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1. Vorwort

Im Rahmen der hier vorliegenden kumulativen Habilitation wurde untersucht, auf
welchen Anreiz hin endogene Entzindungsmediatoren freigesetzt werden, welche
Wirkung sie auf das Endothel und Zellen der angeborenen Immunitat haben und wie
deren Inhibition therapeutisch von Nutzen sein konnte. Die experimentellen
Untersuchungen wurden am Institut fur kardiovaskulare Physiologie und
Pathophysiologie (Direktor Prof. Dr. med. Christian Wahl Schott, ehemaliger Direktor
Prof. Dr. med. Ulrich Pohl) an der LMU Muinchen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
med. Markus Sperandio, in der eigenen Arbeitsgruppe, sowie am Novartis Institut fur
Biomedizinische Forschung Wien in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Antal Rot

durchgefuhrt.
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2.  Einleitung

Entztndliche Veranderungen im Gewebe, welche durch Pathogene, aber auch in
Folge einer sogenannten sterilen Inflammation, z.B. infolge eines Traumas entstehen
kénnen, bewirken immer auch eine entzindliche Verdnderung des umliegenden
vaskularen Endothels. Diese Veradnderungen gehen mit einer Hochregulation von
Selektinen (P-, und E-Selektin) und anderen Adhé&sionsmolekilen wie ICAM-1
(,Intercellular Adhesion Molecule-1%) und VCAM-1 (,Vascular Adhesion Molecule-1%)
einher und erlauben die Interaktion von Immunzellen des Blutes mit dem Endothel
(Schmidt, Moser, & Sperandio, 2013). Neutrophile Granulozyten sind unter den ersten
Zellen, die im Rahmen einer angeborenen Immunantwort aus postkapillaren Venolen
in entziindetes Gewebe auswandern, mit dem Ziel, Pathogene bzw. den entziindlichen
Trigger zu eliminieren und das Gewebe in seiner urspringlichen Form
wiederherzustellen. Dieser sogenannte Rekrutierungsprozess von neutrophilen
Granulozyten, der in ahnlicher Weise auch fur Monozyten und andere Immunzellen
vonstattengeht, findet in einer kaskadenartigen Weise statt, in der die einzelnen
Schritte sequentiell ablaufen (Nourshargh & Alon, 2014; Reutershan et al., 2007;
Schmidt et al., 2013). In einem ersten Schritt rollt dabei der neutrophile Granulozyt
durch die Interaktion von PSGL-1 (,P-Selectin Glycoprotein Ligand-1%, in der Maus)
oder L-Selektin (im humanen System) mit P-und/oder E-Selektin am entziindeten
Endothel entlang (Abbildung 1, Einfangen und Rollen, A) Dieses Rollen wiederum
ermdglicht den Kontakt zwischen Chemokinrezeptoren (z.B. CXCR2) und dem
entsprechenden entzindlichen Chemokin (z.B. CXCL1), das von Endothelzellen
prasentiert wird (Rot & von Andrian, 2004) (Abbildung 1, Einfangen und Rollen, B).
Im Zuge der Bindung eines Chemokins an den entsprechenden Chemokinrezeptor
wird in der Immunzelle ein Signal initiiert, welches das sogenannte ,inside-out
signaling® auslost und zu einer Aktivierung von Integrinen fuhrt (Abbildung 1,
Einfangen und Rollen, B). Bei neutrophilen Granulozyten spielen hierbei vor allem 2
Integrine eine zentrale Rolle. Diese gehen dabei von einer inaktiven
Konformationsform (,low bent state®) in eine aktive Form (,extended state®) Uber, was
wiederum eine optimale Bindung des Integrins an Adhasionsmolekiile (z.B. ICAM-1)
am Endothel erméglicht (Abbildung 1, Adhasion und Kriechen, C) und in der Folge in
der festen Adhésion der Immunzelle an das Endothel mindet. Diese Bindung

wiederum initiiert das sognannte ,outside-in signaling®. Dieser Signalweg beinhaltet
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einen kontinuierlichen Calciumeinstrom, welcher zwingend erforderlich ist fur die
darauffolgenden ,Post-Arrest-Modifikationen®. Diese Modifikationen gehen einher mit
einer Neuordnung des Zytoskelettes, die Zelle flacht ab (,flattening®), bildet
Pseudopodien aus (,spreading”) und haftet fest am entziindeten Endothel, um im
nachsten Schritt mittels des sogenannten ,crawlings®, einem langsamen Kriechen
entlang der GefaRwand, eine geeignete Transmigrationsstelle zu suchen und dort
auszuwandern. Durch das Abflachen der Zelle und dem Ausbilden der Pseudopodien
wird verhindert, dass die im Gefal3 herrschende Schubspannung die Zelle wieder in
die Zirkulation ,mitreidt* (Abbildung 1, Adhasion und Kriechen). Durch das
Entlangkriechen am Endothel sucht sich der neutrophile Granulozyt schlussendlich
eine geeignete Stelle, die Endothelschicht und nachfolgend die vaskulare
Basalmembran zu durchdringen, um dadurch an den Ort der Entziindung zu gelangen

(Abbildung 1, Transmigration).

neutrophiler Einfangen Adhasion | Trans- Interstitielle
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—» Lumen
entzlindliches
(o2 I > j 5 e (= (<)

Entziindung . & .
im Gewebe . .

Chemokin Rezeptor
(CXCR2)

Selektin _ o _
Ligand immobilisiertes Chemokin B, Integrine

(CXCL1) (LFA-1)

E-Selektin B, Integrin Ligand

I B, Integrin Aktivierung (ICAM-1)
intermediare niedere hohe I
Affinitat Affinitat Affinitat

Abbildung 1: Darstellung der Leukozytenrekrutierung, Abbildung modifiziert nach Immler (Immler, 2019).

