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1. EINLEITUNG 

 

Die akut pulmonale Inflammation sowie das hieraus häufig resultierende respiratorische 

Versagen sind trotz moderner Beatmungsstrategien immer noch mit hoher Morbidität und 

Mortalität assoziiert. Charakteristisches Merkmal der akuten pulmonalen 

Entzündungsreaktion ist die rasche, massiv verlaufende Rekrutierung neutrophiler 

Granulozyten aus dem Gefäßbett der Lunge über die transendotheliale Barriere, das 

Lungeninterstitium und das Alveolarepithel in den Alveolarraum der Lunge. In 

tierexperimentellen Modellen konnte gezeigt werden, daß dem raschen alveolären Einstrom 

von neutrophilen Granulozyten zeitlich verzögert regelhaft ein Einstrom von Monozyten 

folgt. Im Gegensatz zur gut untersuchten pathophysiologischen Rolle neutrophiler 

Granulozyten ist über die Bedeutung von Monozyten im Rahmen akut pulmonaler 

Entzündungsvorgänge nur wenig bekannt. 

Aufgrund ihres Potentials zur Zytokinliberierung, Sekretion von Sauerstoffradikalen 

sowie zur Phagozytose und Antigenpräsentation wird Monozyten eine wichtige Funktion im 

Kontext akut pulmonaler Inflammation zugeschrieben [183, 187]. Für eine Reihe von 

Erkrankungen verschiedener anderer Organsysteme ist die Funktion von Monozyten bereits 

gut charakterisiert: Es ist bekannt, daß Monozyten im frühen Stadium der Atherogenese in 

den subendothelialen Raum des Gefäßes evadieren [50, 128]; monozytäre Infiltrate finden 

sich darüberhinaus bei Multipler Sklerose, Asthma, Rheumatoider Arthritis, sowie bei 

interstitiellen Lungenerkrankungen [74, 76, 84].  

Für die Rekrutierung von Monozyten an den Ort der Entzündung sind Chemokine von 

zentraler Bedeutung. Monozyten werden mit Hilfe dieser Chemokine in das inflammatorisch 

veränderte Gewebe gelockt, um letztendlich dort zur Expansion des ortsständigen 

Makrophagenpools beizutragen [16]. Für die Rekrutierung von Monozyten aus der Blutbahn 

in das entzündliche Gewebe spielt das Monozyten-chemotaktische Protein MCP-1 (monocyte 

chemoattractant protein-1) eine wichtige Rolle [144, 193]. MCP-1 gehört wie auch MIP-1α 

und RANTES zur Familie der CC-Chemokine. Chemokine wiederum gehören zur 

Superfamilie der Zytokine und besitzen vielfältige chemotaktische Effekte auf diverse 

Leukozytenpopulationen [6, 7, 12, 141, 152, 171, 175]. Neben seiner primären Funktion als 

monozytenrekrutierendes Chemokin zeigt MCP-1 aber auch chemotaktische Wirkung für 

Makrophagen, CD4-positive T-Lymphozyten und NK-Zellen (natural killer cells) [1, 19, 42, 
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51, 175]. MCP-1 ist ein 148 Aminosäuren langes, stark glycosyliertes Protein, welches primär 

von makro- und mikrovaskulären Endothelzellen der pulmonalen Strombahn, aber auch von 

Alveolarepithelzellen, residenten Alveolarmakrophagen und Fibroblasten sezerniert wird [16, 

24, 133, 146, 166, 192]. Neben seiner chemotaktischen Aktivität beeinflußt es die Affinität 

von Adhäsionsmolekülen der zu rekrutierenden Zellen für den jeweiligen Rezeptor [75, 86, 

181]. Neben seiner wichtigen Funktion in der Monozytenrekrutierung kann MCP-1 auch den 

Aktivierungszustand der Monozyten beeinflussen: Nach Bindung an seinen hochaffinen 

Rezeptor CCR-2 induziert MCP-1 in Monozyten regelhaft eine Erhöhung der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration, die Freisetzung von Arachidonsäurederivaten, sowie auch den 

respiratorischen Burst [104, 140]. 

Verschiedene transgene Mausmodelle haben bisher einen kausalen Zusammenhang 

zwischen der Überexpression von MCP-1 und der Akkumulation von Monozyten und CD4-

positiven Lymphozyten in verschiedenen Organsystemen nachgewiesen. So fanden sich 

Infiltrate von Monozyten sowie CD4+ Lymphozyten in perivaskulären Arealen des 

Zentralnervensystems von Mäusen, welche MCP-1 im Gehirn überexprimierten; ein 

ähnliches, monozytär dominiertes Zellinfiltrat ließ sich bei Mäusen mit einer Überexpression 

des Chemokins in pankreatischen Inselzellen finden [42, 47]. Die Überexpression von 

transgenem humanem MCP-1 in Typ II-Alveolarepithelzellen bewirkte ebenso eine starke 

Akkumulation von Monozyten im alveolären Kompartiment von Mäusen [51]. 

Interessanterweise zeigte sich parallel zu diesen Erkenntnissen aus transgenen Mausmodellen, 

daß unter klinischen Bedingungen eine gesteigerte Expression von MCP-1 regelhaft mit einer 

Akkumulation von Monozyten im Gewebe assoziiert ist. Erhöhte Spiegel von MCP-1 finden 

sich in der bronchoalveolären Lavage von Patienten mit interstitiellen granulomatösen 

Lungenerkrankungen [4, 20, 41, 74, 76], sowie bei Immunkomplexalveolitiden [78]. 

Desweiteren ist MCP-1 auch bei nicht-pulmonalen inflammatorischen Prozessen, wie der 

Rheumatoiden Arthritis [2, 55, 84], in atherosklerösen Plaques [50, 128, 170, 191] und bei 

bestimmten Nephritiden exprimiert [130, 148]. Diese Beobachtungen zeigen, daß Chemokine 

wie MCP-1 alleine, bei Abwesenheit weiterer Stimuli wie Endotoxin, in der Lage sind, eine 

Migration monozytärer Zellen in das Gewebe zu induzieren. 

 Von großer Bedeutung für die transalveoläre Monozytenrekrutierung sind die auf der 

Monozytenoberfläche exprimierten Adhäsionsmoleküle. Diese Adhäsionsmoleküle spielen 

bei Zell-Zell- Interaktionen eine wesentliche Rolle. Zahlreiche Untersuchungen der letzten 
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Jahre haben Erkenntnisse zum Mechanismus der transendo-/epithelialen Emigration von 

Leukozyten in den Alveolarraum der Lunge geliefert. So zeigte sich, daß diese Zellen auf 

ihrer Oberfläche v. a. Integrine und Selektine tragen [20, 53, 72, 100, 103, 107, 116, 118, 124, 

125, 156, 164]. Dominierende Bedeutung kommt nach den Untersuchungen der letzten Jahre 

vor allem dem β1-Integrin VLA-4 (CD49d/CD29) [23, 60, 61] sowie den β2-Integrinen LFA-1 

(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) und p150/95 (CD11c/CD18) zu, ebenso dem Selektin 

CD62 [70, 80, 91, 101, 122, 135, 154, 161, 173, 174, 184]. 

 Für die Evaluierung der Funktion von Monozyten im Kontext der akut pulmonalen 

Inflammation spielt das Entzündungspotential dieser Zellen eine entscheidende Rolle. Dieses 

wird ganz maßgeblich über ihre Fähigkeit zur Produktion pro- und antiinflammatorischer 

Zytokine bestimmt. Zytokine sind zellregulatorische Proteine mit einem Molekulargewicht 

von < 80 kDa. Sie spielen in der Hämatopoiese und bei der Kommunikation zwischen 

inflammatorischen Zellen eine wichtige Rolle, denn sie regulieren Initiation, Stärke und 

Dauer einer Immunreaktion [8]. Sie werden lokal produziert, haben kurze Halbwertszeiten 

(Sekunden bis Minuten) und sind in pikomolaren Konzentrationen wirksam. Zytokine wirken 

parakrin, z. T. auch autokrin, interagieren mit hochspezifischen Zellrezeptoren und induzieren 

zunächst zellspezifische Effekte, wie z. B. Mediatorenliberation und Regulation der 

Expression verschiedener Zelloberflächenmoleküle [48, 54, 162]; dabei wirken sie meist 

pleiotrop. Dies bedeutet, daß ein Zytokin unterschiedliche Effekte in verschiedenen Zielzellen 

ausüben kann [83]. Als „molekulare Kommunikationsvermittler“ spielen sie in der “host-

defense“ gegen invadierende Pathogene eine zentrale Rolle. Hierbei agieren pro- und 

antiinflammatorische Zytokine in einer Art „Zytokin-Netzwerk“ mit synergistischen, 

additiven und antagonistischen Wirkungen, wodurch die Effektorfunktionen der Zielzellen 

vielfältig moduliert werden können [8, 26, 81, 83, 139]. Die Frühphase der akuten 

Entzündung ist durch verstärkte Sekretion des Akute-Phase-Proteins TNF-α gekennzeichnet. 

TNF-α ist ein nicht glycosyliertes, aus 157 Aminosäuren bestehendes Protein mit einem 

Molekulargewicht von 17 kDa. Gemeinsam mit dem Zytokin IL-1β  spielt es eine tragende 

Rolle als inflammatorischer Mediator [27, 30, 69, 90, 98, 123, 129, 150, 178]. Ursprünglich 

als zytotoxisches Effektormolekül beschrieben, scheint TNF-α auch aufgrund dieser 

zytotoxischen Eigenschaften [49, 89] ein wichtiger Mediator im LPS-Signaling in vivo zu 

sein. Von Monozyten und Alveolarmakrophagen produziert [169], wirkt es 

entzündungsfördernd, antiinfektiös und antiproliferativ [9, 36, 111, 113, 138]. 
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 Für die Induktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine spielen Pattern-

Recognition Rezeptoren wie die Toll- like Rezeptoren und das GPI-verankerte CD14 eine 

wichtige Rolle. Als „molekulare Schaltstelle“ sorgen diese für die Transition exogener 

Stimuli, wie z. B. des Lipopolysaccharids gramnegativer Bakterien, in endogene Signale, die 

zur Freisetzung von Zytokinen führen. CD14 ist ein 55kDa-Glykoprotein, welches sowohl als 

membranständiges Protein mit einem Glykosylphosphatidylinositol-Anker (mCD14), als auch 

als lösliches Protein existiert (sCD14). CD14 wird hauptsächlich von Monozyten und 

Makrophagen exprimiert und vermittelt zusammen mit Toll- like Rezeptor 4 die durch  

Endotoxin ausgelöste Zellaktivierung [37, 87, 94, 109, 134, 176, 190, 196]. Hierbei bindet 

Endotoxin zunächst an das Akute-Phase-Protein LBP, das lipopolysaccharidbindende Protein 

(lipopolysaccharide binding protein) und dieser Komplex schließlich an CD14, was 

letztendlich zur Zellaktivierung mit der Konsequenz der Zytokinliberation führt [28, 62]. Die 

lösliche Form von CD14 ist außerdem in der Lage, die Zytokinsekretion von 

Alveolarmakrophagen auf einen Endotoxinstimulus hin zu verstärken und Endo- und 

Epithelzellen, welche kein membranal exprimiertes CD14 besitzen, LPS-responsiv zu machen 

[110, 113, 137, 153]. Die lösliche Form von CD14 ist darüberhinaus am Prozess der 

Elimination von LPS beteiligt [32, 88]. Ferrero et al. konnten zeigen, daß transgene Mäuse, 

die CD14 überexprimieren, hypersensitiv auf LPS reagieren [39], was die zentrale Rolle von 

CD14 im LPS-Signaling verdeutlicht. 

Die pathophysiologische Rolle transalveolär akkumulierender Monozyten bei akuten 

und chronischen entzündlichen Veränderungen in der Lunge war bis dato noch wenig 

untersucht, da eine suffiziente Technik zur klaren Identifikation, Isolation und funktionellen 

Charakterisierung frisch rekrutierter Monozyten vor dem Hintergrund residenter 

Alveolarmakrophagen nicht vorhanden war. In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung 

einer neuen Technik beschrieben, welche es erlaubt, mit Hilfe eines Intravital-

Fluoreszenzfarbstoffes chemotaktisch in den Alveolarraum von Mäusen rekrutierte 

Monozyten klar vom Pool der residenten Alveolarmakrophagen durchflußzytometrisch zu 

diskriminieren, zu isolieren und partiell funktionell zu charakterisieren. 
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Fragestellung: 

 

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet: 

 

1)  die Etablierung eines Mausmodells zur Untersuchung der pulmonalen transendo-

/epithelialen Rekrutierung von peripheren Blutmonozyten in den Alveolarraum und 

deren durchflußzytometrische Diskriminierung von Alveolarmakrophagen durch 

Fluoreszenzmarkierung; 

 

 2) die immunphänotypische Analyse transmigrations- und aktivierungsrelevanter 

Adhäsionsmoleküle auf alveolär rekrutierten Monozyten und ihr Vergleich mit 

peripheren Blutmonozyten; 

 

3)  die funktionelle Charakterisierung alveolär rekrutierter Monozyten bezüglich ihrer 

Endotoxin-Stimulierbarkeit ex vivo. 

 

Zur Untersuchung der pathophysiologischen Rolle von Monozyten bei akut 

inflammatorischen Prozessen in der Lunge wurde Mäusen intratracheal das Chemokin MCP-1 

verabreicht. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die in den Alveolarraum evadierten 

Monozyten und residenten Alveolarmakrophagen mittels bronchoalveolärer Lavage 

gewonnen, mit Hilfe der Durchflußzytometrie hochgradig aufgereinigt und 

immunphänotypisch charakterisiert. Außerdem wurden separierte alveolär rekrutierte 

Monozyten ex vivo hinsichtlich ihrer TNF-α-Sekretion als Maß ihrer Endotoxin-

Induzierbarkeit analysiert und mit peripheren Blutmonozyten verglichen. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
 
 
2.1   Tierexperimenteller Versuchsabschnitt 
 

2.1.1    Versuchstiere  

 

In allen Experimenten wurden weibliche BALB/c Mäuse im Alter von 10 – 12 Wochen und 

mit einem Gewicht von 18 – 21 g verwendet. 

 

2.1.2    Narkose 

 

Zur Narkoseeinleitung wurden die Tiere in einer Aetherglocke für ca. 20 s sediert. Danach 

erfolgte die intramuskuläre Gabe von Xylazinhydrochlorid (Rompun®) zur  tiefen Sedierung 

und Muskelrelaxation. Hierfür wurden 200 µl der Xylazinhydrochloridlösung mit 300 µl einer 

0,9% Natriumchloridlösung in eine 1 ml-Spritze aufgezogen, gemischt und von dieser Lösung 

wiederum 100 µl mit 900 µl 0,9% Natriumchloridlösung verdünnt (Mischungsverhältnis 1:15, 

Endkonzentration 2,5 mg/kg Körpergewicht). Die eigentliche Narkose wurde durch 

intramuskuläre Gabe von ca. 50 µl einer 1:5 verdünnten Ketaminhydrochloridlösung 

eingeleitet (Endkonzentration 50 mg/kg Körpergewicht). Während des operativen Eingriffs 

erfolgte die Aufrechterhaltung der Narkose durch intramuskuläre Gabe von 20-30 µl Aliquots 

der verdünnten Ketaminhydrochloridlösung. 

 

2.1.3 Farbstoffmarkierung mit PKH26: Dosis- und zeitabhängige Akkumulation in 

residenten Alveolarmakrophagen 

 

Für die in vivo Fluoreszenzmarkierung der residenten Alveolarmakrophagen wurde der rote 

Fluoreszenzfarbstoff PKH26 und die zugehörige Verdünnungslösung (Diluent B) eingesetzt. 

