Geschwindigkeit der rollenden neutrophilen 

Granulozyten durch Blockade von Selektinliganden nicht verändert (vgl. Abb. 4.18B). 
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Abb. 4.18: Analyse der Rollgeschwindigkeiten von inflammatorischen Monozyten (A) und 
neutrophilen Granulozyten (B) nach Blockade von CD44 oder PSGL-1/CD162 in postkapillären CCL2-
stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-
Antikörper). 

 

Die Anzahl fest adhärenter inflammatorischer Monozyten und neutrophiler Granulozyten 

wurde unter CCL2-stimulierten Bedingungen durch Blockade der Selektininteraktionspartner 

PSGL-1/CD162 oder CD44 nicht beeinflusst (vgl. Abb. 4.19A, B). 

 

Abb. 4.19: Quantifizierung der festen Adhärenz von inflammatorischen Monozyten (A) und 
neutrophilen Granulozyten (B) nach Blockade von CD44 oder PSGL-1/CD162 in postkapillären CCL2-
stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-
Antikörper). 
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4.1.8 Einfluss von Selektinen auf das intravaskuläre Crawling-

verhalten von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten 

 

Am Kremastermuskel von CX3CR-1GFP/+-Mäusen wurde das intraluminale Crawlingverhalten 

von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten nach Stimulation mit 

CCL2 weiter charakterisiert (vgl. Abb. 4.20). Dabei wurde der Einfluss von E-

Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P und L-Selektin/CD62L auf den Anteil crawlender Zellen 

an fest adhärenten Zellen, auf die Direktionalität des Crawlings und auf die 

Crawlinggeschwindigkeit untersucht: 

Während sich der Anteil in postkapillären Venolen crawlender inflammatorischer Monozyten 

nach Blockade von L-Selektin/CD62L signifikant reduzierte, hatte die Blockade von E-

Selektin/CD62E oder P-Selektin/CD62P keinen Einfluss auf den Anteil crawlender 

inflammatorischer Monozyten. Im Vergleich dazu, führte ein deutlich kleinerer Anteil am 

Gefäßendothel fest adhärenter neutrophiler Granulozyten intraluminale Crawling-

bewegungen aus, welcher durch Blockade von Selektinen nicht weiter beeinflusst wurde 

(vgl. Abb. 4.20B). 

P-Selektin/CD62P dagegen regulierte die Direktionalität von crawlenden inflammatorischen 

Monozyten und neutrophilen Granulozyten, welche grundsätzlich stärker gerichtete 

Bewegungen ausführten als Monozyten. E-Selektin/CD62E und L-Selektin/CD62L hatten 

keine Funktion für die Kontrolle der Direktionalität des Crawlings dieser 

Leukozytensubpopulationen (vgl. Abb. 4.20C). 

In der Geschwindigkeit der Crawlingbewegungen unterschieden sich inflammatorische 

Monozyten und neutrophile Granulozyten kaum. Zudem ließen sich durch die Blockade von 

E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P oder L-Selektin/CD62L keine Effekte auf die 

Crawlinggeschwindigkeit beobachten (vgl. Abb. 4.20D). 
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Abb. 4.20: Repräsentative Diagramme zur Visualisierung der Crawlingwege von inflammatorischen 
Monozyten und neutrophilen Granulozyten (A). Quantifizierung des Anteils crawlender Leukozyten an 
adhärenten Leukozyten (B), der Crawlingdirektionalität (C) und der Crawlinggeschwindigkeit (D) nach 
Blockade von E-Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P oder L-Selektin/CD62L in postkapillären CCL2-
stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-
Antikörper). 
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4.1.9 Einfluss von Selektinliganden auf das intravaskuläre 

Crawlingverhalten von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten 

 

Mit Hilfe von In-vivo-Mikroskopie wurde die Bedeutung von PSGL-1/CD162 und CD44 für 

das intraluminale Crawling von Leukozyten myeloiden Ursprungs in postkapillären CCL2-

stimulierten Venolen des M. cremaster analog zu Kapitel 4.1.8 studiert (vgl. Abb. 4.21).  

Während die Inhibition von PSGL-1/CD162 den Anteil crawlender inflammatorischer 

Monozyten bzw. neutrophiler Granulozyten an fest adhärenten Zellen kaum veränderte, 

führte die Blockade von CD44 zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl crawlender 

Leukozyten myeloiden Ursprungs (vgl. Abb. 4.21B).  

Hinsichtlich der Direktionalität des Crawlings von inflammatorischen Monozyten und 

neutrophilen Granulozyten in entzündeten Venolen ließen sich keine Unterschiede zwischen 

den Versuchsgruppen feststellen (vgl. Abb. 4.21C). 

Die Crawlinggeschwindigkeit von inflammatorischen Monozyten hingegen war nach 

Blockade von PSGL-1/CD162 oder CD44 signifikant verringert. Ein ähnlicher Effekt zeigte 

sich für die Crawlinggeschwindigkeit von neutrophilen Granulozyten nach Inhibition von 

PSGL-1/CD162 (vgl. Abb. 4.21D). 
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Abb. 4.21: Repräsentative Diagramme zur Visualisierung der Crawlingwege von inflammatorischen 
Monozyten und neutrophilen Granulozyten (A). Quantifizierung des Anteils crawlender Leukozyten an 
adhärenten Leukozyten (B), der Crawlingdirektionalität (C) und der Crawlinggeschwindigkeit (D) nach 
Blockade von CD44 oder PSGL-1/CD162 in postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. 
cremaster (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 
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4.1.10 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Untersuchungen 

zur Bedeutung von Selektinen 

 

Zusammenfassend werden die Ergebnisse aus den Experimenten zur Analyse des 

Einflusses von Selektinen und Selektinliganden auf die Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten sowie inflammatorischen Monozyten tabellarisch dargestellt (vgl. Abb. 4.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.22: Tabellarische Zusammenfassung der Experimente zur Analyse des Einflusses von E-
Selektin/CD62E, P-Selektin/CD62P, L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162 und CD44 auf die einzelnen 
Schritte der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten (- kein/e 
Effekt/Expression; + geringe/r bis moderate/r Effekt/Expression; ++ moderate/r bis starke/r 
Effekt/Expression).  
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4.1.11 Systemische Leukozytenzahlen und mikrohämodynamische 

Parameter 

 

Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchsgruppen zu gewährleisten, wurden folgende 

mikrohämodynamische Parameter sowie die systemische Leukozytenzahl bestimmt. Dabei 

konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen 

hinsichtlich des inneren Gefäßdurchmessers, der mittleren Blutfließgeschwindigkeit, der 

Scherrate sowie der systemischen Leukozytenzahlen festgestellt werden. 

Stimulus Behandlung Innerer 
Gefäß-

durchmesser 

Mittlere Fließ-
geschwindigkeit 

Scherrate Systemische 
Leukozytenzahlen 

  [μm] [mm / s] [1 / s] [*103 / µl] 

      
CCL2 Isotyp-AK 32,6 ± 1,0 1,1 ± 0,1 1138,8 ± 146,6 2,7 ± 0,6 

  
 

   CCL2 anti-CD62E 33,9 ± 1,2 1,2 ± 0,1 1357,9 ± 138,8 1,4 ± 0,1 

      CCL2 anti-CD62P 33,9 ± 0,7 1,1 ± 0,1 1308,9 ± 155,9 2,3 ± 0,2 

     
 

CCL2 anti-CD62L 33,1 ± 0,6 1,3 ± 0,2 1364,2 ± 147,7 1,4 ± 0,5 

      CCL2 anti-CD162 33,3 ± 1,5 0,9 ± 0,1 1108,8 ± 49,7 2,3 ± 1,3 

      CCL2 anti-CD44 34,0 ± 0,7 1,1 ± 0,2 1172,5 ± 289,2 2,3 ± 0,9 

      
 

 

 



ERGEBNISSE 

87 
 

4.2 Untersuchungen zur Bedeutung von Integrinen für die 

Extravasation von Leukozyten myeloiden Ursprungs 

  

4.2.1 Expressionsanalyse von LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und 

VLA-4/CD49d auf der Oberfläche von Leukozyten myeloiden 

Ursprungs 

 

Analog zu den Untersuchungen zur Expression von Selektinen wurden zunächst die 

Expressionsprofile der Integrine LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d auf der 

Oberfläche von Leukozyten myeloiden Ursprungs mit Hilfe von konfokalmikroskopischen und 

durchflusszytometrischen Methoden analysiert. Dabei wurde gezeigt, dass das β2-Integrin 

LFA-1/CD11a stärker auf der Oberfläche von unstimulierten inflammatorischen Monozyten 

als auf unstimulierten residenten Monozyten oder neutrophilen Granulozyten exprimiert wird 

(vgl. Abb. 4.23A). Nach Aktivierung mit CCL2 oder PMA war die Oberflächenexpression 

dieses Moleküls auf inflammatorischen Monozyten signifikant reduziert. Ebenso war die 

Expression von LFA-1/CD11a auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten nach 

Stimulation mit PMA signifikant verringert. Das β2-Integrin Mac-1/CD11b war von 

unstimulierten Leukozyten myeloiden Ursprungs nur schwach präsentiert (vgl. Abb. 4.23B). 

