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3 Einfihrung

Inflammatorische Prozesse in der Lunge sind charaitrt durch vielfach noch nicht
verstandene Interaktionen zwischen ortsstandigen we@szellen und mobilen
Entziindungszellen (Granulozyten, mononukledre Piyago, Lymphozyten) [86, 94]. Seit
langem bekannt ist die rasche Invasion von neutl@phGranulozyten des pulmonalen
Kapillarraumes via endo- und epitheliale Barrierelas alveoldre Kompartiment [30], dessen
zellulare Zusammensetzung unter nicht-inflammatbes Bedinungen zu >90 % aus
residenten Alveolarmakrophagen besteht. Auch iralerldes Monozyten-/Makrophagen-
Systems mit zentralen Funktionen in der Phagozytogytokinsekretion und
Antigenprasentation erfolgt ein Austausch des Loagsidenten Makrophagenpools
(Alveolarmakrophagen, interstitielle Makrophagemyrah Migration von zirkulierenden
Monozyten aus dem GefaRbett ins Gewebe, unter Hst@sebedingungen mit sehr
langsamer und unter Entziindungsbedingungen mitrastiner Kinetik [20, 33, 74].

Die Entzindungsgetriebene Transmigration der Moteaozy aus dem pulmonalen
GefaRsystem Uber das Kapillarendothel, die inteeb& Matrix und die
Alveolarepithelzellbarriere in den Alveolarraum @itiberwiegend durch das Chemokin
CCL2/MCP-1 vermittelt [33, 61, 101, 102] und erferd eine Vielzahl an Zell-Zell
Interaktionen zwischen endo-/epithelialer Barriar&l mobilen Entzindungszellen [43, 57,
98, 115]. Losliche Faktoren wie sezernierte Zyteki@hemokine und ihre Rezeptoren sind
dabei ebenso maf3geblich beteiligt wie auf der Zaitdoran lokalisierte Adhasionsmolekiile
[1,17, 28, 55, 79, 112].

Die im Blutgefa3system zirkulierenden Monozytenlaste mit 4-10% prozentual nur eine
Minoritatsfraktion der zirkulierenden Leukozytenrdi&lonozyten sind langlebige Zellen mit
breitem Differenzierungspotential, deren mittlererWeildauer in der Zirkulation jedoch nur
12 bis 72 Stunden betragt bevor sie ins Gewebe andsvyn und in Makrophagen mit
spezifischen Funktionen entsprechend ihrer Gewkakdation ausdifferenzieren. So findet
man spezialisierte Gewebsmakrophagen in Knocher,elrer-, Lungen-, Lymphknoten-,
Milzgewebe, im Peritoneum, der Pleura, der Synawmaperivaskularen Bindegewebe sowie
im zentralen Nervensystem. lhre Fahigkeit zur Enkgrg von mikrobiellen Strukturmotiven
durch Keimbahn-kodierte ,Pattern Recognition Rewmegn, zur Phagozytose und zur

Feisetzung inflammatorischer Mediatoren charakt¥es sie einerseits als unspezifische



priméare Abwehrzellen der angeborenen Immunitét J18ndererseits fungieren sie durch
ihre Kapazitdt zur Antigenprozessierung und -préem gegenuber T-Lymphozyten als
wichtige Initiatoren adaptiver Immunreaktionen wgidd vielfaltig in die Abwehr pathogener
Erreger wie Viren, Bakterien und Parasiten, inshdsce Mycobacterium tuberculosis,
Listeria monocytogenes und Leishmania involvierariber hinaus tragen sie zur Abtétung
von Tumorzellen bei [20, 86].

In der Lunge stehen die Organ-residenten Alveol&raphagen in direktem Kontakt zu jenen
Partikeln und pathogenen Keimen, welche durch dédtsttom in die Alveole gelangen und
vorgeschaltete mechanische Barrieren wie den mié@ Apparat sowie den Hustenreflex
Uberwinden [95, 111]. Allerdings existieren eineiliRevon Kontrollmechanismen, unter
anderem vermittelt durch Wechselwirkungen mit Alaeepithelzellen, die eine inadaquate
Aktivierung dieser alveolaren Wachterzellen verleimd[104].

Zirkulierende Monozyten wandern unter zwei Konstgbinen ins Lungengewebe:

1. Konstitutiv zur Regeneration des Organ-resiglei®hagozytenpools

2. Entzindungsgetrieben bei pulmonaler Inflamnmékidektion

Insbesondere aufgrund ihrer langsamen Kinetik i@ §onozytenmigration in den
Alveolarraum unter Homo6ostasebedingungen bislangigvantersucht und die beteiligten
Chemokine und Transmigrationswege sind weitgeheregkannt. Moglicherweise spielt die
Fraktalkine/Fraktalkinerezeptor Interaktion hierle@e Rolle [60]. Eine entscheidende Rolle
fur die gerichtete Transmigration dieser Zellenridie pulmonale endo-/epitheliale Barriere
spielen die CC-Chemokine CCL2/MCP-1 und CCL5/RANTESvie Adhasionsmolekile
wie ICAM-1, VCAM-1, die1-Integrine (VLA-4, -5, -6)- un@@2-Integrine (CD11a, CD11b,
CD11c, CD18), Selektine, CD47 und MRP 8/14 [18, 2I, 33, 37, 74, 78, 92]. Die
Beteiligung der oben genannten Molekile am Migregpyozess wurde durch entsprechende
funktionsblockierende Antikérper oder gendeletieffgere bzw. Zellen nachgewiesen.
Wahrend der Prozess der endothelialen Leukozytésanth und Chemoattraktion recht gut
untersucht ist, ist der Transmigrationsprozessiddre endotheliale Schicht und die darunter
liegende Basalmembran noch weitgehend unverstad@&). Gleiches gilt fir den Einfluss
des Transmigrationsvorganges durch die spezielkdoamsche Einheit pulmonalkapillares
Endothel/alveolares Epithel auf den Phanotyp urdFRdinktion der wandernden Monozyten
und die hieran beteiligten molekularen Wechselwnden und Signalwege.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, eirvitno Modell [99] der endo-/epithelialen
Schranke der Lunge mit physiologischer Orientierdieg Barrierestrukturen zu etablieren,

das es erlaubt, die durch den Transmigrationspsozrssgelosten Veréanderungen der



Monozytenfunktion ndher zu charakterisieren. Erggtdndes neues, uber bisherige in vitro
Migrationssysteme in Transwellansatzen hinausgetseendelkriterium war hierbei ein
praparatives Format, das es erméglicht die trarmgenign Zellen intakt und in ausreichender
Menge zur differenzierten Funktionsanalytik zuriggewinnen. Die gerichtete
Monozytenmigration durch die endo-/epitheliale Bae wurde in dem in vitro Modell durch
einen chemotaktisch wirksamen Gradienten des Ches@CL2/MCP-1 induziert, der auch
in vivo zentral zur Entzindungs-getriebenen alwawmidaRekrutierung von Monozyten aus
dem Blut zur Expansion des ortsstandigen alveolitakrophagenpools beitragt [9, 62, 72,
73, 84, 117].

Bei pulmonaler Inflammation verédndert sich der Ritgm der endo-/epithelialen
Barrierestrukturen insbesondere durch die versédBtpression und Funktionsmodulation
von Adhasionsmolekilen auf der Zelloberflache tiefignd [24, 109]. Die Etablierung des in
vitro Transmigrationsmodells wurde deshalb so koeri, dass Endo- bzw.
Epithelzellschichten selektiv mit inflammatorischéytokinen vorbehandelt werden konnten,
um eine Transmigration von Monozyten unter Entzingdbedingungen in vitro zu
simulieren. Als zentraler Funktionsparameter de$lanmmatorischen Potenzials von
Monozyten wurde die monozytdre Zytokinsynthese,bessndere die Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine Interleukir {IL-13) und Tumornekrosefaktax (TNF-a)
ausgewahlt und hinsichtlich ihrer Veranderung imhiRan des Transmigrationsprozesses
evaluiert. Im Rahmen der pulmonalen Wirtsantworf &athogenbestandteile wie z.B.
Endotoxin sind diese beiden Zytokine von zentr&edeutung fur die Aktivierung der
lokalen und systemischen Entztindungreaktion [23, BGch IL-6 und IL-8 sind integrale
Komponenten dieser Zytokinantwort im Rahmen dereongenen (,innate®) Immunantwort
und wurden deshalb in ausgewahlten Ansatzen elenfplantifiziert [65, 105]. Fir
neutrophile Granulozyten wurde gezeigt, dass ihe&riRierung aus der Zirkulation in die
Lunge antiapoptotische Signalwege induziert, die dierleben dieser Entziindungszellen im
Lungengewebe verlangert [15]. Ahnliche Befunde wardauch in vitro fir die
Transmigration von neutrophilen Granulozyten durdtumane Nabelschnurvenen-
Endothelzell-Monolayer und pulmonal endo-/epitHeliBilayer erhoben [47, 54, 75]. Vor
diesem Hintergrund wurde in dem hier untersuchtenvitro Transmigrationsmodell
zusatzlich der Einfluss der transendo-/epithelialshigration auf die Vitalitdt und
Apoptoserate der Monozyten analysiert. Um den Hssfl verschiedener Phasen der
Monozyteninteraktion mit der endo-/epithelialen @eike auf die Zytokininduktion [48, 74,
93, 111] zu diskriminieren, wurde die monozytaretakinproduktion sowohl nach



Monozytenadhédrenz an primare humane pulmonal-magikwére Endothelzellen
(HMVEC-L) bzw. an die Alveolarepithelzellinie A54934, 64] als auch nach
transendothelialer, transepithelialer und transéde@dhelialer Monozytentransmigration
erfasst [76, 89]. Die Adenokarzinomzellinie A54%ivet zentrale Charakteristika von Typ |
Lungenalveolarepithelzellen und wurde deshalb wiezahlreichen anderen Studien als
Modellzelle fur die alveolarepitheliale Barrierengzt [16, 29, 56, 96].



3.1 Fragestellung

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit aslezen folgende Fragestellungen:

Welche Transmigrationsrate zeigen Monozyten duntto€epitheliale Monolayer- und

Bilayersysteme in vitro?

Welchen Einfluss nimmt die Transmigration auf dgoptoseverhalten sowie die Vitalitat

der Monozyten?

Welchen Einfluss nehmen Transmigration bzw. Adh&sarf die monozytéare Synthese der

proinflammatorischen Zytokine ILBLund TNFa (in einigen Anséatzen auch IL-6, IL-8)?

Beeinflusst die inflammatorische Vorstimulation &rdo-/Epithelzellschichten mit
Interleukin B die Adhasions-/Transmigrations-assoziierten Vegamagen der monozytéren
Zytokinproduktion?
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4 Methoden

4.1 Monozytenisolierung

Die in den Experimenten verwendeten Monozyten wurdes den von Spenderblut nach
Separation (Plasma, Erythrozyten-, Thrombozyten&otrat) verbliebenen Resten, den
sogenannten Buffy coats isoliert, die als nicht nféhtransfusionsmedizinische Indikationen
geeigneter Verwurf entsorgt werden und fur unsetegeisgruppe vom Institut fur klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin freundlichesgezur Verfligung gestellt wurden. Ein
entsprechendes Votum der Ethik-Kommission zur Veouweg dieser Materialien zu
Forschungszwecken liegt dem  Sonderforschungsberet#7 ,Kardiopulmonales

GefalRsystem* vor.

4.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

Zur Isolierung mononukleérer Zellen (PBMCs) aus Beffy coats wurden zunachst je 25 ml
der Zellsuspension {iber 25 ml Ficoll-PafBharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) in
50 ml-Polypropylenrohrchen (FalcBnnonpyrogenic, Becton Dickinson Labware, Neylan
Cedex, Frankreich) geschichtet. Die Auftrennung deHfraktionen nach der jeweiligen
Sedimentationsgeschwindigkeit in Abh&ngigkeit vorer dZelldichte erfolgte durch
40-minltige Zentrifugation bei 25 °C und 300 g, ehdie Zentrifuge (Heraeus, Hanau,
Deutschland) anschlielend aktiv abzubremsen. DulieBen Vorgang bildet sich eine
Interphase, welche die PBMCs enthalt [10]. Naclsiebtigem Abpipettieren der Interphase
und Pelletieren der Zellen durch erneute Zentrifiogain Waschpuffer (900 ml Aqua dest.
(Baxter S.A., Unterschleiheim, Deutschland), 10PBS” (10x), 2 ml Glucose (50%), 10
ml Pyruvat (PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterrdic ml HSA 20% (Baxter)) erfolgte
die durchflusszytometrische Evaluation der Zellen FACScafi (Becton Dickinson
Labware, Kalifornien, USA). Fur die weitere Sepamatwurden Isolate mit geringem

Granulozytenanteil sowie hohem Monozytengehaltelekdiert.
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4.1.2 Monozytenelutriation

Die zuvor durch Dichtegradientenzentrifugation gemenen Zellen wurden nun durch
Gegenstromzentrifugation weiter separiert (ElubiaBeckman Instruments Inc., Palo Alto,
USA). Bei dieser Methode wird mittels einer Pumpe @er Zentripetalkraft der Zentrifuge
entgegengesetzter Flussigkeitsstrom erzeugt, derirdidas System zuvor eingebrachte
Zellsuspension in einer Kammer sammelt und somitRéiel3gleichgewicht entstehen lasst.
Eine schrittweise Erh6hung der Pumpenleistung lies.Flusses ermdglicht die fraktionierte
Ausschwemmung der Zellen nach der jeweiligen Sedfiatidnsgeschwindigkeit und damit
schlie3lich die selektive Anreicherung der Mononfitgktion. Nach Auffangen der
Sedimentationsfraktionen in ca. 15 Polypropylenchibn (Falcofi- nonpyrogenic, Becton
Dickinson Labware, Neylan Cedex, Frankreich) a 50 wurden diese Fraktionen
durchflusszytometrisch analysiert und die Fraktionmit den hochsten Anteilen an
Monozyten zusammengefuhrt. Der Monozytenanteil rigsammengefihrten und fur die
Experimente verwendeten Zellsuspension wurde im $@@ abschlieBend nochmals

bestimmt. Der Monozytenanteil variierte zwischef®Bind 92%.