PKH26, welches als 1 mM Stocklösung in 100% Ethanol gelöst vorliegt, wurde unter sterilen 

Bedingungen mit der Verdünnungslösung B auf die jeweiligen Gebrauchskonzentrationen 

verdünnt. Diese PKH26-Lösung wurde in einem Gesamtvolumen von 100 µl in einer 1 ml-
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Spritze mit einer  29G-Kanüle unter sterilen Bedingungen langsam in die Schwanzvene 

injiziert. 

Zunächst wurde die Dosis- und Zeitabhängigkeit der Akkumulation von PKH26 in 

residenten Alveolarmakrophagen in vivo untersucht. Hierzu wurde Mäusen nach 

vorausgegangener Narkose in steigender Konzentration je 100 µl einer 10 µM, 100 µM, 150 

µM, 200 µM, 240 µM und 300 µM PKH26-Lösung über die Schwanzvene appliziert. Unter 

Zugrundelegung eines austauschbaren Blutvolumens der Mäuse von ca. 2000 µl ergaben sich 

schließlich in vivo folgende Endkonzentrationen dieser intravenös applizierten 

Stammkonzentrationen: 0,5 µM, 5 µM, 7,5 µM, 10 µM, 12 µM und 15 µM PKH26. 

Zur Bestimmung der Zeitabhängigkeit der Akkumulation von PKH26 in residenten 

Alveolarmakrophagen wurde den Mäusen eine 300 µM PKH26-Lösung injiziert (15 µM in 

vivo Konzentration) und nach 6 h, 12 h, 24 h, 48 h und 72 h eine bronchoalveoläre Lavage 

durchgeführt. 

 

2.1.4 Intratracheale Instillation von murinem rekombinantem JE/MCP-1 

 

24 Stunden nach der intravenösen Injektion von PKH26 bzw. 15 min nach Reinjektion 

PKH26-vormarkierter Blutleukozyten (s. 2.1.8), wurden die BALB/c Mäuse wiederum wie 

oben beschrieben narkotisiert. Nachdem beide Augen zum Austrocknungsschutz mit 

Bepanthen Augensalbe versorgt worden waren, erfolgte die Fixation der Maus in Rückenlage. 

Das Fell wurde in Höhe der Trachea abrasiert und die Haut mit Desinfektionslösung 

desinfiziert. Mit einem sterilen Einmalskalpell wurde unter stereomikroskopischer Kontrolle 

eine senkrechte, ca. 0,5 cm lange Inzision vorgenommen und das unter dem Schnitt 

befindliche Gewebe mit sterilen feinen Pinzetten stumpf dissektiert, um die Trachea 

freizulegen. Nachdem zunächst mit einer 23G Kanüle zwischen zwei Trachealspangen ein 

kleiner Einstich plaziert worden war, wurde ein steriler 26G Abbocath-Venenverweilkatheter 

in die Trachea eingebracht. Nun wurde murines JE/MCP-1, das homologe Genprodukt zum 

humanen MCP-1 [142, 146], bzw. murines rekombinantes MIP-1α oder RANTES mittels 

einer 1ml-Spritze unter visueller Kontrolle der Atmung langsam in die Lunge instilliert 

(jeweils 50 µg gelöst in 80 µl PBS mit 0,1% HSA). Nach intratrachealer Instillation von 

rJE/MCP-1 wurde der Venenverweilkatheter entfernt, die Wunde mit zwei bis drei Stichen 

Vicryl-Faden vernäht und anschließend gründlich mit Softasept Desinfektionslösung 
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befeuchtet. Kontrollmäuse erhielten eine intratracheale Instillation von 80 µl PBS mit 0,1% 

HSA. Die Tiere wurden nach Erwachen aus der Narkose in ihre Käfige zurückgebracht und 

hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. 

 

2.1.5 Durchführung des Limulus -Amöbozytenlysat-Assays zur Bestimmung der LPS-

Kontamination 

 

Zum Ausschluß von Endotoxinkontaminationen der verwendeten Lösungen und 

Präparationen wurde ein Limulus Amöbozytenlysat Assay (LAL) durchgeführt. Der Test 

weist sehr sensitiv und spezifisch bakterielles Endotoxin in Konzentrationen von > 0,015 

U/ml (1,25 pg/ml) nach. Das Test-Prinzip beruht auf der Aktivierbarkeit eines 

Limulusenzyms durch Endotoxin, welches p-Nitro-Anilin von einem chromogenen Substrat 

abspaltet. Dadurch kommt es zu einem Farbumschlag, der photometrisch bei einer 

Wellenlänge von 405 nm erfaßt und über eine Standardkurve in Konzentrationswerte 

umgerechnet werden kann. Standards und Proben wurden im Duplikat gemessen. Hierzu 

wurden 100 µl der 37°C warmen Proben, Standards und Kontrollen in 100 µl LA-Lysat 

gegeben, nach 15 min 200 µl der Substrat-Puffer-Lösung zugegeben, die ablaufende 

Farbreaktion nach 8 min durch die Zugabe von 100 µl 20%iger Essigsäure  abgestoppt und 

anschließend im Photometer gemessen. 

 

2.1.6 Durchführung der Blutentnahme 

 

48 h nach der Instillation von rJE/MCP-1 in die Lunge der Mäuse, in einigen Experimenten 

auch 72 h und 96 h nach Instillation, wurden venöse Blutproben entnommen. Dafür wurden 

die Tiere durch eine Überdosis Forene getötet und in Rückenlage fixiert. Mit einer 

Mikropräparierschere wurde erst das Fell über der Bauchhöhle eingeschnitten, dann mit 

Pinzetten stumpf abpräpariert und schließlich die Bauchhöhle eröffnet. Die Vena cava wurde 

freigelegt und ca. 800 µl Blut mit einer 23G Kanüle in eine 1-ml Spritze abgenommen und in 

EDTA-Blutprobenröhrchen gegeben. Anschließend wurde das antikoagulierte Blut durch 

Zugabe von 10 ml Ammoniumchloridlösung einer Erythrozytenlyse (5 min bei 

Raumtemperatur) unterworfen. Die Suspension wurde 9 min bei 1400 rpm bei 4°C 

zentrifugiert, der Überstand über dem Pellet der verbleibenden Zellen abgegossen und das 
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Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt (9 min bei 

1400 rpm und 4°C) wurde wiederum der Überstand abgegossen, das Zellpellet in 0,5 ml PBS 

mit 10% FCS (foetalem Kälberserum) resuspendiert und sofort auf Eis inkubiert. 

 

2.1.7 Durchführung der bronchoalveolären Lavage (BAL) 

 

Hierzu wurde nach erfolgter Blutentnahme die Hautnaht über der Trachea mit einer 

Mikropräparierschere entfernt und der Hautschnitt auf ca. 1 cm erweitert. Mit der Schere 

wurde die Trachea zwischen zwei Trachealknorpelspangen unter stereomikroskopischer 

Kontrolle quer inzidiert, eine vorne abgeschliffene und auf 1,5 cm gekürzte 21G Kanüle in die 

Trachea eingesetzt und mit einem Vicrylfaden (4,0) durch Umschlingen von Tubus und 

Trachea fest fixiert. Eine 1 ml Spritze, in die zuvor 300 µl einer kalten sterilen PBS/EDTA-

Lösung (EDTA-Konzentration 5 mM, pH-Wert 7,2) aufgezogen worden war, wurde auf den 

Tubus aufgesetzt und die PBS/EDTA-Lösung langsam in die Lunge instilliert, wieder 

langsam aspiriert und in ein 10 ml Probenröhrchen auf Eis überführt. Nach mehreren 

Lavageschritten (BAL-Volumen 4,5 ml) wurde die Zellsuspension bei 1400 rpm und 4°C 9 

min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und die verbliebenen Zellen mit den zuvor 

gewonnenen in 1,5 ml PBS mit 10% FCS und 0,02% Natriumazid aufgenommen und auf Eis 

inkubiert. In einer Neubauer-Zählkammer wurden die gewonnenen Zellen gezählt. 

 

2.1.8 In vitro Fluoreszenzmarkierung peripherer Blutleukozyten mit dem Farbstoff 

PKH26 

 

Zur in vitro Fluoreszenzfärbung von peripheren Blutleukozyten wurden Blutproben 

entnommen, in EDTA-Röhrchen überführt und einer Erythrozytenlyse unterworfen. 

Anschließend wurden die Blutleukozyten zwei Mal in RPMI 1640 Medium gewaschen und in 

1 ml Diluent B Stocklösung resuspendiert. Die in vitro Fluoreszenzmarkierung der 

Blutleukozyten erfolgte durch Zugabe von PKH26-Lösung (Endkonzentration 10 µM 

PKH26). Die Färbung erfolgte für 5 min bei Raumtemperatur und wurde durch Zugabe von 2 

ml Mausserum abgestoppt. Die gefärbten Blutleukozyten wurden zwei Mal mit RPMI 1640 

Medium mit 20% Mausserum gewaschen und zur Entfernung von Zellaggregaten durch einen 

sterilen 70 µm- und durch einen 20 µm-Nylonfilter gefiltert. Nach Überprüfung der 
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Fluoreszenzintensität der Leukozyten mittels Durchflußzytometer wurden die sorgfältig 

resuspendierten Blutleukozyten Empfängermäusen über die Schwanzvene reinjiziert (∼ 4 x 

107 rotmarkierte Leukozyten / Maus in einem Gesamtvolumen von 200 µl). 

 

2.2  Durchflußzytometrie 

 

2.2.1    Durchflußzytometrisches Meßprinzip 

 

Mittels Durchflußzytometrie können komplexe Zellgemische, welche als Zellsuspension 

vorliegen, auf Einzelzellbasis analysiert werden. Hierbei erfolgt die Vereinzelung der Zellen 

durch hydrodynamische Fokussierung in einem Flüssigkeitsstrahl. Dabei wird die 

Zellsuspension aus einem Probenröhrchen mittels Luftdruck über einen Schlauch - von einer 

dünnen Flüssigkeitssäule eingeschlossen - in ein zweites Flüssigkeitssystem eingeleitet, 

welches als größere Flüssigkeitssäule die kleinere Flüssigkeitssäule mit den darin 

befindlichen Zellen umgibt. Diese „Mantelflüssigkeit“ weist eine im Verhältnis zur  kleinen 

Flüssigkeitssäule höhere Fließgeschwindigkeit auf, wodurch die Vereinzelung und 

Fokussierung der Zellen im Zentrum des Flüssigkeitsstrahles erzielt wird. Die Zellen liegen 

jetzt „perlschnurartig“ hintereinander. Jede einzelne vom Flüssigkeitszylinder umhüllte Zelle 

wird nun in einem sog. Laser-Intersect von einem Argonionen-Laser angestrahlt, welcher 

Licht bei 488 nm emittiert. Dabei erzeugt jede Zelle ein für ihren Zelltyp charakteristisches 

Vorwärts (FSC)- und Seitwärts (SSC)- streulicht. Ebenso werden verschiedene Zelltypen zur 

Emission spezifischer Fluoreszenzlichtcharakteristika angeregt. Diese für die jeweilige 

Zellpopulation charakteristischen Fluoreszenzlichtemissionen können bei 535 nm (FL 1, 

grüne Fluoreszenz) und bei 575 nm (FL 2, rote Fluoreszenz) mit Hilfe von 

Sekundärelektronenvervielfachern (sog. Photomultipliern) amplifiziert und nach 

Konvertierung in elektrische Signale quantitativ erfaßt werden. Ebenso wie die 

Streulichtcharakteristika dienen auch sie der Diskriminierung von einzelnen Zellpopulationen 

sowohl der BAL-Suspension als auch der gewonnenen Blutzellen. Es wurde gezeigt, daß 

sowohl die durchflußzytometrischen Charakterisierung, wie auch die im folgenden 

beschriebene durchflußzytometrische Zellseparation keinen Einfluß auf die zelluläre Funktion 

oder das Antigenprofil der untersuchten Zellen haben [115].  
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2.2.2 Durchflußzytometrische Analyse des Antigenprofils von peripheren       

Blutmonozyten, alveolär rekrutierten Monozyten und residenten 

Alveolarmakrophagen 

 

2.2.2.1 Durchflußzytometrische Analyse des Antigenprofils peripherer Blutmonozyten 

 

Das Antigenprofil der peripheren Blutmonozyten wurde mittels 

Zweifarbendurchflußzytometrie  im Fluoreszenz 1- (grün) und Fluoreszenz 2- (rot) Kanal 

analysiert. Die aus den Blutproben gewonnenen Leukozyten wurden in eine Mikrotiterplatte 

aliquotiert und mit 5-10 µl eines Fluorescein-Isothiocyanat- (FITC) konjugierten F4/80 Ratte-

anti-Maus-Antikörpers inkubiert. Dieser Antikörper bindet an das für Monozyten und 

Makrophagen spezifische F4/80-Antigen [6, 46, 65, 94, 98, 119]. Ebenso wurden die 

Blutleukozyten mit jeweils 5-10 µl Phycoerythrin- (PE) konjugierten Ratte-anti-Maus-

Antikörpern mit Spezifität für CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), CD14, CD18, CD49d (VLA-

4) und CD62L (L-Selektin) inkubiert. Die Inkubation erfolgte jeweils für 30 min auf Eis, 

danach wurden die mit den Antikörpern gekoppelten Zellen je zwei mal abzentrifugiert (9 

min bei 1400 rpm und 4°C), der Überstand abgenommen und das Pellet in PBS mit 10% FCS 

resuspendiert. Die durchflußzytometrische Analyse der peripheren Blutmonozyten erfolgte, 

indem zuerst die F4/80-positiven, FITC-markierten Zellen (Monozyten) im FSC 

(Vorwärtsstreulicht) versus FL 1 dot plot elektronisch “gegatet“ wurden und diese Zellen 

anschließend im FL 2 Histogramm bezüglich ihres spezifischen Antigenprofils, gemessen als 

Fluoreszenz 2-Emission, analysiert wurden. 

 

2.2.2.2 Durchflußzytometrische Analyse des Antigenprofils alveolär rekrutierter 

Monozyten und residenter Alveolarmakrophagen 

 

Die alveolär rekrutierten Monozyten und die residenten Alveolarmakrophagen wurden einer 

Einfarben-Grünfluoreszenzmarkierung (FITC) unterzogen. Die auf Eis inkubierte 

Zellsuspension wurde in eine Mikrotiterplatte aliquotiert und jedes Well mit 10 µl Fc-Block 

zur Blockade von Fc-Rezeptoren versehen. Danach wurden die Ansätze für 30 min mit 5-10 

µl von Ratte-anti-Maus-Antikörpern mit Spezifität für F4/80, CD11a, CD11b, CD18, CD49d 

und CD62L inkubiert. Die Markierung der Zellen mit dem spezifischen CD14-Antikörper 
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wurde nach Angabe des Herstellers folgendermaßen durchgeführt: Zusätzlich zur Inkubation 

mit dem CD14-Antikörper wurde die zwanzigfache Menge aufgereinigten Maus-IgG 

zugegeben, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Nach zweimaligem Waschen der 

Zellen wurden diese mit 5-10 µl eines FITC-markierten Ziege-anti-Ratte-Antikörpers 30 min 

lang auf Eis inkubiert, danach weitere zwei Mal gewaschen und sofort im 

Durchflußzytometer analysiert, indem sie zuerst mittels ihrer FSC-Charakteristika versus FL 

2-Kanal (PKH-vermittelte Rotfluoreszenz) gegatet wurden. Anschließend konnten die FITC-

markierten Zellen im FL 1-Kanal auf ihre verschiedenen Oberflächenantigene hin untersucht 

werden. Die Diskriminierung alveolär rekrutierter Monozyten von residenten 

Alveolarmakrophagen und Lymphozyten konnte aus drei Gründen vollzogen werden:  

 

1) Im Gegensatz zu den PKH-markierten, rotfluoreszierenden Alveolarmakrophagen 

zeigten die alveolär rekrutierten Monozyten nur eine geringe Rotfluoreszenz. 

2)  Zusätzlich zeigten diese neu rekrutierten Leukozyten eine für Monozyten typische 

F4/80-Expression. 