Nach Aktivierung der Zellen mit PMA wurde die Expression dieses Moleküls auf neutrophilen 

Granulozyten, residenten und inflammatorischen Monozyten jedoch signifikant erhöht. Im 

Vergleich der drei untersuchten Integrine zeigte das β1-Integrin VLA-4/CD49d die höchste 

Expression auf der Oberfläche von inflammatorischen Monozyten, welche nach Stimulation 

mit PMA signifikant erhöht wurde (vgl. Abb. 4.23C). Dieses Integrin wurde von residenten 

Monozyten weitaus geringer präsentiert und konnte auf der Oberfläche der neutrophilen 

Granulozyten kaum detektiert werden. 
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Abb. 4.23: Repräsentative konfokalmikroskopische Aufnahmen von LFA-1/CD11a (A), Mac-1/CD11b 
(B) und VLA-4/CD49d (C) auf der Oberfläche von aus dem Vollblut isolierten murinen Leukozyten vor 
und nach Stimulation mit CCL2 (linke Spalte). Die Graphen zeigen durchflusszytometrisch ermittelte 
Werte für die Expression dieser Moleküle unter unstimulierten bzw. CCL2- oder PMA-stimulierten 
Bedingungen (A, B, C, rechte Spalte; MW ± SEM bei n=7 pro Gruppe; # p < 0,05, vs. unstimuliert).
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4.2.2 Expressionsanalyse von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, 

VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A in der 

Mikrovaskulatur 

 

Die Expressionsprofile der Immunglobuline ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 

PECAM-1/CD31 und JAM-A wurden in der entzündeten und nicht-entzündeten Mikro-

vaskulatur des M. cremaster analysiert. Zunächst wurde die Expression der Proteine in der 

Mikrovaskulatur auf mRNA-Ebene untersucht (vgl. Abb. 4.24A): Während sich der mRNA-

Gehalt von ICAM-2/CD102, PECAM-1/CD31 und JAM-A im gesamten Kremastermuskel 

nach Stimulation mit CCL2 nicht veränderte, stieg der mRNA-Gehalt von VCAM-1/CD106 

oder ICAM-1/CD54 mit der Dauer der CCL2-Stimulation an. Dabei wurde die maximale 

Expression von ICAM-1/CD54 bereits nach 4 Stunden, die maximale Expression von VCAM-

1/CD106 dagegen erst nach 6 Stunden erreicht. 

 

 

Abb. 4.24: Quantifizierung des mRNA-Gehaltes von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 
PECAM-1/CD31 und JAM-A im Kremastermuskel nach CCL2-Stimulation (A; MW ± SEM bei n=4 pro 
Gruppe). Analyse der Fluoreszenzintensitäten von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 
PECAM-1/CD31 und JAM-A in postkapillären Venolen des Kremastermuskels vor und nach CCL2-
Stimulation (B; MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; # p < 0,05, vs. unstimuliert).  
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Mit Hilfe der Konfokalmikroskopie wurden diese Erkenntnisse anschließend auf 

Proteinebene untersucht und durch Messung der Fluoreszenzintensitäten quantifiziert (vgl. 

Abb. 4.24B, 25). Unter unstimulierten Bedingungen waren die Mitglieder der Immunglobulin-

Superfamilie ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, PECAM-1/CD31 und JAM-A  auf 

Endothelzellen der postkapillären Venolen des M. cremaster vorhanden, während VCAM-

1/CD106 kaum detektiert werden konnte. Nach sechsstündiger Stimulation mit CCL2 wurden 

die Mitglieder Immunglobulin-Superfamilie ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 stärker in 

postkapillären Venolen der Mikrovaskulatur exprimiert. Die Stimulation mit CCL2 hatte 

dagegen keinen Einfluss auf die Expression von ICAM-2/CD102, PECAM-1/CD31 und JAM-

A auf dem Endothel der postkapillären Venolen des M. cremaster. Bezüglich der Lokalisation 

von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106 und JAM-A zu Endothelzell-

verbindungen, welche durch Anfärbung von PECAM-1/CD31 visualisiert wurden, konnten 

keine Unterschiede festgestellt werden. Alle untersuchten Moleküle waren diffus über das 

Endothel der postkapillären Venolen verteilt. 
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Abb. 4.25: Repräsentative konfokalmikroskopische Aufnahmen von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, 
VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A in Mikrogefäßen des M. cremaster vor und nach 
Stimulation mit CCL2 (A, B, C, D).  
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4.2.3 Einfluss von β1- und β2-Integrinen und Mitgliedern der 

Immunglobulin-Superfamilie auf die CCL2-induzierte 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten 

 

Im Peritonitismodell wurden die Effekte der Integrine LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-

4/CD49d (vgl. Abb. 4.26A, B, C) sowie von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 

PECAM-1/CD31 und JAM-A (vgl. Abb. 4.27A, B, C) auf die CCL2-induzierte Rekrutierung 

von inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten untersucht. Während alle 

drei untersuchten Integrine die Extravasation von neutrophilen Granulozyten in die 

entzündete Peritonealhöhle beeinflussten, führten nur die Blockade von Mac-1/CD11b oder, 

in stärkerem Maß, von VLA-4/CD49d zu einer signifikanten Reduktion der ausgewanderten 

inflammatorischen Monozyten.  

 

Abb. 4.26: Quantifizierung der in die Peritonealhöhle eingewanderten residenten Monozyten (A), 
inflammatorischen Monozyten (B) und neutrophilen Granulozyten (C) nach Blockade von LFA-
1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d nach Stimulation mit CCL2 (MW ± SEM bei n=7 pro 
Gruppe; # p < 0,05, vs. PBS; * p < 0,05, vs. unstimuliert). 

 

Deutlich weniger Einfluss auf die CCL2-induzierte Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten hatten ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und 

JAM-A. Im Gegensatz dazu verringerte sich die Anzahl an inflammatorischen Monozyten, 

welche in die stimulierte Peritonealhöhle einwanderten, nach Blockade von ICAM-1/CD54 

oder VCAM-1/CD106 signifikant. 
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Abb. 4.27: Quantifizierung der in die Peritonealhöhle eingewanderten residenten Monozyten (A), 
inflammatorischen Monozyten (B) und neutrophilen Granulozyten (C) nach Blockade von ICAM-
1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A unter CCL2-stimulierten 
Bedingungen (MW ± SEM bei n=7 pro Gruppe; # p < 0,05, vs. PBS; * p < 0,05, vs. unstimuliert). 

 

4.2.4 Einfluss von LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d 

auf die einzelnen Schritte der Rekrutierung von Leukozyten 

myeloiden Ursprungs 

 

Wie in Kapitel 4.1.4 beschrieben, wurde die In-vivo-Mikroskopie in CX3CR-1GFP/+ -Mäusen 

verwendet, um die einzelnen Schritte der Extravasation von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten in das entzündete Gewebe des M. cremaster zu analysieren. 

Dabei wurden die Experimente nach dem Protokoll aus Kapitel 4.1.6 (vgl. Abb. 4.13) 

durchgeführt, welches sich für die Untersuchung der direkten Effekte der untersuchten 

Moleküle unter CCL2-stimulierten Bedingungen eignete. 

Zunächst wurde der Einfluss der Integrine LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d 

auf das Rollen, die Rollgeschwindigkeit, die feste Adhärenz sowie die Transmigration von 

inflammatorischen Monozyten untersucht (vgl. Abb. 4.28A, B, C, D): Die Blockade des β1-

Integrins VLA-4/CD49d führte zu einer Reduktion des Rollens von inflammatorischen 

Monozyten, beschleunigte deren Rollgeschwindigkeit und verringerte die Anzahl an fest 

adhärenten inflammatorischen Monozyten signifikant. Das β2-Integrin Mac-1/CD11b 
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regulierte nur das Rollen dieser Leukozytensubpopulation, während das β2-Integrin LFA-

1/CD11a die einzelnen Schritte der Extravasation von inflammatorischen Monozyten nicht 

beeinflusste. Durch Blockade der untersuchten β1- und β2-Integrine wurde die 

Transmigration von inflammatorischen Monozyten nicht verändert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.28: Analyse des Rollens (A), der Rollgeschwindigkeit (B), der festen Adhärenz (C) und der 
Transmigration (D) von inflammatorischen Monozyten nach Blockade von LFA-1/CD11a, Mac-
1/CD11b und VLA-4/CD49d in postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. cremaster (MW 
± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

Im Anschluss wurden die einzelnen Schritte der Extravasation von neutrophilen 

Granulozyten analysiert (vgl. Abb. 4.29A, B, C, D): Die Integrine LFA-1/CD11a, Mac-
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1/CD11b und VLA-4/CD49d hatten weder Einfluss auf das Rollen noch auf die 

Rollgeschwindigkeit von neutrophilen Granulozyten. Jedoch wurde die feste Adhärenz von 

neutrophilen Granulozyten durch Blockade der β2-Integrine LFA-1/CD11a oder Mac-

1/CD11b signifikant reduziert. Keines der untersuchten Integrine beeinflusste die 

Transmigration von neutrophilen Granulozyten direkt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.29: Analyse des Rollens (A), der Rollgeschwindigkeit (B), der festen Adhärenz (C) und der 
Transmigration (D) von neutrophilen Granulozyten nach Blockade von LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b 
und VLA-4/CD49d in postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=4 
pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 
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4.2.5 Einfluss von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 

PECAM-1/CD31 und JAM-A auf die einzelnen Schritte der 

Rekrutierung von Leukozyten myeloiden Ursprungs 

 

Analog zu Kapitel 4.2.4 wurden ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-

1/CD31 und JAM-A bezüglich ihrer Funktion für die einzelnen Schritte der Rekrutierung von 

inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten untersucht. 

Im ersten Schritt wurde der Einfluss der Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie auf das 

Rollen, die Rollgeschwindigkeit, die feste Adhärenz sowie die Transmigration von 

inflammatorischen Monozyten analysiert (vgl. Abb. 4.30A, B, C, D): Während ICAM-1/CD54 

das Rollen von inflammatorischen Monozyten regulierte, kontrollierte VCAM-1/CD106 die 

Rollgeschwindigkeit dieser Leukozytensubpopulation. Außerdem wurde die feste Adhärenz 

der inflammatorischen Monozyten direkt nach Blockade von VCAM-1/CD106 signifikant 

verringert; die Blockade von ICAM-1/CD54 dagegen führte erst nach 45 Minuten zu einer 

Reduktion der festen Adhärenz. Keines der untersuchten Moleküle beeinflusste die 

Transmigration von inflammatorischen Monozyten direkt. 
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Abb. 4.30: Analyse des Rollens (A), der Rollgeschwindigkeit (B), der festen Adhärenz (C) und der 
Transmigration (D) von inflammatorischen Monozyten nach Blockade von ICAM-1/CD54, ICAM-
2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A in postkapillären CCL2-stimulierten Venolen 
des M. cremaster (MW ± SEM bei n=5 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 

 

Im nächsten Schritt wurde der Einfluss der Immunglobuline auf die einzelnen Schritte der 

Extravasation von neutrophilen Granulozyten untersucht (vgl. Abb. 4.31A, B, C, D): Die 

Blockade von ICAM-1/CD54 verringerte das Rollen der neutrophilen Granulozyten unter 

CCL2-stimulierten Bedingungen. Die Rollgeschwindigkeit der neutrophilen Granulozyten 

allerdings wurde durch Blockade der Immunglobuline nicht verändert. Im Gegensatz dazu 

waren ICAM-1/CD54 und PECAM-1/CD31 für die direkte Regulation der festen Adhärenz 
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dieser Immunzellen verantwortlich. Des Weiteren wurde die Transmigration der neutrophilen 

Granulozyten direkt nach Blockade von ICAM-1/CD54 signifikant reduziert 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.31: Analyse des Rollens (A), der Rollgeschwindigkeit (B), der festen Adhärenz (C) und der 
Transmigration (D) von neutrophilen Granulozyten nach Blockade von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, 
VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A in postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. 
cremaster (MW ± SEM bei n=5 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 
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4.2.6 Einfluss von LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d 

auf das intravaskuläre Crawlingverhalten von inflamma-

torischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten  

 

Das intraluminale Crawlingverhalten von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten wurde in postkapillären Venolen des M. cremaster nach Stimulation mit CCL2 

charakterisiert. Mit Hilfe von In-vivo-Mikroskopie wurde der Einfluss von LFA-1/CD11a, Mac-

1/CD11b und VLA-4/CD49d auf den Anteil crawlender Zellen an fest adhärenten Zellen, auf 

die Direktionalität des Crawlings und auf die Crawlinggeschwindigkeit untersucht (vgl. Abb. 