4.1.3 Monozytennachbehandlung

Nach der Isolierung wurde die Zellsuspension nodsnggwaschen und anschliel3end in
RPMI 1646 — Medium (Invitrogen (ehem.Gibco) GmbH, KarlsruBeutschland) in einer
Konzentration von 5-10 x f0Zellen/ml aufgenommen. AnschlieRend erfolgte eine
vierstiindige Inkubation im Brutschrank bei 37°Cainginem C@Gehalt von 5%, um den

Einfluss der Isolationsprozedur auf die nachfolganBxperimente zu reduzieren.
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4.2 Zellkultur

Vor Einsatz der Endo- und Epithelzellen in den eren wurden die Kulturansatze
hinsichtlich ihrer Zelldichte (geschlossene Monelsghicht am Boden der Wells) sowie
eventueller mikrobieller Kontamination lichtmikragkisch evaluiert. Das Vorliegen eines
physiologischen pH-Wertes wurde mittels eines im #emmerziellen Nahrmedien (s.u.)
bereits standardmafig enthaltenen Farbindikatdrsn@lrot) kontrolliert.

4.2.1 Kultivierung der Typ Il - Alveolarepithelzellen (A5 49)

Die A549-Zellen (American Type Culture Collectidlanassas, VA, USA) wurden in einer
Konzentration von 1 x f0Zellen in 3 ml HAM’s F12 - Nahrmedium (Nutrient Mure F-
12°, Invitrogen (ehem.Gibco) GmbH, Karlsruhe, Deutaod) in Anwesenheit einer 1%
Penicillin-, Streptomycin- und Amphotericin B Lésusowie 4 mM Glutamin und 10% FCS
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) auf 64w@lltra low cluster, Costal, Corning
Incorporated, Corning, NY, USA), 6-transwell-Kulplatten (Falcon - Becton Dickinson
Labware, Kalifornien, USA) bzw. in einer Konzenioat von 2 x 10 Zellen auf 24-well-
Kulturplatten (Cellstdt, Greiner Labortechnik GmbH, Solingen, Deutschlamich
vorheriger Trypsinbehandlung (Trypsin, InvitrogemtH) aufgetragen.

Die Kulturzeit im Brutschrank unter 37°C und 5% {g&trug 7 bis 8 Tage. Innerhalb dieser

Zeit bildeten sich konfluente Einzelzellschichten.
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4.2.2 Kaultivierung der Kapillarendothelzellen (HMVEC-L)

1 x 1¢ humane pulmonal-mikrovaskulare Endothelzellen €tizS’, BioWhittaker Europe,
Apen, Deutschland) wurden auf mit Attachment fac{@EBU GmbH, Offenbach,
Deutschland) behandelte 6-well-Kulturplatten in 8 sarumfreiem Kulturmedium (Human
Endothelial-SFM, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) aufggéra und einen Tag
kultiviert.

Die aus Polycarbonatmembranen bestehenden Trasdwell Inserts, deren Porengrol3e

8 um betrug, erhielten eine Fibronektinbeschichtur@)(@ (10 ug/ml), Gber 2 h bei 37°C)
und wurden mit 3 x TOHMVEC-L - Zellen 24 h in oben genanntem Kulturmedj welchem
3% FCS zugesetzt wurde, kultiviert. Dabei betrug Miediummenge in den Wells 2 ml, in
den Inserts 1 ml. Dem Medium wurden jeweils die W&igmsfaktoren EGF (10 ng/ml) und
bFGF (20 ng/ml, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutaod) sowie jeweils 1% Penicillin,

Streptomycin und Amphotericin B zugesetzt.

4.2.3 Vorstimulation der Endo- und Epithelzellen

Die Vorstimulation der HMVEC-L und A549-Zellen mlit-13 (Recombinant human ILEL
R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) diente igemiVersuchsansatzen der Simulation
inflammatorisch aktivierter Endo- bzw. Epithelbaren. Je nach Versuchskonstellation
wurde die Stimulation 4 Stunden vor Beginn der Expente durchgefuhrt. ILfA kam in
einer Konzentration von 10 ng/ml zum Einsatz. KuEsst vor Einsetzen der Monozyten

wurden die Endo- und Epithelzellen gewaschen.
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4.3 Transmigrationsexperimente

4.3.1 Versuchsablauf der Monozytentransmigration

Die Monozytentransmigration erfolgte bei diesemvitito Modell [99] Uber physiologisch
ausgerichtete kombinierte Endothel- und Epithedzdlichten, im folgenden Bilayer genannt,
sowie Uber Endo- bzw- Epithelzell - Monolayer. Zcingt wurden die mit der jeweiligen
Zellart bedeckten Transwells zweimalig mit vorgewtam (37°C) Medium (RPMI Medium
164, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gespit, Reste des Kulturmediums zu
entfernen. Um eine hinreichende Menge transmigrievionozyten analysieren zu kdnnen
wurde ein fur Monozyten chemotaktisch wirksamer @GACP-1-Gradient [61] aufgebaut,
da die spontane Transmigration nur gering ausgéepvag Hierzu wurde dem Medium im
alveolaren (d.h. unteren bzw. epithelialen) Kompsht CCL2/MCP-1 in einer
Konzentration von 10 ng/ml zugesetzt. Diese Konatioh ergab sich aus hier nicht
dargestellten Vorversuchen und lag innerhalb derctduandere Gruppen verwendeten
Konzentrationen (1-100 ng/ml) [66, 72, 94, 106]. sBRsau et al. zeigten einen
konzentrationsabhangigen Anstieg der Transmigrataden in einem vergleichbaren
epithelialen Transmigrationssystem, in dem CCL2/MICPKonzentrationen von 0, 1, 10 und
100 ng/ml eingesetzt wurden [94].

Mittels eines unter sterilen Bedingungen eingehercikatheters (CavaffkCertd®, B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) konnte dreledende Luft des umgedrehten, die
Alveolarepithelzellen enthaltenden Transwells abggs werden, sodass eine vollstandige,
luftblasenfreie Fillung des unteren Kompartimemé&sMedium erreicht wurde (s. Abb. 1).
Nach dem Auftragen der Monozyten-Zellsuspensiordas obere Transwell erfolgte die
Transmigration Uber vier Stunden im Brutschrankr@éidas, Hanau, Deutschland) bei 37°C
unter einem C@Gehalt von 5%.

Danach wurden die zuvor transmigrierten Monozyters @em unteren Kompartiment
entnommen, in der Neubauer-Zahlkammer unter denhtmi&roskop (Leica, Wetzlar,
Deutschland) ausgezahlt und die Transmigrationsrasedem Verhéaltnis transmigrierter zu
eingesetzten Monozyten berechnet.



15

Die Monozyten wurden anschlieBend mit Waschpufter ichtegradientenzentrifugation)
gewaschen und Uber einen Zeitraum von 16 Stundemrimschrank in RPMI Medium
1640, welches 10% FC8nthielt in 24-well-Kulturplatten kultiviert. Um eé quantitative
Aussage bezuglich der anschlielenden Messung deoayi@r liberierten Zytokinmengen
aus den Kulturiberstanden mittels ELISA zu ermdgic wurde zur Kultur jeweils eine
konstante Monozytenzahl pro Mediummenge (1 %/fr0) eingesetzt.

Als Kontrolle dienten Monozyten, die in 6-well-Kutplatten (Ultra low cluster, Falc8n
Becton Dickinson Labware, Kalifornien, USA) untedentischen Bedingungen im

Brutschrank kultiviert wurden.
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a)
\ / Transwell
Transwell [ HMVEC-L
A540
b)
—
%\ — >
\‘u
Medium ! Katheter
(+MCP-17 L
C} Monozyten -
Zellsuspension (MZ)
d) transmigrierende
Monozyten
e)
Abb. 1

Vereinfachte schematische Darstellung des Versuchg®aus eines endo-/epithelialen Bilayersystems

a) Bilayersystem bestehend aus jeweils endo- baithadialen Transwells gemaR Schemazeichnung auf
Kulturplatten (6-well ultra low cluster) angeoet

b) Luftblasenfreie Fillung des unteren Kompartinmenhit Medium

¢) Einbringen der Monozyten-Zellsuspension

d) Monozytentransmigration Gber 4h unter Brutsckbadingungen (37°C, 5% GD

e) Entfernen der Transwells und Entnahme der Maeozanschlielend 16h Kultur und Zytokinmessung
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4.3.2 Monozyteninkubation im Bilayersystem

Die Versuchsanordnung entsprach im Wesentlichejerdgen der Transmigrationsexperi-
mente und diente der Erfassung von Veranderungemdrozytédren Zytokinproduktion im
Transwellsystem ohne Transmigration. Die Monozytearden hierbei nicht wie im
Transmigrationsversuch im oberen Transwellkompamim (Endothelseite) eingesetzt,
sondern mittels eines Katheters direkt in das entalveolare Epithelkompartiment

eingebracht und dort fir 4 h inkubiert.

4.3.3 Monozytenadharenz

Um quantitative Veranderungen der monozytdren 4gfodisetzung durch den
Adharenzschritt im Rahmen der Transmigration isbfia erfassen, wurden die Monozyten in
mit Endo- oder Epithel bedeckten 6-well-Kulturptasiteingebracht und fur zwei bzw. vier
Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden zwei Moneafriaktionen zuriickgewonnen. Die
erste Fraktion bestand aus schwach adharenten Memozdie mittels Pipette leicht
abgespult werden konnten. Die zweite Fraktion ustéagest adharente Monozyten, die sich
nur durch mehrfaches Spulen der Wells mit kaltemdiM® von der Endo- bzw.
Epithelschicht ablosen lieRen. Diese zweite Fraktwurde zur Analyse der adhérenz-
induzierten Funktionsdnderungen der Monozyten lymamgen. Auch hierbei folgte eine
Monozyteninkubation tber 16 Stunden unter Brutsdkisadingungen (37°C, C&iehalt:
5%), um die in diesem Zeitraum produzierten Zytakemgen anschlieRend mittels ELISA-

Quantifizierung zu erfassen.
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4.4 Nachweisverfahren

4.4.1 Zytokinquantifizierung mittels ELISA

Die in den Kulturiberstand freigesetzten Zytokingem wurden mit Hilfe kommerzieller
ELISA-Kits (Eli-Paif®, Diaclone Research, Besancon, Frankreich und Irassay, R&D
Systems Inc., Minneapolis, USA) quantifiziert [4D], 91]. Das ,Coaten* der 96-well-
Microtiterplatten (400pl, Nunc-Immunoplate, F96 Maxisdtp Nalge Nunc International,
Roskilde, Danemarkgrfolgte durch Auftragen der in phosphatgepuffekechsalzlésung
(PBS", PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich) verdiemtCapture-Antikorper (Anti
human IL-B/ TNF-a antibody, Diaclone Research, Besancon, Franknenth Monoclonal
anti human IL-6/IL-8 antibody, R&D Systems Inc., Meapolis, USA) in Volumina von
jeweils 100ul pro Well. Nach mindestens 12-stiindiger Inkubatimter Lichtausschluss und
einer Temperatur von 4°C folgte ein zweimaliger Wasrgang mit ELISA - Waschpuffer
(PBS mit 0,05% Polysorbat (Tween) 20 (Sigma, Mun¢Hgeutschland)) mit jeweils 400
ul/Well mit Hilfe eines maschinellen ELISA-Washé@olumbus, Tecan GmbH, Crailsheim,
Deutschland) und das Blockieren der unspezifis@iadungen der o.g. Antikdrper tber 2 h
bei Raumtemperatur mit je 25Ql Saturation Buffer (1% BSA (Sigma, Mdunchen,
Deutschland) und 5% Saccharose in PBS). Die Voitoege der Microtiterplatten war durch
eine 24-stindige Trocknung komplettiert. Anschlie@Bevurden die Standards sowie die
Proben in definierten Verdinnungen aufgetragen.s®i&erdinnungen wurden durch
Verdunnungsreihen ermittelt, um die Konzentratiorten jeweiligen Zytokine in einem
optimierten Bereich der ELISA-Standardkurve zu dralund somit die Messgenauigkeit des
Verfahrens zu gewahrleisten. Akzeptiert wurdenldeenerdiinnungen, welche die Grenzen
der ELISA-Readersoftware (MicrowinV.3.32, Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overrath,
Deutschland) nicht Uber- oder unterschritten (inemeglarischen Kurvenbeispiel als griner
Bereich der Kurve dargestellt (siehe Abb. 2)). Derwertbare Messbereich lag fur 13-1
zwischen 15,6 pg/ml und 500 pg/ml, far TNFzwischen 25 pg/ml und 800 pg/ml. Innerhalb
dieser Bereiche verlief die photometrisch gemesgatiaktion weitgehend linear und konnte

somit verlasslichen Absolutwerten zugeordnet wef@8h



19

o]}

1.82

1.69

1.56 [

\

1.43 -

1.30 n

1.17 .