3) Die im Durchflußzytometer als Monozyten identifizierten Zellen zeigten nach 

Separation, Zytozentrifugation und anschließender Pappenheim-Färbung (s. 2.3) 

mikroskopisch eine Monozyten-typische Morphologie.  

 

2.2.3 Prinzip der durchflußzytometrischen Zellseparation 

 

Zur Separation der residenten Alveolarmakrophagen und der in den Alveolarraum evadierten 

Monozyten wurde ein FACStarPLUS Durchflußzytometer verwendet, welches zur Separation 

größerer biologischer Partikel eine MakroSort-Einrichtung besitzt. Mittels eines piezo-

elektrischen Transducers wird dabei nach der hydrodynamischen Fokussierung der BAL-

Zellen der umhüllende Flüssigkeitsstrahl zu Vertikalschwingungen angeregt, so daß der die 

Zellen umgebende Flüssigkeitsmantel im sog. Tropfenabrißpunkt (stream breakoff) in 

einzelne Tropfen (droplets) übergeht. Erreicht nun eine zu separierende Zelle den 

Tropfenabrißpunkt, so wird der gesamte Flüssigkeitsstrahl für einen kurzen Zeitpunkt 

elektrisch geladen und der sich ablösende Tropfen mit der darin enthaltenen Zelle erhält eine 

elektrische Restladung. Zwischen zwei Ablenkungsplatten (deflection plates) findet nun in 

einem elektrischen Feld die Deflexion des elektrisch geladenen Tropfens und damit die 
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Separation der im Tropfen enthaltenen Zelle statt.  Die separierten Zellen werden dabei in 

sterilen Probenröhrchen aufgefangen.  

 

2.2.4 Separation der mittels BAL und Blutentnahme gewonnenen Zellen  

  

Für die flow-zytometrische Separation der BAL-Zellen wurde ein Durchflußzytometer 

verwendet, welches mit einem 5W-Argonionen Laser mit einem Laser-Output von 200 mW 

und einer Emissionswellenlänge von 488 nm betrieben wurde. Vor jedem Separationsvorgang 

erfolgte eine Sterilisierung des Probenschlauches mit 0,1%iger (w/v) Natrium-

Hypochloridlösung, darauf ein Nachspülen mit 0,9%iger Kochsalzlösung. Die MakroSort-

Einrichtung am FACStar war folgendermaßen justiert: Der Differentialdruck wurde auf 8,5 

psi (pound force per square inch = l bf/in²; 1 psi = 68,95 mbar) eingestellt und der piezo-

elektrische Transducer  mit einer Frequenz von 17,164 kHz betrieben, so daß eine 

Tröpfchenverzögerung (droplet delay) von 15,2-15,7 Tröpfchen resultierte. Vor der 

Separation der Zellen erfolgte die exakte Justierung des Tropfenabrißpunktes durch 

experimentelle Separation fluoreszierender Kalibrierungsbeads, bis eine Separationsreinheit 

von > 99% erreicht war. Die während des Separationsvorgangs verwendete sterile 

Kochsalzlösung wurde mit Hilfe des oben beschriebenen Limulus-Amöbozytenlysat-Assays 

(s. 2.1.5) routinemäßig auf ihren Endotoxingehalt überprüft, der stets < 1.25 pg/ml 

Kochsalzlösung betrug. 

Die Separation der einzelnen Zellpopulationen aus der BAL (alveolär rekrutierte 

Monozyten und residente Alveolarmakrophagen) wie auch der peripheren Blutmonozyten 

erfolgte jeweils nach unterschiedlichen Kriterien. Periphere Blutmonozyten wurden nach den 

Kriterien 1) Vorwärtsstreulicht (FSC) und 2) Fluoreszenz bei 535 ± 30 nm (FL 1) der vorher 

FITC-markierten Zellen (s. 2.2.2.1) separiert. Alveolär rekrutierte Monozyten und residente 

Alveolarmakrophagen (FITC- und PKH-markiert; s. 2.2.2.2) wurden hingegen nach den 

beiden Kriterien 1) Fluoreszenz bei 535 ± 30 nm (FL 1) und 2) Fluoreszenz bei 575 ± 26 nm 

(FL 2) separiert. Während der Zellseparation  wurden die zu separierenden Zellsuspensionen, 

ebenso wie die bereits separierten Zellen auf Eis inkubiert. Die Reinheit der sortierten 

Zellpopulationen wurde 1) durch eine “post-sort“ Analyse der separierten Zellen überprüft 

und 2) durch differentialzytologische Auswertung Pappenheim-gefärbter 

Zellausstrichpräparate bestimmt. Mittels einer Propidium-Iodid-Färbung und anschließender 
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FACS-Analyse der separierten Monozyten und Alveolarmakrophagen wurde ihre Vitalität 

bestimmt. Sie betrug immer > 96% [115]. Die Daten der Zellseparationsprozedur wurden 

computergestützt gespeichert und mit Hilfe der PCLYSYS-Software für graphische 

Auswertungen prozessiert. 

 

2.3 Anfertigung von Zytozentrifugenpräparaten 

 

Zur morphologischen Differenzierung der komplexen BAL-Zellgemische, ebenso zur 

mikroskopischen Kontrolle der Reinheit und der Morphologie der separierten Zellen wurden 

Zytozentrifugenpräparate angefertigt. Hierfür wurden 105 BAL-Zellen, bzw. separierte Zellen 

in 100 µl PBS mit Hilfe einer Zytozentrifuge 5 min lang bei 500 rpm auf vertikal montierte 

Objektträger zentrifugiert und anschließend luftgetrocknet. Diese Präparate wurden danach 10 

min in May-Grünwald- (Eosin-Methylenblau-) Lösung fixiert und anschließend 5 min in 

Giemsa- (Azur-Eosin-Methylenblau-) Lösung (10% v/v in Aqua dest.) angefärbt 

(Pappenheim-Färbung). Die differentielle lichtmikroskopische Auszählung der prozentualen 

Anteile an invadierten Monozyten, residenten Alveolarmakrophagen und Lymphozyten in der 

BAL-Suspension bzw. die Bestimmung der Reinheit und der Morphologie der separierten 

Zellen erfolgte bei 100-facher Vergrößerung unter Verwendung eines Leitz Mikroskopes.   

 

 2.4  Histologie und Immunhistochemie von Lungenschnitten 

 

Nach erfolgter PKH26-Injektion und JE/MCP-1-Instillation wurden die Versuchstiere (im 

Zeitabstand von 48 h nach der intratrachealen Applikation) einer letalen Dosis Aether 

ausgesetzt. Sie wurden auf der Unterlage fixiert und der Thorax vorsichtig mit einer feinen 

Schere eröffnet. Herz und Lunge wurden von der Thoraxwand und dem Diaphragma gelöst, 

zusammen entnommen und die Lunge in eiskalter 2,5%iger Paraformaldehydlösung in PBS 

(pH 7,2) bei einem konstanten Druck von 20 cm H2O via Instillation über die Trachea fixiert. 

Die Fixation erfolgte über 2 h bei 8°C. Danach wurden die fixierten Gewebe in Paraffin 

eingebettet. Weitere entnommene Lungen wurden in TissueTek, einer Lösung zur Herstellung 

von Kryopräparaten, eingebettet und danach in flüssigem Stickstoff eingefroren, um 

Kryomikrotomschnitte anzufertigen. Von den entnommenen Lungen wurden Mikroschnitte 
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von 10 µm Dicke angefertigt, diese einer Hämatoxylin-Eosin-Färbung unterzogen und im 

Hinblick auf erfolgte Gewebeschädigung und zelluläre Infiltrate ausgewertet. 

  Von den in Stickstoff eingefrorenen Lungen wurden ebenfalls Kryoschnitte 

angefertigt, die dann immunhistochemisch mittels eines CD45-Primärantikörpers und 

Alkalische Phosphatase-markierten Sekundärantikörpern analysiert wurden: Zuerst erfolgte 

eine Fixation der Schnitte für 5 min in 3%iger Paraformaldehydlösung und nach einem 

Waschschritt eine Vorinkubation in PBS mit 5% Ziegenserum, 1% BSA und 0,5% Tween-20, 

um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Daraufhin wurden die Schnitte über Nacht 

bei 4°C mit dem 1:50 verdünnten monoklonalen Anti-Maus CD45-Antikörper, kennzeichnend 

für leukozytäre Zellen, inkubiert. Ebenso erfolgte die Inkubation mit dem 1:400 verdünnten 

sekundären Alkalische Phosphatase-markierten Ziege-anti-Ratte-Antikörper über Nacht bei 

4°C. Nach der Antikörpermarkierung wurden die Kryoschnitte mit einem VectorRed 

Substrat-Kit 60 min lang entwickelt, indem ein Substrat der Alkalischen Phosphatase 

zugegeben wurde, dessen Umbau durch das Antikörper-gekoppelte Enzym in einem braunen 

Farbumschlag zu erkennen und zu messen war. Zudem wurde Levamisol, ein spezifischer 

Inhibitor der Alkalischen Phosphatase, in einer Konzentration von 2,5 mM zugegeben, um die 

endogene Aktivität der Alkalischen Phosphatase zu hemmen. Die Gegenfärbung der Schnitte 

erfolgte dann mit Methylgrün. Negativkontrollpräparate wurden angefertigt, indem der 

primäre CD45-Antikörper durch unspezifisches Serum, ebenfalls 1:50 verdünnt, ersetzt 

wurde. Die mikroskopische Analyse der so markierten Kryoschnitte erfolgte mit einem Leitz 

Orthoplan Hellfeld-Mikroskop bei 160facher Vergrößerung. Die positiv gefärbten, also 

CD45-positiven Zellen wurden in zehn zufällig ausgewählten mikroskopischen Feldern 

ausgezählt, bezogen auf eine Gesamtfläche von 9,5 mm². Die zellulären Infiltrate wurden in 

vier verschiedenen histologischen Bereichen des Lungengewebes ausgewertet: 1) Leukozyten 

im perivaskulären Gewebe, 2) im peribronchialen Gewebe, 3) in den alveolären Septen und 4) 

in den Lungenalveolen [33, 34]. 
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2.5 Analyse der TNF-α-Genexpression peripherer Blutmonozyten, alveolär 

rekrutierter Monozyten und residenter Alveolarmakrophagen 

 

2.5.1 Isolation der Gesamt-RNA und reverse Transkription 

 

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe der sauren Guanidiniumthiocyanat-Phenol-

Chlorophorm-Extraktion nach Chomczynski und Sacchi [22]: Nach der 

durchflußzytometrischen Separation der einzelnen zu untersuchenden Zellpopulationen 

wurden diese mit je 1 ml Guanidiniumthiocyanat in einem sterilen Probenröhrchen versetzt, 

durch eine 30G-Kanüle geschert und dieses so gewonnene Zellysat mit 1 ml 4°C kalten 

Phenol-Chlorophorms versetzt, gut vermischt und die Suspension für 15 min auf Eis 

inkubiert. Danach folgte ein Zentrifugationsschritt (15 min bei 4°C und 13000 rpm) zur 

Trennung der wässrigen Phase, welche die RNA enthielt, von der organischen Phase. Nach 

vorsichtigem Abnehmen der oberen Phase wurde diese zum Ausfällen der RNA mit 1 ml 

Isopropanol versetzt, für 30 min bei –86°C eingefroren und nach dem Auftauen 30 min bei 

4°C und 13000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand über dem RNA-Pellet wurde 

abgenommen, je 500 µl Guanidinthiocyanat und 500 µl Isopropanol auf das Pellet gegeben, 

der Ansatz für weitere 15 min bei –86°C eingefroren und wiederum 20 min bei 4°C und 

13000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand über dem aufgereinigten RNA-Pellet wurde 

abgenommen und das Pellet zwei Mal mit je 100 µl 70% Ethanol gewaschen, danach für 5 

min getrocknet und in 10 µl Aqua dest. rückgelöst. Nun erfolgte die Bestimmung der 

optischen Dichte im Photometer bei 260 und 280 nm (Ausbeute an in Aqua dest. rückgelöster 

RNA: OD260 nm/280 nm 1-1,5).  

Zur Entfernung genomischer DNA-Kontaminationen wurden die RNA-Präparationen 

einem enzymatischen DNA-Verdau unterzogen. Pro Ansatz wurden jeweils 0,5 µg Gesamt-

RNA in 50 mM Tris-HCl, pH 7,8, 10 mM MgCl2, 0,1 mM DTT, 100 U RNAsin, sowie 2 U 

RNAse-freier Deoxyribonuklease I in einem Endvolumen von 100 µl bei 37°C für 30 min 

inkubiert. Die Enzyminaktivierung erfolgte durch Zugabe von 2 µl einer 0,2%igen SDS-

Lösung. Anschließend wurde die RNA mit 100 µl Phenol-Chlorophorm-Isopropanol (PCI) 

erneut extrahiert und in 2,5fachem Volumen 100%igen Ethanols, sowie 1/10 Volumen 2 M 

Natriumacetats ausgefällt, in 70%igem Ethanol zwei Mal gewaschen und in RNAse-freiem 

Aqua dest. rückgelöst. Im Anschluß hieran erfolgte die reverse Transkription der mRNA unter 
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Herstellung eines Mastermix aus 1 x first strand Puffer (100 mM Tris-HCl, pH 8,3, 10 mM 

MgCl2, 50 mM KCl, 10 mM Dithiotreitol), 15 nm random Hexanucleotiden (als Primer), 20 U 

RNAsin, 1 mM der jeweiligen dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) und 100 U Moloney 

Murine Leukemia Virus (MMLV) Reverse Transkriptase in einem Endvolumen von 25 µl. 

Die Synthese der komplementären DNA (cDNA) erfolgte in einem PE GeneAmp PCR 

System 2400 während einer 50minütigen Inkubation bei 37°C; in einem abschließenden 

Schritt wurde die Enzymaktivierung durch Erhitzen des Reaktionsgemisches auf  94°C (7 

min) erreicht. Bis zur anschließenden real- time PCR-Analytik wurden die cDNA-

Präparationen bei –86°C gelagert. 

 

2.5.2 Nachweis und Quantifizierung der TNF-α -Genexpression in peripheren 

Blutmonozyten, alveolären Monozyten und residenten Alveolarmakrophagen 

mittels real-time PCR 

 

2.5.2.1  Prinzip der real-time PCR 

 

Bei der PCR (polymerase chain reaction) handelt es sich um ein durch spezifische Primer 

definiertes, biochemisch-enzymatisches RNA-Amplifikationsverfahren, bei dem durch sich 

wiederholende „Zyklen“ eine annähernd exponentielle Amplifikation der Zielsequenz erreicht 

wird. Die real-Time PCR erlaubt eine “online“ Quantifizierung amplifizierter PCR-Produkte. 

Mit dem TaqMan-PCR-Verfahren ist es möglich, mittels fluorogener DNA-Sonden unter 

Ausnutzung der 5´-3´-Exonukleaseaktivität der AmpliTaq DNA-Polymerase eine 

Quantifizierung der Sequenz-spezifischen Amplifikationsprodukte schon während des 

Reaktionsablaufs zu erreichen. Hierfür wird eine spezielle fluorogene Hybridisierungssonde 

eingesetzt, die aus einem Oligonukleotid besteht, dessen 5´-Ende mit einem fluoreszenten 

Reporter-Farbstoff (FAM, 6-Carboxyfluorescein) markiert ist, während das 3 -́Ende einen 

Quencher-Farbstoff (TAMRA, 6-Carboxytetramethylrhodamin) trägt. Wird die intakte Sonde 

bei einer spezifischen Wellenlänge (488 nm) zur Fluoreszenz angeregt, so wird die 

Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der sterischen Nähe zum Quencher durch einen 

Förster-Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdrückt (Abb. 1). Zu Beginn des PCR-Zyklus 

hybridisiert die Sonde zusammen mit 5`- und 3 -̀PCR-Primern zunächst an den Matrizen-

Strang. In der Extensionsphase (“primer extension“, DNA-Synthese) trifft die Taq 
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Polymerase nun auf diese Sonde und beginnt, sie mittels ihrer 5´-3´-exonukleolytischen 

Aktivität zu zerschneiden. Freie, nicht hybridisierte Sonde wird hingegen nicht hydrolysiert. 