4.32).  

Der Anteil der intraluminal crawlenden inflammatorischen Monozyten verringerte sich nach 

Blockade von VLA-4/CD49d signikant. Während die untersuchten Integrine keinen Einfluss 

auf die Direktionalität der Crawlingbewegung der inflammatorischen Monozyten hatten, 

wurde deren Crawlinggeschwindigkeit durch das β1-Integrin LFA-1/CD11a reguliert (vgl. 

Abb. 4.32B, C, D). 

Im Gegensatz dazu, wurde der Anteil crawlender neutrophiler Granulozyten durch Mac-

1/CD11b kontrolliert. Die Direktionalität der Crawlingbewegung der neutrophilen 

Granulozyten war unabhängig von den untersuchten β1- und β2-Integrinen. Die 

Geschwindigkeit der Crawlingbewegungen der neutrophilen Granulozyten wurde, wie die der 

inflammatorischen Monozyten, nach Blockade von LFA-1/CD11a signifikant reduziert (vgl. 

Abb. 4.32B, C, D). 
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Abb. 4.32: Repräsentative Diagramme zur Visualisierung der Crawlingwege von inflammatorischen 
Monozyten und neutrophilen Granulozyten (A). Quantifizierung des Anteils crawlender Leukozyten an 
adhärenten Leukozyten (B), der Crawlingdirektionalität (C) und der Crawlinggeschwindigkeit (D) nach 
Blockade von LFA-1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d in postkapillären CCL2-stimulierten 
Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 
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4.2.7 Einfluss von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, 

PECAM-1/CD31 und JAM-A auf das intravaskuläre Crawling-

verhalten von inflammatorischen Monozyten und 

neutrophilen Granulozyten  

 

Analog zu Kapitel 4.2.6 wurde das Crawling von inflammatorischen Monozyten und 

neutrophilen Granulozyten unter stimulierten Bedingungen beobachtet und der Einfluss der 

Immunglobuline ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-

A analysiert (vgl. Abb. 4.33A). 

Durch Blockade von VCAM-1/CD106 wurde der Anteil an crawlenden inflammatorischen 

Monozyten signifikant reduziert, während die untersuchten Immunglobuline deren 

Crawlingdirektionalität nicht beeinflussten. Die Geschwindigkeit der Crawlingbewegungen 

von inflammatorischen Monozyten dagegen wurde durch ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 

kontrolliert (vgl. Abb. 4.33B, C, D). 

Die untersuchten Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie dagegen hatten weder Einfluss 

auf den Anteil der intraluminal crawlenden neutrophilen Granulozyten noch auf die 

Direktionalität der Crawlingbewegungen dieser Immunzellen. Lediglich die Blockade von 

ICAM-1/CD54 führte zu einer signifikanten Reduktion der Crawlingbewegungen der 

neutrophilen Granulozyten in CCL2-stimulierten Gefäßen (vgl. Abb. 4.33B, C, D). 
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Abb. 4.33: Repräsentative Diagramme zur Visualisierung der Crawlingwege von inflammatorischen 
Monozyten und neutrophilen Granulozyten (A). Quantifizierung des Anteils crawlender Leukozyten an 
adhärenten Leukozyten (B), der Crawlingdirektionalität (C) und der Crawlinggeschwindigkeit (D) nach 
Blockade von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A in 
postkapillären CCL2-stimulierten Venolen des M. cremaster (MW ± SEM bei n=4 pro Gruppe; * p < 
0,05, vs. Isotyp-Antikörper). 
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4.2.8 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Untersuchungen 

zur Bedeutung von Integrinen 

 

Zusammenfassend werden die Ergebnisse aus den Experimenten zur Analyse des 

Einflusses von Integrinen und Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie auf die 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten sowie inflammatorischen Monozyten 

tabellarisch dargestellt (vgl. Abb. 4.34). 

Abb. 4.34: Tabellarische Zusammenfassung der Experimente zur Analyse des Einflusses von LFA-
1/CD11a, Mac-1/CD11b und VLA-4/CD49d sowie von ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-
1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A auf die einzelnen Schritte der Rekrutierung von neutrophilen 
Granulozyten und inflammatorischen Monozyten (- kein/e Effekt/Expression; + geringe/r bis 
moderate/r Effekt/Expression; ++ moderate/r bis starke/r Effekt/Expression). 
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4.2.9 Systemische Leukozytenzahlen und mikrohämodynamische 

Parameter 

 

Um die Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchsgruppen zu gewährleisten, wurden folgende 

mikrohämodynamische Parameter sowie die systemische Leukozytenzahl bestimmt. Dabei 

konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen 

hinsichtlich des inneren Gefäßdurchmessers, der mittleren Blutfließgeschwindigkeit, der 

Scherrate sowie der systemischen Leukozytenzahlen festgestellt werden. 

Stimulus Behandlung Innerer 
Gefäß-

durchmesser 

Mittlere Fließ-
geschwindigkeit 

Scherrate Systemische 
Leukozytenzahlen 

  [μm] [mm / s] [1 / s] [*103 / µl] 

      
CCL2 Isotyp-AK 36,6 ± 1,6 1,1 ± 0,1 1138,8 ± 146,6 2,3 ± 0,8 

      
CCL2 anti-CD11a 33,1 ± 1,4 1,0 ± 0,1 1173,9 ± 65,9 4,3 ± 1,1 

      
CCL2 anti-CD11b 33,7 ± 1,5 1,0 ± 0,0 1214,5 ± 78,8 5,3 ± 1,3 

      
CCL2 anti-CD49d 31,4 ± 0,6 0,8 ± 0,1 1000,4 ± 114,2 1,4 ± 0,1 

      
CCL2 anti-CD54 31,8 ± 1,2 1,0 ± 0,1 1217,1 ± 34,8 3,6 ± 0,4 

      
CCL2 anti-CD102 30,8 ± 0,5 0,8 ± 0,0 997,5 ± 39,8 4,9 ± 1,2 

      
CCL2 anit-CD106 32,9 ± 0,9 0,8 ± 0,0 959,6 ± 68,5 5,1 ± 0,5 

      
CCL2 anti-CD31 31,4 ± 0,9 0,8 ± 0,1 1034,8 ± 102,1 4,3 ± 1,3 

      
CCL2 anti-JAM-A 31,0 ± 0,4 0,9 ± 0,1 1082,7 ± 93,9 2,9 ± 0,4 
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5. Diskussion 

 

5.1 Wissenschaftlicher Hintergrund 

  

Im Rahmen inflammatorischer Ereignisse wandern Leukozyten aus Gefäßen der 

Mikrozirkulation in das perivaskuläre Gewebe aus, um an den Ort der Entzündung oder 

Infektion zu gelangen. Dabei folgen Leukozyten der klassischen Rekrutierungskaskade 99, 100, 

101, welche in den letzten Jahrzehnten im Detail aufgeschlüsselt wurde. Weitestgehend 

unbekannt dagegen sind die initialen Mechanismen, welche der Extravasation von einzelnen 

Leukozytensubpopulationen zu Grunde liegen. 

Im akuten Entzündungsgeschehen werden zunächst Leukozyten des angeborenen 

Immunsystems, darunter neutrophile Granulozyten und inflammatorische Monozyten, zum 

Ort der Gewebeschädigung oder Infektion rekrutiert 1, 2. Diese Leukozytensubpopulationen, 

welche morphologisch unterschieden werden können, besitzen vielfältige Funktionen. Die 

Hauptaufgabe von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten besteht in 

der Phagozytose von Pathogenen und apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen. Unter 

bestimmten Bedingungen, wie z. B. beim Ischämie-Reperfusionsschaden, tragen neutrophile 

Granulozyten durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffradikalen, Proteasen und 

proinflammatorischen Zytokinen jedoch auch maßgeblich zur Gewebeschädigung bei, 

während Monozyten bzw. Makrophagen in diesem Zusammenhang der Resolution von 

Entzündungen zu dienen scheinen 15, 16, 17, 18, 19, 29, 30, 31, 156. Da inflammatorische Monozyten 

im zeitlichen Verlauf der akuten Entzündungsreaktion verzögert zu neutrophilen 

Granulozyten in das perivaskuläre Gewebe auswandern, sind diese 

Leukozytensubpopulationen in unterschiedliche Phasen der akuten Entzündungsreaktion 

involviert 157, 158 (vgl. Abb. 5.1). Während prolongierte oder chronische 

Entzündungszustände (wie Atherosklerose), von der Einwanderung von Monozyten 
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dominiert werden 159, 160, sind neutrophile Granulozyten insbesondere an der akuten 

inflammatorischen Antwort (wie bei einer Sepsis) beteiligt 161. Dennoch spielen 

inflammatorische Monozyten auch in akuten Phasen von entzündlichen Erkrankungen, z. B. 

beim Herzinfarkt, eine zentrale Rolle 162. Um die unterschiedlichen Eigenschaften einzelner 

Leukozytensubpopulationen in der Zukunft therapeutisch nutzen bzw. gezielt inhibieren zu 

können, ist es wichtig, das Migrationsverhalten dieser Immunzellen im akuten 

Entzündungsgeschehen genau zu kennen. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der zeitlichen Abfolge der Extravasation von neutrophilen 
Granulozyten und Monozyten in der akuten Entzündungsantwort (modifiziert nach 156). 

