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Zusammenfassung 5 

Zusammenfassung 
 

Um das Gefäßendothel zu überwinden und ins entzündete Gewebe auszuwan-

dern, müssen rollende neutrophile Granulozyten ihre Geschwindigkeit reduzieren 

und schließlich fest an das Endothel adhärieren. Essenzieller Bestandteil der Sig-

nalkaskade, die zur festen Adhäsion führt, ist die Aktivierung von β2 Integrinen 

(Ley et al. 2007; Kolaczkowska and Kubes 2013). 

Gemeinhin ist bekannt, dass die Freisetzung von S100A8/A9 für diesen Prozess 

bedeutsam ist (Pruenster et al. 2015; Morikis et al. 2017). Erst kürzlich konnte 

unsere Gruppe zeigen, dass S100A8/A9 durch rollende neutrophile Granulozyten 

freigesetzt wird. Dabei kommen rollende neutrophile Granulozyten zunächst mit 

E-Selektin, das auf der luminalen Oberfläche der entzündeten Endothelzellen ex-

primiert wird, in Kontakt. Dadurch wird das NLRP3 Inflammasom aktiviert, es er-

folgt die Spaltung des Proteins GSDMD und schließlich der Einbau von nt-

GSDMD Poren in die Zellmembran neutrophiler Granulozyten (Pruenster et al. 

2023). Auch wenn von unspezifischen, auswärtsgerichteten Kaliumströmen be-

kannt ist, dass sie beim Prozess der NLRP3 Inflammasomaktivierung eine Rolle 

spielen, ist ihre exakte Funktion und Spezifität noch nicht geklärt. 

Ziel dieser Arbeit war es nun, zu zeigen, dass E-Selektin ausgelöste NLRP3 In-

flammasomaktivierung in neutrophilen Granulozyten durch KV1.3 reguliert wird. 

Dieser spannungsabhängige Kaliumkanal ist bedeutend für die Funktion neutro-

philer Granulozyten. So zeigen KV1.3 defiziente neutrophile Granulozyten nur 

eingeschränkt feste Adhäsion an Endothelzellen (Immler et al. 2022). 

Mithilfe von Western Blot Analysen konnte ich nun zeigen, dass KV1.3 für die von 

E-Selektin ausgelöste Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms von Nöten ist. Wei-

terhin nutzten wir Immunofluoreszenzmikroskopie, um nachzuweisen, dass 

neutrophile Granulozyten ohne funktionierende KV1.3 Kanäle nach E-Selektin 

Stimulation keine nt-GSDMD Poren in ihrer Zellmembran aufweisen. Schließlich 

wurde - als funktionelle Konsequenz dessen - gezeigt, dass die Freisetzung von 

S100A8/A9 in vitro bei blockiertem KV1.3 Kanal reduziert ist. 

Diese neuen Erkenntnisse belegen, dass der spannungsabhängige Kaliumkanal 

KV1.3 die NLRP3 Inflammasomaktivierung in neutrophilen Granulozyten reguliert 
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und dadurch den Einbau von nt-GSDMD Poren in die Zellmembran und die Frei-

setzung von S100A8/A9 ermöglicht, ohne dass Zelltodmechanismen ausgelöst 

werden. 
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Abstract 
 

To cross the endothelial barrier and migrate into inflamed tissue, rolling neutro-

phils need to slow down and adhere firmly to endothelial cells. Activation of β2 

integrins is an integral part of the signalling cascade leading to firm adhesion (Ley 

et al. 2007; Kolaczkowska and Kubes 2013).  

It has been described that the release of S100A8/A9 is involved in this process 

(Pruenster et al. 2015; Morikis et al. 2017). Recently our group could demonstrate 

that S100A8/A9 is released during neutrophil rolling. In this process rolling neu-

trophils get into contact to E-Selectin on endothelial cells at sites of inflammation. 

Thereafter the NLRP3 inflammasome is activated and finally causing cleavage of 

GSDMD, whose N-terminal fragment forms pores in the neutrophil cell membrane 

(Pruenster et al. 2023). Even though there are indications that potassium efflux 

plays a role in the process leading to NLRP3 activation, function and specificity 

of those channels for NLRP3 activity are still unclear. 

In this work our aim was to prove that fast E-selectin induced inflammasome ac-

tivation in neutrophils is regulated by KV1.3. This voltage-dependent potassium 

channel is functionally relevant in neutrophils, as KV1.3 deficient neutrophils fail 

to perform legitimate firm adhesion (Immler et al. 2022). 

Using Western Blot analysis, we could show that KV1.3 is required for E-Selectin 

induced NLRP3 activation. Furthermore, immunofluorescence microscopy was 

employed to display that neutrophils missing functional KV1.3 do not have nt-

GSDMD pores on their surface after E-Selectin stimulation. Finally, in a functional 

approach, we could show that S100A8/A9 release was reduced in vitro when 

KV1.3 was blocked. 

These new insights provide evidence that the voltage-dependent potassium 

channel KV1.3 regulates neutrophil NLRP3 inflammasome activation leading to 

nt-GSDMD pore formation and release of heterodimeric S100A8/A9 without 

causing cell-death. 
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1. Einleitung 

1.1 Neutrophile Granulozyten als Teil des angeborenen 
Immunsystems 

Das Immunsystem des Menschen - beziehungsweise von Säugetieren im Allge-

meinen - funktioniert durch das Zusammenspiel von angeborenen und im Laufe 

des Lebens erworbenen Immunmechanismen. Leukozyten-Subpopulationen 

werden gewöhnlich dem angeborenen oder dem erworbenen Immunsystem zu-

geordnet. In der nachfolgenden Arbeit liegt das Hauptaugenmerk auf neutrophi-

len Granulozyten. Sie werden dem angeborenen Immunsystem zugeschrieben 

(Mantovani et al. 2011) und anhand ihres polymorph aussehenden, segmentier-

ten Kerns und der Farbe ihrer Granula definiert. Beim Menschen bilden sie mit 

circa 50 - 70 % die mengenmäßig größte Leukozyten-Subpopulation, in Mäusen 

machen sie lediglich 10 - 25 % aller Leukozyten aus (Mestas and Hughes 2004). 

Humane neutrophile Granulozyten haben eine Halbwertszeit von 10 - 12 Stunden 

in der Zirkulation (Hidalgo et al. 2019). Lange ging man davon aus, dass neutro-

phile Granulozyten während ihrer kurzen Lebenszeit ausschließlich als Effektor-

zellen agieren. Ihre Aufgabe wurde demnach in der Bekämpfung von Pathoge-

nen beziehungsweise sterilen Zelldebris gesehen. Dazu sind drei klassische Ab-

wehrmechanismen beschrieben: (i) Neutrophile Granulozyten können zum einen 

Pathogene phagozytieren. (ii) Außerdem können sie sie abtöten, indem sie den 

Inhalt ihrer Granula freisetzen oder, (iii) indem sie Teile ihres Chromatins abson-

dern und Neutrophil Extracellular Traps (NETs) bilden (Kolaczkowska and Kubes 

2013). Seit einiger Zeit ist man sich aber auch über weitergehende Funktionen 

von neutrophilen Granulozyten, vor allem hinsichtlich ihrer Interaktion mit dem 

adaptiven Immunsystem, bewusst (Nathan 2006). 

Klinisch gesehen spielen neutrophile Granulozyten bei verschiedenen Krankhei-

ten eine wichtige Rolle. Produziert der Körper zu wenige von ihnen oder ist ihre 

Funktion gestört, können zum Beispiel schwere Infektionszustände bis hin zur 

Sepsis die Folge sein. Demgegenüber können beispielsweise Autoimmunerkran-

kungen mit der Aktivierung neutrophiler Granulozyten einhergehen (Németh, 

Sperandio, and Mócsai 2020). Außerdem zeigen neueste Erkenntnisse, dass 

neutrophile Granulozyten auch bei verschiedenen Krebserkrankungen eine wich-

tige Rolle spielen. Dementsprechend sind neutrophile Granulozyten von großem 
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wissenschaftlichem Interesse und werden als mögliche Zielzellen für ver-

schiedenste neue Therapien angesehen (Németh, Sperandio, and Mócsai 2020). 

1.2 Die Leukozyten-Rekrutierungs-Kaskade 

 

Abbildung 1: Die Leukozyten-Rekrutierungs-Kaskade. 
Sie wird in die Schritte Tethering/Einfangen, (langsames) Rollen, feste Adhäsion, intraluminales 
Crawling und para- und transzelluläre Migration eingeteilt. Selektine, Chemokine und Integrine 
spielen bei den einzelnen Schritten entscheidende Rollen. Abbildung modifiziert aus 
(Kolaczkowska and Kubes 2013). 

Damit neutrophile Granulozyten ihren Effektorfunktionen nachkommen können, 

müssen sie erst an den Ort des inflammatorischen Geschehens gelangen. Dazu 

transmigrieren sie durch Gefäßwände postkapillärer Venolen und gelangen so 

vom intravasalen in den extravasalen Raum. Als Ursachen für das entzündliche 

Geschehen unterscheidet man sterile Zellschädigung von infektiösen Auslösern 

(Vestweber 2015). Die Schritte, wie neutrophile Granulozyten das Endothel und 

die Basalmembran von Gefäßen im Bereich des geschädigten Gewebes über-

winden, werden in der sogenannten Leukozyten-Rekrutierungs-Kaskade zusam-

mengefasst (Abbildung 1). Sie beinhaltet die Schritte Tethering/Einfangen, (lang-

sames) Rollen, feste Adhäsion, intraluminales Crawling und para- und transzel-

luläre Migration (Ley et al. 2007). 
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1.2.1 E-Selektin vermittelte Kontaktaufnahme und langsames Rollen 
Für die Initiierung der Leukozyten-Rekrutierungs-Kaskade müssen neutrophile 

Granulozyten zuerst mit dem entzündeten Endothel in Kontakt treten. Der erste 

Kontakt und das daran anschließende Rollen entlang der Endothelzellen wird 

unter physiologischer Schubspannung im Gefäßsystem durch Selektine vermit-

telt (Ley et al. 2007). Selektine weisen eine C-Typ Lectin-Bindungsdomäne auf 

(Sperandio, Gleissner, and Ley 2009). Während L-Selektin auf neutrophilen Gra-

nulozyten exprimiert wird, findet man E- und P-Selektin auf der Oberfläche von 

Endothelzellen (Ley et al. 2007). Dort wird die Expression der Selektine durch die 

Entzündungsmediatoren TNF-α, IL-1 oder LPS induziert (McEver 2015), sodass 

neutrophile Granulozyten vor allem an Stellen, an denen eine lokale Immunreak-

tion stattfindet, ins Gewebe auswandern. Während P-Selektin, welches in Wei-

bel-Palade Körperchen in den Endothelzellen vorrätig ist, sofort nach einem Ent-

zündungsreiz an die Zelloberfläche transloziert werden kann und das Einfangen 

und Rollen in den ersten 45 Minuten nach dem Entzündungsreiz bestimmt, wird 

E-Selektin nach einem Entzündungsreiz erst neu synthetisiert und in die Zell-

membran eingebaut (Kolaczkowska and Kubes 2013). Letztendlich führt die Prä-

senz eines oder beider Selektine auf der Endothelzellmembran aber dazu, dass 

vermehrt neutrophile Granulozyten an der Gefäßwand entlang rollen 

(Kolaczkowska and Kubes 2013). 