Kommt es jedoch zur Sondenhydrolyse, so wird die räumliche Nähe und damit auch der FET 

zwischen Reporter und Quencher unterbrochen. Entsprechend der Akkumulation von PCR-

Produkt steigt die Fluoreszenz des Reporters mit jedem PCR-Zyklus an (Abb. 2). Das dabei 

entstehende Signal ist strikt sequenzspezifisch, da nicht bindende Sondenmoleküle verdrängt 

werden, noch bevor die Exonukleaseaktivität der Taq Polymerase aktiviert wird. 

Unspezifische Amplifikation wird daher nicht detektiert. Die Veränderungen der 

Fluoreszenzemissionen der beiden Farbstoffe kann mit Hilfe des ABI PRISM 7700 Sequence 

Detectors im geschlossenen Reaktionsgefäß Zyklus für Zyklus erfaßt werden [64, 95].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1A-D. Einzelne Schritte der 5’-3’-exonukleolytischen Aktivität der Amplitaq-

DNA-Polymerase während eines PCR-Zyklus. Polymerisation (A), Verdrängung der Sonde 

(B), Sondehydrolyse (C), Polymerisation abgeschlossen (D). 
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2.5.2.2  Durchführung der real-time PCR 

 

Der Nachweis und die Quantifizierung der Genexpression von murinem TNF-α in  peripheren 

Blutmonozyten, alveolär rekrutierten Monozyten und residenten Alveolarmakrophagen wurde 

folgendermaßen ermittelt: Entsprechend der Herstellerangabe des TaqMan™ PCR Reaction 

Kit wurde für den PCR-Ansatz zunächst ein Mastermix aus Aqua dest., 10x TaqMan Puffer 

A, MgCl2-Lösung,  dNTPs, jeweils einem Forward und Reverse Primer für mGAPDH, bzw. 

mTNF-α (Tab. 1), fluorogener Sonde und den Enzymen AmpliTaq Polymerase und 

AmpErase UNG (verhindert die Reamplifikation von überschüssigem PCR-Produkt) 

hergestellt. Nach Zupipettieren der cDNA-Proben für mTNF-α, bzw. mGAPDH zu je 23 µl 

Mastermix (pro Ansatz wurden zusätzlich je drei Proben ohne Sonde als Negativkontrollen 

zur Standardisierung der Fluoreszenzwerte mitanalysiert; „No Template Control“ mit je 4 µl 

TE-Puffer) erfolgte die Analyse in der PCR-Maschine. Die jeweiligen Konzentrationen 

wurden in Vorversuchen optimiert, wobei die Konzentrationen der Primer zwischen 200 und 

900 nM, die des Mg2+ bei 5,5 – 6 mM und die der cDNA-Proben bei 200 nM lagen. Das PCR-

Profil für die Analyse im ABI  PRISM 7700 Sequence Detection System bestand nach 

sorgfältiger Optimierung aus initialer Denaturierung bei 50°C (2 min) und 95°C (10 min), 

gefolgt von 40 Zyklen der Denaturierung bei 95°C (15 s) und “primer annealing“ bzw. 

“primer extension“ bei 60°C (60 s) und einem abschließenden Inkubationsschritt bei einer 

Temperatur von 25°C. Für jeden PCR-Ansatz wurde das Haushaltsgen GAPDH als interner 

Standard koamplifiziert. Die Validität der Ergebnisse wurde überprüft, indem jede cDNA-

Präparation mindestens drei PCR-Reaktionsansätzen unterworfen wurde. Zum Ausschluß 

falsch positiver Amplifikationsergebnisse wurden routinemäßig Negativkontrollen 

durchgeführt, indem entsprechende Reaktionsansätze ohne Zugabe von cDNA („No 

Template“), im übrigen jedoch wie die anderen PCR-Ansätze dem Amplifikationsprozess 

unterworfen wurden. Ebenso wurden für die Ermittlung des Fluoreszenzhintergrundes Proben 

ohne Sonde amplifiziert. Zur bildlichen Darstellung wurden Aliquots der PCR-Produkte 

zusätzlich mit Ethidiumbromid gefärbt, in 1,8%igem Nusieve/Agarosegel bei 75 V für ca. 2 h 

elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem Kodak X667 Film fotografiert. Mittels dieser 

Technik wurde die TNF-α-Genexpression von separierten peripheren Blutmonozyten, 

alveolären Monozyten und residenten Alveolarmakrophagen von mit PKH26 und JE/MCP-1 

behandelten Tieren analysiert, ebenso als Negativkontrollen separierte Alveolarmakrophagen 
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 von Mäusen, die nur den Farbstoff injiziert oder nur NaCl instilliert bekamen. Separierte 

Alveolarmakrophagen von Mäusen, denen 20 µg LPS intratracheal appliziert worden war, 

dienten als Positivkontrollen. 

Die Standardisierung von Fluoreszenzschwankungen, wie sie z. B. durch minimale 

Konzentrationsänderungen zustande kommen können, wurden gemäß folgender Formel 

berechnet: Die Emissionsintensität des Reporterfarbstoffes wird dividiert durch die 

Emissionsintensität der „Passiven Referenz“ (ein Farbstoff, der im 10x Puffer A enthalten ist 

und nicht am Nukleaseprozess teilnimmt, also einen internen Standard bezüglich des 

Reporterfarbstoffsignals darstellt). Man erhält so den Wert Rn (normalized reporter) für eine 
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Abbildung 2. Emissionskurven des Reporters, des Quenchers und der „Passiven Referenz“. 
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Probe. Dieser Rn-Wert wird nun für eine Probe ohne cDNA ermittelt (Rn
-, unspezifischer 

Fluoreszenzhintergrund) und von den jeweiligen Rn
+-Werten der Proben mit cDNA 

subtrahiert. Somit ergibt sich der standardisierte Wert ∆Rn für jede Probe: 

 

∆Rn = (Rn
+) – (Rn

-), 

 

wobei 

 

                    Emissionsintensität des Reporters 

Rn
+   =                           mit Sonde 

                 Emissionsintensität der Passiven Referenz 1 

 

                 Emissionsintensität des Reporters 

Rn
-   =                                                                                                 ohne Sonde.       

                 Emissionsintensität der Passiven Referenz 1 

 

 

Spezifität Primer  Sequenz (5´→3`)      bp 
 
mTNF-α TNF-α-TP  CAC GTC GTA GCA AAC CAC CAA GTG GA  175 
 
  TNF-α-RV  TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC   
 
  TFN-α-FW  CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A 
 
 
mGAPDH GAPDH-TP  TGC ATC CTG CAC CAC CAA CTG CTT AG  236 
 
  GAPDH-RV  GGC ATG GAC TGT GGT CAT GA 
 
  GAPDH-FW  TTC ACC ACC ATG GAG AAG GC 
 
Tabelle 1. Spezifikationen der verwendeten Proben und Primer von TNF-α und 

Glyceraldehyd. 
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2.6    In vitro Kultur peripherer Blutmonozyten, alveolär rekrutierter Monozyten 

und residenter Alveolarmakrophagen sowie Quantifizierung der TNF-α-

Zytokinsekretion 

 

2.6.1   Kultivierung von Alveolarmakrophagen und Monozyten 

 

Um potentielle Nebeneffekte der PKH26-Akkumulation in residenten Alveolarmakrophagen 

zu evaluieren, wurden residente Alveolarmakrophagen von PKH26-vorbehandelten Mäusen 

hinsichtlich ihrer LPS-induzierbaren TNF-α-Sekretion mit denen von Tieren, die keine 

PKH26-Injektion erhalten hatten, verglichen. Hierfür wurden die aus bronchoalveolären 

Lavagen gewonnenen Alveolarmakrophagen im Durchflußzytometer separiert. Um periphere 

und alveolär rekrutierte Monozyten hinsichtlich ihrer LPS-induzierbaren TNF-α-Sekretion 

vor und nach Transmigration zu vergleichen, wurden die Zellen ebenfalls separiert und die 

jeweiligen Zellpopulationen in RPMI-Medium, das mit 10% FCS supplementiert wurde, 

kultiviert. Es wurden jeweils 2x105 Alveolarmakrophagen/ml und 2x104 Blut- bzw. 

rekrutierte Monozyten/ml (diese stammten vom selben Tier) von Mäusen mit und ohne 

PKH26 in 24 Well Polystyren Kulturplatten bei 37°C/5%CO2 in feuchtigkeitsgesättigter 

Atmosphäre 4 h lang ohne Stimulation oder mit 1 ng/ml Salmonella abortus equi Endotoxin 

inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellkulturüberstände abpippetiert, die zellulären 

Bestandteile mittels Zentrifugation abgetrennt (2 min bei 15 000 rpm) und die zellfreien 

Kulturüberstände in 500 µl Aliquots bis zur Quantifizierung der Zytokinkonzentrationen bei –

86°C gelagert. 

 

2.6.2 Quantifizierung der Zytokinsekretion peripherer Blutmonozyten, alveolär 

rekrutierter Monozyten und residenter Alveolarmakrophagen mittels ELISA 

 

Die Quantifizierung des sezernierten murinen TNF-α-Proteins in den Kulturüberständen der 

unstimulierten und LPS-stimulierten Blutmonozyten, alveolären Monozyten und 

Alveolarmakrophagen von mit PKH26 und JE/MCP-1 vorbehandelten Mäusen wurde mittels 

kommerziell erhältlicher ELISA-Kits (enzyme-linked immunosorbent assay) durchgeführt. 

Mittels ELISA können Proteinmengen in Kulturüberständen oder Seren genau bestimmt 

werden. Hierfür werden mit dem jeweiligen Antikörper gegen das zu bestimmende Protein 
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beschichtete Mikrotiterplatten verwendet. Das zugegebene Protein wird von diesem 

Antikörper gebunden. Anschließend wird ein zweiter, mit einem Enzym gekoppelter 

Antikörper zugegeben, der wiederum an das zu analysierende Protein bindet. Nun wird das 

zum Enzym passende Substrat, gebunden an ein Chromogen, zugegeben, die Reaktion nach 

einer bestimmten Zeit gestoppt und die Farbintensität der jeweiligen Probe in einem 

Photometer gemessen. Sie verhält sich proportional zur Proteinmenge. Um die genaue Menge 

an Protein zu ermitteln, wurden Standardkurven durch serielle Verdünnung von vorgegebenen 

Proteinkonzentrationen erstellt. 

Es wurden vom Hersteller mit polyklonalen Maus TNF-α-Antikörpern beschichtete 

Mikrotiterplatten verwendet, welche pro Well zunächst mit 50 µl  eines Caseinpuffers (0,2% 

w/v in PBS) zur Absättigung unspezifischer Bindungen beschichtet wurden. Nun wurden je 

50 µl des jeweiligen Kulturüberstandes, jeweils seriell im Verhältnis 1:2 verdünntes 

rekombinantes Protein als Standard oder unverdünntes rekombinantes Protein als 

Positivkontrolle zugegeben und nach vorsichtigem Mischen für 2 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach Bindung des Proteins an den in der Platte vorbeschichteten “capture-

Antikörper“, wurde nicht gebundenes Reagens in fünf Waschschritten unter Zuhilfenahme 

eines ELISA-Washers und Waschpuffer (0,05% v/v Tween 20 in Aqua dest.) entfernt. 

Anschließend wurden in jedes Well je 100 µl TNF-α-Antikörper, konjugiert mit dem Enzym 

HRP (horse radish peroxidase), zugegeben und die Platten wieder für 2 h bei Raumtemperatur  

inkubiert. Es erfolgten erneute Waschschritte mit dem entsprechenden Waschpuffer. 

Abschließend erfolgte die Detektion des gebundenen Enzyms durch eine 30minütige 

Inkubation  bei Raumtemperatur mit je 100 µl der Substratlösung, die  zu gleichen Anteilen 

das Reagens A (Wasserstoffperoxid, H2O2) und Reagens B (das Chromogen 

Tetramethylbenzidin) enthielt. Zuletzt wurden je 100 µl einer die Reaktion beendenden 

Salzsäure zugegeben. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 405 nm unter Verwendung eines 

ELISA-Plattenphotometers. Die untere bzw. obere  Nachweisgrenze des Zytokinassays lag 

bei 5 bzw. 1000 pg Protein pro ml Kulturüberstand. Die Quantifizierung der jeweiligen 

Proteine wurden pro Versuchsansatz in Doppelbestimmung durchgeführt. 
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2.7    STATISTIK 

 

Die Angabe der Daten erfolgt als Mittelwert ± SEM. Die statistischen Erhebungen wurden 

unter Zuhilfenahme des Statistikprogrammes SPSS® für MS Windows® durchgeführt. Werte 

von p<0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. 
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3. ERGEBNISSE 

 

3.1  Dosis- und Zeitabhängigkeit der Akkumulation von PKH26 in residenten 

Alveolarmakrophagen 

 

Residente Alveolarmakrophagen von Kontrollmäusen, welchen lediglich PBS/HSA 

intratracheal instilliert wurde, zeigten in der durchflußzytometrischen Analyse eine niedrige 

Autofluoreszenz bei 575 nm (Fluoreszenz 2; Abb. 3A). Die intravenöse Injektion des 

lipophilen rotfluoreszenten Farbstoffes PKH26 führte zu einer dosis- und zeitabhängigen 

Akkumulation des Farbstoffes in residenten Alveolarmakrophagen und konnte anhand der 

steigenden Rotfluoreszenzemission dieser Zellpopulation evaluiert werden (Abb. 3B-F). Die 

höchste Rotfluoreszenzemission zeigten residente Alveolarmakrophagen von Mäusen mit 

einer in vivo Konzentration von 15 µM PKH26 (Abb. 3F). 

Es ließ sich durchflußzytometrisch auch eine Zeitabhängigkeit der Akkumulation des 

Fluoreszenzfarbstoffes PKH26 in residenten Alveolarmakrophagen nachweisen. Bereits nach 

6 h zeigte sich eine deutliche Zunahme der Fluoreszenz 2-Emission residenter 

Alveolarmakrophagen nach intravenöser Applikation von PKH26 bei einer in vivo 

Konzentration von 15 µM, welche ihr Maximum nach 24 h fand und auch nach 48 h und 72 h 

nicht weiter signifikant anstieg (Abb. 4A-E). 

Die durchflußzytometrisch gemessene Steigerung der Fluoreszenz 2-Emission  von 

residenten Alveolarmakrophagen nach Injektion von PKH26 konnte auch 

immunfluoreszenzmikroskopisch verifiziert werden und ging mit einer intrazellulären 

Akkumulation des Fluoreszenzfarbstoffes einher (Abb. 5).  
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Abbildung 3A-F. Dosisabhängige Akkumulation von PKH26 in residenten 

Alveolarmakrophagen. Die X-Achse zeigt die Intensität der Rotfluoreszenz (F488/575 nm; 

logarithmische Skalierung) der Alveolarmakrophagen (weiße Histogramme) gegenüber der 

Negativkontrolle (residente Alvolarmakrophagen von Mäusen nach intratrachealer Instillation 

von PBS/HSA; graues Histogramm in 3A mit niedriger Fluoreszenzintensität). Die Y-Achse 

zeigt die relativen Zellzahlen (lineare Skalierung).  
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Abbildung 4A-E. Zeitabhängige Akkumulation von PKH26 in residenten 

Alveolarmakrophagen. Die X-Achse zeigt die Intensität der Rotfluoreszenz (F488/575 nm; 

logarithmische Skalierung) und die Y-Achse die relativen Zellzahlen (lineare Skalierung).  
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Abbildung 5. Fluoreszenzmikroskopisches Bild von PKH26-gefärbten Alveolarmakrophagen 

(15 µM; 24 h).  