 

Die Rekrutierung von Leukozyten wird durch Chemokine vermittelt. In In-vitro-Studien wurde 

zunächst gezeigt, dass bestimmte Klassen von Chemokinen 53, 62 spezifisch die Migration 

einzelner Leukozytensubpopulationen regulieren 162, 163, 164, 165, 166: Demnach wird die 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten unter akut inflammatorischen 

Bedingungen vor allem durch zwei Klassen von Chemokinen kontrolliert, den CXC-motif-

Chemokinen und den CC-motif-Chemokinen. Während Moleküle aus der Klasse der CXC-

motif-Chemokine, wie z. B. ihre prominentesten Vertreter CXCL8 oder CXCL1, für die 

Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten verantwortlich gemacht wurden, waren CC-motif-
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Chemokine, darunter CCL2 oder CCL7, bekannt für ihre chemotaktische Wirkung auf 

Monozyten 62. Im Gegensatz dazu weisen neuere In-vivo-Studien darauf hin, dass CC-motif-

Chemokine, wie CCL2 oder CCL3, die Auswanderung von Monozyten und zugleich 

neutrophilen Granulozyten in entzündetes Gewebe vermitteln 163, 164, 165. Die Mechanismen, 

welche der Rekrutierung von unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen zu Grunde 

liegen, sind bislang jedoch kaum verstanden. 

Thrombozyten sind kernlose Zellfragmente, welche aus Megakaryozyten im Knochenmark 

abgegeben werden und im nicht-aktivierten Zustand im Blut zirkulieren. Ihre Hauptaufgabe 

besitzen diese Zellen in der Hämostase 167, 168. Da sie mit zahlreichen, in ihren Granula oder 

Lysosomen gespeicherten Adhäsionsmolekülen, Enzymen und chemotaktisch wirkenden 

Molekülen ausgestattet sind, können sie die Rekrutierung von Leukozyten myeloiden 

Ursprungs auf unterschiedliche Weise beeinflussen: So wurde gezeigt, dass Thrombozyten 

nach Aktivierung einerseits mit von Endothelzellen exprimierten Molekülen, wie CD40, 

Fibrinogen, Fibronektin, P-Selektin/CD62P, von-Willebrand-Faktor (vWF) oder GPIbα 

interagieren können. Andererseits binden sie an leukozytäre Oberflächenmoleküle, wie 

CD40, Mac-1/CD11b, ICAM-1/CD54, LFA-1/CD11a, PSGL-1/CD162 oder L-Selektin/CD62L, 

wodurch Leukozyten über Thrombozyten an das Gefäßendothel gebunden werden 167 (vgl. 

Abb. 5.2). 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 5.2: Tabellarische Darstellung der Interaktionsmöglichkeiten von aktivierten Thrombozyten mit 
Endothelzellen bzw. von aktivierten Thrombozyten mit neutrophilen Granulozyten (modifiziert 
nach 167). 
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Darüber hinaus sezernieren aktivierte Thrombozyten Chemokine (wie CCL3 oder CXCL1), 

Zytokine (wie Interleukin-1-beta (IL-1β)), Wachstumsfaktoren (wie vascular endothelial 

growth factor (VEGF) oder transforming growth factor beta (TGF-β)), und Faktoren der 

Blutgerinnung und Fibrinolyse 167. Damit haben Thrombozyten prinzipiell die Fähigkeit, 

verschiedenste Vorgänge im akuten Entzündungsgeschehen zu regulieren und die 

Rekrutierung von Leukozyten myeloiden Ursprungs zu fördern. So wurde in einigen 

Krankheitsmodellen, wie beispielsweise in Studien zur Sepsis, zur atopischen Dermatitis und 

Psoriasis, zu chronisch entzündlichen Darmerkrankungen oder kardiovaskulären 

Erkrankungen, die Rolle von Thrombozyten als Verstärker der Entzündungsreaktion 

beschrieben 169, 170, 171. 

Neben vielfältigen Interaktionen von Leukozyten mit aktivierten Thrombozyten 

kommunizieren unterschiedliche Leukozytensubpopulationen auch untereinander 172: 

Während ihrer Transmigration in extravaskuläres Gewebe können neutrophile Granulozyten 

verschiedene Moleküle, darunter Azurocidin und Proteinase-3, aus ihren sekretorischen 

Vesikeln freisetzen. Diese proinflammatorisch wirkenden Proteine sind dazu in der Lage, 

Endothelzellen zu aktivieren und die Permeabilität des Gefäßendothels zu modulieren 173, 174, 

175. Zudem lösen die aus neutrophilen Granulozyten sezernierten Moleküle eine verstärkte 

Expression von endothelialen Adhäsionmolekülen, wie VCAM-1/CD106 und ICAM-1/CD54 

aus, was zu vermehrter Adhäsion von inflammatorischen Monozyten führt und schließlich 

deren Transmigration in das Gewebe fördert 176. Darüber hinaus kann die Aktivierung von 

Endothelzellen die Produktion und Sekretion von Chemokinen, wie CCL2, fördern 177. 

Zusätzlich wurden weitere Moleküle, wie LL-37, Cathepsin G oder HNP1-3, identifiziert, 

welche aus primären oder sekundären Granula der neutrophilen Granulozyten freigesetzt 

werden 177. Kommt es im Gewebe zur sog. „Netosis“ der neutrophilen Granulozyten, können 

die sezernierten Substanzen in den Netzen aus DNA-Molekülen festgehalten werden und 

bilden dadurch einen chemotaktischen Gradienten für inflammatorische Monozyten 26, 27, 172. 

Auch bereits apoptotische neutrophile Granulozyten setzen Botenstoffe, darunter 

Lysophosphatidylcholin (LPC) frei, welche unter anderem Monozyten anziehen 178. Durch 
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diese Vorgänge begünstigen sowohl aktivierte Thrombozyten als auch neutrophile 

Granulozyten die Rekrutierung unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen myeloiden 

Ursprungs in das entzündete Gewebe. 

Die Mechanismen allerdings, welche die einzelnen Schritte des Extravasationsprozesses 

von neutrophilen Granulozyten und Monozyten regulieren, wurden bisher unzureichend 

aufgeschlüsselt. Nach wie vor ungeklärt ist, welche Adhäsions- und Signalmoleküle in 

diesem Zusammenhang funktionell relevant sind. 

 

5.2 Material und Methoden 

 

Die Rekrutierung von Leukozyten myeloiden Ursprungs aus postkapillären Venolen in 

entzündetes Gewebe stellt einen komplexen Prozess dar, welcher auf Interaktionen 

unterschiedlicher Zellen beruht und sich aus einer Vielzahl von Einzelvorgängen 

zusammensetzt 99, 100, 101. Deshalb wurde dieses Ereignis im Gesamtorganismus eines 

Versuchstieres analysiert. Die Expression einzelner Proteine auf Einzelzellebene wurde in 

vitro untersucht. Aufgrund der Stabilität der erzielbaren Versuchsergebnisse und der starken 

Übereinstimmung mit dem humanen Immunsystem wurden die Experimente mit C57BL/6N-

Mäusen durchgeführt. Während sich die prozentuale Zusammensetzung von im Blut 

zirkulierenden neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten im humanen und murinen 

System zwar unterscheidet, ist die Funktion der einzelnen Leukozytensubpopulationen 

zwischen Maus und Mensch vergleichbar. Die murinen residenten und inflammatorischen 

Monozyten stimmen in ihren Funktionen und in den exprimierten Oberflächenmolekülen 

größtenteils mit dem humanen System überein. Allerdings ist zu anzumerken, dass die im 

menschlichen Blut zirkulierende Population der intermediären Monozyten in der Maus 

(bisher) nicht identifiziert wurde 29. 
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In unseren Untersuchungen wurden neben C57BL/6N-Mäusen auch CX3CR-1GFP/+-Mäuse 

eingesetzt, in welchen unterschiedliche Monozytensubpopulationen anhand ihrer 

Fluoreszenzintensität und Morphologie klar von neutrophilen Granulozyten, dendritischen 

Zellen oder Makrophagen im Kremastermuskel differenziert werden können. Durch den 

Einsatz von heterozygoten CX3CR-1GFP/+-Tieren konnte die Funktion des Chemokinrezeptors 

CX3CR-1, welcher die Rekrutierung von Monozyten potentiell beeinflussen kann, zumindest 

partiell erhalten bleiben 179. In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass die Infiltration 

von arteriosklerotischen Gefäßen mit Monozyten im transgenen Mausstamm geringer 

ausgeprägt ist als im WT-Tier 180. Interessanterweise konnten wir in Vorexperimenten im 

Peritonitis- und Kremastermodell jedoch zeigen, dass sich C57BL/6N-Mäuse und CX3CR-

1GFP/+-Mäuse nach Stimulation mit CCL2 bezüglich der Rekrutierung von Leukozyten in das 

entzündete Gewebe nicht unterscheiden (Daten nicht gezeigt). Diese Versuchstiere eignen 

sich daher für die Analyse des Migrationsverhaltens von unterschiedlichen 

Leukozytensubpopulationen in den von uns verwendeten Entzündungsmodellen.  