Im Zuge der angeborenen Immunantwort spielen wahrend der frihen

Entziindungsreaktion zum einen PAMP (,Pathogen Associated Molecular Pattern®)
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Molekile, welche von Pathogenen freigesetzt werden, zum anderen endogen
freigesetzte Entzindungsmediatoren, sogenannte DAMPs (,Damage/Danger
Associated Molecular Pattern) eine zentrale Rolle. Unter homdostatischen
Bedingungen befinden sich DAMPs im Inneren der Zelle. So findet man sie im Kern,
im Zytosol und/oder in den Mitochondrien. Als Beispiel von kernlokalisierten DAMPs
waren HMGB1 (,High-mobility group protein B1") oder Histone zu nennen, zu den
mitochondrialen DAMPs gehdrt z.B. Cytochrom C und zur Gruppe der zytosolischen
DAMPs gehdren pro-entzindliche S100 Proteine, HSPs (,Heat-Shock Proteine®) oder
auch ATP (,Adenosintriphosphat®) (Zindel & Kubes, 2020). Im Zuge einer sterilen
(mechanischen, chemischen oder thermischen) Entzindung werden DAMPs aktiv
oder als Folge von Zelltod passiv freigesetzt und bewirken Uber eine Bindung an den
entsprechenden Pattern Recognition Rezeptor (PRR), wie z.B. TLRs (,Toll-like
Rezeptoren®) oder zytoplasmatische NLRs (,Nod-like Rezeptoren®), eine Verstarkung
der Entzundungsreaktion (Murao, Aziz, Wang, Brenner, & Wang, 2021; Zindel &
Kubes, 2020). Zusatzlich konnen DAMPs auch an andere Rezeptoren, die als NICHT-
PRRs bezeichnet werden, binden. Zu diesen gehdren RAGE (,Receptor for Advanced
Glycation End Products®), sogenannte TREMs (,Triggering Receptors Expressed on
Myeloid Cells®), verschiedene G-protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) oder auch
lonenkanéle (Gong, Liu, Jiang, & Zhou, 2020).

Die Bindung von DAMPs an den entsprechenden Rezeptor kann zum einen
Immunzellen wie Mastzellen, Monozyten, NK Zellen, dendritische Zellen oder
neutrophile Granulozyten direkt aktivieren, und dabei z.B. die Freisetzung weiterer
Entziindungsmediatoren, wie Zytokine und Chemokine vermitteln (Gong et al., 2020).
Zum anderen kénnen DAMPs auch auf Nicht-lmmunzellen, wie Epithelzellen,
Endothelzellen und Fibroblasten einwirken und so z.B. entziindliche Veranderungen
des Endothels hervorrufen. Dies hat wiederum einen pro-entziindlichen Einfluss, da
als Folge der Veradnderung am Endothel die Rekrutierung von Immunzellen ins
entziindete Gewebe verstarkt wird. Die Menge der im Serum, im Stuhl oder in diversen
Geweben Dbefindlichen extrazellularen DAMPs Kkorreliert aufgrund der pro-
entzindlichen Wirkung haufig mit der Aktivitat einer Erkrankung, weswegen DAMPSs
auch als Biomarker bei verschiedenen akuten und chronischen Erkrankungen
verwendet werden (Barichello, Generoso, Singer, & Dal-Pizzol, 2022; Pruenster, Vogl|,
Roth, & Sperandio, 2016; Roh & Sohn, 2018). So weil3 man z.B., dass es eine direkte

Korrelation der im Serum befindlichen S100A8/A9 Mengen und der Schwere einer
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Covid-19 Erkrankung gibt (Silvin et al., 2020). Die Hemmung der Freisetzung und/oder
die Hemmung der Bindung an den jeweiligen Rezeptor wirkt sich in vielen Fallen
positiv auf den Krankheitsverlauf aus (Pruenster et al., 2016; Roh & Sohn, 2018),
weswegen es diverse klinischen Studien gab und gibt, welche die Interaktion von
DAMPs mit den entsprechenden Rezeptoren zu inhibieren versuchen. In einer
klinischen Phase Il Studie wird die potentiell positive Auswirkung einer TLR4 Inhibition
(mit dem TLR4 Inhibitor EB0S) auf die Entwicklung von ARDS (,Acute Respiratory
Distress Syndrome) im Zuge einer Covid-19 Infektion untersucht (ClinicalTrials.gov;
Identifier: NCT04401475). Auf der anderen Seite stellen DAMPs nattrlich auch eine
interessante Moglichkeit zur Aktivierung und Amplifizierung von Immunreaktionen dar.
In einer klinischen Phase Il Studie wird derzeit die Immunantwort auf das HS Protein
gp96 zur Therapie von Glioblastom untersucht, mit dem Ziel, die Immunantwort zu
fordern und Tumorzellen effektiver zu eliminieren (ClinicalTrials.gov; Identifier:
NCT03650257).

Ein detailliertes  Verstandnis Uber die Freisetzung von endogenen
Entzindungsmediatoren, von DAMPs und deren Wirkweise stellt somit einen
wichtigen Beitrag zur Erforschung neuer Therapiemdglichkeiten bei akuten und
chronischen Entzindungsreaktionen, bei Autoimmunerkrankungen, sowie bei

Tumorerkrankungen dar.



Dr. rer. nat. Monika Prinster — Kumulative Habilitationsschrift

3. Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Habilitationsschrift wurde untersucht, auf welche Anreize
hin endogene Entzindungsmediatoren freigesetzt werden koénnen, welche
lonenkanéle und intrazellularen Signalwege dabei essentiell sind, welche Wirkung die
endogenen Entzindungsmediatoren und DAMP Molekile S100A8/A9 und
polymerisiertes Uromodulin auf Zellen der angeborenen Immunitat haben und wie sie
die Rekrutierung von Immunzellen direkt beeinflussen.

Des Weiteren wurde untersucht, wie Chemokine vom Ort der Entziindung durch das
Endothel an die apikale Seite der Endothelzelle ins Blut transportiert werden kénnen
und somit Entziindungsreaktionen verstarken und wie der lonenkanal Kv1.3 nicht nur
die Freisetzung von DAMPs, sondern auch direkt die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten beeinflussen kann.