 

Um auszuschließen, daß die Akkumulation von PKH26 die LPS-Induzierbarkeit residenter 

Alveolarmakrophagen als wichtige zelluläre Funktion beeinflußt, wurden 

Alveolarmakrophagen von Kontrollmäusen (PBS/HSA-Instillation) und 

Alveolarmakrophagen von Mäusen nach PKH26-Injektion (15 µM in vivo Konzentration) 

durchflußzytometrisch separiert (Reinheitsgrad > 96%), in vitro mit LPS stimuliert und ihre 

TNF-α-Sekretion ermittelt. Es zeigten sich dabei keine signifikanten Unterschiede der basalen 

und LPS-induzierten TNF-α-Sekretion zwischen residenten Alveolarmakrophagen von 

PKH26-vorbehandelten Mäusen und Negativkontrollen (Abb. 6). 

 Für die im folgenden beschriebenen Experimente wurden eine in vivo PKH26-

Konzentration von 15 µM und ein Zeitintervall von 24 h für die Intravitalfärbung residenter 

Alveolarmakrophagen angewandt. 
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Abbildung 6. Vergleich der basalen und LPS-induzierten TNF-α-Sekretion von separierten 

Alveolarmakrophagen mit und ohne PKH26-Injektion (15 µM; 24 h).  

 

In einem weiteren Kontrollexperiment wurde ausgeschlossen, daß PKH26 einen Einfluß auf 

die Morphologie des Lungengewebes hat. Hierfür wurden Paraffin-eingebettete 

Lungenschnitte von Mäusen, die PKH26 intravenös erhalten hatten (15 µM in vivo 

Konzentration, Abb. 7B), mit Schnitten von Kontrollmäusen (NaCl i.v.) verglichen (Abb. 

7A). Die zellulären Strukturen der jeweiligen Paraffinschnitte unterschieden sich hierbei 

nicht. 
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Abbildung 7. Histologie der Lungenschnitte von Kontrollmäusen (A; NaCl i.v.) und 

Mäusen nach PKH26-Injektion (B; 15µM; 24 h). HE-Färbung: A=Alveole; BE 

=Bronchialepithel; V = Gefäßlumen; * = glatte Muskelzelle; → = Endothelzelle. 
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3.2   Auszählung und zytologische Differenzierung der bronchoalveolären Lavage 

von Kontrollmäusen, Mäusen mit PKH26-Injektion und Mäusen mit 

JE/MCP-1-Instillation 

 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte in der Neubauer-Zählkammer, die zytologische 

Differenzierung der mittels bronchoalveolärer Lavage gewonnenen Zellen im 

Zytozentrifugenpräparat nach Pappenheimfärbung. Bei Kontrollmäusen, sowie Mäusen mit 

PKH26-Injektion fand sich eine durchschnittliche Gesamtzahl von ∼ 560 000 

Leukozyten/BAL. Die zytologische Differenzierung ergab 91 ± 3% residente 

Alveolarmakrophagen, 4 ± 2% CD4-positive Lymphozyten, jedoch keine Monozyten. Die 

intratracheale Instillation von JE/MCP-1 führte zu einer signifikanten Steigerung der 

Gesamtzellzahl in der bronchoalveolären Lavage. 48 h nach intratrachealer Instillation von 

JE/MCP-1 fanden sich ∼ 1 700 000 Zellen mit 54 ± 5% residenten Alveolarmakrophagen und 

einem signifikant gesteigerten Anteil an alveolären Monozyten (26 ±  4%; p<0,05) sowie 

CD4-positiven Lymphozyten (16 ± 3%; Tab. 2). 

 

 

  Vorbehandlung 

 
         Zellzahlen 
          

   rAM 

    (%)         

Alv-Mo 

   (%) 

    Ly 

   (%) 

 

  0,9% NaCl 

 
            

 

   92 ±3 

 

    0 

 

  4 ± 2 

 

  PKH26 

 

            565 000 

 

  91 ± 3 

 

     0 

 

  4 ± 2 

 

  PKH26 plus MCP-1 

 

          1 650 000 

 

  54 ± 5 

    (*) 

 26 ± 4  

 

 16 ± 3 

 

Tabelle 2. Zelluläre Komponenten in Lavageflüssigkeiten von Kontrollmäusen (PKH26) 

und Mäusen, die zusätzlich rJE/MCP-1 erhielten. Die angegebenen Prozentwerte sind 

Mittelwerte ± SEM. (*) = p<0,05 versus Kontrolle. 
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3.3 Rekrutierung von Monozyten in den Alveolarraum und ihre      

Diskriminierung von residenten Alveolarmakrophagen 

 

3.3.1 Rekrutierung von Monozyten durch intratracheale Instillation von JE/MCP-1 

 

Aufgrund der Erkenntnis, daß der intravenös applizierbare Fluoreszenzfarbstoff PKH26 dosis- 

und zeitabhängig in residenten Alveolarmakrophagen akkumulierte (vgl. Abb. 8A, B), nicht 

jedoch in zirkulierenden peripheren Blutleukozyten, gelang die durchflußzytometrische 

Diskriminierung neu rekrutierter Monozyten und Lymphozyten von residenten 

Alveolarmakrophagen. Die intratracheale Instillation von JE/MCP-1 führte zu einer starken 

Akkumulation von frisch rekrutierten Monozyten und zu geringerem Umfang von CD4-

positiven Lymphozyten im Alveolarraum solcherart vorbehandelter Mäuse (Abb. 8C). 

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Fluoreszenz 2-Charakteristika konnten neu rekrutierte 

Monozyten, Lymphozyten und residente Alveolarmakrophagen leicht im Durchflußzytometer 

abgegrenzt werden (Abb. 8C). Der Monozyten-/Makrophagen-spezifischen Marker F4/80 ließ 

sich auf den frisch rekrutierten Monozyten und residenten Alveolarmakrophagen, nicht aber 

auf der Lymphozytenpopulation immunphänotypisch nachweisen (Abb. 8D). 
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Abbildung 8A-D. Akkumulation von Monozyten im Alveolarraum nach intratrachealer 

Instillation von JE/MCP-1. Die X-Achse zeigt jeweils die FL 1-Intensitäten (F488/535 nm, 

logarithmische Skalierung), bzw. den FSC (lineare Skalierung); die Y-Achse zeigt die 

Fluoreszenz 2-Intensitäten in logarithmischer Skalierung.  
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3.3.2 Nachweis über die Herkunft alveolär rekrutierter Monozyten  

 

Um zu überprüfen, ob nach intratrachealer Instillation von JE/MCP-1  im Alveolarraum 

akkumulierende Monozyten aus dem zirkulierenden Leukozytenpool stammten, wurden 

periphere Blutleukozyten von Spendermäusen isoliert, in vitro mit PKH26 markiert und in 

Empfängermäuse reinjiziert. Dabei zeigte sich bei Kontrollmäusen nach intravenöser 

Reinjektion PKH26-positiver Leukozyten ohne intratracheale PKH26-Instillation im 

Vergleich zu Mäusen mit JE/MCP-1-Instillation ohne Injektion PKH26-gefärbter Leukozyten 

jeweils nur eine basale FL 2-Emission der BAL-Zellen. Im Gegensatz hierzu zeigte sich bei 

Tieren, die gleichzeitig intratracheal JE/MCP-1 und intravenös PKH26-gefärbte Leukozyten 

erhielten, signifikant erhöhte FL 2-Emissionswerte der durchflußzytometrisch analysierten 

Leukozyten. Diese Daten demonstrieren, daß die mittels alveolärer Deposition von JE/MCP-1 

in den Alveolarraum rekrutierten Monozyten aus dem zirkulierenden Pool peripherer 

Blutleukozyten rekrutiert wurden (Abb. 9). 

 

               
 

Abbildung 9. Anzahl der alveolär rekrutierten PKH26-positiven mononukleären Leukozyten 

in der BAL-Flüssigkeit von Empfängermäusen.  
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3.3.3    Intratracheale Instillation von MIP-1α  und RANTES  

 

Um die Spezifität von JE/MCP-1 als Monozyten-rekrutierendes Chemokin im Vergleich zu 

anderen CC-Chemokinen zu evaluieren, wurden Mäusen nach PKH26-Injektion jeweils 50 µg 

MIP-1α bzw. RANTES intratracheal instilliert. Es zeigte sich, daß für das jeweilige 

Chemokin spezifische Leukozytenrekrutierungsprofile beobachtet werden konnten: Im 

Gegensatz zu JE/MCP-1 bewirkte die Gabe von MIP-1α vorwiegend eine Rekrutierung 

neutrophiler Granulozyten in den Alveolarraum, wobei der Anteil der rekrutierten Monozyten 

nur ca. 6% ausmachte (Abb. 10). Die intratracheale Instillation von RANTES induzierte 

primär einen Influx von CD4-positiven T-Lymphozyten, der Monozytenanteil lag hingegen 

nur bei ca. 2% (Abb. 10). Diese Daten belegen, daß JE/MCP-1 verglichen mit anderen CC-

Chemokinen das stärkste Potential zur Monozytenrekrutierung in den Alveolarraum in vivo 

beigemessen werden kann.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10. Durchflußzytometrische Analyse der Leukozytenpopulationen aus der BAL-

Flüssigkeit von Mäusen nach intratrachealer Gabe von MIP-1α bzw. RANTES. 

MIP-1α
i.t.

rAM
55%

Alv-Mo
6%

PMN
39%

rAM
70%

Alv-Mo
2%

Ly
28%

RANTES
i.t.

Fluoreszenz Eins

F
lu

or
es

ze
nz

 Z
w

ei 

 

FL 1 

FL 2 

FL 1 

FL 2 



Ergebnisse 
___________________________________________________________________________ 

44 

3.4  Morphometrische Quantifizierung von Leukozyten in histologischen 

Lungenpräparaten 

 

Um die genauere Lokalisation der mittels JE/MCP-1 rekrutierten Leukozyten im 

Lungengewebe zu ermitteln, wurden Lungen-Kryoschnitte von Mäusen untersucht, denen 

entweder nur der Farbstoff PKH26 intravenös appliziert oder zusätzlich JE/MCP-1 

intratracheal instilliert wurde. Von jeder entnommenen Lunge wurde die Verteilung der 

rekrutierten Leukozyten im Lungengewebe bestimmt. Untersucht wurden vier 

Kompartimente: das peribronchiale und das perivasculäre Kompartiment sowie das alveoläre 

und das Septum-Kompartiment. Dabei wurde in den Lungenschnitten von Mäusen mit 

PKH26-Injektion und JE/MCP-1-Instillation im Vergleich zu Tieren mit alleiniger PKH26-

Injektion die größte Leukozytenakkumulation im Alveolarraum ermittelt (Abb. 11A) und 

gleichzeitig gegenüber Kontrollmäusen eine signifikant gesenkte Anzahl CD45-positiver 

Leukozyten im Septumkompartiment beobachtet (Abb. 11B). Im perivasculären und 

peribronchialen Kompartiment PKH26- bzw. PKH26- und JE/MCP-1-behandelter Mäuse 

zeigte sich keine signifikant differierende Anzahl CD45-positiver Leukozyten (Abb. 11C-D). 

Diese Daten zeigen, daß die intratracheale Instillation von JE/MCP-1 primär zu einer 

intraalveolären Leukozytenrekrutierung führt, wobei auch zu geringem Anteil interstitiell 

lokalisierte Leukozyten über die alveoloepitheliale Barriere ko-rekrutiert werden. 
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Abbildung 11A-D. Verteilung der mit JE/MCP-1 in die Lunge von Mäusen rekrutierten 

CD45-positiven Leukozyten im intraalveolären (A), septalen (B), peribronchialen (C) und 

perivasculären (D) Kompartiment.  
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3.5 Immunphänotypisches Profil von peripheren Blutmonozyten, alveolär 

rekrutierten Monozyten und residenten Alveolarmakrophagen 

 

Die aus der bronchoalveolären Lavage 48 h nach JE/MCP-1-Instillation gewonnenen 

rekrutierten Monozyten und sessilen Alveolarmakrophagen wurden hinsichtlich ihres 

Antigenprofils durchflußzytometrisch analysiert und mit dem Antigenprofil der peripheren 

Blutmonozyten verglichen. Dabei wurde die Expression des Monozyten-/Makrophagen-

Markers F4/80, des β1-Integrins CD49d, der β2-Integrine CD11a/CD18 und CD11b/CD18, 

des LPS/LBP-Rezeptors CD14 und des Leukozytenselektins CD62L evaluiert. Für die β1- 

und β2-Integrine ist eine Beteiligung an Rekrutierungsprozessen von Monozyten aus dem 

Intravasalraum ins Gewebe mehrfach gezeigt worden [70, 80, 122, 154].  

Abb. 12A zeigt, daß sowohl periphere Blutmonozyten wie auch alveolär rekrutierte 

Monozyten und residente Alveolarmakrophagen den Monozyten/Makrophagen-spezifischen 

Marker F4/80 exprimieren. Ebenso findet sich eine regelhafte Expression des β2-Integrins 

CD11a/CD18 auf allen drei analysierten Zellpopulationen, wohingegen das β2-Integrin 

CD11b/CD18 sowie das β1-Integrin CD49d und das Selektin CD62L auf peripheren 

Blutmonozyten und alveolär rekrutierten Monozyten exprimiert waren, nicht jedoch auf 

residenten Alveolarmakrophagen (Abb. 12C-G). Interessanterweise zeigte sich, daß bei allen 

durchgeführten Analysen eine stark ausgeprägte Expression von CD14 auf frisch rekrutierten 

alveolären Monozyten nachgewiesen werden konnte, wohingegen aus dem Blut isolierte 

Monozyten sowie residente Alveolarmakrophagen keine CD14-Expression aufwiesen (Abb. 

12B). 
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Abbildung 12A-G. Antigenprofil von peripheren Blutmonozyten (PB-Mo), alveolär 

rekrutierten Monozyten (Alv-Mo) und residenten Alveolarmakrophagen (rAM) von 

Mäusen nach PKH26- und JE/MCP-1-Applikation. Die linken Histogramme zeigen die FL 

2-Intensitäten (F488/575 nm) der Negativkontrollen (unmarkiert; grau) und die spezifische 

Antigenexpression (weiß) auf der X-Achse (logarithmische Skalierung) und die relativen 

Zellzahlen auf der Y-Achse (lineare Skalierung). Die mittleren und rechten Histogramme 

zeigen entsprechend die FL 1-Intensitäten (F488/535 nm) auf der X-Achse.  
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3.6   Durchflußzytometrische Separation peripherer Blutmonozyten, alveolär 

rekrutierter Monozyten und residenter Alveolarmakrophagen zur Analyse 

der TNF-α-Zytokingenexpression und –Proteinsekretion  

 

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurden CD14-positive alveolär rekrutierte 

Monozyten (nach Transmigration) sowie CD14-negative periphere Blutmonozyten (vor 

Transmigration) einer Analyse der spontanen TNF-α-Genexpression unterzogen und diese 

mit der von residenten Alveolarmakrophagen verglichen. Hierfür wurden alveolär rekrutierte 

Monozyten und residente Alveolarmakrophagen aus BAL-Proben von Mäusen nach PKH26-

Injektion und JE/MCP-1-Instillation, sowie periphere Blutmonozyten des selben Tieres einer 

FACS-Separation unterworfen. Ebenso wurden residente Alveolarmakrophagen von 

Kontrollmäusen (PBS/HSA-Instillation) und Tieren nach alleiniger PKH26-Injektion aus 

BAL-Proben separiert. Abbildung 13 illustriert eine repräsentative Separation von 

Alveolarmakrophagen und alveolären Monozyten aus der BAL-Flüssigkeit einer Maus nach 

PKH26- und JE/MCP-1-Gabe. Die durchflußzytometrische Separation dieser 

Zellpopulationen mit Hilfe der unterschiedlichen Fluoreszenz 1- und 2-Charakteristika der 

alveolär rekrutierten Monozyten, peripheren Blutmonozyten, residenten 

Alveolarmakrophagen und Lymphozyten lieferte > 96% aufgereinigte Zellpopulationen.  
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Abbildung 13A-C. Durchflußzytometrische Zellseparation von alveolär rekrutierten 