Als Grundlage für unsere funktionellen Untersuchungen zur Bedeutung von Selektinen, 

Integrinen und deren Hauptinteraktionspartnern für die Extravasation von Leukozyten 

myeloiden Ursprungs wurden zunächst Expressionsanalysen dieser Proteine auf der 

Oberfläche von neutrophilen Granulozyten und Monozyten sowie auf Endothelzellen im 

Mikrogefäßsystem durchgeführt. Die Expressionsprofile wurden dabei unter unstimulierten, 

CCL2-stimulierten und PMA-stimulierten Bedingungen, welche als Positivkontrolle diente, 

differenziell untersucht. Die Lokalisation von Selektinen, Integrinen und deren Liganden auf 

Leukozyten myeloiden Ursprungs bzw. relativ zu Endothelzellverbindungen von 

postkapillären Venolen wurde mit Hilfe der Konfokalmikroskopie visualisiert. Die 

Konfokalmikroskopie ermöglicht es, einzelne Zellen bzw. Gewebe dreidimensional und in 

hoher Auflösung darzustellen. Durch Messung der Fluoreszenzintensitäten der 

konfokalmikroskopischen Aufnahmen sowie durch Verwendung von Durchflusszytometrie 

und qRT-PCR konnten zudem quantitative Aussagen über die Expression einzelner 

Moleküle sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene getroffen werden.  
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Um die für die Extravasation von unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen relevanten 

Moleküle zu identifizieren, wurde das Peritonitismodell gewählt. In diesem Modell können 

neutrophile Granulozyten sowie inflammatorische und residente Monozyten mit Hilfe von 

durchflusszytometrischen Messungen in der Peritoneallavage genauestens unterschieden 

und quantifiziert werden. Der Peritonitisassay diente hierbei als „Screening-Assay“, in 

welchem nach Antikörperblockade einzelner Moleküle die Extravasation von Leukozyten 

myeloiden Ursprungs analysiert wurde. Da die Blockade der einzelnen Adhäsions- und 

Signalmoleküle in diesem Modell bereits vor Stimulation mit CCL2 durchgeführt werden 

muss, können indirekte Effekte der untersuchten Proteine auf die Rekrutierung einzelner 

Leukozytensubpopulationen nicht ausgeschlossen werden: Einerseits könnten neutrophile 

Granulozyten sekundär inflammatorische Monozyten rekrutieren 158,172, andererseits könnten 

Monozyten bzw. Makrophagen Moleküle, wie CXCL8, sezernieren, welche chemotaktische 

Wirkungen auf neutrophile Granulozyten ausüben 181, 182. Wenn die Blockade eines 

untersuchten Moleküls nur die Rekrutierung einer Zellpopulation reguliert, jedoch sekundär 

auch Einfluss auf die Migration einer anderen Zellpopulation hat, könnten 

Versuchsergebnisse in diesem Modell fälschlicherweise als positiv gewertet werden. Daher 

geben diese Experimente lediglich erste, allgemeine Hinweise auf die Funktion von 

Selektinen, Integrinen und deren Liganden im Rekrutierungsprozess von Leukozyten in 

entzündetes Gewebe.  

Um die einzelnen Schritte der Extravasation von unterschiedlichen Leukozyten-

subpopulationen myeloiden Ursprungs im Detail zu analysieren, wurden In-vivo-Mikroskopie-

Versuche am Kremastermuskel von CX3CR-1GFP/+-Mäusen durchgeführt. Mit Hilfe der RLOT-

Technik können einzelne Zellen, Gefäße und extravaskuläres Gewebe ohne Verwendung 

von fluoreszierenden Farbstoffen abgebildet werden. Hierbei durchdringt Licht aus dem nah-

infraroten Bereich, welches von Hämoglobin oder Myoglobin in nur geringem Maße 

absorbiert wird und kaum phototoxische Effekte hervorruft, den Kremastermuskel. 

Anschließend wird das Licht von einem darunter befindlichen, schrägen Spiegel reflektiert 

und durchquert das Untersuchungsobjekt erneut. Die Interferenz der unterschiedlich stark 
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gebrochenen Lichtstrahlen führt zu kontrastreichen, dreidimensional wirkenden Bildern 155. 

Durch die Kombination von RLOT- und Fluoreszenzmikroskopie können zusätzlich 

unterschiedliche Leukozytensubpopulationen (neutrophile Granulozyten, residente und 

inflammatorische Monozyten) sowie andere Strukturen, wie Endothelzellverbindungen in 

postkapillären Venolen des M. cremaster, visualisiert werden. Darüber hinaus können die 

einzelnen Schritte des Extravasationsprozesses dieser Immunzellen in Echtzeit beobachtet 

und schließlich quantitativ ausgewertet werden. Des Weiteren kann in diesem Modell mittels 

intraskrotaler Stimulation ein lokales Entzündungsereignis ausgelöst werden. Dieses 

Entzündungsgeschehen kann auf inflammatorische Vorgänge in verschiedenen Organen 

übertragen werden, wobei gewebespezifische Merkmale, wie z. B. die gewebespezifische 

Expression von Chemokinen und deren Rezeptoren oder das Vorhandensein bestimmter 

Zelltypen, bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden sollten 183. 

Für sämtliche Untersuchungen wurde das CC-motif-Chemokin CCL2 als inflammatorischer 

Stimulus verwendet. Zum einen wurde dieses chemotaktische Zytokin aufgrund seiner hohen 

Prävalenz bei einer Vielzahl akuter und chronischer Entzündungserkrankungen, wie 

beispielsweise bei viralen/bakteriellen Infektionen oder Atherosklerose, eingesetzt 89, 90, 91, 92, 

93, 94. Zum anderen erwies sich CCL2 als idealer Stimulus, die Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten und inflammatorischen Monozyten gleichzeitig zu untersuchen 163, 164, 184, 185. In 

Vorversuchen hatten wir bereits gezeigt, dass CCL2 im Gegensatz zu anderen klassischen 

Entzündungsmediatoren, wie TNF, CXCL1 oder IL-1β, deutlich größere Mengen an 

inflammatorischen Monozyten, daneben jedoch nahezu gleich viele neutrophile Granulozyten 

rekrutiert (Daten nicht gezeigt). 

Nach lokaler Applikation im Kremastermuskel löst das Chemokin CCL2 unterschiedliche 

Effekte aus, welche in der Rekrutierung von Phagozyten resultieren. Frühere Studien in 

CCR2-defizienten Tieren, in welchen ein Defekt der Monozytenrekrutierung in entzündetes 

Gewebe gezeigt wurde 186, 187, weisen auf einen CCR2-abhängigen Mechanismus hin, wobei 

folgende Möglichkeiten denkbar sind: Über die Bindung an den Chemokinrezeptor CCR2 auf 

Mastzellen im Gewebe können sekundär inflammatorische Stimuli freigesetzt werden, 
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welche anschließend neutrophile Granulozyten und Monozyten aus dem Blut oder dem 

umliegenden Gewebe rekrutieren 5, 6, 7, 8. Außerdem kann CCL2 über den DARC-Rezeptor 

vom Gewebe auf die luminale Seite der Gefäße von postkapillären Venolen transportiert 

werden, wo es an GAGs gebunden auf dem Endothel präsentiert wird und mit rollenden 

neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten, welche CCR2 exprimieren, 

interagieren kann 80, 82. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass das mittels DARC in 

das Gefäßlumen transportierte CCL2 über den Blutkreislauf ins Knochenmark gelangt und 

dort zu einer vermehrten CCR2-abhängingen Reifung sowie zur Freisetzung von 

inflammatorischen Monozyten führt 82, 188. Die Tatsache, dass sich in unseren Experimenten 

die systemische Leukozytenzahl nach Stimulation mit CCL2 nicht signifikant änderte und die 

Stimulation mit diesem Chemokin in vitro zu einer veränderten Oberflächenexpression von 

Selektinen bzw. deren Liganden auf neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten führte, spricht jedoch für direkte Interaktionen des auf dem Gefäßendothel 

präsentierten Chemokins mit CCR2 auf Leukozyten. 

Auf den Einsatz von genetisch veränderten Mäusen wurde bewusst verzichtet: Da sich die 

Rekrutierung von unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen gegenseitig beeinflussen 

kann, können bei diesen Tieren mit A-priori-Blockade des zu untersuchenden Moleküls keine 

differenziellen Aussagen über die Mechanismen der Extravasation von einzelnen 

Leukozytensubpopulationen getroffen werden 158, 172, 181, 182, 183, 189, 190, 191. 

In bisher publizierten In-vivo-Studien wurde bereits gezeigt, dass 6 Stunden nach Beginn 

eines akuten Entzündungsereignisses bereits unterschiedliche Zellpopulationen an der 

Entzündungsantwort beteiligt sind und die Resolution der Entzündung zu diesem Zeitpunkt 

noch nicht eingeleitet wurde 157, 158. Diesen Zusammenhang konnten wir in unserem Modell 

verifizieren. So konnten wir nachweisen, dass die ersten neutrophilen Granulozyten bereits 

nach 1 Stunde, die inflammatorischen Monozyten dagegen erst nach 6 Stunden 

Stimulationszeit in entzündetes Gewebe eingewandert sind. Residente Monozyten dagegen, 

welche bekanntermaßen in Mikrogefäßen patrouillieren und keinen Rezeptor für CCL2 
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besitzen, wurden – diese Zelleigenschaften bestätigend – in unseren Experimenten nicht in 

das entzündete Gewebe rekrutiert 29, 30, 31. 

Die verwendeten Methoden boten somit die Möglichkeit, den Extravasationsprozess von 

neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen Monozyten zeitgleich zu studieren und 

dabei die zu Grunde liegenden Mechanismen im Detail aufzuschlüsseln. 

 

5.3 Bedeutung von Selektinen für die Extravasation von 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten 

 

Selektine stellen ein Familie von drei nah verwandten Kohlehydrat-bindenden Proteinen dar, 

welche für den ersten Kontakt der im Blut zirkulierenden Leukozyten mit dem entzündeten 

Gefäßendothel und für die daraus resultierende Aktivierung dieser Immunzellen 

verantwortlich gemacht werden 116. Diese funktionellen Eigenschaften von Selektinen lassen 

darauf schließen, dass diese Proteine zusammen mit ihren Interaktionspartnern den ersten 

Schritt der subtypspezifischen Leukozytenrekrutierung unter akuten inflammatorischen 

Bedingungen entscheidend beeinflussen. 