Selektine binden Calcium-abhängig an spezifische Kohlenhydratstrukturen (sialyl 

Lewis x, sLex) auf Selektinliganden (Foxall et al. 1992) (Hidalgo et al. 2007). Bei 

Mensch und Maus spielen verschiedene Selektinliganden eine Rolle. Verantwort-

lich dafür ist wohl die zwischen den Spezies unterschiedliche Enzymausstattung 

mit Fucosyltransferasen (Mondal, Buffone, and Neelamegham 2013). 

Murin sind folgende E-Selektin Liganden besonders bedeutsam: (i) P-Selektin 

Glykoprotein Ligand-1 (PSGL-1), (ii) E-Selektin Ligand-1 (ESL-1) und (iii) CD44 

(Hidalgo et al. 2007). Die Funktion von PSGL-1 liegt vor allem darin, den ersten 

Kontakt zwischen Endothel und neutrophilem Granulozyten zu vermitteln. ESL-1 

ist für die Etablierung eines gleichmäßigen langsamen Rollens entscheidend und 

CD44 kontrolliert die Rollgeschwindigkeit und die Formation von ligandenreichen 

Polen auf der Neutrophilenoberfläche (Hidalgo et al. 2007). Human fungiert L-

Selektin als wohl wichtigster E-Selektin Ligand (Zöllner et al. 1997). Zudem sind 
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PSGL-1 und sialylierte Glykosphingolipide als humane Bindungspartner be-

schrieben (Nimrichter et al. 2008).  

Von besonderer Bedeutung für die nachfolgende Arbeit ist die E-Selektin vermit-

telte Freisetzung des heterodimeren Proteins S100A8/A9 aus neutrophilen Gra-

nulozyten. Dies wurde von unserer Arbeitsgruppe kürzlich beschrieben 

(Pruenster et al. 2015).  

1.2.2 Integrin Aktivierung und Arrest 
Durch den Kontakt von neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin auf dem En-

dothel wird nicht nur die Freisetzung von S100A8/A9 ausgelöst (Pruenster et al. 

2015), es werden während des Rollens auch zahlreiche andere Abläufe im Inne-

ren des neutrophilen Granulozyten initiiert, die schließlich zur Konformationsän-

derung und damit zur Aktivierung von β2 Integrinen auf der Zelloberfläche führen 

(Abram and Lowell 2009). Auslöser dafür können zum einen Signalkaskaden 

sein, die von den Selektinen direkt angestoßen werden. Hierunter fällt auch die 

S100A8/A9 Freisetzung. Gemeinhin vermag E-Selektin es, effektiver als P-Se-

lektin oder L-Selektin Integrine zu aktivieren (Chase, Magnani, and Simon 2012). 

Zum anderen kommen die neutrophilen Granulozyten während des Rollens aber 

auch mit diversen Chemokinen in Kontakt, die die schnelle Aktivierung von In-

tegrinen verstärken (Abram and Lowell 2009; McEver 2015).  

Bei den Integrinen selbst handelt es sich um αβ-Heterodimere, die sich bei der 

Aktivierung aus einer gebeugten über eine intermediäre in eine extendierte Form 

aufrichten (Vestweber 2015; Nishida et al. 2006). Dabei lagern sich die β2 In-

tegrine auf der Zellmembran zu sogenannten Clustern zusammen. Dieser Pro-

zess als Ganzes wird in der Literatur als Inside-Out Signaling bezeichnet und ist 

Grundlage dafür, dass neutrophile Granulozyten ihre Rollgeschwindigkeit ver-

mindern und schließlich fest an einer Stelle adhärieren (Abram and Lowell 2009). 

Für das langsame Rollen ist das β2 Integrin LFA1 von entscheidender Bedeutung 

(Zarbock et al. 2007). Andere wichtige Integrine auf neutrophilen Granulozyten 

sind das β2 Integrin MAC-1 und das α4β1 Integrin VLA4 (Vestweber 2015). 

1.2.3 Crawling und Transmigration 
Durch die Zusammenlagerung von Integrinen (Clustering) und deren Aktivierung 

auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten werden Tyrosinkinasen aus 
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der Familie der Src Kinasen aktiviert (Abram and Lowell 2009). Die fest adhären-

ten neutrophilen Granulozyten beginnen dabei, am Endothel entlang zu crawlen, 

um nach einer geeigneten Stelle für die Transmigration zu suchen (Ley et al. 

2007). Dabei scheint MAC-1 eine wichtige Rolle zu spielen (Begandt et al. 2017). 

Das eigentliche Auswandern der neutrophilen Granulozyten erfolgt anschließend 

in der überwiegenden Mehrheit der Fälle parazellulär, also zwischen Endothel-

zellen hindurch (Pick, Brechtefeld, and Walzog 2013). Alternativ können neutro-

phile Granulozyten aber auch transzellulär, sozusagen durch eine Endothelzelle 

hindurch, auswandern, ehe sie final die Basalmembran und die Perizytenschicht 

des Endothels überwinden (Masgrau-Alsina, Sperandio, and Rohwedder 2020) 

(Carman and Springer 2008). 

1.3 Wichtige Kaliumkanäle auf Leukozyten und ihr Einfluss auf 
die Ca2+-Signaltransduktion 

 

Abbildung 2: Die Funktion von Kaliumkanälen auf Leukozyten. 
Kaliumkanäle bilden auf Leukozyten die treibende Kraft für den Einstrom von Calcium. Durch 
Kaliumausstrom wird das Membranpotential während eines Calciumeinstroms stabilisiert. Abbil-
dung modifiziert aus (Immler et al. 2022). 

Bei der Leukozyten-Rekrutierungs-Kaskade handelt es sich um einen sehr fein 

regulierten Prozess. Diverse Rezeptoren, Signalkaskaden und Ionenkanäle spie-

len dabei eine Rolle (Immler, Simon, and Sperandio 2018). Als relevante Kalium-

kanäle auf Leukozyten sind vor allem der spannungsabhängige Kaliumkanal 

KV1.3 und der Ca2+-abhängige Kaliumkanal KCa3.1 beschrieben. Eine Aktivierung 
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von Kaliumkanälen führt zum Kaliumausstrom und zur Hyperpolarisation der Zell-

membran. Diese Membranhyperpolarisation ist für viele Ca2+-abhängige Zell-

funktionen essenziell, da nur mit einem stabilen negativen Membranpotential die 

treibende Kraft für einen Einstrom von Ca2+ in die Zelle aufrechterhalten werden 

kann. Einströmendes Ca2+ selbst depolarisiert die Membran. Ein Calcium-

einstrom ohne Kaliumausstrom ist in Immunzellen demnach ein selbstlimitieren-

der Prozess (Abbildung 2) (Feske, Wulff, and Skolnik 2015). 

Auf funktioneller Seite ist für neutrophile Granulozyten bekannt, dass Prozesse 

wie feste Adhäsion (Schaff et al. 2008), Migration (Schwab et al. 2012), Neuan-

ordnung des Zytoskeletts (Kruskal, Shak, and Maxfield 1986) oder auch die Ef-

fektorfunktionen Phagozytose, ROS-Produktion und Degranulation (Nunes and 

Demaurex 2010) mit erhöhten intrazellulären Ca2+-Konzentrationen einhergehen. 

Es liegt also nahe, dass bei all diesen Funktionen auch auswärtsgerichtete Kali-

umströme, die die Zellmembran hyperpolarisieren, von großer Bedeutung sind. 

1.3.1 KV1.3 
Beim spannungsabhängigen Kaliumkanal KV1.3 handelt es sich um ein Homotet-

ramer aus vier α Untereinheiten. Jede dieser vier Untereinheiten besteht wiede-

rum aus sechs Transmembrandomänen S1-S6 und einer P-Schleife. Der Kanal 

kann sich durch Änderungen in seiner Konformation öffnen und schließen. Als 

Spannungssensor fungieren vier hintereinanderliegende Arginine in den S4-Seg-

menten (Feske, Wulff, and Skolnik 2015). 

KV1.3 ist auf T-Zellen (Grissmer et al. 1990), auf Thrombozyten (Fan et al. 2020) 

und auch auf neutrophilen Granulozyten beschrieben (Immler et al. 2022). 

Auf T-Zellen trägt KV1.3 maßgeblich zur Adhäsion und Migration bei. Diverse Sti-

muli bewirken eine Öffnung des Kanals, es kommt zur Aktivierung von β1-Integri-

nen (Levite et al. 2000). Sowohl auf T-Zellen (Levite et al. 2000) als auch auf 

Melanomzellen (Artym and Petty 2002) konnte eine physische Verbindung zwi-

schen dem Kanal und dem Integrin gezeigt werden. Außerdem korrelieren die 

inhibitorischen Effekte von Substance P auf T-Zellen mit ihrer Eigenschaft als 

Blocker von spannungsabhängigen Kaliumkanälen (Levite et al. 2000). Des Wei-

teren ist KV1.3 auf T-Zellen als Teil der immunologischen Synapse zwischen T-

Zelle und antigenpräsentiereder Zelle, sowie als Zellzyklusregulator beschrieben 

(Pérez-García, Cidad, and López-López 2018). Therapeutisches Interesse an 
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KV1.3 entfachte aber vor allem die Beobachtung, dass aktivierte Effektor-T-Ge-

dächtniszellen eine hohe Dichte an KV1.3 aufweisen. Auch Myelin reaktive T-

Zellen von Patienten mit Multipler Sklerose zeigen diesen Phänotyp. Die Blo-

ckade von KV1.3 könnte hier also eine mögliche Therapiestrategie darstellen 

(Wulff et al. 2003). 