Monozyten und Alveolarmakrophagen.  Die Dot plot-Diagramme zeigen ein repräsentatives 

Separationsexperiment mit den FL 1- Charakteristika (F488/535 nm) auf der X-Achse und 

den FL 2-Charakteristika (F488/575 nm; PKH26-Fluoreszenz) auf der Y-Achse.  
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3.6.1 Quantifizierung der TNF-α -Genexpression 

 

Aus der gesteigerten Expression des LPS/LBP-Rezeptors CD14 auf alveolär rekrutierten 

Monozyten ergab sich die Fragestellung, ob diese Zellpopulation auch weitere Akute-Phase-

Genprodukte wie TNF-α verstärkt in vivo exprimiert. Zur Quantifizierung der TNF-α-

Genexpression wurden periphere Blutmonozyten, alveolär rekrutierte Monozyten und 

residente Alveolarmakrophagen vom selben Tier nach PKH26-Injektion und JE/MCP-1- 

Instillation durchflußzytometrisch separiert und mit Alveolarmakrophagen von Mäusen nach 

Applikation von PKH26 oder PBS/HSA als Negativkontrolle mittels real-time-PCR-Analytik 

verglichen. Als Positivkontrolle dienten durchflußzytometrisch separierte 

Alveolarmakrophagen LPS-stimulierter, PKH26-behandelter Mäuse. Es zeigte sich, daß 

weder residente Alveolarmakrophagen noch periphere Blutmonozyten PKH26- und JE/MCP-

1-behandelter Mäuse eine signifikant erhöhte TNF-α-Genexpression im Vergleich zu 

residenten Alveolarmakrophagen von Negativkontrollmäusen, bzw. PKH26-behandelten 

Tieren aufwiesen. Im Vergleich zu peripheren Blutmonozyten und residenten 

Alveolarmakrophagen zeigte sich interessanterweise jedoch eine signifikant erhöhte TNF-α-

Genexpression bei alveolär rekrutierten Monozyten vom selben Tier (Abb. 14). 
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Abbildung 14. RT-PCR-Analyse der TNF-α-Genexpression von residenten 

Alveolarmakrophagen von Kontrollmäusen und Mäusen nach PKH26-Injektion, von alveolär 

rekrutierten Monozyten, peripheren Blutmonozyten und residenten Alveolarmakrophagen 

nach PKH26- und JE/MCP-1-Gabe vom selben Tier und von residenten 

Alveolarmakrophagen von Positivkontrollen.  
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3.6.2 Evaluierung der funktionellen Relevanz gesteigerter CD14-Expression auf 

alveolär rekrutierten Monozyten 

 

Um die funktionelle Bedeutung der erhöhten CD14-Expression auf alveolär rekrutierten 

Monozyten im Vergleich zu den CD14-negativen zirkulierenden Blutmonozyten zu 

analysieren, wurden beide Zellpopulationen aus dem selben Tier durchflußzytometrisch 

separiert, in vitro für 4 h mit 1 ng/ml LPS stimuliert und ihre TNF-α-Sekretion im ELISA 

quantifiziert (Abb. 15). Die CD14-positiven alveolär rekrutierten Monozyten zeigten hierbei 

eine annähernd vierfach höhere TNF-α-Liberierung als Antwort auf die LPS-Stimulation im 

Vergleich zu CD14-negativen peripheren Blutmonozyten. Dies zeigt, daß alveolär rekrutierte 

CD14-positive Monozyten eine höhere Endotoxininduzierbarkeit zur Sekretion 

proinflammatorischer Zytokine aufweisen als CD14-negative zirkulierende Blutmonozyten. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15. LPS-induzierte und basale TNF-α-Sekretion CD14-positiver alveolär 

rekrutierter Monozyten und CD14-negativer peripherer Blutmonozyten.  

0

100

200

300

400

500

TN
F-

al
ph

a-
S

ek
re

tio
n

 [p
g/

m
l]

basal LPS basal LPS
PB-Monozyt     Alv-Monozyt

*

CD14- CD14+ 



Diskussion 
___________________________________________________________________________ 

53 

4. DISKUSSION 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß die intratracheale Instillation des 

monozytenspezifischen Chemokins JE/MCP-1 zur pulmonalen Rekrutierung von Monozyten 

führte, welche nach transendo-/epithelialer Passage im intraalveolären Kompartiment der 

Lunge akkumulierten. Die immunphänotypische und funktionelle Charakterisierung dieser 

frisch evadierten Zellen zeigte, daß sie ein Oberflächenantigenprofil ähnlich dem peripherer, 

zirkulierender Monozyten aufwiesen, jedoch ließ sich auf diesen Zellen eine signifikant 

gesteigerte Oberflächenexpression des LPS/LBP-Rezeptors CD14 nachweisen. Darüberhinaus 

zeigten  alveolär rekrutierte Monozyten eine signifikante Steigerung der TNF-α-

Genexpression verglichen mit zirkulierenden Blutmonozyten. Passend zur gesteigerten CD14-

Expression fand sich nach LPS-Provokation in vitro eine signifikant verstärkte TNF-α-

Sekretion alveolär rekrutierter Monozyten im Vergleich zu peripheren Blutmonozyten. Diese 

Befunde entsprechen einem transmigrationsassoziierten “Priming“ transendo-/transepithelial 

rekrutierter Monozyten und scheinen den alveolär rekrutierten Monozyten in einen 

proinflammatorischen Aktivierungsstatus im Sinne einer gesteigerten pulmonalen “Host-

Defense“ zu versetzen. 

Die beschriebene Methodik der alveolären Rekrutierung von Monozyten und deren 

Diskriminierung von residenten Alveolarmakrophagen basiert auf zwei Schritten: 

 

1) In vivo Fluoreszenzmarkierung des residenten Alveolarmakrophagenpools durch 

intravenöse Injektion des rotfluoreszenten Intravitalfarbstoffes PKH26. 

 

2) Intratracheale Instillation von murinem rekombinantem JE/MCP-1 zur 

chemotaktischen transendo-/epithelialen Rekrutierung von Monozyten in den 

Alveolarraum von Mäusen. 
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4.1   Alveoläre Rekrutierung von Monozyten und deren Diskriminierung von 

residenten Alveolarmakrophagen 

 

4.1.1 PKH26-Markierung residenter Alveolarmakrophagen 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß die intravenöse Injektion des 

Fluoreszenzfarbstoffes PKH26 spezifisch in residenten Alveolarmakrophagen akkumulierte, 

wohingegen weder zirkulierende Blutmonozyten noch zirkulierende polymorphkernige 

neutrophile Granulozyten oder Lymphozyten diesen Farbstoff aufnahmen. Diese selektive 

Anreicherung von PKH26 in residenten Alveolarmakrophagen konnte anschließend 

durchflußzytometrisch zur Diskriminierung frisch rekrutierter Leukozyten vom residenten 

Alveolarmakrophagenpool genutzt werden. 

Die Inkorporation des Intravitalfarbstoffes PKH26 folgte einer dosis- und 

zeitabhängigen Charakteristik: Eine für die Abgrenzung zu alveolär rekrutie rten Monozyten 

ausreichende Steigerung der Rotfluoreszenz residenter Alveolarmakrophagen ergab sich bei 

einer in vivo Konzentration des Farbstoffes von 12-15 µM; die maximale in vivo 

Akkumulation von PKH26 in residenten Alveolarmakrophagen war nach ca. 24 h erreicht. 

Die Rotfluoreszenz der Alveolarmakrophagen blieb über 120 h stabil, so daß neu rekrutierte 

ungefärbte Zellen noch nach mehreren Tagen problemlos von fluoreszierenden residenten 

Alveolarmakrophagen im Durchflußzytometer diskriminiert werden konnten. Dieses 

Phänomen der Langzeitakkumulation wurde bereits von Beavis et al. genutzt, die zeigten, daß 

in vitro markierte Lymphozyten PKH26 über mindestens 28 d stabil inkorporierten und 

mittels dieser Farbstoffintensität Analysen über Zellteilungsraten der markierten 

Zellpopulationen durchgeführt werden konnten, da die Tochterzellen genau die Hälfte der 

Farbstoffintensität ihrer Progenitorzellen aufwiesen [10, 65]. Melnicoff et al. zeigten, daß 

auch  über „mehrere Wochen“ in Kultur genommene PKH-markierte Peritonealmakrophagen 

den Farbstoff nicht an unmarkierte Nachbarzellen abgeben [65, 119, 120]. 

Zum Mechanismus der Farbstoffakkumulation in Makrophagen ist bekannt, daß eine 

Inkorporation des aliphatischen Phagozyten-Linker-Moleküls von PKH26 in den Lipid-

Bilayer der Plasmamembran erfolgt [10, 65, 120]. Außerdem fanden Melnicoff et al. eine 

lysosomale Farbstoffakkumulation in Makrophagen aufgrund von sowohl Phagozytose 

aggregierter PKH-Moleküle als auch durch Endozytose farbstoffmarkierter 
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Zellmembrananteile [120]. Obwohl diese Internalisierungsmechanismen die erfolgreiche in 

vivo Färbung von Peritonealmakrophagen nach intraperitonealer Injektion des Fluorochroms 

erklären [119, 120], bleibt jedoch die Frage offen, warum der Farbstoff nur von 

Alveolarmakrophagen, nicht aber von Blutmonozyten nach intravenöser Injektion 

aufgenommen wurde. Interessant in diesem Zusammenhang erscheint, daß in Anwesenheit 

von Serumkomponenten eine zelluläre Akkumulation des Farbstoffes in peripheren 

Leukozyten oder residenten Alveolarmakrophagen in vitro unterbleibt. Dies könnte die 

fehlende Akkumulation von PKH26 in peripheren Leukozyten in vivo erklären. In 

Abwesenheit von Serumkomponenten ist demgegenüber eine Markierung von peripheren 

Leukozyten in vitro problemlos möglich. 

Aufgrund mehrerer Experimente ließ sich ausschließen, daß die Aufnahme von PKH26 

die physiologischen Funktionen von Alveolarmakrophagen beeinträchtigt: 

 

1)   Die Akkumulation von PKH26 per se induzierte keine gesteigerte TNF-α-Genexpression 

in residenten Alveolarmakrophagen. 

2)   Sowohl PKH26-markierte, als auch unmarkierte Alveolarmakrophagen zeigten nach der  

intratrachealen Applikation von S. abortus equi Endotoxin vergleichbar erhöhte TNF-α-

mRNA-Level, was darlegt, daß die Akkumulation von PKH26 die 

Alveolarmakrophagen-Antwort auf Endotoxinprovokation nicht negativ beeinflusst hatte. 

3)  Es wurden vergleichbare basale und LPS-induzierte Mengen an TNF-α-Protein von    

separierten und in Kultur genommenen Alveolarmakrophagen PKH26-vorbehandelter 

und unbehandelter Mäuse ermittelt, was darauf hinweist, daß der Farbstoff das 

sekretorische Potential der Alveolarmakrophagen auf einen inflammatorischen Stimulus 

hin in vitro nicht verändert hatte. 

4)   Es zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich des Antigenprofils PKH26-markierter und 

unmarkierter Alveolarmakrophagen, was darlegt, daß PKH26 keinen Einfluß auf das 

Ausmaß der Expression der untersuchten Oberflächenmoleküle hatte. Zusätzlich zeigte 

die histologische Untersuchung von Lungenschnitten PKH26-behandelter und 

unbehandelter Mäuse eine vergleichbare morphologische Architektur. 

 

Die Punkte 1) bis 4) belegen, daß die intravenöse Injektion von PKH26 in Mäuse weder eine 

Schrankenstörung im Kapillarbett der Lunge induzierte, noch daß die Akkumulation von 
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PKH26 in residenten Alveolarmakrophagen wesentliche Funktionen dieser Zellpopulation 

negativ beeinflusste. Eine mechanistisch plausible Erklärung zur transendo-/epithelialen 

Akkumulation von PKH26 in residenten Alveolarmakrophagen liegt bis dato nicht vor. Als 

Arbeitshypothese erscheint aber am wahrscheinlichsten, daß die Passage von PKH26 als 

niedermolekulare Verbindung zwischen den interzellulären Spalten der endo-/epithelialen 

Barriere ohne Verursachung einer funktionellen Schrankenstörung verläuft und der Farbstoff 

anschließend per Phagozytoseprozess sowie Membraninternalisierung in residenten 

Alveolarmakrophagen akkumuliert.  

 

4.1.2 Rekrutierung von Monozyten aus der Lungenstrombahn in den Alveolarraum 

mittels intratrachealer Instillation von JE/MCP-1 

 

Die gerichtete Transmigration von Leukozyten aus dem Intravasalraum in das entzündlich 

veränderte Lungenparenchym wird durch Chemokine vermittelt, welche aufgrund 

inflammatorischer Aktivierung von Endothel, Epithel oder von Entzündungszellen sezerniert 

werden. Chemokine sind niedermolekulare Proteine, welche sich nach der Stellung ihrer N-

terminalen Cysteingruppen in die Subfamilien der C-, CC-, C-X-C- und C-X3-C-Chemokine 

unterteilen lassen, wobei die CC-Chemokine die Chemotaxis v. a. von mononukleären Zellen 

vermitteln [6, 7, 12, 175]. Hierzu gehört das Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), 

welches dem Genprodukt des murinen JE-Gens entspricht [142]. Neben der Funktion als 

monozytenrekrutierendes Chemokin vermittelt MCP-1 auch die Rekrutierung von 

Makrophagen, CD4-positiven T-Lymphozyten und NK-Zellen (natural killer cells) und 

beeinflusst die Affinität von Adhäsionsmolekülen der zu rekrutierenden Zellen zum 

jeweiligen Rezeptor [1, 19, 42, 51, 75, 144, 181, 193]. 

In dem in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Mausmodell zeigte sich, daß eine 

intratracheale Applikation von > 10 µg JE/MCP-1 ausreichend war, um einen intraalveolären 

Monozyteninflux zu erreichen, wobei erst bei einer Gabe von 50 µg JE/MCP-1 nach einem 

Zeitintervall von 24 h eine signifikante Akkumulation von Monozyten und, in weitaus 

geringerem Ausmaß, CD4-positiver Lymphozyten zu messen war. Nach 48 h war die 

ermittelte Zellzahl in den gewonnenen BAL-Flüssigkeiten am höchsten mit 1,6 x 106 

Zellen/Maus mit > 25% frisch rekrutierten Monozyten. Es ist aufgrund der Daten von Gunn et 

al. [51] anzunehmen, daß die Gesamtzellzahl bei der Applikation größerer Mengen von 
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JE/MCP-1 noch weiter ansteigt. Experimente mit transgenen Mäusen, welche MCP-1 in Typ 

II Alveolarepithelzellen überexprimierten, zeigten einen Anstieg der BAL-Gesamtzellzahlen 

auf bis zu 5 x 106 Zellen/Tier mit einer ca. 500fach vergrößerten Monozytenzahl gegenüber 

Normaltieren. 

Die morphometrische Analyse der Lungenschnitte JE/MCP-1-behandelter Mäuse zeigte, 

daß der Alveolarraum das einzige Kompartiment darstellte, in dem sich die Leukozytenzahl, 

erfaßt durch das Panleukozytenantigen CD45, auf den chemotaktischen Stimulus JE/MCP-1 

hin signifikant erhöhte. Im peribronchialen und perivasculären Kompartiment hingegen zeigte 

sich keine Akkumulation CD45-positiver Zellen, und in den Alveolarsepten verringerte sich 

die Leukozytenzahl sogar. Dies läßt die Schlußfolgerung zu, daß die in der Lungenstrombahn 

zirkulierenden Monozyten, die durch JE/MCP-1 chemotaktisch gelockt werden, sowohl die 

endotheliale als auch die epitheliale Barriere überwinden, und daß möglicherweise auch 

partiell interstitielle Makrophagenpools aus den Alveolarsepten ko-rekrutiert werden. Durch 

die in vitro Fluoreszenzmarkierung und Reinjektion isolierter Blutleukozyten konnte 

nachgewiesen werden, daß die im Alveolarraum akkumulierenden Monozyten tatsächlich 

überwiegend aus dem Pool zirkulierender Blutmonozyten rekrutiert wurden. 