1.04 verwertbarer B/ereich

A
\ 4

0.91

0.78

0.65

0.52

0.39 |
026 | —1

100 2 Log (Konz.)

(modifiziert nach Mikrowiff Readersoftware)

Abb. 2 Exemplarisches Beispiel einer ELISA-Standatkurve (Kalibrationskurve)
Mittelwerte der Standards in Doppelbestimmurage(iPunkte)
Y-Achse: OD (photometrisch gemessene Extinktion)
X-Achse: Konzentration der Standards in loganigther Skalierung

Griiner Anteil der Kalibrationskurve: Konzenteatsbereich mit verwertbarer Messgenauigkeit
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Standards und Proben wurden in Diluent Buffer (OBS#, 0,05% Tween 20 in TRIS-NaCl,
pH 7,3 (TRIS, Sigma und NaCl 0,9%, Pharmacia & Upj&mbH, Erlangen, Deutschland))
verdunnt. Alle Messungen wurden als Doppelbestingeardurchgefihrt.

Der biotinylierte Detektionsantikdrpgbiaclone Research und R&D Systems )Jngurde
direkt nach dem Auftragen der Proben in einem Va@nmon 50ul pro Well zugefuigt. Nach
3-stundiger Inkubationsdauer unter Raumtemperaha dreimaligem Waschvorgang mit
mindestens 40Qu pro Well folgte die Entwicklung und Auswertung.idtbei kam HRP-
Streptavidin (Zyme®, Invitrogen GmbH) in Diluent Buffer 1:4000 verdiiraur Anwendung
mit 100 pl/Well und anschlieBender 20-minitiger Inkubatiosi lRaumtemperatur. Nach
erneutem dreimaligem Waschvorgang wurden bei Besting von IL-B und TNFea 100pl/
Well TMB-Fertigldsung(Eli-Pair® Diaclone Research) und bei IL-6 und IL-8 20i0Well
ABTS-Losung (ABTS, Boehringer Mannheim GmbH, MannheDeutschland) zugesetzt.
Hierbei wurden 14 mg ABTS zuvor in 21 ml Substréfignu(8,2 g Na-Acetat-Trihydrat, 6,9 g
NaH,PO, x H>O in 1 | Aqua dest. (Baxter S.A., UnterschleiRheieutschland), pH: 4,2) It.
Herstellerprotokoll geldst und mit 0,03%@®} aktiviert. Die chemische Reaktion, bei welcher
die Peroxidase das Substrat in einer Farbreaktmsetet, erfolgte unter Lichtabschluss und
wurde nach einer Entwicklungszeit von 15 min beiB Nurch Zugabe von 10d 1M H,SO,
gestoppt, bei ABTS musste im Anschluss direkt geeresverden.

Zur photometrischen (450 nm-Filter bei TMB, 405 hifter bei ABTS) Auswertung mit
Hilfe eines Plattenphotometers (ELISA-Reader, Molac Devices GmbH,
Ismaning/Miinchen, Deutschland) wurde eine kommkmibaltliche Software (Microwif,
s.0., Beispielkurve s. Abb.2) verwendet, welche diatomatische Berechnung der
Standardkurven ermdglichte. Die Absolutwerte detoKykonzentrationen in den zuvor
verdinnten Proben wurden nach der Messung manugiprechend der jeweiligen

Verdunnung berechnet und korrigiert.
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4.4.2 Duchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde sowohl bei der Amgeimessung als auch bei der Messung
des intrazellular gebildeten ILBlverwendet.

Bei diesem Verfahren ist es moglich aus einer dsfiension die darin enthaltenen Zellen
anhand der ZellgréRe und Zellgranularitat zu défesieren. Nach Markierung der zu
untersuchenden Zellen mit geeigneten Fluorochromserzusatzlich eine Analyse durch
Messung der laserinduzierten Fluoreszenzlichteomssioglich.

Im Durchflusszytometer (FACSc&nmit Software Cell QueSt (Version 3.1f), Becton
Dickinson, San Jose, Kalifornien, USA) passierem zii analysierenden Zellen einzeln eine
Messkammer, die seitlich von einem Laser (ArgorefehaserA: 488 nm) bestrahlt wird.
Dazu wird die Zellsuspension zunachst durch eingilkkae angesaugt und durch ein
Drucksystem in ein zweites Flusssystem mit paffiikEr Grundlésung und anderer
FlieRgeschwindigkeit eingebracht. Durch diese sagete Mantelflissigkeit (sheath fluid)
wird die Zelsuspension in laminarer Stromung hygimainisch in Richtung des Lasers bis
auf Einzelzellebene fokussiert. Das hierbei entstde Vorwartsstreulicht FSC (forward
scatter) wird durch Beugung des Lichts hervorgerutend dient nach Umsetzung in
elektrische Impulse durch eine Fotodiode als Mafdié@ Zellgro3e. Das Seitwartsstreulicht
SSC (side scatter) wird durch Brechung des Licktydrgerufen und dient als Mal3 fir die
Granularitat. Die Messung erfolgt wegen der schwésh Lichtintensitat mit einer Foto-
Verstarkerrohre (PMT, Photomultipliertube).

Durch Vorschaltung dichroitischer Spiegel, die nemen Teil des Lichtspektrums
reflektieren, den Rest jedoch durchlassen, kanKambination mit speziellen Filtern das
einfallende Licht nach der Wellenlange getrennt umihe Aussage Uber die
Fluoreszenzintensitat der Zellen getroffen werdemnvdiese zuvor, wie in dieser Arbeit bei
Apoptosemessung und intrazellulérer IB{¥essung beschrieben (s.,.ehtsprechend mittels
Fluoreszenzantikdrpern markiert wurden. Eine Veksitdg der relativ schwachen Emissionen

wird hier ebenfalls durch PMT bei der Umsetzungliektrische Impulse erreicht [31, 63, 70].



22

4.4.3 Apoptosemessung

Die Differenzierung der Monozyten in vitale, apdmohe und nekrotische Zellen wurde
mittels durchflusszytometrischer Messung mit Hi#ees auf Annexin-V detektierenden
Apoptose-Kits durchgefihrt.

Annexin-V ist ein C&-abhangiges Phospholipid-bindendes Protein mit hdétinitat zu
Phosphatidylserin (PS). PS, welches normalerwanséea Innenseite der Plasmamembran
vitaler Zellen vorkommt, wird bei apoptotischen |2al auf die aul3ere Seite der Membran
transloziert. Annexin-V kann somit als empfindlicBende fir die PS-Exposition auf der
Membranauf3enseite aller exprimierenden apoptotisgleéen eingesetzt werden.
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiertes AnmeXi (Annexin-V-Fluo§, Boehringer
Mannheim, Mannheim, Deutschland) bindet an PS uadnkim Grinfluoreszenzkanal
(Bandpassfilter 515 nm) des Durchflusszytometetsktiert werden. Da nekrotische Zellen
aufgrund ihrer verlorenen Membranintegritat aufsdidVeise ebenfalls angefarbt werden,
konnen diese durch Gegenfarbung mit Propidiumjo@Bigma) im Rotfluoreszenzkanal
(Bandpassfilter > 560 nm) von apoptotischen Zell@it intakter Membranintegritat
abgegrenzt werden [108].

Ein exemplarisches Beispiel eines Dotplot-Diagramstellt Abb.3 dar.

Dieses Verfahren wurde bei jeder Versuchsreiheruameerem zur Qualitatskontrolle der
Monozyten eingesetzt. Ausgehend von einer durcligltimen Vitalitéat von ca. 90% wurden
Abweichungen > +8% als Ausschlusskriterium festggleim die Ausgangssituation der
Versuche vergleichbar zu gestalten.
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Abb. 3

Diskriminierung zwischen vitalen, apoptotischen unchekrotischen Monozyten nach Anfarbung mit
Annexin V. Exemplarische Darstellung einer durchflisszytometrischen Apoptosemessung (Analyse
mittels FACScar’). Kernhaltige Zellen werden mittels Vor- und Seitvérts-Lichtstreuung von Zell-Debris
abgegrenzt (linkes Dotplot Diagramm). Vitale Zellerfinden sich im linken unteren Quadranten,
apoptotische Zellen im rechten unteren QuadrantenR4) und nekrotische Zellen im rechten oberen
Quadranten (R3) des rechten Dotplot-Diagramms.
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4.4.4 Intrazellulare Zytokinmessung

Die durchflusszytometrische intrazellulare Zytoliagtifizierung diente zusatzlich zur
mittels ELISA bestimmten Zytokinsekretion der Edasg der monozytaren Zytokinbildung
unmittelbar nach Transmigration der Monozyten. Dudiese Methodik werden die Einflisse
der langen Inkubationszeit (16 Stunden) umgangemitSlie3 sich zeigen, dass die durch
Monozyten sezernierten Zytokinmengen in den Kultofreniberstanden nicht ausschliellich
durch Aktivierung der Monozyten wéahrend der Kultustande kamen.

Die Pré&paration der Monozyten wurde unter Zuhilfena eines kommerziellen Sets
(IntraPre, Immunotech, Coulter Company, Marseille, Frankrgidurchgefiihrt. Die
Methode wurde in unserem Labor fur Monozyten opiiFur die durchflusszytometrische
Detektion von intrazellular akkumuliertem IlB1wurden 2 x 1® Monozyten in 5 ml-
Polypropylenrdhrchen (Falc8n nonpyrogenic, Becton Dickinson Labware, Neylard&e
Frankreich) pipettiert und mit 10@ der im Set enthaltenen Fixierungslosung (IntraPre
fixation reagent, 5,5% Formalin) behandelt. Nach bainttiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Zellen mit 4 ml PBS (R&horatories GmbH) gewaschen und
5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wuatigesaugt und die Zellen resuspendiert.
Es folgte die Permeabilisierung der ZellmembranMenozyten durch Inkubation mit 1Q0
PBS gepufferter Saponinldsung mit 0,1% Nahe ebenfalls Bestandteil oben genannten Sets
(IntraPrefS permeabilization reagent) war fiir 5 min bei Raungteratur. Nach Zugabe von
10 wl der spezifischen Phycoerythrin (PE)-fluoreszenkmeaten anti-IL-I3 Antikdrper
(monoclonal IgG, anti-IL-13 PE-labeled, R&D Systems Inc., Minneapolis, USAybeines
Isotypkontrollantikérpers (Becton Dickinson Simsife Control) wurden die Zellen fiir
weitere 15 min inkubiert. Nach anschlieendem zwégem Waschen der Zellen standen
die Monozyten zur Untersuchung bereit. Die nichimabilisierten Zellen wurden mit einer
entsprechenden saponinfreien Pufferldsung inkubiért der durchflusszytometrischen
Analyse wurden jeweils permeabilisierte Proben ulgbtypkontrollen mit nicht
permeabilisierten Proben verglichen, um eine uriipelze oder extrazellulare
Membranbindung des spezifischen Antikérpers zu kdieten und somit die Messung der

intrazellularen Signale zu diskriminieren [51, 87].



25

4.5 Statistik

Die Daten sind als Mittelwerte +/- Standardfehl8EM) von n unabhangigen Versuchen
dargestellt. Zur Berechnung signifikanter Untersediei kamen der t-Test, die einfaktorielle
Varianzanalyse (One Way Analysis of Variance) ued Bonferroni Test zur Anwendung.
Werte von p<0,05 wurden als signifikant betrachie¢ Berechnungen wurden mit Hilfe des
Statistikprogramms SigmaStat for Wind&Wier.2.03 durchgefiihrt.