Auch als Thrombozytenhemmer scheinen KV1.3-Blocker denkbar zu sein. In vitro 

konnte nämlich gezeigt werden, dass KV1.3 für die Aggregation, die Adhäsion 

und die Aktivierung von Plättchen von Nöten ist (Fan et al. 2020). Außerdem 

zeigte sich in einem entsprechenden Mausmodell in vivo bei KV1.3-Blockade eine 

herabgesetzte Thrombusformation in Mesenterialgefäßen. 

Für neutrophile Granulozyten konnte unsere Gruppe zeigen, dass KV1.3 in vitro 

den Einstrom von Ca2+ ins Zellinnere reguliert und in vivo für Ca2+-abhängige 

Zellfunktionen wie die Zellausbreitung, das Verfestigen der Adhäsion und das 

intraluminale Crawling von großer Bedeutung ist. Außerdem konnte gezeigt wer-

den, dass eine Blockade von KV1.3 die Auswanderung von neutrophilen Gra-

nulozyten im Peritonitismodell und die Phagozytose von Escherichia coli Parti-

keln herabsetzt (Immler et al. 2022). 

Beim aktuell gebräuchlichsten Blocker für den KV1.3-Kanal handelt es sich um 

das Psoralen PAP-1 (5-(4-Phenoxybutoxy) psoralen). Diese Substanz wurde ur-

sprünglich aus Ruta graveolens abgeleitet und zeichnet sich dadurch aus, dass 

sie im Gegensatz zu anderen KV1.3-Blockern 23-fach besser KV1.3 blockiert als 

den am Herzen wichtigen Kaliumkanal KV1.5. Zudem zeigt PAP-1 keine zytoto-

xischen oder phototoxischen Effekte und ist bei einem negativen Ames-Test nicht 

mutagen. PAP-1 wirkt bei einer Konzentration von 10 nM, Cytochrom P450-ab-

hängige Enzyme werden erst bei 100-fach höheren Konzentrationen beeinflusst 

(Schmitz et al. 2005). 

1.3.2 KCa3.1 
Der zweite wichtige Kaliumkanal auf neutrophilen Granulozyten ist KCa3.1. Er öff-

net sich im Gegensatz zu KV1.3, sobald Ca2+ an Calmodulin, das dauerhaft mit 

dem zytoplasmatischen, C-terminalen Ende des Kanalproteins interagiert, bindet 

(Feske, Wulff, and Skolnik 2015; Fanger et al. 1999).  

KCa3.1 ist auf verschiedenen Immunzellen beschrieben (Pérez-García, Cidad, 

and López-López 2018), unter anderem auf T-Zellen (Grissmer et al. 1990) und 

auf neutrophilen Granulozyten (Henríquez et al. 2016). 



1 Einleitung 19 

Auf naiven T-Zellen und auf zentralen T-Gedächtniszellen wird KCa3.1 nach Akti-

vierung verstärkt exprimiert. Wie KV1.3 bildet auch KCa3.1 einen Teil der immu-

nologischen Synapse (Pérez-García, Cidad, and López-López 2018). 

In neutrophilen Granulozyten beeinflusst KCa3.1 Migrationsverhalten und 

Chemotaxis derart, dass bei einer Depletion von KCa3.1 auch funktionelle Konse-

quenzen am Beispiel eines Mausmodells mit akuter Lungenschädigung nachge-

wiesen werden konnten (Henríquez et al. 2016). Diese Effekte sind damit begrün-

det, dass eine Blockade von KCa3.1 die Regulation des Zellvolumens bei neutro-

philen Granulozyten verhindert (Henríquez et al. 2016). Für die Regulation der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration spielt KCa3.1 mechanistisch gesehen zwar 

auch eine Rolle (Feske, Wulff, and Skolnik 2015), experimentell konnte aber 

keine signifikante Reduktion von Ca2+-Strömen über die Zellmembran von 

neutrophilen Granulozyten durch eine Blockade von KCa3.1 nachgewiesen wer-

den (Immler et al. 2022). 

Nichtsdestotrotz bildet die Hemmung von KCa3.1 einen attraktiven therapeuti-

schen Ansatzpunkt. Beispielsweise konnte durch die Blockierung des Kanals die 

Proliferation von chronisch lymphatischen Leukämiezellen reduziert werden 

(Grössinger et al. 2014). 

Als Blocker ist aktuell das Pyrazol TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl) diphenylmethyl] 

-1H-pyrazole) etabliert. Es bindet mindestens 200-fach selektiver an KCa3.1 als 

an 15 getestete andere Kaliumkanäle und zeigt bei einer Konzentration von 5 µM 

in vitro keine Zytotoxizität, weswegen es auch als Medikament in Betracht kom-

men könnte (Wulff et al. 2000). 

1.4 Das heterodimere Protein S100A8/A9 
Auch dem heterodimeren Protein S100A8/A9 kommt bei der Leukozytenrekrutie-

rung eine wichtige regulatorische Funktion zu. Es wirkt klassisch als Alarmin und 

wird entweder ungerichtet zum Beispiel durch Zelltod oder gerichtet auf be-

stimmte Signale hin freigesetzt (Pruenster et al. 2016). Die gerichtete Freisetzung 

kann interessanterweise aber nicht über die klassische Route durch Endoplas-

matisches Retikulum und Golgi-Apparat erfolgen, da S100A8/A9 dazu die struk-

turellen Voraussetzungen nicht erfüllt (Rammes et al. 1997). In der Klinik dient 

das Protein im Moment als Biomarker für Erkrankungen des entzündlichen For-

menkreises (z.B. chronisch entzündliche Darmerkrankungen), es wird aber auch 
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als mögliches Ziel für die Therapie entzündlicher Erkrankungen angesehen 

(Pruenster et al. 2016). 

1.4.1 Aufbau und Nomenklatur 
Bei der S100 Familie handelt es sich um eine Gruppe von Proteinen, die in Wir-

beltieren vorkommen (Vogl, Gharibyan, and Morozova-Roche 2012) und deren 

Gene bis auf wenige Ausnahmen auf dem Lokus 1q21 identifiziert wurden 

(Schäfer et al. 1995).  

S100A8, auch MRP8 oder Calgranulin A genannt, besteht aus 93 Aminosäuren 

und hat ein Molekulargewicht von 10,8 kDa. S100A9, beziehungsweise MRP14 

oder Calgranulin B, kommt in zwei Isoformen vor, normal mit 113 Aminosäuren 

und 13,2 kDa, außerdem in einer verkürzten Form mit 110 Aminosäuren und 

12,7 kDa (Pruenster et al. 2016). S100A8 und S100A9 beinhalten jeweils zwei 

helix-loop-helix EF-Hand Motive, die Ca2+ binden und die Bildung von Dimeren 

ermöglichen (Itou et al. 2002). 

S100A8 und S100A9 bilden Oligomere und liegen bevorzugt als Heterodimer 

S100A8/A9 (auch MRP8/14 oder Calprotectin genannt) vor (Hunter and Chazin 

1998). Für die Bildung des Heterodimers sind hydrophobe Aminosäuren in den 

Heilces I/I’ von entscheidender Bedeutung. Ca2+ ist nicht von Nöten (Leukert, 

Sorg, and Roth 2005). Nach Ca2+-Bindung - zum Beispiel bei der Zirkulation im 

Gefäßsystem - bilden sich (S100A8/A9)2 Tetramere. Dabei werden die funktionell 

wichtigen Bindungsstellen für TLR4/MD2 (Toll-like receptor 4/ Myeloid Differenti-

ation factor 2) abgeschirmt, sodass S100A8/A9 durch die Bildung eines 

(S100A8/A9)2 Tetramers nicht mehr an TLR4/MD2 binden kann. Die proinflam-

matorische Wirkung des S100A8/A9 Heterodimers wird damit lokal begrenzt 

(Vogl et al. 2018). 

1.4.2 Funktion und klinische Bedeutung 
S100A8/A9 macht in humanen neutrophilen Granulozyten 40%, in Monozyten 

5% des zytosolischen Proteingehalts aus (Pruenster et al. 2016). Außerdem 

kommt es in Keratinozyten und in inflammatorisch aktivierten Endothelzellen vor 

(Pruenster et al. 2016). 

Intrazellulär scheint die Tetramerform (S100A8/A9)2 an der Ausbildung von 

Mikrotubuli beteiligt zu sein (Leukert et al. 2006). Extrazellulär wirkt das Hetero-
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dimer S100A8/A9 proinflammatorisch auf Phagozyten, Lymphozyten und En-

dothelzellen, indem es an Glykosaminoglykane (GAGs), an RAGE (Receptor for 

Advanced Glycosylation Endproducts) und an TLR4 bindet (Pruenster et al. 

2016). Außerdem wirkt S100A8/A9 direkt antimikrobiell, da es für Pathogene 

wichtige zweiwertige Kationen bindet, wie am Beispiel von Staphylococcus au-

reus gezeigt werden konnte. Dieser Mechanismus wird mit dem Begriff nutritional 

immunity beschrieben (Corbin et al. 2008). Nach Kontakt zu Ca2+ sind für die 

Tetramerform (S100A8/A9)2 aber auch antiinflammatorische Effekte beschrie-

ben. Dabei bindet (S100A8/A9)2 an den Rezeptor CD69. Das lokal proinflamma-

torisch wirkende S100A8/A9 vermag demnach als (S100A8/A9)2 die Umgebung 

vor einer überschießenden Entzündungsreaktion zu schützen (Russo et al. 

2022). 

Bei diversen inflammatorischen Erkrankungen können erhöhte Spiegel von 

S100A8/A9 im Serum detektiert werden. So wird das Protein zum einen als Bio-

marker für Sepsis, akute Lungenschädigung und Asthma verwendet. Zum ande-

ren kann auch der Verlauf chronischer Erkrankungen wie Arthritis, Gicht oder 

Riesenzellarteriitis (Morbus Horton) mit S100A8/A9 kontrolliert werden. Außer-

dem korrelieren die S100A8/A9 Serumspiegel von Patienten mit Arteriosklerose, 

verschiedenen Lungenerkrankungen oder entzündlichen Muskelerkrankungen 

mit dem Fortschreiten der jeweiligen Erkrankung. Auch der Heilungsprozess bei 

Hautverletzungen kann auf diese Art und Weise überwacht werden (Chan et al. 