Interessanterweise zeigt ein Vergleich mit der Literatur, daß bei chemokininduzierter 

Monozytenrekrutierung im Vergleich zur Monozytenrekrutierung, wie sie z. B. nach 

intratrachealer Instillation von LPS in die Lunge zu beobachten ist, rekrutierte Monozyten 

primär intraalveolär akkumulieren, wohingegen nach LPS-Instillation rekrutierte Monozyten 

sich primär im Interstitium der Lunge anreichern [103]. Dieser Befund deutet darauf hin, daß 

bei der Rekrutierung mononukleärer Zellen je nach inflammatorischem Stimulus 

unterschiedliche molekulare Pathways beteiligt sind. Auch bei der Rekrutierung von 

mononukleären Zellen durch MCP-1 zeigen sich Differenzen im Hinblick auf verschiedene 

Organkompartimente.  In diversen transgenen Mausmodellen mit Überexpression von MCP-1 

in verschiedenen Geweben konnten ein unterschiedliches Ausmaß und unterschiedliche 

Lokalisationen von Monozytenakkumulationen ermittelt werden, sowie eine verschieden stark 

ausgeprägte Rekrutierung von T-Lymphozyten. So fanden Fuentes et al. in einem transgenen 

Mausmodell mit Überexpression von MCP-1 im ZNS in den perivasculären Zonen eine 

erhöhte Anzahl mononukleärer Zellen, jedoch kaum in den parenchymatösen Zonen, und 

kaum CD4-positive T-Zell-Infiltrate. Mäuse, die MCP-1 in Thymuszellen überexprimierten, 

zeigten dort lediglich geringe mononukleäre Infiltrate [42]. Gunn et al. fanden alveoläre 
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Monozytenakkumulationen und T-Zell-Infiltrate im Alveolarraum von Mäusen, die das 

Chemokin in Alveolarepithelzellen überexprimierten [51], und Grewal beschrieb ein 

Mausmodell mit MCP-1-Überexpression in pankreatischen Inselzellen und einhergehendem 

parenchymatösem mononukleärem und T-Zell- Infiltrat [47]. Ähnliche Daten resultierten aus 

Experimenten mit Mäusen, die eine Überexpression von MCP-1 in Keratinozyten aufwiesen 

mit der Folge einer Rekrutierung von Langerhanszellen und - nach Allergenkontakt - einer 

ausgeprägten Akkumulation von Monozyten und T-Lymphozyten in der Epidermis [126]. 

Diese unterschiedliche Ausprägung und Lokalisation der mononukleären Akkumulation, 

ebenso wie das variierende Ausmaß der T-Zellrekrutierung in den verschiedenen 

Mausmodellen läßt sich durch eine differierende Ausprägung der Expression der für die 

Rekrutierung der Leukozyten notwendigen Adhäsionsmoleküle in den diversen Geweben 

erklären. Ebenso könnte die unterschiedlich starke Gewebsexpression von Matrixproteasen 

das Ausmaß der Zellrekrutierung beeinflussen. Die Variabilität der Zellrekrutierung ist 

möglicherweise auch durch eine differierende Expression des MCP-1-Rezeptors CCR2 auf 

den jeweiligen Leukozyten bedingt. Dieser Rezeptor unterliegt bei Zellaktivierung einer 

Hochregulation, wobei eine inflammatorische Aktivierung der Leukozyten nicht bei jedem 

Rekrutierungsmechanismus stattfindet. Transgene Mäuse, welche eine systemische MCP-1-

Überexpression aufwiesen, zeigten in den MCP-1-überexprimierenden Organen keine 

Monozytenrekrutierung, was bei einer solch massiven systemischen chemotaktischen 

Wirkung zum einen durch eine reaktive Downregulation von CCR2-Rezeptoren begründet 

werden kann, zum anderen durch einen fehlenden chemotaktischen Gradienten des MCP-1 

[47, 149]. 

 

4.2 Verifizierung der Monozytenspezifität von JE/MCP-1 

 

Der alveoläre Monozyteneinstrom und das “Priming“ der rekrutierten Monozyten ist eine 

spezifische Eigenschaft des Chemokins JE/MCP-1 und wird nicht beobachtet, wenn andere 

CC-Chemokine wie MIP-1α (macrophage inflammatory protein-1α) und RANTES (regulated 

upon activation, normal T cell expressed and secreted) Mäusen anstelle von JE/MCP-1 

intratracheal instilliert werden. Beide Chemokine gehören wie MCP-1 zur Familie der CC-

Chemokine und vermitteln in vitro die Rekrutierung von Leukozyten [12, 15, 121, 158, 175, 

179, 185, 188]. Von RANTES ist bekannt, daß es in einem Rattenmodell Monozyten in die 
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Alveole und das Lungenparenchym rekrutiert und diese Monozyten wiederum dazu befähigt, 

durch eigene Sekretion von Zytokinen weitere Zellpopulationen zu rekrutieren [15, 82, 104]. 

Interessanterweise zeigte die intratracheale Instillation von RANTES in der vorliegenden 

Arbeit eine von CD4-positiven T-Lymphozyten dominierte alveoläre Zellakkumulation, 

wohingegen eine signifikante Akkumulation von Neutrophilen (>30%) im alveolären 

Kompartiment nach intratrachealer MIP-1α-Gabe gefunden werden konnte. Keines dieser 

beiden CC-Chemokine vermochte also nach intratrachealer Applikation die unter JE/MCP-1-

Instillation beobachtete Monozytenakkumulation zu induzieren, so daß die MCP-1-Spezifität 

der Monozytenrekrutierung klar belegt werden konnte. 

 

4.3   Antigenprofil der alveolär rekrutierten Monozyten 

 

Monozyten sind an vielen inflammatorischen Reaktionen beteiligt: Sie haben die Fähigkeit, 

Zytokine zu sezernieren, Antigene zu präsentieren, Fremdpartikel zu phagozytieren und 

proteolytische Enzyme sowie Sauerstoffradikale freizusetzen [136, 183, 187]. Um aus der 

Blutbahn in das entzündlich veränderte Parenchym, bzw. den Alveolarraum zu gelangen, 

müssen die Monozyten zuerst an Endothelzellen adhärieren, um schließlich ins Gewebe und 

durch das Epithel in die Alveole zu transmigrieren. Dies wird durch diverse 

Adhäsionsmoleküle vermittelt; auf der Seite der Monozyten sind dies in erster Linie die 

Integrine und Selektine, auf dem Endothel die Adhäsionsmoleküle der Ig-Superfamilie wie 

ICAM und VCAM. Die Familie der Selektine (P-, E- und L-Selektin [CD62L]) vermittelt das 

initiale Rolling von Monozyten, welches im Kapillarbett der Lunge nur eine untergeordnete 

Rolle spielt [91, 101, 135, 161, 173, 174, 184]. Die Integrine stellen eine große Gruppe 

heterodimerer Glykoproteine der Zelloberfläche dar, welche aus einer schweren α- und einer 

leichten β-Kette bestehen und Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakte vermitteln. Zur Gruppe 

der Integrine gehören u. a. β1- und β2-Integrine. Von den vier bis dato beschriebenen β2-

Integrinen spielen für die Emigration von Monozyten folgende eine Rolle: LFA-1 

(CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) und p150,95 (CD11c/CD18); weiterhin exprimieren 

Monozyten das β1-Integrin VLA-4 (CD49d/CD29) [23, 60, 79, 122]. Diese β1- und β2- 

Integrine interagieren mit den vasculären und interzellulären Adhäsionsmolekülen ICAM-1 

und VCAM-1, welche beide auf pulmonal-vasculären Endothelzellen und auf 

Alveolarepithelzellen exprimiert sind, und ebenso mit extrazellulären Matrixproteinen wie 
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Fibronectin. Ligand für LFA-1 und Mac-1 ist ICAM-1, Liganden für VLA-4 sind VCAM-1 

und Fibronectin. Zytokine, die während des inflammatorischen Prozesses sezerniert werden, 

können die Expression von Adhäsionsmolekülen hochregulieren [73, 154, 164].   

Die immunphänotypische Charakterisierung alveolär rekrutierter Monozyten zeigte 

die Oberflächenexpression der Adhäsionsmoleküle CD11a, CD11b, CD18, CD49d und 

CD62L, wohingegen ausdifferenzierte residente Alveolarmakrophagen diese 

Oberflächenmarker mit Ausnahme von CD11a und CD18 nicht mehr aufwiesen. Auf 

peripheren Blutmonozyten PKH26/JE/MCP-1-vorbehandelter Mäuse konnten die 

Adhäsionsmoleküle CD11a, CD11b, CD18, CD49d und CD62L ebenfalls detektiert werden. 

Dies deutet darauf hin, daß die alveolär rekrutierten Monozyten einen Monozyten-ähnlichen 

Phänotyp beibehalten und nicht innerhalb 48 h spontan in residente Alveolarmakrophagen 

ausdifferenzieren. Diese Beobachtung, die auf immunologischen  Kriterien beruht, d. h. auf 

der Expression von charakteristischen Oberflächenmarkern, ergänzt die Daten von Gunn et al. 

[51], welche zeigen konnten, daß in den Alveolarraum transmigrierte Monozyten 

morphologisch nicht spontan in Alveolarmakrophagen ausdifferenzieren. Die allein MCP-1-

vermittelte Diapedese von Monozyten in die Alveole scheint also kein adäquater Stimulus für 

die Ausdifferenzierung in Makrophagen zu sein. Offensichtlich benötigt der Prozess der 

Differenzierung zu ortsständigen Makrophagen weitere kompartimentspezifische Stimuli. 

 Die auf peripheren sowie frisch rekrutierten, noch nicht ausdifferenzierten Monozyten 

detektierten Adhäsionsmoleküle sind für die alveoläre Monozytentransmigration in vivo 

unerläßlich: So konnte Issekutz in einem Rattenmodell zeigen, daß die gleichzeitige Blockade 

der Adhäsionsmoleküle Mac-1 (CD11b), LFA-1 (CD11a) und VLA-4 (CD49d) die 

Monozytenrekrutierung in die Haut nach intradermaler Applikation verschiedener 

inflammatorischer Stimuli zu über 98% reduzierte [73]. Allerdings zeigen 

Rekrutierungspathways in der systemischen versus pulmonalen Mikrozirkulation viele 

Unterschiede. Li et al. demonstrierte in einem Tiermodell, daß die Transmigration von 

Monozyten aus der Lungenstrombahn über die endotheliale Barriere in das 

Lungeninterstitium nach intratrachealer LPS-Applikation unabhängig von CD11/CD18 und 

VLA-4 abläuft, der Weg über die alveolo-epitheliale Barriere in das alveoläre Kompartiment 

jedoch nur mit β1- und β2-Integrinen möglich ist [103]. 
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4.4   Bedeutung der CD14-Expression auf alveolär rekrutierten Monozyten 

 

Ein zentraler Befund der vorliegenden Untersuchungen war, daß frisch in den Alveolarraum 

rekrutierte Monozyten im Gegensatz zu peripheren Blutmonozyten und residenten 

Alveolarmakrophagen eine signifikant gesteigerte CD14-Expression auf ihrer Zelloberfläche 

aufwiesen. CD14 ist ein 55kDa-Glykoprotein, das auf myeloischen Zellen zu finden ist [37]. 

Es existiert in zwei unterschiedlichen Formen: Zum einen als Glycosylphosphatidylinositol 

(GPI)-verankertes Membranprotein (mCD14) und zum zweiten als lösliches Plasmaprotein 

ohne GPI-Anker [196]. Beide Formen sind in das LPS-Signaling involviert: Das 

membrangebundene CD14 dient als Rezeptor für das LPS-bindende Protein LBP, welches mit 

freiem Endotoxin einen Komplex bildet und mit hoher Affinität an mCD14 bindet und so die 

Zellaktivierung in Gang setzt [113, 153]. Lösliches sCD14 dient dagegen zum einen als 

opsonisierender Rezeptor für LPS-tragende Partikel [32, 88], zum anderen kann es durch 

Interaktion mit per se CD14-negativen Zellen wie Endo- und Alveolarepithelzellen deren 

Suszeptibilität für LPS-Stimulation herbeiführen. Somit kommt CD14 eine tragende Rolle in 

der Erkennung von LPS und Initiation einer adäquaten Zellantwort auf einen 

Endotoxinstimulus zu [87, 94, 134, 176, 190]. In verschiedenen Tiermodellen konnte bisher 

eine CD14-vermittelte vermehrte Sensitivität gegenüber LPS gezeigt werden: Die 

Transfektion von CD14 in per se CD14-negative murine B-Zellen, die CD14-Expression auf 

Ovarialfibroblasten von Hamstern und die CD14-Überexpression in transgenen Mäusen 

bewirkte eine verstärkte Reaktivität der jeweiligen Zellpopulationen auf 

Endotoxinprovokation [39, 44, 93]. 

Im Maussystem, in welchem unter Bedingung der Homöostase CD14 auf peripheren 

Blutmonozyten nicht exprimiert ist, wird die Expression von membranständigem CD14 dosis- 

und zeitabhängig durch inflammatorische Aktivierung mit LPS auf myeloischen [106] und 

nicht myeloischen Zellen verschiedener Gewebe heraufreguliert. So fanden Fearns et al. in 

einem Mausmodell innerhalb von 2 h nach intraperitonealer LPS-Gabe sowohl erhöhte CD14-

mRNA-Level, als auch eine verstärkte CD14-Oberflächenexpression auf myeloischen Zellen, 

sowie auch auf Epithelzellen innerhalb von 8-16 h [37]. Diese LPS-bedingte CD14-

Expression ist zytokinvermittelt und als TNF-α-, IL-1β- oder IL-6-vermittelter Prozess 

beschrieben [36, 37, 134]. 
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Die gesteigerte CD14-Expression auf alveolär rekrutierten Monozyten weist auf eine 

zumindest partielle Aktivierung der Zellpopulation im Sinne eines “Priming“ hin. Gegen eine 

Vollaktivierung spricht der Befund, daß die Monozyten nach Transmigration noch immer das 

Adhäsionsmolekül CD62L (L-Selektin) exprimieren. L-Selektin wird unter inflammatorischer 

Stimulation einem raschen "Shedding" unterworfen, d. h. von der Zelloberfläche der 

exprimierenden Leukozyten proteolytisch abgespalten. Untersuchungen von Kishimoto et al. 

konnten zeigen, daß verschiedene inflammatorische Stimuli (C5a, Leukotrien B4, PMA, TNF-

α, IL-1, LPS) L-Selektin auf Neutrophilen innerhalb von 1 bis 5 min durch shedding 

herunterregulieren und daß aktivierte murine Neutrophile nach Extravasation in entzündetes 

Gewebe kein L-Selektin mehr tragen [82]. Ähnliche Daten von Griffin et al. zeigten, daß auch 

das Zytokin GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor), welches u. a. 

als Chemokin bei inflammatorischen Prozessen wirkt, die L-Selektin-Expression auf humanen 

Monozyten und Granulozyten innerhalb von Minuten komplett herunterreguliert [48]. Das 

Fehlen einer Downregulation von L-Selektin auf alveolär rekrutierten Monozyten spricht 

dafür, daß sich alveolär rekrutierte Monozyten nach Transmigration in das alveoläre 

Kompartiment nicht im Zustand der vollen Zellaktivierung befinden. Interessanterweise 

konnte auch in verschiedenen transgenen Mausmodellen mit Überexpression von MCP-1 in 

Alveolarepithelzellen oder pankreatischen Inselzellen nachgewiesen werden, daß die ins 

Gewebe rekrutierten Monozyten nicht voll aktiviert sind: Zum einen waren sie ebenfalls noch 

CD62L-positiv, zum anderen lösten die in die Inselzellen evadierten Monozyten bei diesen 

Mäusen keine klinischen Symptome eines Diabetes aus [47, 51]. Die transendo-

/transepitheliale Migration von Monozyten geht also nicht zwingend mit einer vollen 

inflammatorischen Zellaktivierung einher; diese ist offensichtlich abhängig vom 

transmigrationsinduzierenden Stimulus. Die partielle Aktivierung von Monozyten bei 

JE/MCP-1-induzierter Transmigration im Sinne des "Priming" scheint jedoch ein wichtiger 

Zwischenschritt zu sein für eine effektive pulmonale "Host-defense" bei Inflammation bzw. 