Die unterschiedliche Anzahl (n) vieler durchgeféhrExperimente erklart sich aus dem
komplexen Versuchsaufbau, der zum Verwurf einigasdze durch aufRere Stérungen wie
z.B. Kontamination der Kulturen fuhrte. Es wurdeaweils nur die unter einwandfreien

Bedingungen abgelaufenen Versuche verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1 Etablierung eines endo-/epithelialen Transmigratiegystems

fir Monozytenin vitro

5.1.1 Transmigrationsrate

Um die Effektivitat der CCL2/MCP1-getriebenen Mogtenmigration durch die pulmonal
endo-/epitheliale Barriere in vitro zu erfassenrad@m die Transmigrationsraten Gber endo-
bzw. epitheliale Monolayer sowie einen endo-/epidhen Bilayer durch mikroskopische
Zahlung der transmigrierten Zellen in der Neubaf@nkammer nach 4 Stunden
Transmigrationszeit analysiert. Die Transmigratiates (Verhaltnis transmigrierter zu
eingesetzter Monozytenanzahl) lag im BilayersystenMittel bei 17%. Uber den pulmonal
mikrovaskuldren Endothelmonolayer transmigrierté®o2ler eingesetzten Monozyten.

Die Monozytentransmigration Gber den A549 Epithiizenolayer lag mit durchschnittlich
47% deutlich héher.

Um zu untersuchen, ob eine inflammatorisch verdadBarriere die Monozytenmigration
beeinflusst, wurde eine Vorstimulation der EndowbzZpithelzellen mit Interleukinfi

durchgefuhrt. Es zeigte sich nach vierstindigerstioulation der Mono- und Bilayer mit
IL-13 in einer Konzentration von 10 ng/ml ein leichteiidRgang der Transmigrationsraten

(4% fur Bilayer, 3% fur Endothel, 8% fiir Epitheth iVergleich zu unstimulierten Schranken.

Uber A549 Epithel war die Transmigrationsrate nadtammatorischer Vorstimulation im
Vergleich zur Transmigration Gber pulmonal mikrdugéres Endothel bzw. den endo-/
epithelialen Bilayer signifikant erhdht (p<0,0%70,05, One Way Analysis of Variance und
Bonferroni Test).

(s. Abb. 4)
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Quantitative Erfassung der CCL2/MCP-1-getriebenen Mbnozytenmigration tber native (unstimulierte)
sowie inflammatorisch mit IL-1p vorbehandelte Endo-/Epithelbarrieren in vitro (CCL2/MCP-1-
Konzentration im Well: 10 ng/ml [72, 94]). Mikroskizche Auszéahlung der transmigrierten Monozyteden
Neubauer-Zahlkammer nach 4 h TransmigrationszeatteMerte der Transmigrationsraten in ProzentSEM

der eingesetzten Monozyten aus (Bilayer: n=4, HMME®@=3) Experimenten. A549-Monolayer: Mittelwerte
der Transmigrationsraten in Prozent dargestellt, i Versuchen wurden die einzelnen Messwerte als
Punkte {) dargestellt.

5.1.2 Einfluss der Migration auf die Monozytenvitalitat und Apoptoserate

Um den Einfluss der Transmigration auf die Vitdlitind Apoptoserate der Monozten zu
erfassen, wurden die Zellen vor und nach Transmagradurchflusszytometrisch in vitale,
apoptotische und nekrotische Zellen mittels Prapgodid und Annexin-V-Farbung

differenziert.
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Vor der Transmigration betrug der Anteil vitaler Mzyten 90%. Apoptoseeigenschaften
zeigten 5% der Zellen, der Anteil nekrotischer @elbetrug ebenfalls 5% (s. Abb. 5).
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Abb. 5

Anteil vitaler, apoptotischer und nekrotischer Monazyten vor Transmigration (Ausgangspopulation).
Durchflusszytometrische Analyse nach Propidiumjagid Annexin-V-Farbung. Mittelwerte in Prozent (SEM
+/- 0,7%) der Ausgangspopulation aus n=7 Messungen.

Nach Bilayertransmigration und anschlieBender fliGeiger Kultur kam es zu einer
Reduktion des Anteils vitaler Zellen im VergleickirzAusgangspopulation um 18% auf
72%.

Die Vorstimulation des Bilayers mit ILBL veranderte die Vitalitdtsparameter der
transmigrierten Zellen nicht nennenswert. Demgelgenilag der Anteil vitaler Monozyten

mit im Mittel 52% in der Kulturkontrolle ohne Tramggration (4 h mit CCL2/MCP-1 in ,low

cluster plates” inkubierte und anschlie3end fir Heultivierte Monozyten) tendenziell

niedriger. Die Apoptoserate war in der Kontrolle tm27% versus 17% nach

Bilayertransmigration entsprechend héher, der Amekrotischer Monozyten war in der
Kontrolle mit 20% doppelt so hoch im Vergleich mier Monozytenpopulation nach

Transmigration (s. Abb. 6).
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Abb. 6

Prozentualer Anteil vitaler, apoptotischer und nekmotischer Monozyten nach Transmigration durch einen
endo-/epithelialen Bilayer. Durchflusszytometrische Analyse nach Propidiumjoditd Annexin-V-Farbung
der Monozyten nach 4 h Transmigration tber unsienig (native) sowie mit ILf3 (10 ng/ml) vorstimulierte
Bilayer und anschlieRender 16-stiindiger Kultur. Kémtrolle dienten Monozyten, die 4 h mit CCL2/MQRn

Jow cluster plates* inkubiert und anschlie3end 1 h kultiviert wurden. Mittelwerte in Prozent SEM der
Gesamtpopulation aus n=4 Experimenten.

Unter gleichen Bedingungen reduzierte sich im A549-Moypetenodell der vitale Anteil der
Monozyten um 29% im Vergleich zur Ausgangssituatimm der Transmigration und lag
damit bei 61%. Die IL-f-Vorstimulation des Epithelmonolayers ergab eingast hbhere
Vitalitdt mit einem Anteil von 69%.

Wie im Bilayerexperiment war der Anteil vitaler Mozyten in der Kulturkontrolle ohne
Transmigration (4 h mit CCL2/MCP-1 in ,low clustelates” inkubierte und anschlielend fur
16 h kultivierte Monozyten) mit 55% niedriger. DAnteil apoptotischer Monozyten nach
Transmigration lag bei 14%, nach II32Vorstimulation nur bei 10% im Vergleich zu 17% in
der Kontrolle. Nekrose zeigten 21% der Zellen, nlaehp - Stimulation 18% versus

25% in der Kontrolle (s. Abb. 7).
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Abb. 7

Prozentualer Anteil vitaler, apoptotischer und nekmotischer Monozyten nach Transmigration durch einen
epithelialen A549 Monolayer.Durchflusszytometrische Analyse nach Propidiumjagid Annexin-V-Farbung
der Monozyten nach 4 h Transmigration tber unsienig (native) sowie mit ILfi (10 ng/ml) vorstimulierte
A549 Monolayer und anschlieRender 16-stiindigerufuldls Kontrolle dienten Monozyten, die 4 Stundsit
CCL2/MCP-1 in ,low cluster plates inkubiert und sohlieBend fiir 16 h kultiviert wurden. Mittelwerie
Prozent +/- SEM der Gesamtpopulation aus n=3 Erxpmrien.

Im HMVEC-L-Monolayermodell lag der Anteil vitaler ellen nach Transmigration bei
65%. Mit einem Anteil von 79% vitaler Zellen zeigteh ein Anstieg um 14% nach 13-
Vorstimulation der Endothelzellen. Mit 47% vitaldonozyten waren auch hier die
Unterschiede zur Kontrolle statistisch nicht sigaht. Der Anteil apoptotischer Monozyten
lag nach Transmigration ohne Vorstimulation bei 118%ch IL-B — Vorstimulation der
Monolayer bei 8% gegenuber 12% in der Kulturkomérofuffalliger war der Vergleich der
nekrotischen Monozyten, wobei sich in der Kontrd®% im Gegensatz zu 22% bzw. 10%
(IL-1B—vorstimuliert) nach Transmigration iber HMVEC-L-Nuayer fanden (s. Abb. 8).



31

% Monozyten

100 O vital
90 +
80 ~

-:[— A apoptotisch

70 % M nekrotisch
60

50 ~
40
30

20 -

10 - I-I-I I‘I
; AN

unstimulierte HMVEC-L IL-1B-stimulierte Kontrolle

Monolayer HMVEC-L Monolayer

Abb. 8

Prozentualer Anteil vitaler, apoptotischer und nekmotischer Monozyten nach Transmigration durch einen
endothelialen HMVEC-L-Monolayer. Durchflusszytometrische Analyse nach Propidiumjadid Annexin-V-
Farbung der Monozyten nach 4 h Transmigration (bestimulierte (native) sowie mit ILEL (10 ng/ml)
vorstimulierte  HMVEC-L-Monolayer und anschlielendd6-stindiger Kultur. Als Kontrolle dienten
Monozyten, die 4 h mit CCL2/MCP-1 in ,low clustetafes” inkubiert und anschlieBend fur 16 h kultivie
wurden. Mittelwerte in Prozent +/- SEM der Gesamtgation aus n=2 Experimenten.

Der in allen Transwellansétzen reproduzierbare B&kines tendenziell hbheren Anteils
vitaler Zellen (bzw. niedrigeren Anteils apoptoliec und nekrotischer Zellen) in der
transmigrierten Population im Vergleich zu Monozytdie lediglich mit CCL2/MCP1
kultiviert wurden, fuhrte zu den folgenden Fragkstgen:

1. Werden durch den Migrationsvorgang antiapopthésProzesse induziert, die zu einer
hoheren Vitalitat der transmigrierten Monozyten\ergleich zu lediglich kultivierten

Kontrollen fihren?

2. Werden beim Transmigratiosvorgang Monozytenhwiter Vitalitat/niedriger

Apoptoserate in der transmigrierten Zellfraktiotekgoniert?
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Um die Anteile vitaler, apoptotischer und nekrdtisc nicht-transmigrierten Monozyten im
Vergleich zu transmigrierten Monozyten innerhallmesi Transwellansatzes zu erfassen,
wurden die nach 4 h Transmigrationszeit im oberemmpartiment (Insert) verbliebenen
Monozyten mit den im unteren Kompartiment (Wellkakulierten, transmigrierten Zellen
verglichen.

Es wurde nur die Monozytenmigration Uber einen ABfsholayer unter diesem Aspekt in

einem Einzelexperiment analysiert (s. Abb. 9, Alib).

% Monozyten

100 + Ovital
90 - A apoptotisch

80 7 M nekrotisch
70 -
60 -
50 -

40

30 - -
20 - -

10 - -

0 \

unstimulierter AB49  IL-1B-stimulierter Kontrolle
Monolayer A549 Monolayer

Abb. 9

Prozentualer Anteil vitaler, apoptotischer und nekmwotischer Monozyten in der_nicht-migrierten, nach dem
Transmigrationsversuch im__Transwell-Insert _verbliebenen Zellpopulation. Durchflusszytometrische
Analyse nach Propidiumjodid und Annexin-V-Farbureg dus den ,Inserts* entnommenen Monozytenfraktion.
4 h Transmigrationsexperiment Uber unstimuliertatie) sowie mit IL-B (10 ng/ml) vorstimulierte A549-
Monolayer. Als Kontrolle dienten Monozyten, die 4nfit CCL2/MCP-1 in ,low cluster plates” inkubiert
wurden. Angabe in Prozent der Gesamtpopulatiorzef@xperiment.
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Abb. 10

Prozentualer Anteil vitaler, apoptotischer und nekmwotischer Monozyten in der _migrierten nach dem
Transmigrationsversuch im_,Well* befindlichen Zellp opulation. Durchflusszytometrische Analyse nach
Propidiumjodid und Annexin-V - Farbung der aus dgMiells enthommenen Monozytenfraktion. 4 h
Transmigrationsexperiment (Uber unstimulierte (reggtisowie mit IL-B (10 ng/ml) vorstimulierte A549-
Monolayer. Als Kontrolle dienten Monozyten, die 4nfit CCL2/MCP-1 in ,low cluster plates” inkubiert
wurden. Angabe in Prozent der Gesamtpopulatiorzeféxperiment.

In diesem Transmigrationsexperiment zeigte sich deutlicher Unterschied in den
Vitalitdtsparametern zwischen transmigrierten umd bberen Transwellkompartiment
verbliebenen Monozyten. Die transmigrierten Zellaxigten einen hdéheren Anteil vitaler
Monozyten (67%) im Gegensatz zu den nicht-trangerign Monozyten im oberen
Transwellkompartiment (Anteil vitaler Zellen: 38%).