2012). Des Weiteren kann auch die Bestimmung fäkaler Konzentrationen von 

S100A8/A9 in der Klinik sinnvoll sein. So eignen sie sich zur Diagnostik und Ver-

laufskontrolle von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen wie Morbus 

Crohn oder Colitis Ulcerosa (Tibble and Bjarnason 2001). Nicht zuletzt kommt 

S100A8/A9 auch bei COVID-19 Erkrankungen eine Bedeutung zu. Wie jüngst 

gezeigt, korrelieren hohe Serumspiegel an S100A8/A9 mit einer schweren Ver-

laufsform (Silvin et al. 2020). 
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1.4.3 Bedeutung von S100A8/A9 für die Rekrutierung von neutrophilen 
Granulozyten 

 

Abbildung 3: Freisetzung von S100A8/A9 führt zur Aktivierung von β2-Integrinen. 
In murinen neutrophilen Granulozyten führt die Interaktion von E-Selektin und PSGL-1 zur Frei-
setzung von S100A8/A9 (MRP8/14), das an TLR4 bindet und so die Aktivierung von β2-Integrinen 
vermittelt. Abblidung modifiziert aus (Pruenster et al. 2015). 

Das S100A8/A9-Heterodimer beeinflusst sowohl Endothelzellen als auch neutro-

phile Granulozyten und ist somit auf zweierlei Weise für die Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten ins entzündete Gewebe von Bedeutung (Pruenster et 

al. 2016). 

Um die Effekte des Proteins auf Endothelzellen aufzudecken, wurden humane 

mikrovaskuläre Endothelzellen (HMECs) auf genetischer und auf funktioneller 

Ebene nach Inkubation mit S100A8/A9 untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, 

dass die Transkription proinflammatorischer Zytokine, wie IL-8, Gro-α, Gro-β oder 

MCP-1, sowie der Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1 nach S100A8/A9 

Exposition gesteigert war. Demgegenüber wurde die Expression von Genen, die 

für Prozesse wie Wachstum, Differenzierung oder für die Integrität der Endothel-

schicht von Bedeutung sind, herabgesetzt (Viemann et al. 2005). Außerdem setzt 

S100A8/A9 die Integrität von Endothelzellen auch direkt herab, indem es sowohl 

Caspase-abhängig als auch Caspase-unabhängig den Tod von Endothelzellen 

vermittelt (Viemann et al. 2007). 
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Auf neutrophile Granulozyten wirkt S100A8/A9 genau gegenteilig. Hier zeigten 

sich bei hohen Konzentrationen des Proteins anti-apoptotische Effekte (Atallah 

et al. 2012). Außerdem konnte festgestellt werden, dass eine intravenöse Injek-

tion von S100A8/A9 dazu führt, dass neutrophile Granulozyten aus dem Kno-

chenmark in die Blutzirkulation freigesetzt werden (Vandal et al. 2003). Mit der 

Frage, wie S100A8/A9 den Prozess der Auswanderung von neutrophilen Gra-

nulozyten aus dem Gefäßsystem ins entzündete Gewebe beeinflusst, beschäftigt 

sich unsere Arbeitsgruppe. Dabei konnte in bisherigen Arbeiten gezeigt werden, 

dass extrazelluläres S100A8/A9 β2-Integrin-abhängiges langsames Rollen und 

feste Adhäsion fördert (Pruenster et al. 2015). Zunächst konnte nachgewiesen 

werden, dass eine Stimulation von murinen neutrophilen Granulozyten mit E-Se-

lektin sowohl in vitro als auch in vivo PSGL-1-abhängig zur Freisetzung von 

S100A8/A9 führt. Das freigesetzte S100A8/A9 bindet anschließend an TLR-4 auf 

der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten und aktiviert so β2-Integrine, wo-

bei der GTPase Rap1 bei diesem Schritt eine Bedeutung zukommt (Abbildung 

3). Außerdem konnte gezeigt werden, dass S100A8/A9 in vivo die Rollgeschwin-

digkeiten von neutrophilen Granulozyten reduziert und den Anteil an fest adhä-

renten neutrophilen Granulozyten steigert (Pruenster et al. 2015). 
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1.4.4 Das NLRP3 Inflammasom als Mediator für die E-Selektin vermittelte 
Freisetzung von S100A8/A9 durch nt-GSDMD Poren 

  

Abbildung 4: S100A8/A9 Freisetzung durch das E-Selektin aktivierte NLRP3 Inflammasom. 
Nach der Interaktion von E-Selektin mit PSGL-1 (murin), respektive L-Selektin (human) wird das 
von einem Kaliumausstrom abhängige NLRP3 Inflammasom aktiviert. Dabei lagern sich die 
NLRP3 Proteine mit NEK7 zusammen, woraufhin das Adapterprotein ASC oligomerisiert. Es la-
gern sich ASC specks zusammen. Daraufhin wird pro-Caspase-1 durch Spaltung aktiviert. Die 
aktive Form, Caspase-1 spaltet wiederum Gasdermin D (GSDMD). Die n-terminalen GSDMD 
Fragmente bilden Poren in der Zellmembran neutrophiler Granulozyten. Sie ermöglichen die Frei-
setzung von intrazellulär vorrätigem S100A8/A9 (Pruenster et al. 2023). Created with BioRen-
der.com. 

Unsere Arbeitsgruppe konnte jüngst zeigen, dass für die Freisetzung von intra-

zellulärem S100A8/A9 aus neutrophilen Granulozyten nach einer kurz andauern-

den Stimulation mit E-Selektin das NLRP3 Inflammasom und nt-Gasdermin D 

(nt-GSDMD) Poren verantwortlich sind (Pruenster et al. 2023). So wird dem 

S100A8/A9 Heterodimer, das strukturell für eine Freisetzung über das endoplas-

matische Retikulum und den Golgi-Apparat nicht geeignet ist (Rammes et al. 

1997), ermöglicht, das Zellinnere von neutrophilen Granulozyten zu verlassen. 

Der Inflammasomaktivierung folgt dabei kein pyroptotischer Zelltod (Pruenster et 

al. 2023). 

Das 53 kDa schwere Protein GSDMD wurde ursprünglich als bestimmendes Pro-

tein bei der Caspase-abhängigen Pyroptose, einer lytischen Form des Zelltods, 
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beschrieben (Shi et al. 2015). Die kristalline Struktur von GSDMD zeigt, dass das 

Protein aus einem funktionellen N-terminalen (nt-GSDMD) und einem autoinhibi-

torischen C-terminalen Teil (ct-GSDMD) besteht. Der N-terminale Teil enthält 

wichtige Domänen zur Bindung von Lipiden und zur Oligomerisation (Liu et al. 

2019) und hat ein Molekulargewicht von 31 kDa (Shi et al. 2015). Poren aus N-

terminalen GSDMD-Fragmenten wurden bereits mit Innendurchmessern von 12-

14 nm (Aglietti et al. 2016), 15 nm (Gaidt and Hornung 2016) und circa 20 nm 

(Sborgi et al. 2016) beschrieben. Sie kommen auf Makrophagen, auf dendriti-

schen Zellen und auf neutrophilen Granulozyten vor. Außerdem kann GSDMD 

auch Cardiolipin-haltige Membranen, wie Mitochondrien- oder Bakterienmem-

branen permeabilisieren. Darauf lassen sich die direkt antimikrobiellen Effekte, 

die GSDMD zugeschrieben werden, zurückführen (Orning, Lien, and Fitzgerald 

2019). 

Verschiedene Signale, wie zum Beispiel extrazelluläres ATP oder verschiedene 

Pathogene (Broz and Dixit 2016) führen dazu, dass - einhergehend mit einem 

Kaliumausstrom - das Protein NEK7 an Leucin-reiche Wiederholungssequenzen 

am NLRP3-Protein bindet und so die Oligomerisierung von ASC Proteinen, die 

Bildung von ASC specks und die Aktivierung von NLRP3 veranlasst wird (He et 

al. 2016). Dieser Prozess und die daran anschließende Spaltung von pro-

Caspase-1 zu Caspase-1 ist eine Voraussetzung für die Spaltung von GSDMD 

(Broz and Dixit 2016). Interessanterweise spaltet Caspase-1 auch pro-IL-1β zum 

aktiven Zytokin Interleukin-1β (IL-1β) (Mankan et al. 2012). Für die Freisetzung 

von IL-1β aus Makrophagen wurde - analog zum oben aufgeführten Mechanis-

mus - ein von GSDMD abhängiger Sekretionsweg beschrieben (Evavold et al. 

2018). 

Die meisten Prozesse, bei denen eine Inflammasomaktivierung keine Pyroptose 

zur Folge hat, sind in neutrophilen Granulozyten bekannt. So konnte zum Beispiel 

gezeigt werden, dass die vom NLRC4-Inflammasom abhängige Freisetzung von 

IL-1β aus neutrophilen Granulozyten in einem Infektionsmodell mit Salmonella 

keine Pyroptose auslöst (Chen et al. 2014). Ein von Zellmembranporen unabhän-

giger Autophagozytoseprozess stellt einen weiteren diesbezüglich interessanten 

Sekretionsmechansimus von IL-1β aus neutrophilen Granulozyten dar. Dabei 

permeabilisieren GSDMD Poren azurophile Granulae und LC3+ Autophagoso-
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men nach mehreren Stunden Priming und Stimulation. In der Folge wird Neutro-

philenelastase mit anderen Serinproteasen aus den Granulae freigesetzt. Das 

führt wiederum zu einer alternativen Spaltung von GSDMD und schließlich über 

Autophagozytoseprozesse zur Freisetzung von IL-1β. Eine Pyroptose unterbleibt 

auch hier (Karmakar et al. 2020). 

Zusammenfassend sind NLRP3-abhängige Prozesse für viele Vorgänge in 

neutrophilen Granulozyten von Bedeutung. Die vor kurzem nachgewiesene Akti-

vierung des NLRP3 Inflammasoms durch E-Selektin und die daran anschlie-

ßende Bildung von nt-GSDMD Poren in der Zellmembran neutrophiler Gra-

nulozyten stellt hierbei einen besonders interessanten Mechanismus dar, da dar-

über die Freisetzung von S100A8/A9 und somit eine zusätzliche Aktivierung 

neutrophiler Granulozyten bewirkt wird (Pruenster et al. 2023). 
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2. Zielsetzung 
Wie unsere Arbeitsgruppe gezeigt hat, ermöglichen nt-GSDMD Poren nach E-

Selektin Stimulation die Freisetzung von S100A8/A9 aus neutrophilen Granulozy-

ten. Das NLRP3 Inflammasom vermittelt diese Signalkaskade. Hohe extrazellu-

läre Kaliumkonzentrationen können sowohl die Spaltung von GSDMD als auch 

die Spaltung von Caspase-1 nach E-Selektin Stimulation verhindern (Pruenster 

et al. 2023). 

Bislang unklar ist, wie die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms in neutrophilen 

Granulozyten reguliert wird und ob ein expliziter Kaliumkanal dabei eine Regula-

torfunktion einnimmt. 