Die vorliegende Habilitationsschrift beschreibt Forschungsarbeiten aus dem Gebiet
der Grundlagenforschung. Im Detail wurden folgende Themenschwerpunkte
behandelt:

e Die E-Selektin induzierte Freisetzung von S100A8/A9 und deren pro-

entzindlicher Einfluss auf die Leukozytenrekrutierung

e Polymerisiertes Uromodulin als endogener Entziindungsmediator

e Die Rolle von ACKR1/DARC beim trans-endothelialen Transport von

endogenen Entziindungsmediatoren/Chemokinen
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Die E-Selektin induzierte Freisetzung von S100A8/A9 und dessen pro-

entzindlicher Einfluss auf die Leukozytenrekrutierung

Das Heterodimer S100A8/A9 (auch bekannt als MRP8/14 oder Calprotectin) gehort
zur Familie der Calcium-bindenden S100 Proteine und zur Gruppe der zytosolischen
kleinen DAMP Moleklle. Seine pro-entziindliche Wirkung auf Zellen des
Immunsystems, sowie auf Endothelzellen wurde bereits in friheren Studien
untersucht. So wurde gezeigt, dass S100A8/A9 in Endothelzellen einen thrombogenen
Phanotyp induziert, welcher mit einem Verlust der Zellintegritat einhergeht und zu einer
erhdhten Permeabilitdt der Endothelzellschicht fuhrt (Viemann et al., 2005; Wang, Luo,
Chen, Jiang, & Huang, 2014). Des Weiteren war bekannt, dass S100A8/A9 die
Zytokinproduktion in neutrophilen Granulozyten und die Abspaltung von L-Selektin von
der Oberflache (ein klassischer Vorgang wahrend der Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten) fordert (Ryckman, Vandal, Rouleau, Talbot, & Tessier, 2003) und in
Makrophagen die Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 3 und MMP9 hochreguliert,
welche unter anderem entscheidend an der Knorpelzerstérung bei rheumatoider
Arthritis beteiligt sind (van Lent et al., 2008). Wie bereits in der Einleitung erwéhnt,
werden DAMP Molekile bei diversen akuten und chronischen entzindlichen
Erkrankungen als Biomarker verwendet. So werden die Serum und/oder fékalen
Spiegel von S100A8/A9 klinisch zur Einstufung der Krankheitsaktivitat, sowie als
therapeutische Verlaufskontrollen von Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa, rheumatoider
Arthritis und Psoriasis herangezogen (Pruenster et al., 2016). Dennoch war lange Zeit
unklar, welche Signale die hohen Serumspiegel hervorrufen und wie genau die
Freisetzung von S100A8/A9 wahrend einer Entziindung induziert wird.

Unsere Arbeitsgruppe konnte vor einiger Zeit zeigen, dass die Interaktion von PSGL-
1 auf neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin auf dem entzindlich veranderten
Endothel wahrend des Leukozytenrollens zur Freisetzung von S100A8/A9 aus
neutrophilen Granulozyten fiihrt (Pruenster et al., 2015). Das so freigesetzte
S100A8/A9 fluhrt dann seine Funktion als DAMP Molekil aus, indem es autokrin an
TLR4 bindet und eine intrazellulare pro-entziindliche Signaltransduktionskaskade in
Gang setzt. Dabei wird Uber MyD88 die kleine Rap-1 (,Ras-Associated Protein 1”)

GTPase aktiviert und im Zuge dessen P2 Integrine in einen hoch-affinen
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Konformationsstatus Uberfiihrt. In Folge der B2 Integrin-Aktivierung interagieren diese
mit ICAM-1 auf dem entziindlich veranderten Endothel, die Rollgeschwindigkeit der
Zelle reduziert sich und die Zelle kann fest am Endothel adharieren und in einem
zweiten Schritt ins Gewebe auswandern, was die Entzindung aufrechterhalt und
befeuert (Abbildung 2).

neutrophiler

(t RAP1-GTP leranuozyt
MyD88 :

[ N :
I | N / niedere
Affinitat

S d q intermedidre
Affinitat
hohe Affinitat {
[ |
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entzundliches Endothel

Abbildung 2: Die Interaktion von E-Selektin mit Liganden auf den neutrophilen Granulozyten fuhrt zur S100A8/A9

% PSGL-1 X( ICAM-1

Y E-sclekiin & S100A8/A9
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Freisetzung. Uber die autokrine Bindung von S100A8/A9 an TLR4 werden B2 Integrinen aktiviert, was zu einer

erhdhten Leukozytenrekrutierung fuhrt. Abbildung modifiziert aus Pruenster et. al (Pruenster et al., 2015).

Diese Arbeit konnte nicht nur die Frage beantworten, welches intraluminale Signal die
Freisetzung von S100A8/A9 triggert, sondern zudem auch zeigen, dass es neben dem
klassischen Chemokin-induzierten ,inside-out signaling“ eine weitere (bis dato
unbekannte) Maglichkeit gibt, B2 Integrine (liber eine TLR4 Rezeptor vermittelte
Signaltransduktionskaskade) zu aktivieren.

In weiterfihrenden Studien konnten von uns, sowie auch von anderen Arbeitsgruppen,
weitere Signalwege ermittelt werden, die zu einer B2 Integrin Aktivierung fuhren und
so die Entziindungsreaktion befeuern. So ist in der Zwischenzeit bekannt, dass auch
TNF-a (Bromberger, Klapproth, Sperandio, & Moser, 2022), amyloid-p (Zenaro et al.,
2015), sowie TLR2 und TLR5 Agonisten (Chung et al., 2014) 32 Integrine aktivieren