Um zu differenzieren, ob sich lebende Zellen imevent Transwellkompartiment und tote
Zellen im oberen Kompartiment lediglich selektivr@iohern oder ob die Transmigration
aktiv antiapoptotische Prozesse in den transmignefellen induziert, wurde die Vitalitat der
Zellen im Gesamtsystem (Insert und Well) erfasst omt der Kontrolle nicht-transmigrierter
Zellen in Low-cluster Kultur verglichen.

In der Low-cluster Kontrolle fand sich ein vergleti@rer Anteil vitaler Monozyten wie im

Gesamt-Transwellansatz (52% vitale Monozyten ifTn$maigrationsansatz versus 53% in der
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Kontrolle). Dies spricht gegen einen ausgepragtahapoptotischen Effekt durch den
Transmigrationsprozess (Apoptoseanteil 27% im Tragationsansatz vs. 25% in der
Kontrolle). Eher ist davon auszugehen, dass dieerschiedliche Vitalitat der
Monozytenpopulationen im oberen und unteren Komparit des Transwells vorwiegend

durch die préaferentielle Migration vitaler Zelleastande kommt (s. Abb. 11).

O vital A apoptotisch M nekrotisch
% Monozyten

100
a0
80
70
60
50
40 -
30

20

o
0 | [m

unstimuliert  IL-1B-stimuliert Kontrolle vor TM
(wells+inserts) (wells+inserts) (Ausgangs-
population)

Abb. 11

Prozentualer Anteil vitaler, apoptotischer und nekmotischer Monozyten im gesamten Transwellansatz
(Inserts plus Wells) im Vergleich zur ,Low Cluster® Kulturkontrolle und zur Ausgangspopulation vor
Transmigration (TM). Durchflusszytometrische Analyse nach Propidiumjagid Annexin-V-Farbung der aus
den ,Inserts" bzw. ,Wells* entnommenen Monozytekfian. 4 h Transmigrationsexperiment Uber
unstimulierte (native) sowie mit ILBL (10 ng/ml) vorstimulierte A549 Monolayer. Als Koolle dienten
Monozyten, die 4 h mit CCL2/MCP-1 in ,low clustetates” inkubiert wurden. Angabe in Prozent der
Gesamtpopulation. Einzelexperiment.
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5.2 Einfluss der Transmigration und Adhérenz auf die mozytare

Zytokinsynthese

5.2.1 Transmigration

Monozyten wurden vor und nach Transmigration Uberere endo- oder epithelialen
Monolayer oder einen endo-/epithelialen Bilayer, iRolgenden auch als Barrieren
bezeichnet, hinsichtlich ihrer Zytokinsynthese usiieht. Hierzu wurden die
Ausgangsmonozytenpopulation und die transmigrieMenozyten tber einen Zeitraum von
16 Stunden kultiviert und die liberierten Zytokinen Kulturiiberstand mittels ELISA

quantifiziert.

Nach Migration durch einen endo-/epithelialen Béayeigten die transmigrierten Monozyten
eine signifikant hohere Synthese der inflammatbescZytokine TNFa und IL1{3 als die

Ausgangspopulation.

Im Vergleich zur Low-cluster Kontrolle, die als B&sert verwendet wurde, erhdhte sich die
IL-1p - Synthese um den Faktor 2,2. Die TMF-Produktion stieg um das 2,4-fache. Durch
vierstiindige Vorstimulation der Endo- bzw. Epitledlen mit IL-13 erhdhte sich die
monozytare TNFx - Produktion um den Faktor 6,2. II31stieg nach endo-/epithelialer

Vorstimulation um das 6,9-fache gegenuber der Kidlestan (s. Abb. 12).

Die Darstellung einer x-fachen Steigerung der Zytmienge nach Transmigration bezogen
auf die Kontrolle wurde verwendet, um die innerhddip einzelnen Experimente konsistenten
Steigerungen miteinander zu vergleichen, da dieolibserte der Zytokinmengen zwischen

den Ansatzen auf zum Teil erheblich unterschiedhchNiveau lagen. So lagen die als
Basalwert definierten und auf x=1 normierten Zytwkengen in der Kontrolle zwischen

9 pg/ml - 515 pg/ml im Falle des Zytokins II31ind zwischen 141 pg/ml - 2331 pg/ml bei
TNF-a.
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Abb. 12

Induktion der monozytdren TNF-a und IL-1B Zytokinsynthese durch CCL2/MCP-1 getriebene
Monozytenmigration (4 h) tber endo-/epitheliale Biyer. Uber unstimulierte odemit IL-13 (10 ng/ml)
vorstimulierte endo-/epitheliale Bilayer migrieféonozyten (Transmigrationszeit 4 h) wurden fur erit16 h
in vitro kultiviert und die in den Uberstand fregggzten Zytokine TN+ und IL-1B mittels ELISA quantifiziert.
Als Kontrolle dienten Monozyten, die 4 h mit CCL2INR-1 in ,low cluster plates” inkubiert und anscRiénd
fur 16 h kultiviert wurden. Angabe der Zytokinfreigung als x-fache Steigerung bezogen auf die ldthatals
Basalwert. Mittelwerte +/-SEM; *p<0,05; **p<0,00®bogen auf die Kontrolle.

Absolutwerte der Kontrollen in pg/ml: ILBL(n=4): 9; 10; 30; 515; TNF (n=3): 141; 1157; 2331

Auch die Zytokine IL-6 und IL-8 wurden nach Trangnaition und Kultur im Vergleich zur
Kontrolle tendenziell vermehrt synthetisiert. Demzachs des gebildeten IL-6 betrug das 9,4-
fache, IL-8 erhohte sich um den Faktor 1,9. In éeidréllen fiel eine hohe Varianz der
gebildeten Zytokinmengen mit entsprechend hohemdatafehler (SEM) auf. Im Gegensatz
zur monozytaren TNIe- und IL-13 - Synthese steigerte die endo-/epitheliale Vonsiation

mit IL-13 die monozytare IL-6- und IL-8 - Synthese nichingigant (s. Abb. 13).
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Abb. 13

Induktion der monozytaren IL-6 und IL-8 Zytokinsynt hese nach CCL2/MCP-1 getriebener
Monozytenmigration (4 h) iiber endo-/epitheliale Biyer. Uber unstimulierte odemit IL-13 (10 ng/ml)
vorstimulierte endo-/epitheliale Bilayer migrief#onozyten (Transmigrationszeit 4 h) wurden fur writ16 h
in vitro kultiviert und die in den Uberstand fresptzten Zytokine 1L-6 bzw. IL8 mittels ELISA quditiert. Als
Kontrolle dienten Monozyten, die 4 h mit CCL2/MCRHhHl,low cluster plates” inkubiert und anschlieRefiid
16 h kultiviert wurden. Angabe der Zytokinfreisatguals x-fache Steigerung bezogen auf die Kontralée
Basalwert. Mittelwerte +/-SEM. Absolutwerte der Kiarllen in pg/ml: IL-6 (n=4): 397; 104; 118; 653/k;-8
(n=4): 1763; 263946; 13317; 156358

Um festzustellen, ob eine Zytokininduktion auch matransmigration Uber endo- oder
epitheliale Monolayer nachweisbar war, wurde umlenselben Migrationsbedingungen ein
Vergleich zwischen den verschiedenen Transwellsystedurchgefiihrt. Gemessen wurden
die Zytokine IL-P3, IL-8 sowie TNFea wiederum nach 16 h Kultur der transmigrierten
Monozyten. Die Transmigrationen uber endo- bzwthefinle Monolayer wurden nur als
Einzelexperimente durchgefuhrt, somit sind die ienddrei folgenden Abbildungen

dargestellten Ergebnisse, statistisch nicht bewdis®ie Synthese von ILEL lag nach
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Transmigration Uber A549-Epithelzellen mit eineb 5fachen Erh6hung in Bezug auf die
Kontrolle deutlich héher als im Bilayermodell. Dieansmigration Gber Endothel zeigte eine
geringere Induktion des Zytokins und lag bei Fakigs. Auch die durch transepitheliale
Monozytenmigration induzierte IL-8 — Synthese (86h) fiel hoher aus als nach der
Migration tber den Bilayer (1,9-fache Steigerundgotber einen Endothelmonolayer (keine
Zytokininduktion). Anders verhielt es sich im Fallies Zytokins TNFx. Hier zeigte die
Migration Uber Endothel eine héhere Zytokininduktimit einem Zuwachs gegentber der
Kontrolle um das 7,4-fache. Nach A549-Passage piedan die Monozyten die 1,5-fache
TNF-a - Menge verglichen mit der Low-cluster — Kontrolée Abb. 14-16).

IL-1B
x-faches der
Kontrolle

8 - O migrierte Zellen

OKontrolle

; n I

A549 HMVEC-L Bilayer

Abb. 14

IL-1 B Zytokinsynthese durch Monozyten nach CCL2/MCP-1 geiebener Monozytenmigration (4 h) tber
endo-/epitheliale Mono- bzw. Bilayer Uber epitheliale oder endotheliale Mononlayer rogledo-/epitheliale
Bilayer migrierte Monozyten (Transmigrationszetwurden flir weitere 16 h in vitro kultiviert unkhs in den
Uberstand freigesetzte Zytokin IlRLmittels ELISA quantifiziert. Als Kontrolle dienteMonozyten, die 4 h mit
CCL2/MCP-1 in ,ow cluster plates* inkubiert und sohlieBend fir 16 h kultiviert wurden. Angabe der
Zytokinfreisetzung als x-fache Steigerung bezogdrdae Kontrolle. Einzelexperiment.
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Abb. 15

IL-8 Zytokinsynthese von Monozyten nach CCL2/MCP-1getriebener Monozytenmigration (4 h) tber
endo-/epitheliale Mono- bzw. Bilayer Uber epitheliale oder endotheliale Mononlayer rogledo-/epitheliale
Bilayer migrierte Monozyten (Transmigrationszetwurden fir weitere 16 h in vitro kultiviert urkhs in den
Uberstand freigesetzte Zytokine IL8 mittels ELISAantifiziert. Als Kontrolle dienten Monozyten, ddeh mit
CCL2/MCP-1 in ,ow cluster plates” inkubiert und sohlieBend fur 16 h kultiviert wurden. Angabe der
Zytokinfreisetzung als x-fache Steigerung bezogdrdae Kontrolle. Einzelexperiment.

x-faches der
Kontrolle

8T B migrierte Zellen

<Y I | OKontrolle

A549 HMVEC-L Bilayer

Abb. 16

TNF-a Zytokinsynthese von Monozyten nach CCL2/MCP-1-getebener Monozytenmigration (4 h) uber
endo-/epitheliale Mono- bzw. Bilayer Uber epitheliale oder endotheliale Monolayer odado-/epitheliale
Bilayer migrierte Monozyten (Transmigrationszetwurden fir weitere 16 h in vitro kultiviert unths in den
Uberstand freigesetzte Zytokin TNFmittels ELISA quantifiziert. Als Kontrolle dienteMonozyten, die 4 h mit
CCL2/MCP-1 in ,ow cluster plates” inkubiert und sohlieBend fur 16 h kultiviert wurden. Angabe der
Zytokinfreisetzung als x-fache Steigerung bezogédrda Kontrolle. Einzelexperiment.
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Wie zuvor schon im Bilayermodell gezeigt, konnteneei weitere Steigerung der
Zytokinsynthese nach Transmigration durch eine Wordation der Endo- bzw.
Epithelzellen mit IL-J3 beobachtet werden. In den Monolayermodellen fiesel Steigerung
geringer aus. Eine statistisch signifikante Steiggr der Zytokinsynthese gegeniber der
Transmigration Uber native (unbehandelte) Barrikennte nur nach der Transmigration
uber  A549-Monolayer sowie den  Bilayer nachgewiesemwerden. Nach
Monozytentransmigration tber mit ILBivorstimuliertem HMVEC-L-Monolayer verringerte
sich die TNFea - Synthese sogar leicht um 10% verglichen mit destimulierten
Endothelbarriere. Der direkte Vergleich zwischen tle 13 stimulierten Transwellsystemen
ist in den folgenden Abbildungen dargestellt (sbAb7, Abb. 18).

Im Epithelmonolayer-Modell fihrte die inflammatariee Vorstimulation zu einem Anstieg
der TNFa - Produktion um den Faktor ~1,5 im Vergleich zistimuliertem Epithel, IL-B

stieg um das ~3,2-fache an.