 

Ziel dieser Arbeit ist es nun, die Hypothese zu testen, ob der spannungsabhän-

gige Kaliumkanal KV1.3 in neutrophilen Granulozyten für einen nach E-Selektin 

Stimulation auftretenden, auswärtsgerichteten Kaliumstrom mit nachfolgender 

Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms verantwortlich ist und auf diese Art und 

Weise die Freisetzung von S100A8/A9 reguliert. Auch die Bedeutung des Ca2+-

abhängigen Kaliumkanals KCa3.1 für diesen Prozess soll untersucht werden. 

 

Zu diesem Zwecke werden verschiedene in vitro Methoden unter Verwendung 

des KV1.3 Inhibitors PAP-1 sowie des KCa3.1 Inhibitors TRAM-34 herangezogen. 

 

Folgende Fragen sollen beantwortet werden: 

1) Regulieren KV1.3 und KCa3.1 die E-Selektin mediierte Aktivierung von 

Caspase-1 in humanen neutrophilen Granulozyten? 

2) Verhindert die Blockade von KV1.3 oder KCa3.1 den E-Selektin-abhängigen 

Einbau von nt-GSDMD Poren in die Zellmembran humaner neutrophiler Gra-

nulozyten? 

3) Verringert die genetische Depletion von KV1.3 oder die Blockade von KV1.3 

oder KCa3.1 die Freisetzung von S100A8/A9 aus murinen neutrophilen Gra-

nulozyten in vitro? 
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3. Material und Methoden 

3.1 Stoffe 

3.1.1 Puffer und Lösungen 
Folgende Puffer und Lösungen wurden bei den Experimenten verwendet: 

 

Hank’s balanced salt solution (HBSS) 

1 mM   CaCl2 

1 mM   MgCl2 

0,1 %   Glucose 

10 mM  4-(2-hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsäure (HEPES) 

0,25 %  Bovines Serum Albumin (BSA; BSA-freies HBSS bei Western 

Blots) 

7,4 ± 0,02 pH mit NaOH oder HCl eingestellt 

 

Mausanästhesielösung 

100 mg/kg Ketamin 

20 mg/kg  Xylazin 

ad    0,9 % NaCl Lösung 

 

Modifizierter RIPA Lysepuffer 

150 mM   NaCl 

50 mM   Tris-HCl, pH = 7,3 

1 %    Triton X-100 

0,5 %    Na-deoxycholat 

2 mM    EDTA 

 

5x Laemmli-Puffer 

300 mM  Tris-HCl, pH = 6,8 

0,1 %   SDS 

25 %   Glycerin 

20 %   β-Mercaptoethanol 

0,25 %  Bromphenolblau 
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Laufpuffer 

25 mM  Tris 

190 mM   Glycin 

0,1 %   SDS 

 

Blottingpuffer 

25 mM  Tris 

190 mM  Glycin 

2,5 %   Methanol 

 

TBS Waschpuffer 

150 mM  NaCl 

2,7 mM  KCl 

25 mM   Tris 

7,4 ± 0,02  pH mit NaOH oder HCl eingestellt 

 

Formaldehyd Fixierungspuffer 

2 %   Formaldehyd 

ad    Phospatgepufferte Salzlösung (PBS) 

 

Triton Lysepuffer  

2 %   BSA 

0,1 %   Triton-X 

ad    Phospatgepufferte Salzlösung (PBS) 

 

3.1.2 Antikörper 

Tabelle 1: In den Experimenten verwendete Antikörper. 

Antikörper Reaktivi-
tät 

Farbstoff Clon Hersteller Bestell-
nummer 

Caspase-1 rabbit anti-

human 

 polyclonal Cell Sig-

naling 

#2225 
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Gasdermin D rabbit anti-

human 

 polyclonal Cell Sig-

naling 

#96458 

nt-Gasdermin 

D 

rabbit anti-

human 

 rabbit mo-

noclonal 

[EPR2082

9-408] 

abcam ab215203 

GAPDH mouse 

anti-hu-

man 

 6C5 Calbio-

chem 

CB1001-

500UG 

 goat anti-

rabbit 

IRDye® 

800CW 

polyclonal LI-COR 926-32211 

 goat anti-

mouse 

IRDye® 

680RD 

polyclonal LI-COR 926-68070 

 donkey 

anti-rabbit 

Alexa Flu-

orTM 488 

polyclonal invitrogen A21206 

 goat anti-

rabbit 

ATTO 

647 N 

polyclonal Rockland 

Immuno-

chemicals 

611-156-

122S 

3.1.3 Substanzen 

Tabelle 2: In den Experimenten verwendete Substanzen. 

Substanz IUPAC Name Funk-
tion 

Konzent-
ration in 
vitro 

Konzent-
ration in 
vivo 

Her-
steller 

PAP-1 

(Schmitz et 

al. 2005) 

5-(4-Phen-

oxybutoxy) psora-

len 

Blocker 

KV1.3 

10nM 90 µg 

/ Maus 

Sigma 

Aldrich 

TRAM-34 

(Wulff et al. 

2000) 

1-[(2-Chlorophe-

nyl) diphenylme-

thyl]-1H-pyrazole 

Blocker 

KCa3.1 

1µM 3,6 mg 

/ Maus 

abcam 
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3.2 Mäuse 
Die in den Experimenten verwendeten C57BL/6NCrl Wildtyp-Mäuse wurden bei 

Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) gekauft. Die Kcna3tm1Lys 

(Kv1.3-/-) Mäuse wurden von Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA) er-

worben und in den C57BL/6NCrl Hintergrund zurückgekreuzt. Sämtliche Mäuse 

wurden in der Core facility Animal Models (CAM) am BioMedizinischen Centrum 

(BMC) der LMU München in Planegg-Martinsried gehalten. Alle Experimente 

wurden mit acht bis 25 Wochen alten Tieren durchgeführt. Es wurden sowohl 

männliche als auch weibliche Mäuse verwendet. Soweit möglich, wurde versucht, 

das Alter der Versuchs- an das Alter der Kontrolltiere anzupassen. Alle Mausex-

perimente wurden von der Regierung von Oberbayern (AZ.: ROB-55.2-

2532.Vet_02-18-22) geprüft und genehmigt. 

3.3 Isolation muriner neutrophiler Granulozyten 
Murine neutrophile Granulozyten wurden aus dem Knochenmark von Mäusen 

isoliert. Dafür wurden die Tiere getötet, ehe ihre Ossa coxae, ihre Femora und 

ihre Tibiae entnommen wurden. Anschließend wurde das Mark aus den Knochen 

gespült. Die so gewonnenen Zellen wurden mithilfe des EasySepTM Mouse 

Neutrophil Enrichment Kit (Stemm Cell Technologies, Vancouver, Kanada) auf-

gereinigt. Dazu wird das Prinzip der negativen Selektion genutzt: alle Zellen, au-

ßer die zu isolierenden neutrophilen Granulozyten, werden mit spezifischen An-

tikörpern, die an magnetische Partikel gekoppelt sind, markiert und anschließend 

unter Zuhilfenahme eines Magneten aus der Knochenmarkssuspension entfernt. 

Für die Negativselektion wird die Knochenmarkssuspension mit Rat Serum, 

EasySepTM Mouse Neutrophil Enrichment Cocktail, EasySepTM Biotin Selection 

Cocktail und EasySepTM D Magnetic Particles (Stemm Cell Technologies, Van-

couver, Kanada) nach dem Protokoll des Herstellers vorinkubiert. 

3.4 Isolation humaner neutrophiler Granulozyten  
Für die Isolation humaner neutrophiler Granulozyten spendeten gesunde Freiwil-

lige gemäß des dazugehörigen Ethikvotums der Ethikkommission der Ludwig-

Maximilians-Universität München, München, Deutschland (Az. 611-15) Vollblut. 

Das Blut wurde in heparinisierten Spritzen abgenommen und auf Polymorphprep 

(AXI-SHIELD PoC AS, Dundee, Schottland) im Verhältnis 1 : 1 geschichtet. 
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Durch Dichtezentrifugation für 35 Minuten bei 500 g wurden die einzelnen Blut-

zellpopulationen aufgetrennt, sodass die humanen neutrophilen Granulozyten 

mit der Pipette abgenommen und in HBSS-Puffer (0,1 % Glucose, 1 mM CaCl2, 

1 mM MgCl2, 0,25 % BSA und 10 mM HEPES (Sigma-Aldrich), pH = 7,4) resus-

pendiert werden konnten. Das Zählen der Zellen erfolgte nach Färbung in 

Türk’scher Lösung mithilfe einer Neubauer Zählkammer (LO-Laboroptik GmbH, 

Friedrichsdorf, Deutschland).  

Die Reinheit der so isolierten neutrophilen Granulozyten wurde mehrfach stich-

probenartig mittels Durchflusszytometrie an einem CytoFLEX S (Beckman Coul-

ter, Brea, Kalifornien, USA) bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit verschieden 

farbmarkierten Antikörpern gegen CD15 und gegen CD66b angefärbt. Folgende 

Gatingstrategie wurde verwendet: durch das Auftragen von forward scatter ge-

gen sideward scatter (Abbildung 5 links) konnten Zellen von allen anderen Sus-

pensionsbestandteilen abgegrenzt werden, ehe die so als Cells definierte Popu-

lation auf CD15 und CD66b (Abbildung 5 rechts, CD15 mit APC markiert, CD66b 

mit PB450) untersucht wurde. Neutrophile Granulozyten (polymorph-kernige Zel-

len, PMNs) wurden als CD15+ / CD66b+ Zellen definiert. Im Durchschnitt konnten 

97,2 ± 0,3 % (Mittelwert ± SEM) der isolierten lebenden Zellen als neutrophile 

Granulozyten identifiziert werden. 