In einer ersten Versuchsreihe charakterisierten wir die Oberflächenexpression von 

Selektinen und ihren Hauptinteraktionspartnern auf verschiedenen Leukozytensub-

populationen myeloiden Ursprungs sowie auf Endothelzellen postkapillärer Venolen. Dabei 

konnten wir zeigen, dass das leukozytäre und konstitutiv exprimierte Protein L-

Selektin/CD62L stärker von neutrophilen Granulozyten als von residenten oder 

inflammatorischen Monozyten präsentiert wird. Nach Stimulation mit CCL2 oder PMA war die 

Expression von L-Selektin/CD62L auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten signifikant reduziert, was als „shedding“ bezeichnet wird und 

den aktivierten Zustand dieser Immunzellen widerspiegelt 117, 118, 119. Im Gegensatz dazu 

wurde die Expression von L-Selektin/CD62L auf residenten Monozyten lediglich durch 
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Stimulation mit PMA verringert, während CCL2 diese Monozytensubpopulation, welche 

negativ für den CCR2-Rezeptor ist, nicht aktivierte. Die Moleküle CD44, welches mit 

endothelialem E-Selektin/CD62E interagiert 192, und PSGL-1/CD162, welches vor allem als 

Ligand von P-Selektin/CD62P dient 193, konnten wir in größerem Maß auf der Oberfläche von 

inflammatorischen Monozyten als auf residenten Monozyten oder neutrophilen Granulozyten 

nachweisen. In Übereinstimmung mit vorangegangenen Studien konnte E-Selektin/CD62E in 

der unstimulierten Mikrovaskulatur nur in geringem Maß nachgewiesen werden und wurde 

erst nach mehrstündiger Aktivierung mit CCL2 verstärkt exprimiert, was auf die De-novo-

Synthese dieses Proteins hinweist 194. P-Selektin/CD62P dagegen, welches bekannter-

maßen präformiert in sog. Weibel-Palade-Körperchen vorliegt und nach Aktivierung von 

Endothelzellen an deren Oberfläche transportiert wird, wurde direkt nach der chirurgischen 

Präparation auf dem mikrovaskulären Endothel des M. cremaster präsentiert 195, 196. 

Interessanterweise war die Expression von E-Selektin/CD62E ausschließlich an 

Endothelzellverbindungen in postkapillären Venolen lokalisiert, während die nur schwach 

exprimierten Selektinliganden CD44 und PSGL-1/CD162 (welche als Interaktionspartner für 

leukozytäres L-Selektin/CD62L dienen 116) sowie das stark exprimierte P-Selektin/CD62P 

diffus über die gesamte Fläche des aktivierten Gefäßendothels verteilt waren.  

In einem nächsten Schritt wurde die funktionelle Relevanz dieser unterschiedlichen 

Expressionsprofile von Selektinen und deren Liganden für die Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten analysiert. Mit Hilfe des Peritonitisassays konnten wir zeigen, 

dass das an die Endothelzelloberfläche translozierte P-Selektin/CD62P und - in geringerem 

Maße - das konstitutiv auf Leukozyten exprimierte L-Selektin/CD62L zusammen mit ihren 

Hauptinteraktionspartnern PSGL-1/CD162 und CD44 die Migration von neutrophilen 

Granulozyten an den Ort des Entzündungsgeschehens initiieren. Im Gegensatz dazu löst die 

De-novo-Synthese von E-Selektin/CD62E auf Endothelzellen die verzögert auftretende 

zweite Welle der Extravasation von inflammatorischen Monozyten aus. Diese selektive 

Funktion von E-Selektin/CD62E für die Rekrutierung von inflammatorischen Monozyten wird 

zudem von dem höheren Expressionsniveau des E-Selektinliganden CD44 auf der 
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Oberfläche von inflammatorischen Monozyten im Vergleich zu neutrophilen Granulozyten 

unterstützt. Außerdem beweisen unsere Versuchsergebnisse, dass die frühe Extravasation 

von neutrophilen Granulozyten oder inflammatorischen Monozyten unabhängig von 

Thrombozyten stattfindet. Die Rekrutierung von Leukozyten myeloiden Ursprungs in die 

CCL2-stimulierte Peritonealhöhle beruht deshalb auf endothelialem, jedoch nicht 

thrombozytärem P-Selektin/CD62P. Die neutrophilen Granulozyten oder inflammatorischen 

Monozyten binden nicht sekundär an Thrombozyten, welche über verschiedene Moleküle, 

wie GPIbα oder GPIIb/IIIa, am Endothel adhärieren können, sondern interagieren direkt mit 

den Endothelzellen über die Bindung von leukozytärem PSGL-1/CD162 an endotheliales P-

Selektin/CD62P 196. In oben genannten Studien wurde nachgewiesen, dass transmigrierte 

neutrophile Granulozyten die Auswanderung von inflammatorischen Monozyten bei 

prolongierten oder chronischen Entzündungszuständen fördern 158. Unsere Ergebnisse im 

Peritonitismodell deuten jedoch darauf hin, dass sich neutrophile Granulozyten bei akuter 

Entzündung nicht an der Rekrutierung von inflammatorischen Monozyten beteiligen. Dies 

weist auf eine spezifische, von Selektinen und ihren Interaktionspartnern PSGL-1/CD162 

und CD44 gesteuerte Extravasation unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen 

myeloiden Ursprungs hin.  

In weiteren In-vivo-Experimenten verfolgten wir die Extravasationswege der unterschied-

lichen Leukozytensubpopulationen myeloiden Ursprungs genauer: Dabei konnten wir die 

Stellen im Gefäß identifizieren, an denen die neutrophilen Granulozyten bzw. 

inflammatorischen Monozyten zum ersten Mal mit den aktivierten Endothelzellen 

interagieren. In Übereinstimmung mit unseren vorherigen Versuchsergebnissen konnten wir 

zeigen, dass inflammatorische Monozyten nahezu ausschließlich entlang der Endothelzell-

verbindungen in postkapillären Venolen, den Orten mit hoher E-Selektin-Expression, rollten. 

Im Vergleich dazu waren die ersten Interaktionsorte von neutrophilen Granulozyten mit den 

entzündeten Endothelzellen der postkapillären Venolen weniger genau definiert, was auch 

mit dem diffusen Expressionsmuster von P-Selektin/CD62P, PSGL-1/CD162 und CD44 auf 
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Endothelzellen von Mikrogefäßen übereinstimmt. Interessanterweise waren die feste 

Adhärenz sowie die Crawlingwege von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten vornehmlich an Endothelzellverbindungen von postkapillären Venolen lokalisiert, 

woraus sich unter inflammatorischen Bedingungen gemeinsame Transmigrationsrouten für 

die unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen über den parazellulären Weg ableiten 

lassen. Während neutrophile Granulozyten und inflammatorische Monozyten unterschied-

liche Wege für das Rollen in der entzündeten Mikrovaskulatur benutzen, werden diese 

Immunzellen schließlich zu Endothelzellverbindungen, den Ort der Transmigration, geleitet. 

Koordiniert werden diese individuellen Extravasationswege von neutrophilen Granulozyten 

und inflammatorischen Monozyten durch die räumliche Expression von Selektinen in 

entzündeten postkapillären Venolen. Diese Tatsache könnte entscheidend zur effizienten 

Extravasation von unterschiedlichen Leukozytensubpopulationen myeloiden Ursprungs 

beitragen. 

Um die Mechanismen der Selektin-vermittelten Extravasation von verschiedenen 

Leukozytensubpopulationen myeloiden Ursprungs in entzündetes Gewebe genauer 

aufzuschlüsseln, wurden die einzelnen Schritte der Extravasation von neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten analysiert. Dabei wurden Selektin-blockierende Antikörper 

nicht vor Beginn des Entzündungsgeschehens, sondern unter inflammatorischen 

Bedingungen appliziert und direkt im Anschluss wurden die in-vivo-mikroskopischen 

Untersuchungen im entzündeten Gewebe durchgeführt. Dieser experimentelle Ansatz hatte 

den Vorteil, dass die Versuchsergebnisse aus den Experimenten mit Selektinblockade nicht 

durch kumulative Effekte verfälscht wurden und die Interaktionen von Selektinen mit ihren 

Liganden genauestens studiert werden konnten. Somit wurde die für das Rollen von sowohl 

neutrophilen Granulozyten als auch inflammatorischen Monozyten maßgebliche Funktion 

von P-Selektin/CD62P und – in geringerem Ausmaß – von L-Selektin/CD62L zusammen mit 

ihren Interaktionspartnern PSGL-1/CD162 und CD44 identifiziert. E-Selektin/CD62E 

dagegen war ausschließlich für das langsame Rollen von inflammatorischen Monozyten, 
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welches als Voraussetzung für die nachfolgende feste Adhärenz und Transmigration gilt, 

verantwortlich. Aus In-vitro- oder Ex-vivo-Studien ist bereits bekannt, dass L-

Selektin/CD62L 197, 198, 199, 200, E-Selektin/CD62E 201, 202, 203 oder P-Selektin/CD62P 201, 204, 205 in 

Zusammenspiel mit deren Ligand PSGL-1/CD162 198, 201, 206 temporäre Interaktionen von 

neutrophilen Granulozyten oder Monozyten mit aktivierten Endothelzellen auslösen. Unsere 

Daten spiegeln diese Erkenntnisse wider und geben weiteren Aufschluss über die In-vivo-

Situation, welche bisher nach A-priori-Blockade von L-Selektin/CD62L 207, 208, 210, 211, P-

Selektin/CD62P 207, 211, 212, 216, 218 oder E-Selektin/CD62E 207, 213, 216, 218 sowie deren 

Interaktionspartnern PSGL-1/CD162 209, 214, 217, 218 oder CD44 215, 218 untersucht wurde. 