und somit die Leukozytenrekrutierung positiv beeinflussen kénnen.
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In einer neueren Studie konnten wir nun zeigen, welche intrazellularen Signalwege an
der Freisetzung von S100A8/A9 beteiligt sind (Pruenster et al., 2023). S100A8/A9
besitzt nicht die strukturellen Voraussetzungen fur eine Freisetzung uber den
klassischen Golgi-Apparat. Auch IL1B erfillt diese strukturellen Voraussetzungen
nicht: Daher war der genaue intrazellulare Signalweg, der zur IL13 Freisetzung fuhrt,
fur viele Jahre vollig unbekannt. Im Jahr 2015 wurde dann in mehreren Studien
gezeigt, dass die IL1p Freisetzung ein Gasdermin D (GSDMD) abhangiger Prozess ist
(He et al., 2015; Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015). GSDMD wird im Zuge der
klassischen NLRP3 (,NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3%
Inflammsom Aktivierung von Caspase-1 gepalten und als GSDMD-NT Pore in die
Zellmembran eingebaut (Abbildung 3).
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Pro-IL-1B
Pro IL-18 NLRP3 {
NLRP3 @
Pro-Caspase-1 Pro-Caspase-1/)
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GSDMD GSDMD-NT ——» GSDMD

—-@
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Abbildung 3: Darstellung der klassischen Inflammasom Aktivierung. In einem ersten Schritt erfolgt das sogenannte
Priming, gefolgt von einem Aktivierungsschritt, welcher zur Spaltung von GSDMD und von pro-IL13, zur

Porenbildung und schlief3lich zur IL1p Freisetzung fuihrt. Abbildung modifiziert nach Immler

Die klassische Inflammasom Aktivierung verlauft in 2 Schritten. Im ersten Schritt
werden Uber die Bindung eines sogenannten Priming Molekuls, z.B. LPS, an den
entsprechenden Rezeptor, z.B. TLR4, Inflammsom Komponenten wie NLRP3 und pro-

entzindliche Zytokine wie pro-IL1[3 transkriptionell hochreguliert und eventuell auch
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posttranslational modifiziert, z.B. Uber Phosphorylierung. Diesem Schritt folgt der
sogenannte Aktivierungsschritt, der von bakteriellen oder viralen Bestandteilen,
zellularem Stress oder einer sterilen Inflammation ausgelost werden kann und
klassischer Weise mit einem Kaliumausstrom einhergeht. Dieser zweite Schritt fuhrt
zum sogenannten ,inflammasome assembly®, wobei NLRP3 mit dem Adaptorprotein
ASC (,apoptosis-associated speck-like protein containing CARD®) und der pro-
Caspase-1 einen Multiprotein Komplex bildet, und durch eine proteolytische Spaltung
die pro-Caspase-1 zur aktiven Caspase-1 umsetzt. Die aktivierte Caspase-1
katalysiert nun die Spaltung von pro-IL-13 und pro-IL-18 und spaltet des weiteren
GSDMD (Swanson, Deng, & Ting, 2019). Das gespaltene GSDMD-NT wird daraufhin
als Pore in die Zellmembran eingebaut und pro-entzundliche Zytokine wie IL-18 und
IL-18 kénnen Uber die Poren sezerniert werden (He et al., 2015; Swanson et al., 2019).
Diese Porenbildung fuhrt in Zellen der angeborenen Immunitat normalerweise zur
Pyroptose, einer pro-entzindlichen Form des lytischen Zelltods (Chauhan et al., 2022;
Swanson et al., 2019).

Aufgrund dieser Befunde zur IL-1p Freisetzung beschloss unsere Arbeitsgruppe zu
untersuchen, ob auch die E-Selektin induzierte S100A8/A9 Freisetzung aus
neutrophilen Granulozyten ein NLRP3 Inflammasom/GSDMD abh&ngiger Prozess
sein konnte. Was gegen diese Hypothese sprach war allerdings zum einen die
Tatsache, dass aus der vorangegangenen Studie (Pruenster et al., 2015) klar war,
dass die S100A8/A9 Freisetzung nur wenige Minuten - und nicht wie bei IL-1 mehrere
Stunden - in Anspruch nimmt. Zum anderen sollten neutrophile Granulozyten im
Gefallsystem wahrend der Rekrutierungskaskade auch nicht dem Zelltod unterliegen.
Dennoch begann die Arbeitsgruppe mit den Untersuchungen und konnte in diesem
Jahr nun zeigen, dass die E-Selektin induzierte Freisetzung von S100A8/A9
tatsachlich ein NLRP3 Inflammasom/GSDMD abhangiger Prozess ist, welcher sehr
schnell von statten geht und auch nicht mit dem Zelltod endet (Pruenster et al., 2023)
(Abbildung 4).

Bei der E-Selektin induzierten Inflammasom Aktivierung kommt es tber die Bindung
von E-Selektin an den entsprechenden Liganden auf den neutrophilen Granulozyten
(L-Selektin im humanen System, PSGL-1 in der Maus) zu einer Bruton’s Tyrosin
Kinase (Btk) abh&ngigen Tyrosin-Phosphorylierung von NLRP3. Gleichzeitig wird der
spannungsabhangige Kaliumkanal Kv1.3 geoffnet. Wie genau diese Offnung von

statten geht, ob es z.B. auch hier zu einer Phosphorylierung kommt und der Kanal
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deswegen aufgrund der veranderten Konformation o6ffnet, ist Gegenstand
weiterfuhrender Studien, welche derzeit im Rahmen des TRR332 durchgefihrt
werden. Der Ausstrom von Kalium Uber Kv1.3 und die Phosphorylierung von NLRP3
fuhren dann zum ,Inflammasom assembly®, zur Spaltung der pro-Caspase-1 und in
einem darauffolgenden Schritt zur Spaltung von GSDMD, welches dann als GSDMD-
NT Komplex in Form einer Pore (analog zur klassischen NLRP3 Inflammasom
Aktivierung) in die Zellmembran eingebaut wird.