 

 

Abbildung 5: Reinheitsgrad isolierter humaner neutrophiler Granulozyten. 
Stichprobenartig wurde die Reinheit, der in den Experimenten verwendeten humanen neutrophi-
len Granulozyten überprüft. Fertig isolierte Zellen wurden dazu mit Antikörpern gegen CD15 und 
CD66b markiert. Mittels Durchflusszytometrie bestimmte man anhand der oben dargestellten Ga-
tingstrategie den Anteil neutrophiler Granulozyten. 
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3.5 Western Blot 

3.5.1 Vorbehandlung, Stimulation und Lyse der Proben 
Zur Western Blot Analyse wurden Proben aus isolierten humanen neutrophilen 

Granulozyten hergestellt. Die Zellen wurden in HBSS Puffer (ohne BSA) aufge-

nommen, in Türk’scher Lösung gefärbt und gezählt. Nachdem Proben mit je 

10 x 106 Zellen separiert wurden, wurden die Zellen für zehn Minuten mit PAP-1 

(5-(4-Phenoxybutoxy)psoralen; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; 1µM), 

TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl) diphenylmethyl]-1H-pyrazole; abcam, 

Cambridge, Großbritannien; 1µM) oder der Kombination aus beiden Inhibitoren 

vorbehandelt. Auch wenn für PAP-1 ansonsten eine Konzentration von 10 nM 

üblich ist, werden auch bei einer Konzentration von 1 µM noch keine anderen 

Kaliumkanäle in relevantem Ausmaß blockiert (Schmitz et al. 2005). Anschlie-

ßend wurden die Proben zehn Minuten lang bei 37°C mit rekombinantem huma-

nen E-Selektin (CD62E, ADP-1, CF; R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, 

USA; 1 µgml-1) stimuliert, bevor durch Zugabe von EDTA (50mM) die Aktivierung 

von E-Selektin unterbunden wurde (Patel, Cuvelier, and Wiehler 2002). Anschlie-

ßend wurden die Proben für acht Minuten bei 300 g zentrifugiert, sodass der Zell-

überstand vom -pellet getrennt werden konnte. 

Proteine in den Überständen wurden für mindestens 3 Stunden bei -20 °C mit 

Aceton ausgefällt, in 20 µl zweifach Laemmli-Puffer aufgenommen und abschlie-

ßend für fünf Minuten bei 95 °C denaturiert.  

Die Zellen wurden mit modifiziertem RIPA-Puffer, supplementiert mit fünffach  

Laemmli-Puffer und Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail (CellSignaling, 

Danvers, Massachusetts, USA) für zehn Minuten lysiert. Daraufhin wurde das 

Zellgemisch mit einem Ultraschallprozessor UP50H (hielscher Ultrasound tech-

nology, Teltow, Deutschland) sonifiziert (Cycle 1; Amplitude 60 %), um zusätzli-

che Proteine aus den bereits lysierten Zellmembranbestandteilen zu lösen. Durch 

Zentrifugation wurden die nun freien Proteine von den restlichen Zellbestandtei-

len getrennt und anschließend ebenfalls bei 95 °C für fünf Minuten denaturiert. 

3.5.2 Proteinauftrennung und -detektion 
Proteine aus den Zellüberständen wurden in 15 % SDS-haltigen Acrylamidgelen 

aufgetrennt, bevor sie auf Immobilon®-FL (Merck Millipore Ltd., Burlington, Mas-
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sachusetts, USA) Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membranen mit 0,45 µm Poren-

größe übertragen und schließlich mit Tris buffered Saline (TBS) und Odyssey® 

Blocking Buffer (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) geblockt wurden. Die Mem-

branen wurden daraufhin mit einem Primärantikörper gegen Caspase-1 (#2225, 

Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA) inkubiert und mit TBS-T (TBS mit 

0,1% Tween) gewaschen. Anschließend wurden sie mit einem Sekundärantikör-

per (IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit 926-32211, LI-COR, Lincoln, Nebraska, 

USA) gefärbt, erneut mit TBS-T und TBS gewaschen und schließlich mit einem 

Odyssey® CLx Scanner (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) gescannt. 

50 µl der Zellpelletproben wurden zum Nachweis von Gasdermin D auf 12 % 

SDS-haltige, 20 µl zum Nachweis von pro-Caspase-1 auf 15 % SDS-haltige  

Acrylamidgele aufgetragen. Das weitere Vorgehen erfolgte analog zur Behand-

lung der Zellüberstände. Je nach Versuchsziel wurde mit dem oben beschriebe-

nen Primärantikörper gegen Caspase-1 oder einem Antikörper gegen Gasdermin 

D (#96458, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA) gearbeitet. Um die 

Ergebnisse auf die geladene Proteinmenge normalisieren zu können, wurde au-

ßerdem das von allen neutrophilen Granulozyten konstitutiv exprimierte hous-

ekeeping protein GAPDH mit einem Primärantikörper (CB1001, Merck Millipore 

Ltd., Burlington, Massachusetts, USA) markiert, mit einem Sekundärantikörper 

(IRDye® 680RD Goat anti-Mouse 926-68070, LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) 

angefärbt und schließlich detektiert.  

3.5.3 Auswertung 
Alle Proteinbanden wurden mit der Software Image Studio (LI-COR, Lincoln, 

Nebraska, USA) unter Berücksichtigung des Hintergrundsignals mithilfe der Me-

dianfunktion quantifiziert. Um die richtige Bande auszuwerten, wurde auf allen 

Gelen der Marker Chameleon® duo pre-stained protein ladder (LI-COR, Lincoln, 

Nebraska, USA) mit aufgetragen. 



3 Material und Methoden 35 

3.6 S100A8/A9 Freisetzung in vitro 

 

Abbildung 6: S100A8/A9 Freisetzung in vitro: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. 
Created with BioRender.com. 

Die Untersuchung der S100A8/A9 Freisetzung in vitro wird schematisch in Abbil-

dung 6 beschrieben. Es wurden 24 well Platten über Nacht bei 4 °C mit rekombi-

nantem murinem E-Selektin (CD62E Fc chimera, R&D Systems, Minneapolis, 

Minnesota, USA; 10 µgml-1) oder PBS / 0,1 % BSA gecoated, ehe sie mit 5 % 

Casein (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) für drei Stunden geblockt wur-

den. In die gewaschenen wells wurden daraufhin je 5 x 105 mit EasySepTM aus 

murinem Knochenmark isolierte und in HBSS-Puffer suspendierte neutrophile 

Granulozyten gegeben. Die Zellen inkubierten danach 2 Minuten lang ruhend 

und anschließend 10 Minuten lang schüttelnd bei 37 °C in den bereits vorher ge-

coateten wells. Als Positivkontrolle wurde zu einer Probe jeder Gruppe lösliches 

Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; 

1 µM) gegeben. Um die Stimulationsreaktion zu stoppen, wurden die Zellen an-

schließend in Eppendorf Reaktionsgefäße (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 

überführt und auf Eis gestellt. Durch Zentrifugation bei 300 g für fünf Minuten 

wurden die Zellen von den Überständen getrennt. Die Überstände wurden an-

schließend nach Münster (Prof. Dr. T. Vogl, Institut für Immunologie, WWU Müns-

ter) geschickt. Dort wurde mittels ELISA die S100A8/A9 Konzentration ermittelt 

(Vogl et al. 2007). Der Versuch wurde mit Zellen von C57BL/6NCrl Wildtyp- und 

Kcna3tm1Lys (Kv1.3-/-)-Mäusen durchgeführt. Einige Zellen wurden außerdem für 
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zehn Minuten bei 37 °C mit PAP-1 (5-(4-Phenoxybutoxy) psoralen, Sigma Ald-

rich, St. Louis, Missouri, USA; 10 nM), TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl) diphenyl-

methyl] -1H-pyrazole, abcam, Cambridge, Großbritannien; 1 µM) oder der Kom-

bination aus beiden Inhibitoren vorbehandelt. 

3.7 Immunofluoreszenzmikroskopie humaner neutrophiler 
Granulozyten 

3.7.1 Vorbehandlung, Stimulation und nt-GSDMD Färbung 
Für die Mikroskopieversuche wurden unbehandelte acht- oder zwölf-well Kam-

mern mit abziehbarem Silikonaufsatz (ibidi, Martinsried, Deutschland) für 30 Mi-

nuten mit Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) gecoated. An-

schließend wurden humane neutrophile Granulozyten, zum Teil mit PAP-1 (5-(4-

Phenoxybutoxy) psoralen, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA; 10 nM) oder 

TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl) diphenylmethyl] -1H-pyrazole, abcam, 

Cambridge, Großbritannien; 1 µM) versetzt, in die gewaschenen wells gegeben. 

Daraufhin ließ man die Zellen für 15 Minuten im Brutschrank ruhen, ehe sie zehn 

Minuten lang bei 37 °C mit rekombinantem humanem E-Selektin (CD62E, ADP-

1, CF; R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA; 1 µgml-1) oder PBS als Kon-

trolle stimuliert wurden. Nach der Stimulation wurden die nicht adhärierenden 

Zellen durch Waschen entfernt, die an Poly-L-Lysin haftenden neutrophilen Gra-

nulozyten wurden 15 Minuten lang mit 2 % Formaldehyd (FA) fixiert. Bevor man 

die Zellen anschließend mit 0,1 % Triton X-100 in 2 % BSA/PBS permeabilisierte, 

färbte man ihre Zellmembran mit Weizenkeim-Agglutinin (WGA; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA; 5µg/ml). Für die konfokalmikroskopi-

schen Aufnahmen wurde ein mit Alexa FluorTM 680 markiertes WGA, für die Sti-

mulated Emission Depletion (STED) Aufnahmen ein mit Alexa FluorTM 594 mar-

kiertes WGA verwendet. Daraufhin wurde nt-Gasdermin D mit einem Primäranti-

körper (ab215203; abcam, Cambridge, Großbritannien) detektiert und mit einem 

Sekundärantikörper markiert. Als Sekundärantikörper wurde für die konfokalmi-

kroskopischen Aufnahmen ein mit Alexa FluorTM 488 markierter Antikörper (Don-

key anti-Rabbit IgG, invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) verwendet, bei den 

Präparaten für die STED-Mikroskopie wurde der nt-Gasdermin D Antikörper mit 
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einem mit ATTO 647 N konjugierten Sekundärantikörper (#611-156-122S, Rock-

land Immunochemicals, Inc., Gilbertsville, Pennsylvania, USA) markiert. An-

schließend wurden die Kerne der fixierten und permeabilisierten Zellen mit DAPI 

(4′,6-Diamidin-2-phenylindol; 1 µgml-1; invitrogen, Waltham, Massachusetts, 

USA) gefärbt. Alle beschriebenen Antikörper wurden in Dako antibody diluent 

(Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA) verdünnt. Die nun fertig 

angefärbten Zellen wurden schlussendlich mit VECTASHIELD® PLUS Antifade 

Mounting Medium (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, Kalifornien, USA) unter 

einem 170 µm dicken Deckglas gemountet, ehe das Präparat von außen mit han-

delsüblichem klarem Nagellack versiegelt wurde. 