Nach der Transmigration tber endothelialen Monalayieg IL-13 um den Faktor ~2,3 im

Vergleich zu unstimuliertem Endothel.
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Abb. 17

Monozytare IL-1p Synthese nach Transmigration Uber inflammatorisch vorbehandelte (L-1 -
vorstimulierte) Mono- und Bilayer im direkten Vergleich. Uber unstimulierte odemit IL-13 (10 ng/ml)
vorstimulierte epitheliale bzw. endotheliale Moreydr oder endo-/epitheliale Bilayer migrierte Moyien
(Transmigrationszeit 4 h) wurden fiir weitere 16nhvitro kultiviert und das in den Uberstand freigese
Zytokin IL-1B mittels ELISA quantifiziert. Mittelwerte als x-fhe Steigerung +/-SEM gegenuber der
Zytokinproduktion nach Migration Uber unstimuliertdono-/Bilayer (Barrieren). (A549-Monolayer: n=3,
*p<0,05 in Bezug auf unstimulierte Barrieren; HMVEG- Monolayer: n=2; Bilayer: n=3, *p<0,05 in Bezug
auf unstimulierte Barrieren).
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Abb. 18

Monozytdre TNF-a-Synthese nach Transmigration Uber IL-B-vorstimulierte Mono- u. Bilayer im
direkten Vergleich. Uber unstimulierte odemit IL-13 (10 ng/ml) vorstimulierte epitheliale bzw. enddihle
Mononlayer oder endo-/epitheliale Bilayer migrieienozyten (Transmigrationszeit 4 h) wurden fiir teng 16
Stunden in vitro kultiviert und das in den Uberstdreigesetzte Zytokin TNE- mittels ELISA quantifiziert.
Mittelwerte als x-fache Steigerung +/-SEM gegenidmr Zytokinproduktion nach Migration Uber unstirette
Mono-/Bilayer. (A549-Monolayer: n=3, *p<0,05 in B&g auf unstimulierte Barrieren; HMVEC-L — Monolayer
n=2; Bilayer: n=3, *p<0,05 in Bezug auf unstimuleeBarrieren).

Um herauszufinden, ob der direkte Zellkontakt z¥west transmigrierendem Monozyt und
Endo-/Epithelzelle im Transmigrationsprozess dieiggrung der Zytokinsynthese auslost
oder ob endothelial bzw. epithelial freigesetztéokine hierfir verantwortlich sind, wurden

Monozyten ohne vorherige Transmigration im untéfempartiment des Bilayermodells der

MCP1/CCL2-getriebenen Zellmigration inkubiert.

Die 4-stindige Inkubation von Monozyten im untefeanswellkompartiment ohne vorherige
Transmigration zeigte lediglich eine geringe Zytokduktion flir das Zytokin TNFr mit

einem Zuwachs gegenuber der Kontrolle um FaktarDig Steigerung der Synthese von IL-
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18 hingegen war mit einem Zuwachs um Faktor 2,0 ammih so hoch wie nach
Transmigration im Bilayermodell (Faktor 2,2). In wesenheit inflammatorisch
vorbehandelten Endo-/Epithels fand sich keine wuweit@ennenswerte Steigerung der
Zytokinsynthese von Monozyten, die im unteren Twalkkompartiment inkubiert wurden.
(s. Abb. 19)
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Abb. 19

Induktion der monozytéaren Zytokinsynthese nach Inkibation von Monozyten im unteren Kompartiment
des Bilayermodells (Uber 4 h)_ohnevorherige Transmigration. Monozyten wurden fir 4 h im unteren
Transwellkompartiment von unstimulierten oder rh#tli3 (10 ng/ml) vorstimulierten endo-/epithelialen Bida
inkubiert, anschlieRend fiir weitere 16 h in vitroltiviert und die in den Uberstand freigesetztertoRine
TNF-a und IL-13 mittels ELISA quantifiziert. Als Kontrolle dientellonozyten, die 4 h mit CCL2/MCP-1 in
Jow cluster plates* inkubiert und anschlieRend B h kultiviert wurden. Werte als x-fache Steigeyu
gegeniber der Kontrolle. Einzelexperiment.
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Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass losliche ofégkt an der monozytaren
Zytokinproduktion im Transmigrationsprozess zwartebigt sind, eine maximale
transmigrationsassoziierte Zytokininduktion jedoalir durch direkte Zell-Zellkontakte

inshesondere bei inflammatorisch vorstimuliertenri@een erreicht wird.

5.2.2 Adharenz

Um die Phase der Monozyteninteraktion mit Endo+tigzellen, die zur Stimulation der
monozytaren Zytokinsynthese fuhrt, weiter einzugesr; wurde die Bestimmung der aus
Monozyten freigesetzten Zytokine nach Adharenz adoihel- sowie Epithelmonolayer und
nachfolgender Kultur tber 16 h durchgefihrt und mdigr Zytokininduktion nach
Transmigration verglichen.

Nach Adharenz an HMVEC-L zeigten die Monozyten ed®n Transmigrationsvorgang
vergleichbare IL-B - Zytokininduktion, TNFet wurde in geringerem Ausmald hochreguliert
als nach der Transmigration. Fur IL-8 fand sich eitem Anstieg um Faktor 2,0 nach
Adharenz eine starkere Zytokininduktion als nacanEmigration.

Bei den Adhéarenzversuchen an A549-Epithelzellehefiee hohe Varianz der monozytaren
Zytokinproduktion auf. IL-B wurde 2,9-fach vermehrt synthetisiert und war som@niger
stark hochreguliert als nach Transmigration (x.5,5)

Die Synthese von TNB-und IL-8 war nach Adhasion an A549 Zellen im Vergh zur
,Low cluster” Kontrolle nicht gesteigert (Abb. 20).
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Abb. 20

Induktion der monozytaren Zytokinsynthese nach Adh&enz an Endo- bzw. Epithelmonolayer.Nach 4 h
Adhédrenz an Endo- bzw. Epithelzellmonolayer in Gegat von CCL2/MCP1 (Konzentration: 10 ng/ml)
wurden die Monozyten fur 16 h kultiviert und anseRend die in den Kulturiberstand freigesetzterokiye
mittels ELISA bestimmt. Als Kontrolle dienten Mongen, die 4 h mit CCL2/MCP-1 in ,low cluster plates
inkubiert und anschlieBend fiir 16 h kultiviert weind Mittelwerte als x-fache Steigerung +/- SEM irariyleich
zur Kontrolle (HMVEC-L - Monolayer: n=4, A549-Morayer: n=3).

Nach IL-13-Vorstimulation der Einzelzellschichten war der fitins der Adharenz auf die
Zytokininduktion variabel. Die monozytare I31- Synthese lag hierbei niedriger als nach
Transmigration. Umgekehrt verhielt sich die TNF- Produktion. Dort kam es nach

Adharenz zu einer starkeren Induktion des Zytokisshach Transmigration ( Abb. 21).
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Abb. 21

Direktvergleich der monozytaren Zytokinsynthese nakb Adharenz bzw. Transmigration an/Uber
inflammatorisch vorbehandelte(n) Mono-/Bilayer (Barieren). HMVEC-L und A549 — Zellen wurden fiir 4 h
mit IL-18 (10 ng/ml) vorstimuliert. Uber vorstimulierte dpéliale oder endotheliale Monolayer migrierte
Monozyten (Transmigrationszeit 4 h, CCL2/MCP-1 Kemization 10 ng/ml) oder Monozyten nach 4 h
Adhéasion an vorstimulierte Endo- bzw. Epithelzellearden fir weitere 16 h in vitro kultiviert undedin den
Uberstand freigesetzten Zytokine mittels ELISA difemert. Mittelwerte als x-fache Steigerung +/-8E
gegeniiber der 2Zytokinproduktion nach Migration Ubenstimulierte Mono-/Bilayer (Kontrolle).
(Transmigration: A549: n=3 , HMVEC-L: n=2; AdharenzA549: n=3 , HMVEC-L: n=4.
*p<0,05, **p<0,005 bezogen auf unstimulierte Bareig)

Insgesamt zeigen die Daten, dass die Adharenz vomokften an Endo-/Epithelzellen als
Initialschritt des Transmigrationsvorgangs berests einer Induktion der monozytaren
Zytokinsynthese fuhren kann. Diese kann sich im latér der Transmigration weiter
verstarken wie im Falle des Zytokins II3-bder mdglicherweise auch wieder abschwachen
wie im Falle der der monozytaren TNF- Freisetzung bei Transmigration Gber stimulierte

Barrieren.
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5.2.3 Intrazellulare IL-1 3 - Konzentration in Monozyten nach Transmigration

und Adharenz

Die Bestimmung intrazellularer Zytokinkonzentraton diente der Uberpriifung des
Einflusses der Transmigration und der Adharenz aief Zytokinsynthese im direkten
Anschluss an den Adharenz- bzw. Transmigrationsmygdurch eine zweite unabhangige
Nachweismethode. Die Messungen wurde hierbei defléukin B beschrankt. Die Methode
vermeidet die lange Inkubationszeit (16 h), die dig Zytokinsekretion in den Uberstand
notig war. Durch durchflusszytometrische Messundjefi sich eine tendenziell héhere
intrazellulare IL-B-Konzentration in transmigrierten Monozyten im Mergh zu adharenten
Monozyten nachweisen. Eine erhohte zytoplasmatigghekinkonzentration im Vergleich
zur Kulturkontrolle war bereits direkt nach derrgigindigen Transmigration bzw. Adharenz
nachweisbar. Eine signifikante weitere Steigerumg idtrazellular synthetisierten Zytokine
nach Interaktion mit IL-ft-vorstimulierten Endo-/Epithelzellen liel3 sich rictachweisen (s.
Abb. 22, Abb. 23).
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Intrazellulare IL-1 B Konzentration
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unstimulierte  IL-1p - stimulierte Kontrolle
HMVEC-L HMVEC-L

Abb. 22

Intrazellulare IL-1 B Konzentration von Monozyten nach Adhérenz an bzwTransmigration durch einen
endothelialenMonolayer. Uber unstimulierte oder mit IL@L(10 ng/ml) vorstimulierte Endothelzellmonolayer
migrierte Monozyten (Transmigrationszeit 4 h, CQUEP-1 Konzentration 10 ng/ml) oder Monozyten nadh 4
Adhédsion an unstimulierte/vorstimulierte Endoth#&e wurden direkt im Anschluss an die
Adhasion/Transmigration durchflusszytometrisch faingich ihrer intrazellularen ILf4 Konzentration
untersucht. Als Kontrolle dienten Monozyten, dieh4dmit CCL2/MCP-1 in ,ow cluster plates” inkubiert
wurden. Mittelwerte in AU +/- SEM. AU-Werte nach Wechnung der durch FACS-Analyse ausgewerteten
.Mmittleren Fluoreszenzintensitat* (MFI) der mit em fluoreszenzmarkierten anti-Il31Antikbrper markierten
Zellen(n=4).
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Abb. 23

Intrazellulare IL-1 B Konzentration von Monozyten nach Adhérenz an bzwTransmigration durch einen
epithelialen Monolayer. Uber unstimulierte oder mit ILAL (10 ng/ml) vorstimulierte Epithelzellmonolayer
migrierte Monozyten (Transmigrationszeit 4 h, CQUZP-1 Konzentration 10 ng/ml) oder Monozyten nadh 4
Adhédsion an unstimulierte/vorstimulierte  Epitheleel wurden direkt im Anschluss an die
Adhéasion/Transmigration durchflusszytometrisch ftaindich ihrer intrazellularen ILf§ Konzentration
untersucht. Als Kontrolle dienten Monozyten, dieh4dmit CCL2/MCP-1 in ,low cluster plates” inkubiert
wurden. Mittelwerte in AU +/- SEM. AU-Werte nach Wechnung der durch FACS-Analyse ausgewerteten
.mittleren Fluoreszenzintensitat* (MFI) der mit em fluoreszenzmarkierten anti-1l3IAntikdrper markierten
Zellen(n=5).
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden in vitro Mono-duBilayermodelle der endo-/epithelialen
Barriere der humanen Lunge etabliert, um den tradséepithelialen Migrationsprozess von
Monozyten aus dem Kapillargefal3system der Lunggeim pulmonalen Alveolarraum néher
zu charakterisieren. Neben der systematischen &waifuzentraler Basisparameter des in
vitro Transmigrationssystems wie Transmigratioresnaind Vitalitdt bzw. Apoptoserate der
Monozyten vor und nach Migration im Transwellansatrde das Modell genutzt, um die
durch den Transmigrationsprozess induzierte Zysykithese der Monozyten zu untersuchen.
Die MCP-1/CCL2-getriebene Transmigrationsrate denbkyten Giber endo- oder epitheliale
Monolayer bzw. endo-/epitheliale Bilayer variieeiheblich. So war die Transmigration tber
nichtstimuliertes A549-Epithel etwa doppelt so hedk die tGber mikrovaskulares Endothel
(47% vs. 21%). Dies steht zum Teil im WiderspruchBefunden anderer Arbeitsgruppen
[66, 80] bzw. Autoren desselben Forschungsberdthso4], die eine geringere Monozyten-
migrationsrate Uber die epitheliale Barriere im §feich zur endothelialen Schranke fanden.
Eine mdgliche Erklarung fiir diese Diskrepanz it diatsache, dass in der vorliegenden
Arbeit keine primaren Alveolarepithelzellen, sondelie Alveolarepithelzelllinie A549, die
sich von einem Alveolarzellkarzinom ableitet, digealare Epithelbarriere eingesetzt wurde.
A549-Zellen, die eher Alveolarepithelzell Typ llsal'yp | - Charakteristika besitzen, bilden
maglicherweise weniger dichte Zellverbande als gremAlveolarepithelzellen.