Zusätzlich zu ihren Eigenschaften als Adhäsionsmoleküle dienen Selektine und ihre 

Liganden PSGL-1/CD162 und CD44 116 auch als Moleküle, welche intrazelluläre Signalwege 

in rollenden Leukozyten auslösen und dadurch zu Konformationsänderungen von auf der 

Oberfläche exprimierten Integrinen führen. Unter diesem Gesichtspunkt konnten wir zeigen, 

dass P-Selektin/CD62P, jedoch nicht L-Selektin/CD62L, E-Selektin/CD62E, PSGL-1/CD162 

oder CD44, die feste Adhärenz von neutrophilen Granulozyten fördert. Dieser Schritt in der 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten beruht bekannterweise auf der Bindung von 

leukozytären β2-Integrinen in ihrer aktivierten Konformation an endotheliale Mitglieder der 

Immunglobulin-Superfamilie, wie z.B. ICAM-1/CD54 99, 219, 220, 221, 222. Da die Reduktion der 

intravaskulären Adhärenz von neutrophilen Granulozyten etwas verzögert nach Blockade 

von P-Selektin/CD62P auftrat, kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass dieser 

Effekt nicht nur die Folge der durch P-Selektin/CD62P-Blockade reduzierten Anzahl an 

rollenden neutrophilen Granulozyten ist. Außerdem beeinflusste P-Selektin/CD62P deutlich 

die Direktionalität des intraluminalen Crawlings von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten, welches durch weitaus weniger statische Interaktionen von 

β2-Integrinen mit Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie auf dem inflammatorischen 

Endothel zustande kommt 99, 219, 220, 221, 222. Dieses Versuchsergebnis lässt sich zum einen 

dadurch erklären, dass aus den Interaktionen von endothelialem P-Selektin/CD62P mit 
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seinen Liganden auf den rollenden Leukozyten zwar die „extended“, jedoch nicht die 

Konformation mit der höchsten Bindungsaffinität des leukozytären β2-Integrins LFA-

1/CD11a 116 resultiert. Zum anderen könnten Thrombozyten am Prozess des intravaskulären 

Crawlings von Leukozyten beteiligt sein, indem sie über P-Selektin/CD62P mit leukozytärem 

PSGL-1/CD162 interagieren. Über die Präsentation von CCL2 auf der Oberfläche von 

Thrombozyten kann ein chemotaktischer Gradient aufrecht erhalten und so die Direktionalität 

des Crawlings von Leukozyten reguliert werden 223, 224, 225. Des Weiteren kontrollierte L-

Selektin/CD62L zusammen mit seinem Bindungspartner CD44 den Anteil der crawlenden 

inflammatorischen Monozyten. Die Selektinliganden CD44 und PSGL-1/CD162 beteiligten 

sich zudem an der Regulation der Crawlinggeschwindigkeit von inflammatorischen 

Monozyten und neutrophilen Granulozyten. In diesem Zusammenhang wurde bereits 

gezeigt, dass L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162 und CD44 als Signalmoleküle 

Konformationsänderungen von Integrinen verursachen und so die intravaskulären 

Crawlingbewegungen hin zu den Transmigrationsstellen von Leukozyten fördern 217, 226, 227, 

was unsere Erkenntnisse zum Crawlingverhalten unterschiedlicher 

Leukozytensubpopulationen bestätigt.  

Zusammenfassend zeigen unsere Beobachtungen, dass die komplexe, orts- und 

zeitabhängige Expression von Selektinen die sequentielle Auswanderung von neutrophilen 

Granulozyten und inflammatorischen Monozyten in der akuten Entzündungsphase reguliert.  

 

5.4 Bedeutung von Integrinen für die Extravasation von 

neutrophilen Granulozyten und Monozyten  

 

In weiteren Untersuchungen wurde die Funktion von Integrinen für die subtypspezifische 

Rekrutierung von Leukozyten myeloiden Ursprungs charakterisiert. Integrine sind aus zwei 

Untereinheiten bestehende Oberflächenmoleküle, wobei vor allem Vertreter der β1- und β2-
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Integrine auf Leukozyten myeloiden Ursprungs exprimiert sind. Diese Integrine interagieren 

mit Mitgliedern der Immunglobulin-Superfamilie auf Endothelzellen und beteiligen sich 

dadurch an der Extravasation von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten 99, 100, 101, 134, 135, 136.  

Zunächst wurden die Expressionsprofile von Integrinen und deren Hauptinteraktionspartner 

auf Leukozyten myeloiden Ursprungs bzw. im Mikrogefäßsystem analysiert. Das β2-Integrin 

Mac-1/CD11b, welches als klassischer Aktivierungsmarker auf Leukozyten myeloiden 

Ursprungs bekannt ist, wurde nach Stimulation mit PMA, jedoch nicht CCL2, vermehrt 

exprimiert 228. Interessanterweise war zeitgleich die Expression des β2-Integrins LFA-

1/CD11a auf Leukozyten myeloiden Ursprungs nach Stimulation reduziert, was dessen 

vorherrschende Funktion unter unstimulierten Bedingungen, wie z. B. für patrouillierende 

Monozyten 29, 30, 31 oder für das Crawling von Monozyten in unstimulierten Gefäßen 144, 

begründen könnte. Ebenso bekannt aus In-vitro-Studien ist die Expression von VLA-

4/CD49d auf der Oberfläche von Monozyten 229, 230, wobei aus unseren Untersuchungen auf 

neue subtypspezifische Unterschiede für Monozyten geschlossen werden kann: Während 

inflammatorische Monozyten eine starke Expression von VLA-4/CD49d aufweisen, kann das 

β1-Integrin nur schwach auf residenten Monozyten detektiert werden. Die Hauptinter-

aktionspartner der Integrine ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-

1/CD31 und JAM-A waren über das gesamte Endothel der aktivierten postkapillären 

Venolen, jedoch etwas verstärkt an den Endothelzellverbindungen exprimiert. Obwohl die 

Transmigration von Leukozyten myeloiden Ursprungs überwiegend an Endothelzell-

verbindungen stattfand, waren diese Oberflächenmoleküle gleichmäßig auf der Oberfläche 

von Endothelzellen postkapillärer Venolen des M. cremaster verteilt. Die Mitglieder der 

Immunglobulin-Superfamilie ICAM-2/CD102 und PECAM-1/CD31 waren konstitutiv in den 

postkapillären Venolen exprimiert, während die Expression von ICAM-1/CD54, welches 

bekanntermaßen nach Stimulation mit TNF verstärkt von postkapillären Venolen des M. 

cremaster exprimiert wird 231, und VCAM-1/CD106, welches unter inflammatorischen 
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Bedingungen de novo synthetisiert wird 232, nach Applikation von CCL2 stark erhöht war. 

Dieser Anstieg von ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 kann dadurch erklärt werden, dass 

neutrophile Granulozyten sechs Stunden nach Stimulation bereits in das entzündete Gewebe 

rekrutiert worden sind und Endothelzellen durch die Sekretion von vesikulären Molekülen, 

wie Azurocidin und Proteinase-3, dabei aktiviert haben 172, 173, 174, 175. Des Weiteren kann 

dieser Anstieg auch durch direkte Mechanismen erklärt werden: Endothelzellen der 

mikrovaskulären Gefäße, welche CCR2 exprimieren, können auch durch Stimulation mit 

CCL2 aktiviert werden. Im Gegensatz zu Studien, in welchen die Rolle von JAM-A bei 

Atherosklerose untersucht wurde, konnte dieses Adhäsionsmolekül in unstimulierten oder 

CCL2-stimulierten postkapillären Venolen kaum nachgewiesen werden 233. 

Erstaunlicherweise war JAM-A stark auf perivaskulären Makrophagen oder dendritischen 

Zellen exprimiert, weshalb sich dieses Molekül vermutlich stärker an der extravaskulären 

Migration von Leukozyten myeloiden Ursprungs beteiligt 234.  

In den darauffolgenden Untersuchungen wurden die Funktionen der leukozytär exprimierten 

β1- und β2-Integrine sowie der endothelialen Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie 

aufgeschlüsselt. Als erstes wurde im Peritonitismodell gezeigt, dass inflammatorische 

Monozyten durch die Integrine VLA-4/CD49d und Mac-1/CD11b und deren Liganden VCAM-

1/CD106 und ICAM-1/CD11b rekrutiert werden. In verschiedenen Studien konnte bereits 

nachgewiesen werden, dass das Integrin VLA-4/CD49d zusammen mit seinem Interaktions-

partner VCAM-1/CD106 für die Migration von Monozyten in vitro und in vivo verantwortlich 

ist 146, 229, 230. Die Extravasation von neutrophilen Granulozyten in die entzündete 

Peritonealhöhle wurde von β1- und β2-Integrinen kontrolliert. Dabei besaß das nur schwach 

auf neutrophilen Granulozyten exprimierte Integrin VLA-4/CD49d die geringste Bedeutung 

für die Extravasation dieser Immunzellen. Die Tatsache, dass das β1-Integrin VLA-4/CD49d 

kaum von neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, weist auf mögliche Effekte von 

Monozyten hin, welche über die Freisetzung von Zytokinen sekundär neutrophile 

Granulozyten rekrutieren könnten 181, 182, 183. Die Blockade der Mitglieder der Immunglobulin-
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Superfamilie ICAM-1/CD54, ICAM-2/CD102, VCAM-1/CD106, PECAM-1/CD31 und JAM-A 

verringerten die Anzahl der in die entzündete Peritonealhöhle migrierten neutrophilen 

Granulozyten nur leicht. Dieses Versuchsergebnis deutet auf synergistische Effekte der 

endothelialen Adhäsions- und Signalmoleküle in „transmigratory cups“ hin, welche aus 

unterschiedlichen Molekülen der Immunglobulin-Superfamilie bestehen und die 

Transmigration von Leukozyten ermöglichen 148. 

Im Anschluss daran wurde die Extravasation von neutrophilen Granulozyten und 

inflammatorischen Monozyten im Kremastermodell genauer aufgeschlüsselt: Während der 

Schritt des intravaskulären Rollens von neutrophilen Granulozyten durch Integrine und ihre 

Liganden nicht beeinflusst wurde, kontrollierte das β2-Integrin Mac-1/CD11b zusammen mit 

seinem Liganden ICAM-1/CD54 das Rollen von inflammatorischen Monozyten in 

entzündeten postkapillären Venolen. In Übereinstimmung mit früheren Studien 99, 100, 101 war 

die Interaktion von leukozytärem VLA-4/CD49d mit endothelialem VCAM-1/CD106 für das 

langsame Rollen von inflammatorischen Monozyten verantwortlich, was auch die absolute 

Anzahl rollender Zellen beeinflusste. Die feste Adhärenz von inflammatorischen Monozyten 

wurde durch die Interaktion von VLA-4/CD49d mit VCAM-1/CD106 sowie durch die 

Interaktion von Mac-1/CD11b mit ICAM-1/CD54 vermittelt. Letzteres Versuchsergebnis 

könnte dabei jedoch auch die Folge aus der verringerten Anzahl rollender inflammatorischer 

Monozyten nach Blockade von Mac-1/CD11b oder ICAM-1/CD54 sein. Im Gegensatz dazu 

wurde die feste Adhärenz von neutrophilen Granulozyten durch Interaktionen von LFA-

1/CD11a und Mac-1/CD11b sowie den Immunglobulinen ICAM-1/CD54 und PECAM-1/CD31 

auf den Endothelzellen der Gefäße reguliert. Diese Erkenntnisse deuten auf funktionelle 

Unterschiede von β1- und β2-Integrinen hinsichtlich der festen Adhärenz von unterschied-

lichen Leukozytensubpopulationen myeloiden Ursprungs an aktivierte Endothelzellen von 

Mikrogefäßen hin: Während die feste Adhärenz von inflammatorischen Monozyten durch das 

β1-Integrin VLA-4/CD49d vermittelt wird, werden die β2-Integrine LFA-1/CD11a und Mac-
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1/CD11b für diesen Schritt der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten verantwortlich 

gemacht. 