Abbildung 4: Darstellung der E-Selektin induzierten Inflammasom Aktivierung. Die Bindung von E-Selektin an die
entsprechenden Rezeptoren fiihrt zur schnellen NLRP3/GSDMD anhéngigen Freisetzung von S100A8/A9. Die
Zelle unterliegt nicht der Pyroptose, sondern wird Uber einen ESCRT abhangigen Mechanismus vor dem Zelltod
geschitzt. Abbildung modifiziert nach Immler

Dieser Prozess ist selektiv fur E-Selektin und wird nicht von anderen PSGL-1/L-
Selektin Liganden wie P-Selektin oder Endoglycan initiiert. Zudem ist diese Aktivierung
sehr schnell und dauert nur wenige Minuten. Zumal S100A8/A9 im Gegensatz zu IL-
1B in groBen Mengen im Zytosol vorhanden ist (ohne vorher transkribiert oder
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translatiert werden zu missen), kann S100A8/A9 sofort Uber die Poren in die
Umgebung/Zirkulation abgegeben werden. Mit Hilfe von Massenspektrometrie
(Sekretomanalyse) konnten wir auch zeigen, dass neben S100A8/A9 weitere kleine
zytosolische pro-entziindliche DAMPs, wie S100A12 und Macrophage migration
inhibitory factor (MIF), sezerniert werden. Grol3e zytosolische DAMPs, wie HSPs
werden nicht sezerniert. Aul3erdem ist der Prozess reversibel und fuhrt nicht zum
Zelltod, sondern ist zeitlich eng begrenzt. Dies wird durch die Aktivierung der ESCRT
(,endosomal complexes required for transport®) Maschinerie, die zum Ausbau der
GSDMD Poren fuhrt, bewerkstelligt. Auch in anderen Studien wurde in den letzten
Jahren immer Ofter berichtet, dass die Inflammasom Aktivierung und GSDMD
abhangige Porenbildung nicht zwangsweise mit dem Zelltod einhergehen muss (Chen
et al., 2014; Ruhl et al., 2018). Da die Zelle nicht dem Zelltod unterliegt und auch keine
Poren in den Zellkern eingebaut werden, konnten wir auch keine kernlokalisierten
DAMPs im Sekretom nachweisen.

Das sezernierte S100A8/A9 aber kann dann seine Rolle als DAMP austiiben und wirkt
als pro-entziindliches Molekll. Es beeinflusst die Rollgeschwindigkeit und die
Adhasion der vital gebliebene neutrophilen Granulozyten, ihre Auswanderung in
entzindetes Gewebe wird verstarkt und im Gewebe konnen sie ihre Effektor-

Funktionen ausfihren.

Wie erwahnt, spielt der spannungsabhangige Kaliumkanal Kv1.3 eine zentrale Rolle
bei der schnellen E-Selektin anhangigen NLRP3 Inflammasom Aktivierung, da er den
fur die Inflammasom Aktivierung notwendigen Kaliumausstrom garantiert. Das
Vorhandensein dieses Kanals auf neutrophilen Granulozyten und dessen Funktionen
wahrend der Leukozytenrekrutierung wurde in einer friiheren Studie der Arbeitsgruppe
erstmals beschrieben und detailliert untersucht (Immler et al., 2021). So konnte gezeigt
werden, dass Kv1.3 essentiell fir den kontinuierlichen Calciumeinstrom wéhrend der

Leukozytenadhasion ist (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Der spannungsabhéngige Kaliumkanal Kv1.3 spielt eine zentrale Rolle beim kontinuierlichen
Calciumeinstrom in neutrophile Granulozyten und ist somit notwendig fir eine feste Adhé&sion der Zelle im Zuge

der Leukozytenrekruierung. Abbildung aus Immler et.al (Immler et al., 2021).

Der Einstrom von Calcium in die Zelle beginnt wahrend der Interaktion des
neutrophilen Granulozyten mit dem entztindeten Endothel, vor allem wé&hrend der
Interaktion von pro-entzindlichen Chemokinen, welche am Endothel prasentiert
werden, Dies fuhrt zur

mit den entsprechenden GPCRs. Aktivierung der
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Phospholipase C-B (PLC-B) und zur Produktion von IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphat),
welches daraufhin an den IP3-Rezeptor im endoplasmatischen Retikulum (ER) bindet
und eine schnelle Calciumfreisetzung aus den ER-Speichern in das Zytoplasma
bewerkstelligt. Die Abnahme der Calciumkonzentration im ER aktiviert wiederum die
Calciumsensoren STIM1 und STIM2 (,,stromal interaction molecules®), welche dann fur
einen Einstrom von extrazellularem Calcium Uber sogenannte CRAC (,calcium-
release-activated-channels®) Kanale, z.B. ORAI-1 (,calcium-release-activated calcium
modulator-1“) sorgen (Immler, Simon, & Sperandio, 2018). Diesen Prozess nennt man
SOCE (,store operated calcium entry“) und er sorgt fur lokal hohe Calciumspiegel an
der ,inflammatorischen Synapse®. Diese hohen Spiegel sind unabdingbar fir die
Signalweiterleitung und Kommunikation von den in der Plasmamembran lokalisierten
Adhasionsmolektlen mit dem Zytoskelett und ermdglichen so den Beginn der Post-
Arrest-Modifikationen (Abflachen, Pseudopodienbildung).

Ein anhaltender Calcium Einstrom erfordert allerdings einen kompensatorischen
Kaliumausstrom, um das negative Membranpotential der Zelle aufrecht zu erhalten
(Immler et al., 2018). Die Arbeitsgruppe konnte nun zeigen, dass dieser Kalium
Ausstrom von Kv1.3 bewerkstelligt wird (Immler et al., 2021) (Abbildung 5).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Studien in diesem ersten Teil der
Habilitationsschrift einen wichtigen Beitrag fir ein besseres Verstandnis Uber den
Zusammenhang hoher S100A8/A9 Spiegel und der Initierung und Aufrechterhaltung
entzindlicher Prozesse leisten. Die Modulation der S100A8/A9 Freisetzung (und
anderer  kleiner  zytosolischer DAMPs) (Uber den  E-Selektin/NLRP3-
Inflammasom/GSDMD-abhéngigen Aktivierungswegs in neutrophilen Granulozyten
stellt somit einen interessanten therapeutischen Ansatz zur Behandlung akuter und

chronisch entzindlicher Erkrankungen dar.
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5.2 Uromodulin als endogener Entziindungsmediator