3.7.2 Konfokale Laserscanning- und STED-Mikroskopie 
Sowohl alle konfokalmikroskopischen als auch alle STED Aufnahmen entstanden 

an einem inversen Leica SP8X WLL Mikroskop in der Core facility Bioimaging am 

Biomedizinischen Centrum (BMC) der LMU München in Planegg-Martinsried. Für 

alle Aufnahmen wurde ein 93x / 1.30 GLYC Objektiv verwendet. Um Störsignale 

zwischen den einzelnen Kanälen zu verhindern, wurden alle Bilder sequenziell 

aufgenommen. Bei den konventionellen konfokalmikroskopischen Aufnahmen 

wurden Z-Stacks mit einer Einzelaufnahme alle 0,33 µm in einem manuell defi-

nierten Stackbereich von etwa 6 µm angefertigt, sodass die komplette Zelle als 

dreidimensionales Objekt aufgezeichnet werden konnte. Bei den STED Bildern 

wurde lediglich eine einzelne Ebene inmitten der Zelle mikroskopiert, die die Sig-

nalverteilung in der Zelle repräsentativ widerspiegelt. 

Die DAPI Fluorophore (Exzitation 405 nm; Detektion 421 - 450 nm) wurden mit 

einem kontinuierlichen 405 nm Laser angeregt und mit einem konventionellen 

Photomultiplier Tube (PMT) detektiert. 

Bei den herkömmlichen konfokalen Aufnahmen wurden die Farbstoffe Alexa Flu-

orTM 488 (Exzitation 488 nm; Detektion 500 - 590 nm) und Alexa FluorTM 680 

(Exzitation 670 nm; Detektion 690 - 750 nm) mit einem bei 80 MHz pulsierenden 

White Light Laser (WLL) angeregt. Die Signale wurden mit Hybrid Photo Detek-

toren (HyDs) aufgenommen. 

Für die STED Aufnahmen wurden die Fluorophore Alexa FluorTM 594 (Exzitation 

633 nm; Detektion 605 - 640 nm) und ATTO 647 N (Exzitation 775 nm; Detektion 

645 - 720 nm) mit einem bei 80 MHz pulsierenden STED Laser angeregt. Die 

Signale wurden mit Hybrid Photo Detektoren aufgenommen. Es wurden sowohl 
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konventionelle STED als auch FLIM-STED (Tau-STED) Aufnahmen angefertigt. 

Zur Kontrolle wurden alle mit STED Technik aufgenommenen Bilder mithilfe ei-

nes White Light Lasers (WLL) auch konventionell konfokalmikroskopisch wieder-

holt. 

3.7.3 Auswertung mit Kolokalisationsanalyse  

 

Abbildung 7: Kolokalisationsanalyse zwischen nt-GSDMD- und WGA-Signal. 
Beispielhafte Veranschaulichung der Kolokalisation (weiß) zwischen nt-GSDMD- (grün) und 
WGA-Signal (rot) einer auszuwertenden Zelle: Im Punktdiagramm werden für jeden Pixel die Sig-
nalintensitäten beider Kanäle gegeneinander aufgetragen, die Linien markieren die Gatingstrate-
gie. Der Pfeil markiert das Feld derjenigen Pixel, die sowohl ein positives nt-GSDMD- als auch 
ein positives WGA-Signal aufweisen. 

Die Auswertung der Bilder erfolgte durch die Quantifizierung der Kolokalisie-

rungsraten der Signale von WGA und nt-Gasdermin D. Dazu wurden die einzel-

nen Bilder mit der Software LASX (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) 

analysiert. Das Vorgehen dabei zeigt exemplarisch Abbildung 7. Zunächst wurde 

aus dem aufgenommenen Z-Stack eine Einzelaufnahme zur Analyse ausge-

wählt. Die Auswahl erfolgte empirisch. Ausgewählt wurde das Bild, bei dem das 

aufgenommene WGA-Signal einen möglichst sauberen Ring bildete. In der 

rechtsseitigen Grafik (Abbildung 7) sind in einem Punktdiagramm nun die Inten-

sitäten von WGA und nt-GSDMD aller Pixel des ausgewählten Bildes gegenei-

nander aufgetragen. Zur Auswertung wurde der Fokus nun nur auf die Zellmem-

bran gelegt. Hierfür wurden zunächst alle Pixel, die kein WGA Signal aufwiesen, 

ausgeschlossen. Von den nun verbleibenden Pixeln wurde der Anteil an Pixeln, 

die neben dem WGA auch ein starkes nt-Gasdermin D Signal aufweisen, be-

stimmt. Dieser Anteil entspricht der Kolokalisierungsrate in Prozent. Die Ga-

tingstrategie - ab wann das WGA Signal eines Pixels stark genug ist, damit dieser 
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in die Auswertung mit eingeht und ab wann ein Pixel als nt-GSDMD positiv defi-

niert wird - wurde anhand von Negativ- (kein Inhibitor; alle Färbungen; unstimu-

liert) und Positivkontrollgruppe (kein Inhibitor; alle Färbungen; mit E-Selektin sti-

muliert) bestimmt und immer auf alle Bilder eines Versuchstages angewendet. 

Eine verblindete Auswertung konnte deswegen nicht erfolgen. 

Diese Art der Kolokalisationsanalyse kann über die in Abbildung 7 (linker Teil) 

dargestellten merges veranschaulicht werden. Hier wird zusätzlich zu den Signa-

len für nt-GSDMD (grün) und WGA (rot) auch der Bereich der in die Auswertung 

eingehenden Kolokalisierung (weiß) dargestellt. 

Außerdem wurde das Experiment durch die Auswahl und Gegenüberstellung re-

präsentativer Bilder der jeweiligen Versuchskonditionen ausgewertet. 

3.8 Statistik 
Das statistische Testen der für die Arbeit erhobenen Daten erfolgte mit der Soft-

ware GraphPad PRISM 7.04 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA). 

Die Daten wurden für die Arbeit in Säulendiagrammen abgebildet. Die Säulen 

geben den Mittelwert der Datengruppe an, zur Abschätzung der Abweichung der 

einzelnen Daten vom Mittelwert wird in den Grafiken zusätzlich jeder einzelne 

Datenpunkt, sowie der Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. 

Da in der Arbeit mehr als zwei nominalskalierte Gruppen im Hinblick auf eine 

intervallskalierte Variable untersucht wurden, wurde mit einer einfaktoriellen Va-

rianzanalyse (one-way analysis of variance) gearbeitet. Die verschiedenen Grup-

pen wurden mit multiplen Vergleichen untersucht. Der Unterschied zwischen 

zwei Gruppen wurde als signifikant bezeichnet, sobald eine Irrtumswahrschein-

lichkeit von p < 0,05 errechnet wurde. Signifikanzen wurden folgendermaßen mit 

Sternchen in den Grafiken gekennzeichnet: *: p < 0,05; **: p < 0,01; 

***: p < 0,005.  
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4. Ergebnisse 

4.1 KV1.3 und KCa3.1 regulieren die E-Selektin mediierte 
Aktivierung von Caspase-1 in humanen neutrophilen 
Granulozyten  

In neutrophilen Granulozyten wird nach dem Kontakt mit E-Selektin intrazellulär 

die NLRP3 Inflammasomkaskade in Gang gesetzt (Pruenster et al. 2023). Um 

herauszufinden, inwieweit die Aktivierung von Caspase-1 diesen Prozess beein-

flusst, wurden neutrophile Granulozyten von gesunden, erwachsenen Blutspen-

dern mit löslichem, trägerstoff-freiem E-Selektin stimuliert. Ihre Überstände wur-

den anschließend mittels Western Blot auf Caspase-1 untersucht. Beim Nach-

weis von Caspase-1 wurde das Augenmerk auf die Zellüberstände gelegt, da die 

aktive, gespaltene Caspase-1 mit einem Molekulargewicht von circa 20 kDa 

(Karmakar et al. 2020) inflammasomabhängig in die Zellmembran eingebaute, 

circa 10-20 nm große nt-GSDMD Poren (Aglietti et al. 2016; Gaidt and Hornung 

2016; Sborgi et al. 2016) passieren und so die stimulierte Zelle verlassen kann.  

Proben von Zellen, die für zehn Minuten mit E-Selektin inkubiert wurden, wiesen 

einen signifikant höheren Gehalt an Caspase-1 auf als mit PBS stimulierte Kon-

trollproben. Die Intensität der Proteinbande lag in der E-Selektin-Gruppe im Mit-

telwert bei 32.3 ± 5,7, in der PBS Kontrollgruppe bei 13,8 ± 1,3 (Abbildung 8, 

links). Dies bestätigt, dass E-Selektin das NLRP3 Inflammasom in neutrophilen 

Granulozyten aktiviert. 

Außerdem zeigte sich, dass Proben, die vor der Stimulation mit PAP-1, einem 

Inhibitor des spannungsabhängigen Kaliumkanals KV1.3, oder mit TRAM-34, ei-

nem Inhibitor des Calcium-abhängigen Kaliumkanals KCa3.1, inkubiert wurden, 

signifikant weniger Caspase-1 enthielten als die stimulierte Kontrollgruppe ohne 

Inhibitor (Abbildung 8, links). Bei den mit PAP-1 vorbehandelten Proben lag die 

Intensität im Mittelwert bei 14,4 ± 0,2, bei TRAM-34 bei 18,1 ± 1,9. Um mögliche 

additive Effekte der beiden Inhibitoren aufzudecken, wurden einige Proben auch 

mit der Kombination aus PAP-1 und TRAM-34 vorbehandelt. Sie erzeugten eine 

mittlere Intensität von 18,7 ± 2,0 und damit ebenfalls signifikant weniger Signal 

als die E-Selektin Gruppe ohne Inhibitor. Die Kombination beider Inhibitoren ver-

ursachte aber keine zusätzliche Reduzierung des Caspase-1-Gehalts gegenüber 

den Proben, die mit einem einzelnen Inhibitor inkubiert worden waren. 
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Um ausschließen zu können, dass die beobachteten Effekte auf eine unter-

schiedliche Anzahl an Zellen in den Proben oder auf eine unterschiedliche Menge 

an geladenem Protein zurückzuführen sind, wurden auch die zu den Überstän-

den gehörigen Zellpellets untersucht. In ihnen wurde mittels Western Blot der 

Gehalt an pro-Caspase-1, dem noch nicht gespaltenen Vorläuferprotein der 

Caspase-1, bestimmt. Es zeigte sich, dass in Bezug auf die pro-Caspase-1 - nor-

malisiert auf das konstitutiv exprimierte Protein GAPDH - keine signifikanten Un-

terschiede zwischen den Gruppen auszumachen waren (Abbildung 8, rechts).  

Zusammenfassend lässt sich daraus ableiten, dass KV1.3 und KCa3.1 gleicher-

maßen für die Spaltung von pro-Caspase-1 und damit für die Freisetzung von 

Caspase-1 von Bedeutung sind. Die Blockierung eines der beiden genannten 

Kaliumkanäle reicht aus, um die Spaltung von pro-Caspase-1 in neutrophilen 

Granulozyten nach E-Selektin Stimulation signifikant herabzusetzen. 