Nach Vorstimulation der endo-/epithelialen Zellsttien mit IL-13 als definiertem
proinflammatorischem Stimulus fanden sich etwasdmgere Transmigrationsraten der
Monozyten als unter Basisbedingungen, die Unteesighiwaren jedoch statistisch nicht
signifikant. Als Ursache fur diese Abschwachung de€CL2-getriebenen
Monozytenmigration, die fur die transepitheliale gkition Uber A549-Monolayer am
deutlichsten war, kommen verschiedene Erklarunggaesn Betracht. So kénnte die durch
IL-13 induzierte CCL2-Synthese in Endo- oder Ep#éken und die Liberierung dieses
Chemokins in basolateraler Sekretionsrichtung denchdexogene CCL2-Zugabe erzeugten
CCL2-Chemokingradienten zwischen den verschiedddempartimenten des Transwells
vermindern. Auch wére ein Einfluss der Interleuk+Vorstimulation auf endo-/epitheliale

Adhasionsmolekile sowie andere losliche Faktorenklg@, was eine Veranderung der
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Transmigrationsbedingungen fur die Monozyten zuig&ohaben konnte. Eine weitere
maogliche Erklarung ist eine durch Monozytenaktiviey induzierte feste Adhéarenz, die nicht
oder nur langsam reversibel ist und deshalb keirggatlon erlaubt [17, 21, 27, 37, 72, 79,
89, 113].

Die  Untersuchungen zur Vitalitat der Monozyten inend verschiedenen
Transwellkompartimenten mittels durchflusszytonsetner Apoptosemessungen zeigten
einen hoheren Anteil vitaler Monozyten im Transwedch Transmigration (66,9%) im
Vergleich zu Monozyten, die lediglich fur 4 Stund&altiviert wurden (52,5%). Diese
Befunde schienen die Hypothese zu stutzen, dasshduen Migrationsvorgang
antiapoptotische Prozesse in Monozyten induzierdere Weitere Untersuchungen, die alle
Monozyten im Transwellansatz bertcksichtigten, tesigjedoch nach 4 Stunden eine
Aufspaltung der Monozytenausgangspopulation in  zwéiellpopulationen  mit
unterschiedlicher Vitalitat in den verschiedenerarBwellkompartimenten. Neben den
transmigrierten Zellen mit niedriger Apoptoserate unteren Kompartiment fand sich eine
Zellpopulation nichttransmigrierter Monozyten mdher Apoptoserate, welche in den Inserts
verblieben. Die Gesamtpopulation aus beiden Fra&tizeigte die gleiche Verteilung vitaler
bzw. apoptotischer und nekrotischer Zellen wieKiiturkontrolle. Diese Befunde sprechen
dafir, dass bevorzugt Zellen mit hoher Vitalitatgreren, wéhrend Zellen mit bereits
induzierter Apoptose im Insert verbleiben. Son&flisich fur die in vitro Transmigration der

Monozyten im verwendeten Transwellsystem kein aofpotischer Effekt nachweisen.

Zur Erfassung der transmigrationsassoziierten dgsykthese wurden die migrierten Zellen
Uber einen Zeitraum von 16 Stunden kultiviert ungk &ytokinfreisetzung in den
Kulturiberstand mit der von nicht transmigriertsondern lediglich fir 4 Stunden in ,Low
Cluster Plates” kultivierten Monozyten verglich&s zeigte sich eine signifikante Steigerung
der Produktion der proinflammatorischen Zytokinelft und TNFea in Monozyten nach
Transmigration Uber die endo-/epitheliale Barriérér die Zytokine IL-8 und IL-6 fand sich
ebenfalls ein Anstieg der Sekretion nach Transrara der jedoch verglichen mit der
Kontrolle aufgrund der grof3en Streuung statistischt signifikant war.

Um den Beitrag der endo- vs. epithelialen Barriemer transmigrationsinduzierten
Zytokinsekretion zu spezifizieren, wurden bei sonstveranderter Versuchsanordnung
Vergleichsmessungen nach Monozytenmigration UbedoEnbzw. Epithelmonolayer
durchgefuhrt. Nach der Transmigration Uber A54%kedi allein fiel im Vergleich zum

Bilayer eine hodhere Induktion von Il31sowie IL-8 auf. TNFa hingegen wurde im
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Vergleich weniger sezerniert. Die TransmigratioretiEndothel induzierte eine deutlich
hohere TNFa-Sekretion als die transepitheliale- oder Trangetigration. IL-P3 wurde im
Vergleich zur Bilayeranordnung in geringerem Ausmaf8 wurde nicht induziert.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dasthk&ndothelien wie auch Epithelien zum
Teil differentiell die Funktion migrierender Mondey modulieren, wobei die beteiligten
Signalpfade bisher nur unzureichend charakteris&rid. Im Gegensatz zum hier
beschriebenen Bilayermodell sind im Zusammenhariglari Monolayertransmigration tber
Endothel und Epithel bereits molekulare Interaktionvon Monozyten mit Endo- bzw.
Epithelzellen beschrieben. So zeigten ArbeitenAlgoren Rosseau et al. [94], Shang et al.
[100] und weiterer [3, 5, 13, 14, 39, 49, 50, 58, 603, 113, 115] die Rolle verschiedener
Adhasionsmolekile  wie  der By-Integrine, Selektine, ICAM-1, VCAM-1,
integrinassoziiertem Protein CD47 wund deren Expoassin Bezug auf die
Monolayertransmigration bzw. Adharenz unter bestiemBedingungen auf. Kukreti S. et al.
[59] untersuchten die Adharenz- und Transmigragarenschaften von Monozyten Uber
IL-1pB-vorstimulierte HUVEC-Endothelzellen unter ,Flow“ekditionen und zeigten einen
Ruckgang der Adharenz sowie der Transmigrationshateh selektive Blockade van-, 3,
Integrinen und L-Selectin. Audleerschaert et al. [77] beschrieben durch Monozigieden
Transmigrationsprozess genutzte Adhasionsmoleki& Bxperimenten mit IL-f3-
vorstimulierten HUVEC-Endothelzellen. Ergebnisse erib den Beitrag der an
Monolayermodellen  gezeigten Interaktionen zur Lewykentransmigration Uber
physiologisch angeordnete Endo-/Epithelzellbilesiad in der Literatur bisher nur vereinzelt
zu finden. Untersuchungen an Bilayersystemen widnséch (berwiegend anderen
Fragestellungen wie beispielsweise dem TranspartMgcobacterium tuberculosis von der
Alveole in das Blutgefal3system [7, 8, 21]. Erstzkigh stellten Hermanns et al. [43] ein
weiteres in vitro Bilayermodell der pulmonalen edldpithelialen Schranke vor.

Da in der vorliegenden Arbeit speziell die monomytaytokinsekretion nach Transmigration
im Entzindungskontext im Mittelpunkt stand, wurde &ynthese von ILf1 und TNFa
auch nach Monozytentransmigration Uber vierstunaiig) IL-1[3-vorstimulierte Barrieren
gemessen. Hier zeigte sich vor allem bei der Bimyerdnung eine weitere Steigerung der
Zytokinproduktion im Vergleich zum unstimulierteraBieremodell. Die Sekretion von 131
war um den Faktor 3,3, die Sekretion von T&WFam den Faktor 2,0 hoéher als nach
Monozytenmigration tber unstimulierte Barrierene®ientspricht im Vergleich zur ,low-

cluster“-Kontrolle einer 6,9 (ILf})- bzw. 6,2 (TNFa)- fachen Steigerung.



53

Die Transmigration Uber vorstimulierte Monolayehfii¢ ebenfalls zu einer erhéhten IB-1
Synthese im Vergleich zu unstimulierten MonolayeBei Transmigration Gber stimuliertes
Endothel stieg die Synthese um den Faktor 2,3.limdektion nach Epithelpassage war mit
Faktor 3,2 nahezu vergleichbar mit der SteigeruaghnBilayertransmigration. TN&-
hingegen wurde nach Epitheltransmigration 1,5-fagébildet. Nach Migration Uber
Endothelzellen war sogar ein leichter Riickgangtestellien.

Insgesamt sprechen die Befunde dafir, dass inflaorieeh vorbehandelte A549-
Epithelzellen einen starkeren Beitrag zur transatignsassoziierten Zytokininduktion als
Funktionsparameter fir die Monozytenaktivierungtien als mikrovaskulare Endothelzellen.
Des Weiteren legen die Ergebnisse die Hypothese, radiss in der IL{3-vorstimulierten
Bilayeranordnung eine Interaktion zwischen A549 UAMIVEC-L — Zellen stattfindet,
welche die transmigrierenden Monozyten in hoéheremal3® zur Bildung der
proinflammatorischen Zytokine anregt als die jeigeih Einzelzellschichten. Es konnte hier
jedoch kein direkter additiver Effekt nachgewiesesrden.

Die einseitige, differentielle Vorstimulation deadbthels oder des Epithels mit dem Zytokin
IL-13 im vorliegenden Bilayersystem ist technisch gutkgikabel. Die Analyse der
transmigrationsassoziierten Zytokinsekretion dembiyten in entsprechend vorbehandelten
Transwellsystemen ergab jedoch wegen der grol3enabMaét keine eindeutig zu
interpretierenden Ergebnisse. Diese Tatsache s$pmebderum fur noch unzureichend
charakterisierte Interaktionen zwischen endo- ungithelialer Barriere mit variabler
Auswirkung auf die Monozytenaktivierung, die zukiignfwveiterer systematischer Evaluation
bedirfen. G. Eissner et al. [22] fanden eine dunestimulierte Monozyten hervorgerufene
endotheliale Aktivierung mit Exprimierung der Adi@smolekile ICAM-1, VCAM-1 und
ELAM-1. Die daraus resultierende endotheliale TéF-Induktion fihrt zur monozytaren
Freisetzung von Endothelial activating factor (EAEAF wiederum triggert Adhasion und
Transmigration sowohl von Monozyten als auch vompkiozyten und Granulozyten.
Weitere potentielle Einflussfaktoren in Transwaeill vitro Modellen sind die verwendeten
Materialien der Versuchsanordnungen. So fandemakjder et al. [32] einen aktivierenden
und prochemotaktischen Effekt durch Polyethylenkartbei mononuklearen Zellen der
Synovia.

Um den Einfluss der Transmigration auf die Monoayte&t dem der Adharenz als Teilschritt
des Transmigrationsvorganges zu vergleichen, wurtienentsprechend abgestimmten
Einzelversuchen Monozytentransmigrationen Uber Ewnder Epithelzellmonolayer parallel
zur Adharenz ohne Transmigrationsschritt bei vécglearen Bedingungen durchgefihrt (vgl.
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Abb. 20). Es stellte sich dabei heraus, dass diad#gtenadharenz an Endothel und Epithel
weniger hohe IL-f- und TNFa - Spiegel im Monozyten-Kulturiberstand induzieate die
Transmigration. Eine Ausnahme bildete die IL-18 eki®tion bei Adhérenz an
mikrovaskuléaren Zellen, die eine der Transmigratiergleichbare IL-f - Induktion ( Faktor
1,6 in beiden Fallen ) ausléste. Die Zytokinprodwktnach Transmigration Uber 131
vorstimulierte Barrieren ergab eine hoéhere B.-1 Induktion in Monozyten als nach
Adharenz. Dagegen synthetisierten Monozyten nachafahz an IL-B-vorstimulierten

Monolayern mehr TNF als nach Transmigration (Abb. 21).