In einer weiteren Studie, welche im Zuge der Habilitation durchgeftihrt wurde, konnte
gezeigt werden, dass auch Uromodulin (Tamm-Horsfall-Protein, THP), ein Nieren
spezifisches Gylcoprotein, als endogener Entziindungsmediator (DAMP Molekil)
fungieren kann. Unter physiologischen Bedingungen kommt Uromodulin vor allem als
verankertes Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Protein auf der apikalen Seite der
Plasmamembran auf Epithelzellen im aufsteigenden Ast der Henle Schleife vor, wo es
durch proteolytische Spaltung in das tubuldre Lumen freigesetzt wird. Gespaltenes
Uromodulin polymerisiert (pUMOD) und stellt mit einer Sekretionsrate von 50-150
mg/Tag das am haufigsten vorkommende Urinprotein bei gesunden Menschen dar
(Devuyst, Olinger, & Rampoldi, 2017). Im Lumen spielt pUMOD Uber die Bindung an
den Na*-K*-2CI- Cotransporter NKCC2 und den Kaliumkanal ROMK (,Renal Outer
Medullary Potassium channel®) eine wichtige Rolle im Wasser-, und Elektrolythaushalt
der Nieren und reguliert so die Nierenfunktion. Daruber hinaus blockiert pUMOD die
Bindung von Escherichia coli an Uroplakin auf dem Urothel und schitzt so vor
Harnwegsinfektionen. Die polymerisierte und negativ geladene Struktur des Proteins
hemmt zudem die Bildung von Kalziumkristallen, verhindert die Bildung von
Nierensteinen und reguliert die renale Calcium-, und Magnesiumhomaoostase (Devuyst
et al.,, 2017; Schaeffer, Devuyst, & Rampoldi, 2021). Ein geringerer Anteil von
Uromodulin wird auch basolateral ins Interstitium freigesetzt und eine monomere Form
von UMOD (mUMOD) ist im Serum nachweisbar (Schaeffer et al., 2021). Unter
pathologischen Veranderungen, z.B. wenn die Integritat des Nierenepithels im Zuge
einer Entzindung beschadigt ist, kdnnen auch gré3ere Mengen von pUMOD ins
Interstitium des Nierengewebes gelangen. Bereits in friheren Studien wurde
gemutmaldt, dass pUMOD aulR3erhalb des Lumens eine pro-entzindliche Wirkung
zeigen und als DAMP Molekil agieren konnte. So ist/war bereits bekannt, dass
pUMOD auf isolierten Monozyten in vitro zu einer NLRP3 Aktivierung und IL1[3
Freisetzung fuhrt (Darisipudi et al., 2012). Wir konnten im Rahmen unserer Studie nun
nachweisen, dass interstitiell angereichertes pUMOD auch in vivo eine pro-
entzindliche Wirkung entfaltet, indem es zum einen F4/80 positive Makrophagen
stimuliert und die Produktion von TNF-a induziert (Immler et al., 2020). Dies wiederum
beeinflusst die Leukozytenrekrutierung in einem positiven Maf3e. Zum anderen erhdht

pUMOD direkt die Permeabilitdit und Transmigrationskapazitat von Endothelzellen,

-18 -



Dr. rer. nat. Monika Prinster — Kumulative Habilitationsschrift

was in Summe zu einer massiven Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und

inflammatorischer Monozyten in das betroffene Nierengewebe fihrt (Immler et al.,
2020) (Abbildung 6).

Perivaskulare
Makrophage

Mastzelle

Basalmembran
Endothelzelle

Rollen

Adhesion

Kriechen transendotheliale

Migration Basalmembran-

penetration
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@@@ | Ort der Entziindung ]
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Uromodulin

Abbildung 6: pUMOD induziert die Freisetzung von TNF-a aus F4/80 positiven Makrophagen und beeinflusst so
das Leukozytenrollen, die Leukozytenadhasion, sowie die Extravasation von Zellen des angeborenen
Immunsystems. Gleichzeitig modifiziert pUMOD auch die Permeabilitat der Gefal3endothelschicht und fiihrt somit
zu einer erhohten Transmigration von Immunzellen ins entziindete Gewebe. Abbildung madifiziert nach A. Kurz
(Kurz, 2016).

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Studie gezeigt, dass polymerisiertes
UMOD, welches sich wahrend einer pathologischen Veranderung extratubular
anreichern kann, als DAMP Molekul fungieren und somit eine Entziindungsreaktion in
Gang setzten/verstarken kann. Dies unterstitzt die Reparatur von beschadigtem

Gewebe und die Wiederherstellung der Gewebshomdostase.
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5.3 Die Rolle von ACKR1/DARC beim trans-endothelialen Transport von

endogenen Entziindungsmediatoren/Chemokinen

Chemokine (chemotaktische Zytokine) sind endogene Entziindungsmediatoren,
welche eine Schlisselrolle bei der Leukozytenrekrutierung spielen. Zum einen haben
sie chemotaktische Eigenschaften und sorgen somit fur die gezielte Anlockung von
Immunzellen an den Ort der Entziindung (Rot & von Andrian, 2004). Des Weiteren
vermitteln sie — neben anderen pro-entzindlichen Molekilen, wie S100A8/A9
(Pruenster et al., 2015) — die Aktivierung von B2 Integrinen und spielen somit eine
zentrale Rolle beim Ubergang des Leukozytenrollens zur festen Adhasion (Rot & von
Andrian, 2004). Schlussendlich sind Chemokine auch bei der Durchdringung der
Basalmembran unabdingbar (Kurz et al., 2016). Die Einflussnahme von Chemokinen
an verschiedenen Schritten der Leukozytenrekrutierung und die pro-entziindliche
Wirkung erfordert deren klare Eingrenzung in raumlich und zeitlich begrenzter
Dimension. Diese Eingrenzung der Wirkung von Chemokinen wird unter anderem
durch sogenannte atypische Chemokinrezeptoren (ACKR, ,atypical chemokine
receptor®) bewerkstelligt, welche Chemokine zwar binden und internalisieren kdnnen,
aber anders als klassische Chemokinrezeptoren koppeln ACKRs nicht an G-Proteine
und fahren somit zu keiner intrazellularen Signalweiterleitung/keiner Migration. Anders
als klassische Chemokinrezeptoren sind ACKRs meist auch nicht auf Leukozyten,
sondern eher auf Erythrozyten und/oder lympatischen und vaskularen Endothelzellen
exprimiert, wobei ACKR2 (friiher auch als D6 bezeichnet) und ACKR3 (CXCR7) auch
auf Leukozyten zu finden sind (Bonecchi & Graham, 2016). ACKR2 und ACKRS3 sind
vor allem fur den lysosomalen Abbau von diversen Chemokinen zustandig und spielen
somit eine wichtige Rolle bei der Begrenzung und Auflosung von
Entztindungsreaktionen.