Die Unstimmigkeiten zwischen den Ergebnissen aus dem Peritonitismodell und dem 

Kremastermodell lassen sich durch die unterschiedlichen gewebespezifischen 

Transmigrationswege erklären: Während Leukozyten im Peritonitismodell zu einem großen 

Teil transzellulär transmigrieren, nutzen Immunzellen im Kremastermuskel überwiegend den 

parazellulären Weg 235. Im Kremastermodell beeinflusst PECAM-1/CD31, welches als 

einziges Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie ausschließlich an Endothelzell-

verbindungen lokalisiert ist, sowohl die feste Adhärenz als auch die Transmigration der 

neutrophilen Granulozyten stark. Diese Tatsache könnte entscheidend für die erfolgreiche 

parazelluläre Transmigration der neutrophilen Granulozyten in entzündetes Gewebe sein.  

Danach wurden die Crawlingbewegungen der fest adhärenten inflammatorischen Monozyten 

und neutrophilen Granulozyten in entzündeten postkapillären Venolen der Mikrovaskulatur 

auf molekularer Ebene charakterisiert. Ebenso wie die feste Adhärenz wurde der Anteil der 

intraluminal crawlenden inflammatorischen Monozyten durch die Interaktion der Moleküle 

VLA-4/CD49d und VCAM-1/CD106 kontrolliert, welche unter CCL2-stimulierten Bedingungen 

auf der Oberfläche von inflammatorischen Monozyten bzw. auf dem Gefäßendothel zum 

Zeitpunkt der zweiten Welle der Monozytenrekrutierung stark exprimiert wurden. In 

Übereinstimmung mit vorangegangenen Studien 144, war vor allem das Integrin Mac-

1/CD11b für den Anteil der crawlenden neutrophilen Granulozyten im entzündeten 

Mikrogefäßsystem verantwortlich. Dieses Ergebnis unterstützt die Hypothese, dass die 

Interaktion von P-Selektin/CD62P mit PSGL-1/CD162 die Verteilung des β2-Integrins Mac-

1/CD11b auf der Zelloberfläche von neutrophilen Granulozyten kontrolliert und dadurch das 

Crawling dieser Immunzellen reguliert 225. Das β2-Integrin LFA-1/CD11a, welches nach 

Stimulation mit CCL2 auf der Oberfläche von inflammatorischen Monozyten oder 

neutrophilen Granulozyten wenig exprimiert wurde, hatte keinen Einfluss auf den Anteil der 

crawlenden Leukozyten myeloiden Ursprungs. Allerdings war dieses Integrin für die erhöhte 
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Geschwindigkeit des Crawlings verantwortlich. Dies ist vermutlich auf den Anteil der 

zirkulierenden, nicht aktivierten Leukozyten zurückzuführen, welche in ihren 

Crawlingbewegungen bekanntermaßen durch das  β2-Integrin LFA-1/CD11a kontrolliert 

werden 144.  

Somit konnten wir zeigen, dass vor allem das leukozytäre β1-Integrin VLA-4/CD49d 

zusammen mit dem stark auf aktivierten Endothelzellen exprimierten VCAM-1/CD106 die 

Rekrutierung von inflammatorischen Monozyten in entzündetes Gewebe reguliert. Die 

Extravasation von neutrophilen Granulozyten dagegen wird durch die leukozytären β2-

Integrine LFA-1/CD11a und Mac-1/CD11b zusammen mit ihren Interaktionspartnern ICAM-

1/CD54 und PECAM-1/CD31 auf dem Endothel kontrolliert.  
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6. Zusammenfassung 
 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse unserer Untersuchungen darauf hin, dass die 

sequenzielle Extravasation von neutrophilen Granulozyten und inflammatorischen 

Monozyten in der akuten Entzündungsantwort auf der komplexen orts- und zeitabhängigen 

Expression von Selektinen, Integrinen und deren Liganden basiert: Zunächst initiieren das an 

die Oberfläche von aktivierten Endothelzellen translozierte P-Selektin/CD62P und das 

konstitutiv auf Leukozyten exprimierte L-Selektin/CD62L zusammen mit ihren Interaktions-

partnern PSGL-1/CD162 und CD44 die Migration von neutrophilen Granulozyten aus 

postkapillären Venolen an den Ort der Entzündung. In einem zweiten Schritt löst 

endotheliales E-Selektin/CD62E, welches de novo synthetisiert werden muss, die 

darauffolgende Extravasation von inflammatorischen Monozyten aus. Aufgrund des an 

Endothelzellverbindungen lokalisierten E-Selektins/CD62E und des diffus über das 

Gefäßendothel verteilten P-Selektins/CD62P vermitteln Selektine den Kontakt der 

Leukozytensubpopulationen myeloiden Ursprungs mit unterschiedlichen Stellen des 

Gefäßendothels. Dabei kontrolliert P-Selektin/CD62P zusammen mit seinen Liganden PSGL-

1/CD162 und CD44 das Rollen von neutrophilen Granulozyten und Monozyten am 

Gefäßendothel. E-Selektin/CD62E dagegen reguliert ausschließlich die Rollgeschwindigkeit 

von inflammatorischen Monozyten. Des Weiteren beteiligen sich Selektine und ihre 

Interaktionspartner PSGL-1/CD162 und CD44 am intravaskulären Crawling von neutrophilen 

Granulozyten und inflammatorischen Monozyten, was die schrittweise Auswanderung dieser 

Immunzellen in entzündetes Gewebe weiter vorantreibt. Während sich die initialen Kontakte 

der inflammatorischen Monozyten und neutrophilen Granulozyten räumlich (und zeitlich) 

unterscheiden, werden die wandernden Immunzellen schließlich zu den gemeinsamen Orten 

der festen Adhärenz, des Crawlings und der Extravasation geleitet. Diese Schritte der 

Rekrutierung der Leukozyten myeloiden Ursprungs werden durch Integrine und deren 

Liganden kontrolliert. Hierbei dienen die leukozytär exprimierten β2-Integrine LFA-1/CD11a 
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und Mac-1/CD11b zusammen mit dem endothelial exprimierten Liganden ICAM-1/CD54 und 

dem an Endothelzellverbindungen lokalisierten PECAM-1/CD31 der festen Adhärenz von 

neutrophilen Granulozyten. Während inflammatorische Monozyten bereits durch Interaktion 

mit E-Selektin/CD62E auf den Endothelzellverbindungen entlang rollen, werden neutrophile 

Granulozyten durch Interaktion mit PECAM-1/CD31 schließlich an die gleichen Orte der 

festen Adhärenz und Transmigration geleitet (vgl. Abb. 6.1). Für die Kontrolle des Rollens, 

der Rollgeschwindigkeit, der festen Adhärenz und des Crawlings von inflammatorischen 

Monozyten dagegen spielt das β1-Integrin VLA-4/CD49d, welches nach CCL2-Stimulation 

stark auf deren Oberfläche präsentiert wird, zusammen mit seinem Interaktionspartner 

VCAM-1/CD106, welcher zum Zeitpunkt der Rekrutierung dieser Leukozytensubpopulation 

stark auf der Endothelzelloberfläche exprimiert wird, eine zentrale Rolle (vgl. Abb. 6.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6.1: Schematische Darstellung der intravaskulären Ereignisse während der Rekrutierung von 
neutrophilen Granulozyten an den Ort der Entzündung nach Stimulation mit CCL2: Der Schritt des 
Rollens wird von L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162 und CD44 sowie von P-Selektin/CD62P und 
ICAM-1/CD54 reguliert. Die feste Adhärenz wird durch die β2-Integrine LFA-1/CD11a und Mac-
1/CD11b sowie P-Selektin/CD62P, ICAM-1/CD54 und PECAM-1/CD31 vermittelt. Das 
Crawlingverhalten wird von PSGL-1/CD162, den β2-Integrinen LFA-1/CD11a und Mac-1/CD11b sowie 
von P-Selektin/CD62P und ICAM-1/CD54 kontrolliert. 



  ZUSAMMENFASSUNG 

127 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6.2: Schematische Darstellung der intravaskulären Ereignisse während der Rekrutierung von 
inflammatorischen Monozyten an den Ort der Entzündung nach Stimulation mit CCL2: Der Schritt des 
Rollens wird von L-Selektin/CD62L, PSGL-1/CD162 und CD44, den Integrinen Mac-1/CD11b und 
CD49d sowie von P-Selektin/CD62P, E-Selektin/CD62E, ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 reguliert. 
Die feste Adhärenz wird durch das β1-Integrin VLA-4/CD49d sowie VCAM-1/CD106 vermittelt. Das 
Crawlingverhalten wird von PSGL-1/CD162, CD44, den Integrinen LFA-1/CD11a und VLA-4/CD49d 
sowie von P-Selektin/CD62P, ICAM-1/CD54 und VCAM-1/CD106 kontrolliert. 

 

Unsere Versuchsergebnisse geben somit neue Einblicke in die Mechanismen, welche für die 

Extravasation unterschiedlicher Leukozytensubpopulationen myeloiden Ursprungs ver-

antwortlich sind. Es wurden bisher unbekannte Funktionen von Selektinen bei der 

Leukozytenrekrutierung aufgedeckt und die Eigenschaften von Integrinen in einem 

komplexen Entzündungsgeschehen nun genauer charakterisiert. Diese Erkenntnisse 

beantworten nicht nur ungelöste Fragen in der Immunologie, sondern könnten auch für die 

Entwicklung neuer, gezielter Strategien zur Vorbeugung und Behandlung von 

inflammatorischen Krankheiten genutzt werden. 
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