Um den direkten Einfluss der Transmigration sower édhérenz auf die monozytare
Zytokinsynthese ohne die fiir die Erfassung der &wkr in den Uberstand notwendige 16-
stindige Kultur zu untersuchen, wurden direkt imsétriuss an die Transmigration bzw.
Adhasion die intrazellular akkumulierten Zytokineit nHilfe der Durchflusszytometrie
quantifiziert. Aufgrund des hohen finanziellen Aaimdes wurden die Messungen auf das
Zytokin Interleukin-B beschrénkt. Hierbei konnte auf Einzelzellebeneeggaverden, dass
eine hohere Induktion von ILBL nach Transmigration Uber Endo-/Epithelzellmonataye
auftrat als dies nach Adhéarenz an die entsprecineddibarrieren der Fall war. Diese direkt
im Anschluss an den Adhérenz- bzw. Transmigratiorgang erhobenen Befunde bestatigen
die mittels ELISA-Verfahren gemessenen monozyta@rokinliberationsdaten nach
Monozytenkultur. Auch wird somit wahrscheinlich, sda der Adharenz- bzw.
Transmigrationsprozess unmittelbar differentiele dilonozytenfunktion im Sinne einer

Modulation der Zytokininduktion beeinflusst.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass sich Ubeswelmonolayer pulmonaler Endo- und
Epithelzellen sowie Uber einen endo-/epithelialettay@r eine MCP1/CCL2 getriebene
Monozytenmigration in vitro induzieren lasst, dienes praparative Isolation der
transmigrierten Zellen erlaubt. Die MCP1/CCL2-getenen Transmigrationsraten waren
innerhalb eines Transwellansatzes sehr konstanbdepierbar, zwischen den verschiedenen
Anordnungen wie endo- bzw. epitheliale Monolayer erodkombinierte Endothel-/
Epithelbilayer fanden sich hingegen erhebliche thui@iede. Ein direkter Einfluss der
Transmigration auf die Vitalitdt und das Apoptosbadten der Monozyten konnte nicht
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sprechen jddoaine Separation der eingesetzten
Monozyten in eine avitalere Population nichttrargmerender Monozyten sowie eine
vitalere, weniger Apoptoseverhalten aufweisendeuRdion transmigrierter Zellen im in
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vitro Modell. Nach Transmigration zeigte sich imddonozyten eine Induktion der Synthese
proinflammatorischer Zytokine (IL, TNF-a, IL-6 und IL-8), die in den Kulturtiberstand
freigesetzt wurden. Auch die Monozytenadhérenz adoE bzw. Epithel, die als Teilschritt
der Transmigration zu verstehen ist, fihrte zuremeemehrten Zytokinfreisetzung, die jedoch
weniger ausgepragt war als nach Transmigration.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass bei imflatorisch vorbehandelten Barrieren die
Transmigration Uber endo-/epitheliale Bilayer zuneei hoheren Zytokinliberierung der
transmigrierten Monozyten fihrt als die Transmigrat Uber endo- bzw. epitheliale
Monolayer. Auch die intrazellulare Bestimmung degoKins IL-13 im Monozyten direkt
nach Transmigration und Adhdrenz ergab eine hohmnzentration nach dem

Transmigrationsvorgang als nach Adhasion.

Bei der Monozytenrekrutierung in den Alveolarrauithit der Transmigrationsprozess in
vitro somit zur Modulation der Monozytenfunktion i8inne einer vermehrten Liberierung
proinflammatorischer Zytokine. Dazu tragen Endod dpithelien sowohl in der Phase der
Monozytenadhé&sion als auch -transmigration beitibar hinaus sind vermutlich bisher nicht
spezifizierte Endo-/Epithelzellinteraktionen an deferstarkten Zytokininduktion in
Monozyten wahrend der Transmigration beteiligt. rifie sprechen die Befunde an
inflammatorisch stimulierten Bilayern, die die Zktasynthese (IL-B und TNFea) in
migrierten Monozyten starker erhéhen als endo- kepitheliale Monolayer. Die Ergebnisse
scheinen im Hinblick auf die Genese akuter als audronisch-entzindlicher

Lungenerkrankungen von Bedeutung.
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7 Zusammenfassung

Bei der entzindungsgetriebenen Rekrutierung in Aéreolarraum Uberqueren die im
BlutgefalRsystem zirkulierenden mononuklearen Phagozdie pulmonale Kapillarendothel-
und Alveolarepithelbarriere. Ein durch die pulmanalinflammation getriggerter
chemotaktisch wirksamer MCP1/CCL2 — Gradient ist der Monozytentransmigration
mal3geblich beteiligt. Auf dem Weg in den Alveolarmrakommt es zu einer ,Aktivierung*
der Monozyten im Sinne einer inflammatorischen Maytenmodulation. Zell-Zell-
Interaktionen, wie die Monozytenadhadsion an pulnemaEndo- bzw. Epithel sowie der

Einfluss l6slicher Faktoren kdnnen hierzu beitragen

Um die transmigrationsassoziierte Funktionsanderdmgnaner Monozyten ndher zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit sdwl@Monozytenadhérenz an Endo- bzw.
Epithelzellen als auch der Transmigrationsvorgaogchd die endo-/epitheliale Barriere in
einem in vitro Modell imitiert. Die Monozyten tramggrierten in Anwesenheit eines MCP-
1/CCL2 — Gradienten Uber physiologisch angeordht¥®/EC-L — Endothel- und A549 —
Epithelbarrieren. Die dabei verwendeten Transwetisen mit konfluenten endo-/epithelialen
Einzelzellschichten kultiviert, ebenso die Kultwgpéen fir die Adharenzansétze. Die Vitalitat
und das Apoptoseverhalten der Monozyten in dencliegdenen Transwellkompartimenten
wurden durchflusszytometrisch evaluiert. Im AnseBlan die Transmigration bzw. Adharenz
Uber 4 Stunden wurden die migrierten Monozyten dleStunden in vitro kultiviert und die
in diesem Zeitraum liberierten proinflammatorisch&ytokine IL-13 und TNFa sowie in
einigen Anséatzen IL-6 und IL-8 in den Kulturiiberstan mit Hilfe der ELISA-Technik
quantifiziert. Dartber hinaus wurde die intrazelhel IL-13 - Konzentration direkt nach

Transmigration bzw. Adharenz mit Hilfe der Durclsifzytometrie bestimmt.

Die migrierte Monozytenpopulation zeigte eine h@&h¥italitat bzw. geringere Apoptoserate
als die im Insert verbliebenen nicht migrierten Mpyten. Der Anteil apoptotischer Zellen
im gesamten Transwellansatz war im Vergleich zuid®sr einen gleichen Zeitraum lediglich
kultivierten Monozyten jedoch gleich. Dies spricpegen einen Antiapoptoseeffekt der

Transmigration, sondern eher dafiir, dass Monozyiterdenen bereits Apoptoseprozesse
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ablaufen, nicht mehr so effektiv migrieren. Dadurelchern sich vitale Monozyten in der

migrierten Population an.

Die MCP-1/CCL2 getriebene in vitro TransmigratioonvMonozyten durch den endo-/
epithelialen Bilayer induzierte die proinflammasmtien Zytokine IL-{, TNF-a, IL-6 sowie
IL-8 in den transmigrierten mononuklearen Phagazytine inflammatorisch veranderte
Endo-/Epithelbarriere, die durch Vorstimulation dBgayers mit IL-13 imitiert wurde,
verstarkte die monozytare 131/ TNF-a - Liberierung nach Transmigration im Vergleich zu

unstimulierten Barrieren.

Auch die MCP-1/CCL2 getriebene Transmigration ubEndothel-/Epithelmonolayer
induzierte die Synthese proinflammatorischer Zytekin Monozyten, allerdings in der Regel
in geringerem Ausmall als im Bilayersystem. Inshésmn die Steigerung der
Zytokinsekretion bei Migration Uber inflammatoriseferanderte Barrieren, imitiert durch
IL-1B-Vorstimulation der Endo- bzw. Epithelmonolayer,rviia Monolayermodell deutlich

geringer ausgepragt als im Bilayermodell.

Zwar induzierte bereits die Adhérenz von Monozyten Endo- oder Epithelzellen ohne
nachfolgende Transmigration eine erhéhte Synthese Aytokine IL-P3 und TNFa
(Ausnahme: Adharenz an A549 fihrte nicht zur T&NFInduktion). Diese adharenzinduzierte
Zytokininduktion war jedoch deutlich geringer ausgagt als die durch Transmigration
ausgeloste Zytokinfreisetzung. Eine Ausnahme hierlbddete die Adharenz an
mikrovaskuléaren Zellen, die eine mit der Transntigra vergleichbare ILf - Induktion
ausloste. Auch nach ILBtVorstimulation der Zellbarrieren induzierte dieafsmigration
eine deutlich hohere ILAL - Produktion in Monozyten als die Adharenz. Umdeke
synthetisierten Monozyten nach Adhéarenz an [vbrstimulierten endo- bzw. epithelialen

Monolayern mehr TNFx als nach Transmigration.

Auch die intrazellulare Zytokinmessung unmittelbach Transmigration zeigte eine hdhere
monozytare Interleukinfl - Induktion nach Transmigration im Vergleich zudhfrenz
sowohl bei stimulierten als auch unstimulierten &ndnd Epithelzellen. Damit werden die
Ergebnisse der Zytokinmessung im Kulturiiberstandtefai ELISA-Technik durch eine

zweite kulturunabhangige Methode bestéatigt.
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Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, ddamimatorisch rekrutierte Monozyten und
hieraus differenzierende Alveolarmakrophagen dielmpoale Entzindung durch
Zytokinfreisetzung, die durch Interaktion mit pulnadem Endothel und Epithel im
Transmigrationsprozess induziert wird, erheblicleibgussen kénnen. Es konnte gezeigt
werden, dass die monozytare Zytokinsynthese gaéimtiuind qualitativ abhangig von Zell-
Zell-Kontakten mit Endothel und Epithel differieRie Ergebnisse sind weitere Bausteine zur

Entwicklung pathophysiologisch fundierter Therapiekepte des akuten Lungenversagens.
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8 Abstract

Recruitment of PBMCs into the alveolar space of bheg driven by inflammation is
characterized by monocyte transmigration across pilenonal capillary endothelial and
epithelial barrier. A chemotactic effective MCP-OIG2 gradient triggered by pulmonal
inflammation is essentially involved in monocytartsmigration. On its way to the alveolar
space an “activation” of monocytes can be obsewihdin the means of an inflammatory
modulation. Cell-cell interactions like monocytehadion to pulmonal endo-/epithelium as
well as the influx of soluble factors may contribtid this modulation.

To investigate the transmigration-associated mdidulaf human monocytes we imitated the
monocyte adhesion to endo-/epithelial cells as aglhe transmigration process in an in vitro
model. Monocytes transmigrated through physioldgiteected HMVEC-L — endothelial /
A549 — epithelial barriers in presence of an MCedl-2 gradient. For this we used
transwells covered with confluent endo-/epitheli@nolayers, also culture plates used for
adhesion experiments. Vitality and apoptotic betiagf monocytes in the different transwell
compartments have been evaluated by flow cytomedrialysis. Following a 4- hour
adhesion- / transmigration process, migrated maescyvere cultivated for 16 hours.
Supernatants containing the liberated proinflammaiytokines IL-B, TNF-a in few trials
IL-6 and IL-8 during this period were quantifiedpdyong ELISA-technique. Furthermore
intracellular IL-13 concentration has been determined straight afmsmigration/Adhesion
procedure.

The migrated monocyte population showed a hightatityi / minor apoptotic ratio compared
with non migrated monocytes resting in the inséhe percentage of apoptotic cells in the
whole transwell model compared with only cultivatetbnocytes revealed no difference
within the same period. Therefore an anti-apoptetiect caused by transmigration appears
improbable. One can hypothesize an accumulatiorvital monocytes in the migrated
population assuming monocytes undergoing apoppoticesses to migrate less effectively.
MCP-1/CCL-2 derived monocyte transmigration in witthrough endo-/epithelial bilayer
induced the proinflammatoric cytokines 13,1 TNF-a, IL-6 and IL-8 in transmigrated
mononuclear phagocytes. An inflammatory influenesdio-/epithelial barrier imitated by
pre-stimulation of the bilayer with ILBLenhances monocytotic liberation of IIB/INF-a

after transmigration compared with unstimulatedibes.
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Also CCL2 driven transmigration through endo-/eglitd monolayers induced synthesis of
proinflammatoric cytokines in monocytes, howevarally by minor scale compared with the
bilayer model. In particular the increased libematiof cytokines in monocytes migrating
through IL-1B pre-stimulated endo- and epithelial monolayers wlaarly found on a minor
extend compared with a pre-stimulated bilayer. Toadherence to endo-/epithelial cells
without following transmigration already induced amgmented synthesis of Ilf31land
TNF-a this cytokine induction however was found on adovevel than the transmigration-
triggered cytokine-liberation. An exception was #dherence to endothelium which showed
a comparable extend of ILBlinduction. Even after IL{1 pre-stimulation of the barriers
transmigration induced a higher Il3Jproduction in monocytes compared with adherence.
Vice versa monocytes synthesized more TiNRfter endo-/epithelial adhesion than after
transmigration.

Also intracellular concentration of ILBlin monocytes directly after transmigration revdade
higher induction of this cytokine compared with addnce in both native and pre-stimulated
endo-/epithelial cells. This intracellular measueat represents a second cell-culture
independent method to confirm the results of therhted IL-B in supernatants by ELISA-
technique.

In conclusion these results point to a considerabitgribution of inflammatorically recruited
monocytes / alveolar macrophages to pulmonal infiaton initiated by cytokine liberation
triggered by interaction with pulmonal endotheliamd epithelium within the transmigration
process. We pointed out that cytokine synthesmmafocytes depends on cell-cell interaction
with endothelium and epithelium quantitatively aslivas qualitatively. These findings could
be seen as a further contribution to develop pdtysiplogically founded therapeutic

concepts for treatment of acute lung failure.
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