ACKR1 (DARC, ,Duffy-Antigen-Rezeptor for Chemokines®) kann uber 20 pro-
entzindlichen Chemokine binden und wird einerseits von Erythrozyten, als auch von
Endothelzellen in postkapillaren Venolen exprimiert (Pruenster & Rot, 2006). Auf
Erythrozyten reguliert ACKR1 die Konzentrationen von frei im Blut zirkulierenden pro-
entzundlichen Chemokinen und kann somit als ,Chemokin-Senker®, aber gleichzeitig
auch als ,Chemokin-Reservoir® fungieren (Novitzky-Basso & Rot, 2012; Pruenster &
Rot, 2006). Aul3erdem spielt auf Erythrozyten befindliches ACKR1 eine wichtige Rolle

bei der Hamatopoese von Immunzellen und der Auswanderung von Immunzellen aus
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dem Knochenmark (Duchene et al, 2017) und stellt aufgrund seiner
Bindungskapazitat an Plasmodium vivax und Plasmodium knowlesi die
Eintrittspforte/den Rezeptor fir diese beiden Malariaerreger dar (Pruenster & Rot,
2006).

In einer am Novartis Institut fir Biomedizinische Forschung durchgefuhrten Studie
konnte die Habilitandin zeigen, dass ACKR1 auf Endothelzellen pro-inflammatorische
Chemokine bindet und internalisiert (Pruenster et al., 2009). Anders als ACKR2 und
ACKR3 baut ACKR1 diese Chemokine aber nicht ab, sondern transportiert sie in
Caveolin positiven Vesikeln unidirektional (von basolateral nach apikal) durch die
Endothelzelle und bewerkstelligt somit deren Prasentation auf der luminalen Seite des
Endothels (Abbildung 7). Dies wiederum fuhrt zu einer erhéhten Transmigration von
Zellen des angeborenen Immunsystems ins entziindetes Gewebe (Pruenster et al.,
2009).

\( SRR :¥_ GAG neutrophiler

Granulozyt Post-Arrest
@ Rolllen Adhesion Modifikationen
n EEA-1 @ Chemokin \ Transmigration
@ GeféRlumen
entziindliches
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Abbildung 7: ACKR1 bindet pro-entziindliche Chemokine an der abluminalen Seite und transportiert diese in
Caveolin positiven Vesikeln an die apikale Seite, ohne das Chemokin abzubauen. Dort werden die pro-
entziindlichen Chemokine den vorbeirollenden Leukozyten prasentiert und tber ,inside-out signaling“ wird die feste

Adhésion initiiert. Abbildung modifiziert nach Immler (Immler, 2019).

In einer weiterfihrenden Studie konnte schliel3lich gezeigt werden, dass ACKRL1 pro-

entzindliche Chemokine wéhrend neurologischer Entziindungen auch durch die Blut-
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Hirn-Schranke transportieren kann und somit einen wesentlichen Einfluss auf die
Schwere der Erkrankung und deren Verlauf nimmt (Minten et al., 2014). Die Tatsache,
dass ACKR1 von Endothelzellen der Peripherie, als auch im ZNS exprimiert wird und
so viele verschiedene pro-entziindliche Chemokine, wie z.B. CXCL2, CCL2, CCL5
binden und transportieren kann, macht diesen Rezeptor zu einem interessanten
therapeutischen Angriffspunkt bei der Behandlung von akuten und chronischen

Erkrankungen.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Wie im Rahmen der Arbeiten dieser Habilitation gezeigt wurde, spielen endogene
Entzindungsmediatoren und sogenannte DAMPs eine zentrale Rolle bei der
Initiierung und der Aufrechterhaltung von Immunantworten. Ein besseres Verstandnis
Uber deren Freisetzung, die Wirkweise und Lokalisation von endogenen
Entzindungsmediatoren stellt somit einen interessanten therapeutischen Ansatz fir
die Behandlung unterschiedlichster akuter und chronisch entziindlicher Erkrankungen
dar. So konnte im Rahmen dieser Habilitationsstudien gezeigt werden, dass DARC
eine zentrale Rolle bei dem Transport von Chemokinen durch die Endothelschicht von
basolateral nach apikal spielt und so pro-entziindliche Chemokine effizient an
vorbeirollende Leukozyten prasentiert werden kdonnen (Pruenster et al., 2009). Des
Weiteren konnte erstmals beschrieben werden, dass das pro-entziindliche Protein
S100A8/A9 schon wahrend der Leukozytenrollens durch die Interaktion von E-Selektin
mit neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird (Pruenster et al., 2015). Dies geschieht
Uber GSDMD Poren und einem Prozess der NLRP3 Inflammasom Aktivierung, bei
dem auch der spannungsabhéangige Kaliumkanal Kv1.3 eine zentrale Rolle spielt
(Immler et al., 2021; Pruenster et al., 2023). Neben S100A8/A9 werden weitere kleine
zytosolische pro-entziindliche DAMPs, wie S100A12 und MIF freigesetzt. Schlief3lich
wurde im Zuge der Habilitation gezeigt, dass auch das nierenspezifische Protein
Uromodulin in seiner polymerisierten Form unter pathologischen Bedingungen als
DAMP fungieren kann (Immler et al., 2020).