Infektion des Bronchoalveolarraumes. 

Hierfür spricht, daß CD14-positive frisch rekrutierte Monozyten nicht nur eine 

signifikant erhöhte TNF-α-Genexpression zeigten, sondern darüberhinaus wesentlich stärker 

auf einen LPS-Stimulus in vitro reagierten als CD14-negative periphere Monozyten: Sie 

sezernierten eine vierfach höhere Menge des Akute-Phase-Zytokins TNF-α. TNF-α fungiert 

als endogener Mediator für LPS [9, 111, 129, 138] und ist gemeinsam mit IL-1β  das 
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wichtigste proinflammatorische Zytokin im LPS-assoziierten inflammatorischen Geschehen 

[90, 98, 178]. Als Ursache des in alveolär rekrutierten Monozyten beobachteten "Priming"-

Mechanismus, d. h. die gesteigerte CD14-Expression sowie die erhöhte TNF-α-

Genexpression, bzw. die vermehrte TNF-α-Proteinsekretion nach Stimulation, lassen sich 

folgende Ursachen ausschließen: 

 

1)  Ein direkter Einfluß des PKH26 auf alveolär rekrutierte Monozyten kann ausgeschlossen 

werden, da periphere Blutmonozyten, welche ebenfalls Kontakt zu dem 

Fluoreszenzfarbstoff hatten, keine CD14-Expression und lediglich eine basale TNF-α-

mRNA-Expression aufwiesen. Daneben zeigten Daten von Melnicoff, daß sich PKH-

markierte Peritonealmakrophagen in ihrem Aktivierungszustand nicht veränderten [120]. 

 

2)  Ebensowenig kann ein direkter Einfluß des Chemokins JE/MCP-1 auf die transmigrierten 

Monozyten für das "Priming" verantwortlich sein, denn die in vitro Inkubation isolierter 

Blutmonozyten von BALB/c-Mäusen mit dem Chemokin zeigten weder gesteigerte TNF-

α-Genexpression noch CD14-Expression. 

 

Es ist hingegen sehr wahrscheinlich, daß die transendo-/epitheliale Migration von Monozyten 

in das alveoläre Kompartiment für das beobachtete "Priming" verantwortlich ist. Denton et al. 

zeigten in vitro, daß der Prozess der Transmigration den transmigrierenden Monozyten 

funktionell moduliert: Bei Graft-versus-Host-Reaktionen in vitro bewirkte die Diapedese von 

Monozyten durch stimuliertes Endothel eine monozytäre Zytokinsekretion und damit einen 

kostimulatorischen Effekt des Monozyten, der sich positiv auf die Rekrutierung weiterer 

Zellpopulationen auswirkte [29]. Dies unterstützt die Hypothese einer endothelial induzierten 

Beeinflussung der monozytären Funktion im Verlauf der Transmigration. Eine Beteiligung 

weiterer Faktoren des regionalen Mikromilieus kann aber nicht ausgeschlossen werden. So 

könnte das beobachtete "Priming" alveolär rekrutierter Monozyten auch durch Surfactant-

Komponenten des alveolären Kompartiments bedingt sein, auf welche frisch invadierende 

Monozyten inflammatorisch reagieren, wohingegen residente Alveolarmakrophagen nicht 

oder nicht mehr ansprechen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

 
Die funktionelle Bedeutung von Monozyten bei akuten Entzündungsreaktionen der Lunge ist 

aufgrund der Tatsache, daß in den Alveolarraum evadierte Monozyten vom residenten 

Alveolarmakrophagenpool bislang nicht differenziert werden konnten, unzureichend 

untersucht. Die vorliegende Arbeit beschreibt die Etablierung eines tierexperimentellen 

Modells, in welchem die Kinetik der Monozytenrekrutierung in den Alveolarraum erstmals 

suffizient untersucht werden konnte. Dies gelang durch in vivo Fluoreszenzmarkierung des 

residenten Alveolarmakrophagenpools zur Differenzierung rekrutierter Monozyten von 

sessilen Alveolarmakrophagen und durch intraalveoläre Deposition des murinen Chemokins 

JE/MCP-1. Dieses Modell erlaubt darüberhinaus die immunphänotyp ische Charakterisierung 

alveolär rekrutierter Monozyten, deren durchflußzytometrische Separation sowie die 

funktionelle Charakterisierung ihres inflammatorischen Potentials im Vergleich mit 

peripheren, zirkulierenden Blutmonozyten sowie residenten, ausdifferenzierten 

Alveolarmakrophagen. 

Der Fluoreszenzfarbstoff PKH26 akkumulierte nach intravenöser Injektion sowohl 

dosis- als auch zeitabhängig selektiv in residenten Alveolarmakrophagen, ohne dabei 

zirkulierende Blutleukozyten oder alveolär rekrutierte Monozyten anzufärben. Mit Hilfe 

dieser selektiven in vivo Markierung ließ sich eine Methodik etablieren, die geeignet ist, neu 

rekrutierte Monozyten im Alveolarraum klar zu identifizieren, sie zu isolieren und einer 

funktionellen Analyse zuzuführen. 

 Als Stimulus für die intraalveoläre Rekrutierung von Monozyten wurde murines 

rekombinantes JE/MCP-1 intratracheal in gesunde Balb/c Mäuse instilliert. Mittels 

bronchoalveolärer Lavage ließen sich nach verschiedenen Zeitintervallen alveoläre 

Zellpopulationen gewinnen. Durch durchflußzytometrische Quantifizierung der hierin 

enthaltenen Monozyten ließ sich eine detaillierte Kinetik des alveolären Monozyteneinstroms 

erstellen. 

 Die ergänzende morphometrische Analytik histologischer Lungenpräparate von Tieren 

nach JE/MCP-1-Applikation zeigte, daß nach intraalveolärer JE/MCP-1-Deposition 

Monozyten nahezu ausschließlich im intraalveolären Kompartiment akkumulierten, 

wohingegen sich im peribronchialen und perivasculären Kompartiment keine 

Monozytenakkumulation nachweisen ließ. Es erfolgte demnach in diesem Modell vorwiegend 
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eine Monozytentransmigration aus dem Gefäßbett in die Alveole. Interessanterweise zeigte 

sich aber darüberhinaus auch eine signifikante Reduktion der im Alveolarseptum lokalisierten 

Leukozytenpopulationen, was darauf hindeutet, daß die intraalveoläre Deposition von 

JE/MCP-1 zusätzlich einen chemotaktischen Effekt auf intraseptal lokalisierte interstitielle 

Makrophagen hat.  

Der Immunphänotyp alveolär rekrutierter Monozyten entsprach für die meisten 

untersuchten Antigene dem Phänotyp zirkulierender Monozyten des peripheren Blutes ohne 

Hinweis für eine spontane Differenzierung in residente Alveolarmakrophagen. 

Interessanterweise zeigten alveolär rekrutierte Monozyten jedoch eine starke Hochregulation 

des LPS/LBP-Rezeptors CD14, welcher für die Erkennung von Endotoxin und das LPS-

Signaling eine tragende Rolle spielt. Mittels real- time PCR ließ sich darüberhinaus eine 

erhöhte basale TNF-α-Genexpression in alveolär rekrutierten Monozyten nachweisen. 

Zusätzlich zeigten alveolär rekrutierte Monozyten im Vergleich zu peripheren Blutmonozyten 

eine signifikant gesteigerte  Endotoxin- induzierbare TNF-α-Proteinsekretion in vitro. Damit 

ließen sich distinkte immunphänotypische und funktionelle Charakteristika detektieren, 

welche alveolär rekrutierte Monozyten sowohl von zirkulierenden Blutmonozyten als auch 

von residenten Alveolarmakrophagen unterschieden. 

Die signifikant gesteigerte Expression den LPS/LBP-Rezeptors CD14, die vermehrte 

basale Genexpression und Endotoxin- induzierbare Sekretion des Akute-Phase-Zytokins TNF-

α sprechen für ein transmigrationsassoziiertes “Priming“ transendo-/epithelial rekrutierter 

Monozyten. Die präsentierten Daten stützen das Konzept, daß die transendo-/transepitheliale 

Rekrutierung in Monozyten einen proinflammatorischen Aktivierungsstatus induziert, was 

deren Funktion bei der “Host-defense“ im Rahmen akut pulmonaler Inflammation verbessert. 
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7. ANHANG 

 

Verwendete Lösungen 

 

PBS (Dulbecco´s Phosphatgepufferte Kochsalzlösung): KCL                      0,20 g/l 

 KH2PO4                0.20 g/l 

 NaCl                      8,00 g/l 

 Na2HPO4*7H2O   2,16 g/l  

 

Paraformaldehydlösung: Paraformaldehyd   25,0 g/l 

 KCl                        0,20 g/l 

 KH2PO4                         0,20 g/l 

 NaCl                      8,00 g/l 

 Na2HPO4*7H2O   2,16 g/l 

 

Erythrozytenlysepuffer 10fach: NH4Cl                   82,6 g/l 

 KHCO3                         10,0 g/l 

 Titriplex 3             0,42 g/l 

 

TE-Puffer (PCR-Ansatz): Tris-HCl 0,1 M     100 ml, pH 8,0 

 EDTA 0,1 M         10 ml  

 Ad 800 ml Aqua dest. 
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Materialien und Bezugsquellen 

 

Abbocath 26G Venenverweilkatheter Abbott, Sligo, Irland 

Aether zur Narkose Riedel-deHaen, D-Seelze 

Agarosegel NuSieve  Biozym, D-Oldendorf 

Ammoniumchlorid Sigma, D-München 

Amöbozytenlysat-Assay Coatest Chromogenix, Mölndal, Schweden 

Anti-Maus CD45 Antikörper Dako, D-Hamburg 

Aqua destillata Pharmacia & Upjohn, D-Erlangen 

Balb/c Mäuse Charles River, D-Sulzfeld 

Bepanthen Augensalbe Hoffmann-LaRoche, D-Grenzach-

Whylen 

Blutprobenröhrchen mit EDTA KABE Labortechnik, D-Nürnberg 

Calibrite 3 Beads Becton Dickinson, D-Heidelberg 

Dithiotreitol (DTT) Gibco, D-Karlsruhe 

dNTP Perkin Elmer, Norwalk, CA, USA 

EDTA Merck, D-Darmstadt 

Einwegmaterial aus Polypropylen, Polyethylen,  Eppendorf, D-Hamburg; Falcon, D- 

Polystyren Heidelberg; Costar, D-Bodenheim 

Ethanol 100% Riedel-deHaen, D-Seelze 

Ethidiumbromid Sigma, D-München 

Fc-Block (CD16/CD32) Pharmingen, D-Hamburg 

FCS (Fötales Kälberserum) Gibco, D-Karlsruhe 

FITC-konjugierter Ziege-anti-Ratte-Antikörper Serotec, D-München 
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Giemsa-Lösung Merck, D-Darmstadt 

Guanidinthiocyanat Roth, D-Karlsruhe 

Hämatoxylin-Eosin Merck, D-Darmstadt 

HSA (Humanes Serumalbumin) Sigma, D-München 

Injekt F 1ml-Spritze  Braun, D-Melsungen 

Isopropanol Roth, D-Karlsruhe 

Kaliumcarbonat Sigma, D-München 

Ketaminhydrochlorid (Ketavet®) Pharmacia & Upjohn, D-Erlangen 

Levamisol Dako, D-Hamburg 

Magnesiumchlorid Merck, D-Darmstadt 

Maus TNF-α ELISA-Kit R&D Systems, D-Wiesbaden 

May-Grünwald-Lösung Merck, D-Darmstadt 

Methylgrünlösung Merck, D-Darmstadt 

MMLV Reverse Transkriptase Gibco, D-Karlsruhe 

Murines rekombinantes JE/MCP-1, MIP1-α R&D Systems, D-Wiesbaden 

und RANTES   

Natriumacetat Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA 

Natriumchlorid 0,9% Pharmacia & Upjohn, D-Erlangen,  

 Fresenius, D-Bad Homburg 

Natriumhypochloridlösung Becton Dickinson, D-Heidelberg 

Natriumazid Merck, D-Darmstadt 

Omnican 30 1ml-Insulinspritze  Braun, D-Melsungen 

Paraffin Merck, D-Darmstadt 
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Paraformaldehyd  Sigma, D-München 

PBS-/- 10% PAA, D-Cölbe 

PE-konjugierte und unkonjugierte Ratte-anti- Pharmingen, D-Hamburg 

Maus-Antikörper (CD11a, CD11b, CD14, 

CD49d, CD62L)  

Phenol/Chlorophorm Roth, D-Karlsruhe 

PKH26-PCL mit Verdünnungslösung Sigma, D-München 

Propidium-Iodid Sigma, D-München 

Random Hexanukleotide Boehringer, D-Mannheim 

Ratte-anti-Maus-Antikörper  Serotec, D-München 

(F4/80, CD18, CD45, CD49d) 

RNAse-freie Deoxyribonuklease I Sigma, D-München 

RNAsin Serva, D-Heidelberg 

RPMI 1640 mit und ohne GlutaMAX I Gibco, D-Karlsruhe 

Salmonella abortus LPS Sigma, D-München 

SDS-Lösung Sigma, D-München 

Sekundärer Ziege-anti-Ratte-Antikörper Biotrend, D-Köln 

(AP-konjugiert) 

Softasept-Desinfektionslösung Braun, D-Melsungen 

Sterile Kanülen Teruma, Leuven, Belgien; Becton 

Dickinson, Drogheda, Irland 

Sterile Skalpelle PFM, D-Köln 

TaqMan™ PCR Reaction Kit Perkin Elmer, D-Weiterstadt 

TissueTek Sigma, D-München 
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Titriplex 3 Sigma, D-München 

TRIS USB, Cleveland, Ohio, USA  

Trypanblaulösung Sigma, D-München 

Tween-20 (Polyoxyethylene-Sorbitan-  Sigma, D-München 

Monolaurate) 

VectorRed Substrat Kit Alexis, D-Grünberg  

Xylazinhydrochlorid (Rompun®) Bayer, D-Leverkusen 

Ziege-anti-Maus-Serum Calbiochem, D-Schwalbach 
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Geräte und Herstellernachweis 

 

ABI PRISM 7700 Sequence Detection System Perkin Elmer, D-Weiterstadt 

Brutschrank  Heraeus, D-Hanau 

ELISA-Plattenphotometer Molecular Devices, D-Ismaning 

ELISA-Washer Tecan, D-Crailsheim  

FACStarPLUS Durchflußzytometer Becton Dickinson, Mountain View, CA, 

USA 

Gene Amp PCR System 2400 Perkin Elmer, D-Weiterstadt 

Lichtmikroskop Leica, D-Wetzlar 

Mikropräparierbesteck Hammacher, D-Solingen; Aesculap, D-

Tuttlingen 

Orthoplan Hellfeldmikroskop Leica, D-Wetzlar 

PCLYSIS Software Becton Dickinson, D-Heidelberg 

pH-Meter Scott, D-Hofheim 

Photometer Perkin Elmer, D-Weiterstadt 

Pipetten Eppendorf, D-Hamburg; Abimed, D-

Langenfeld 

Rüttelgerät Janke & Kunkel, D-Staufen 

Stereomikroskop Leica MS 5 Leica, D-Wetzlar 

Zentrifugen Heraeus, D-Hanau 

Zytozentrifuge Shandon, D-Frankfurt 
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