In weiterfuhrenden Studien beschéftigt sich die Habilitandin nun vor allem mit der
Funktion von intrazellularem S100A8/A9. Diese Studie wurde von der DFG im Rahmen
der SFB914 unterstitzt und ist nun mit der Habilitandin als Letztautorin zur Publikation
eingereicht. Die Daten dieser Studie zeigen, dass intrazellulares S100A8/A9, das bis
zu 40% der zytosolischen Proteinkonzentration in neutrophilen Granulozyten
ausmacht, eine zentrale Funktion im Calcium-abhé&ngigen Zusammenspiel von
Molekulen der Plasmamembran mit dem Zytoskelett einnimmt und somit essentiell fur
Post-Arrest-Modifikationen wahrend der Adhasion ist. In verschiedenen in vivo und in
vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von intrazellularem
S100A8/A9 der Calciumsignalweg gestort ist und somit auch Prozesse wie das
Abflachen der Zelle, das Ausbilden von Pseudopodien, sowie das ,crawling” entlang
des Endothels nicht ausreichend stattfinden kdonnen. Dies fuhrt unter entziindlichen

Bedingungen zu stark reduzierten Adhasionszahlen in der S100A9 knock-out Maus
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(einer funktionellen S100A8/S100A9 doppel-knock-out Maus), da sich die Zellen unter
Flussbedingungen sehr leicht vom Endothel ablésen lassen. Auch die Anzahl der
ausgewanderten Zellen in entziindetes Endothel ist in den S100A9 knock-out Tieren
im Vergleich zu Wild-Typ Méausen drastisch reduziert.

Im Rahmen einer Kooperation mit Dompé Farmaceutici-SpA untersucht die
Habilitandin schlieBlich wie der duale CXCR1/CXCR2 Inhibitor Ladarixin die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten beeinflusst. Ladarixin wirkt als
allosterischer Inibitor an beiden Chemokinrezeptoren (Garau et al., 2006). Es ist schon
langer bekannt, dass Ladarixin die Leukozytenrekrutierung reduzieren kann und somit
den Krankheitsverlauf von Diabetes mellitus Typ-1 und einer Entziindung der Lungen
in Mausmodellen positiv beeinflusst (Citro et al., 2015; Mattos et al., 2020). Die
Substanz befindet sich auch bereits in einer Phase Il Studie fur die Therapie von
Diabetes  mellitus  Typ-1  (ClinicalTrials.gov; Identifier:  NCT04628481).
Erstaunlicherweise ist der genaue Wirkmechanismus von Ladarixin trotzdem noch
unklar. Wir konnten nun zeigen, dass neutrophile Granulozyten in Anwesenheit von
Ladarixin zwar weiterhin am Endothel adharieren und auch die Endothelschicht
durchwandern konnen, allerdings verhindert Ladarixin selektiv die von IL-8/CXCL-1
induzierte Translokation von NE (,Neutrophilen-Elastase®) aus intrazellularen Vesikeln
an die Oberflache der Zellmembran. Ohne diese Translokation kdnnen neutrophile
Granulozyten die Basalmembran nicht durchdringen und bleiben nahe am Endothel
stecken (Kurz et al., 2016). Dieser Befund ist in zweierlei Hinsicht interessant. Zum
einen beschreibt er erstmals den genauen Wirkmechanismus von Ladarixin wahrend
der Leukozytenrekrutierung. Zum anderen erdffnet der Befund auch neue
Perspektiven auf mogliche unterschiedliche intrazellulare Signalwege, welche auf die

Interaktion von Chemokinen mit ihren Rezeptoren folgen kdénnen.
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8. Abklrzungsverzeichnis

ICAM-1
VCAM-1
PSGL-1
PAMP
DAMP
HMGBL1
HSP
ATP
PRR
TLR
NLR
RAGE
TREM
GPCR
NK-Zellen
ARDS
Kv Kanal
MMP
Rap-1
GTP
TNF
IL1B
GSDMD
NLRP3
LPS
ASC
IL-18
Btk
ESCRT
MIF
PLC-B
IP3

Intercellular Adhesion Molecule-1

Vascular Adhesion Molecule-1

P-Selectin Glycoprotein Ligand-1

Pathogen Associated Molecular Pattern
Damage/Danger Associated Molecular Pattern
High-mobility group protein B1

Heat-Shock Protein

Adenosintriphosphat

Pattern Recognition Rezeptor

Toll-like Rezeptor

Nod-like Rezeptor

Receptor for Advanced Glycation End Products
Triggering Receptors Expressed on Myeloid Cells
G-protein coupled receptor

Naturliche Killerzellen

Acute Respiratory Distress Syndrome
voltage-activated potassium Kanal
Matrix-Metalloproteinase

Ras-associated protein 1

Guanosintriphosphat

Tumor Nekrose Faktor

Interleukin 13

Gasdermin D

NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
Lipopolysaccharid

apoptosis-associated speck-like protein containing CARD
Interleukin 18

Bruton’s Tyrosin Kinase

endosomal complexes required for transport
Macrophage migration inhibitory factor
Phospholipase C-$

Inositol-1,4,5-triphosphat
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ER
STIM
CRAC
ORAI-1
SOCE
THP
GPI
UMOD
pUMOD
mUMOD
ROMK
ACKR
DARC
NE

endoplasmatisches Retikulum

stromal interaction molecules
calcium-release-activated-channels
calcium-release-activated calcium modulator-1
store operated calcium entry
Tamm-Horsfall-Protein
Glycosylphosphatidylinositol

Uromodulin

polymerisiertes Uromodulin

monomeres Uromodulin

Renal Outer Medullary Potassium channel
atypical chemokine receptor
Duffy-Antigen-Rezeptor for Chemokines
Neutrophilen Elastase
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