 

Abbildung 8: Caspase-1 in Zellüberständen nach Stimulation mit E-Selektin. 
Neutrophile Granulozyten wurden mit PAP-1, TRAM-34, der Kombination aus beiden Kaliumka-
nalinhibitoren oder einem Vehikel vorinkubiert, ehe sie mit E-Selektin oder Vehikel stimuliert wur-
den. In den Überständen der Zellen wurde der Gehalt an Caspase-1 mittels Western Blot be-
stimmt (links) [n = 4, ANOVA, p (-/-, -/+) = 0,0051; p (-/+, PAP-1/+) = 0,0064; p (-/+, TRAM-
34/+) = 0,0299; p (-/+, PAP-1 + TRAM-34/+) = 0,0328], in den Zellpellets der Gehalt an pro-
Caspase-1 und GAPDH (rechts) [n=4, ANOVA] 
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4.2 Die Blockade von KV1.3 oder KCa3.1 verhindert den E-
Selektin-abhängigen Einbau von nt-GSDMD Poren in die 
Zellmembran humaner neutrophiler Granulozyten 

4.2.1 Nachweis mittels Western Blot  
Um die funktionelle Konsequenz der Caspase-1 Aktivierung (Abbildung 8) zu un-

tersuchen, wurden die Zellpellets derselben Proben mittels Western Blot auch 

auf n-terminales Gasdermin D (nt-GSDMD) untersucht. nt-GSDMD entsteht, in-

dem sein Vorläuferprotein GSDMD von aktiver Caspase-1 gespalten wird. Die 

dabei entstehenden n-terminalen Fragmente bilden anschließend Poren in der 

Zellmembran neutrophiler Granulozyten (Broz and Dixit 2016). Um eventuelle 

Ungenauigkeiten beim Herstellen oder beim Laden der Proben auszumitteln, 

wurde die Menge an nt-GSDMD auf das konstitutiv exprimierte Protein GAPDH 

normalisiert. 

Für zehn Minuten mit E-Selektin stimulierte Proben enthielten hierbei bei einem 

mittleren Signalquotienten von 0,0018 ± 0,0002 signifikant mehr nt-GSDMD als 

mit PBS stimulierte Kontrollproben, deren mittlerer Signalquotient bei 

0,0010 ± 0,0001 lag (Abbildung 9). Diese Befunde bestätigen die E-Selektin-ab-

hängige Inflammasomaktivierung in neutrophilen Granulozyten (Pruenster et al. 

2023). 

Bei der Untersuchung der Auswirkungen der Kaliumkanalinhibitoren PAP-1 für 

den spannungsabhängigen Kaliumkanal KV1.3 und TRAM-34 für den Calcium-

abhängigen Kaliumkanal KCa3.1 zeigte sich, dass beide den Gehalt an nt-

GSDMD nach E-Selektin Stimulation signifikant verringern. Der Mittelwert des 

Intensitätsquotienten lag bei den mit PAP-1 vorbehandelten Zellen bei 

0,0013 ± 0,0002, bei mit TRAM-34 vorbehandelten bei 0,0012 ± 0,0002 (Abbil-

dung 9). Auch hier zeigten sich keine signifikanten additiven Effekte für die Kom-

bination beider Stoffe. Zellen, die mit beiden Inhibitoren inkubiert worden waren, 

erzielten einen mittleren Intensitätsquotienten von 0,0011 ± 0,0001 und enthiel-

ten gegenüber der E-Selektin Kontrollgruppe signifikant weniger nt-GSDMD (Ab-

bildung 9). Signifikante Unterschiede zu den Gruppen mit je einem Inhibitor zeig-

ten sich nicht. 
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Abbildung 9: nt-GSDMD in Zelllysaten nach E-Selektin Stimulation. 
Neutrophile Granulozyten wurden mit PAP-1, TRAM-34, der Kombination aus beiden Kaliumka-
nalinhibitoren oder einem Vehikel vorinkubiert, ehe sie mit E-Selektin oder Vehikel stimuliert wur-
den. Die Zellpellets dieser Proben wurden mittels Western Blot auf den Gehalt an nt-GSDMD und 
GAPDH untersucht [n = 6, ANOVA, p (-/-, -/+) = 0,0158; p (-/+, PAP-1/+) = 0,0127; p (-/+, TRAM-
34/+) = 0,0456; p (-/+, PAP-1 + TRAM-34/+) = 0,0087]. 

4.2.2 Nachweis mittels Immunofluoreszenz  
Um nachzuweisen, dass das detektierte nt-GSDMD seiner beschriebenen Funk-

tion als Porenbildner in der Plasmamembran auch nachkommt (Broz and Dixit 

2016), wurden mit E-Selektin stimulierte neutrophile Granulozyten zudem mikro-

skopiert. Sowohl mit konventioneller konfokaler als auch mit STED Mikroskopie 

wurde dabei die Lokalisation von nt-GSDMD im Vergleich zum Membranmarker 

Weizenkeim-Agglutinin (WGA) dargestellt. Da WGA zugegeben wurde, bevor die 

Zellen permeabilisiert wurden, markiert es in diesem Fall recht spezifisch die Zell-

membran. Die Membranen im Zellinneren sind kaum angefärbt. 

Vor allem mit Hilfe der hochauflösenden STED Aufnahmen (Abbildung 10) 

konnte gezeigt werden, dass das nt-GSDMD Signal einen mit dem WGA Signal 

der Zellmembran kolokalisierenden Ring bildet, wenn die Zellen mit löslichem E-

Selektin stimuliert wurden. Wurden die Zellen vor der E-Selektin Stimulation mit 

PAP-1 vorbehandelt, bleibt die beobachtete Ringbildung aus. 
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Abbildung 10: Repräsentative neutrophile Granulozyten nach nt-GSDMD-Färbung. 
Neutrophile Granulozyten, die - teilweise unter spezifischer Kaliumkanalblockade mit PAP-1 - mit 
E-Selektin oder Vehikel stimuliert worden waren, wurden mit WGA und einem Antikörper gegen 
nt-GSDMD angefärbt. Hier sind repräsentative STED Aufnahmen der Zellen abgebildet. Zwei un-
tereinanderliegende Bilderreihen vergleichen jeweils eine unstimulierte und eine mit E-Selektin 
stimulierte Zelle derselben Kondition. Es wird für jede Zelle das DAPI-, nt-GSDMD- und WGA-
Signal, sowie ein farbiges merge-Bild (cyan: DAPI; grün: nt-GSDMD; rot: WGA) gezeigt. In der 
mit PAP-1 vorbehandelten Gruppe bleibt auch nach E-Selektin Stimulation die in der Positivkon-
trollgruppe beobachtete Ringbildung beim nt-GSDMD-Signal aus. 

Um die Ringbildung zu quantifizieren, wurde die Kolokalisation zwischen nt-
GSDMD Signal und WGA Signal untersucht (Abbildung 11). Dabei zeigte sich, dass 
in einer empirisch ausgewählten mittigen Zellebene der Anteil der WGA-positiven 
Pixel, deren nt-GSDMD Signal auch als positiv gewertet wird, bei den unvorbe-
handelten, mit E-Selektin stimulierten Zellen signifikant höher ist als in der mit 
PBS stimulierten Kontrollgruppe. Bei Zellen der E-Selektin Gruppe lag die Kolo-
kalisation im Mittel bei 62,0 ± 7,2 % gegenüber 47,0 ± 6,5 % in der PBS Gruppe. 
Auch Zellen, die mit PAP-1 vorbehandelt und mit E-Selektin stimuliert wurden, 
wiesen eine signifikant niedrigere Kolokalisationsrate auf als die Positivkontroll-
gruppe. Hier lag die mittlere Kolokalisationsrate bei 49,7 ± 7,1 %. Und auch die 
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mit TRAM-34 vorbehandelten Zellen zeigten mit einer Rate von 51,1 ± 6,7 % eine 
im Trend verminderte Kolokalisation, wobei der Unterschied dieser Gruppe zur 
Positivkontrolle bei p = 0,0522 nicht als signifikant einzustufen ist.  

 

Abbildung 11: Analyse der Kolokalisation von WGA- und nt-GSDMD-Signal. 
Neutrophile Granulozyten, die - teilweise unter spezifischer Kaliumkanalblockade mit PAP-1 oder 
TRAM-34 - mit E-Selektin oder Vehikel stimuliert worden waren, wurden mit WGA und einem 
Antikörper gegen nt-GSDMD angefärbt. In einer empirisch ausgewählten mittigen Zellebene 
wurde für die Zellen jeder Versuchsgruppe quantifiziert, welcher Anteil WGA-positiver Pixel auch 
ein nt-GSDMD-Signal aufweist [n = 5, ANOVA, p (-/-, -/+) = 0,0010; p (-/+, PAP-1/+) = 0,0120; 
p (-/+, TRAM-34/+) = 0,0522]. 

Die Funktion beider Kaliumkanäle scheint demnach, wie die Western Blots zei-
gen, für die Spaltung von GSDMD zu nt-GSDMD essenziell zu sein. Die Immu-
nofluoreszenzbilder verdeutlichen darüber hinaus, dass Kv1.3 und möglicher-
weise auch KCa3.1 den Einbau von nt-GSDMD Poren in die Zellmembran neutro-
philer Granulozyten regulieren. E-Selektin aktiviert dabei das NLRP3 Inflamma-
som in neutrophilen Granulozyten über einen schnell ablaufenden Mechanismus. 

4.3 Genetische Depletion von KV1.3 sowie Blockade von KV1.3 
oder KCa3.1 verringern die Freisetzung von S100A8/A9 aus 
murinen neutrophilen Granulozyten in vitro 

Aufgrund von Vorbefunden unserer Arbeitsgruppe, die zeigen, dass S100A8/A9 

aus neutrophilen Granulozyten nach E-Selektin Stimulation durch nt-GSDMD Po-

ren freigesetzt wird (Pruenster et al. 2023), wurde nun untersucht, ob die Freiset-

zung von S100A8/A9 von KV1.3 oder KCa3.1 abhängt. 
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Dazu wurden murine neutrophile Granulozyten mit PAP-1 beziehungsweise 

TRAM-34 inkubiert. Zudem kamen Zellen von KV1.3-/- -Mäusen, die teilweise 

auch mit TRAM-34 inkubiert wurden, zum Einsatz. Um eine Wirkung der Inhibi-

toren auf die basale S100A8/A9 Freisetzung unstimulierter Zellen auszuschlie-

ßen, wurde die S100A8/A9 Konzentration in den Überständen von Zellen aller 

verwendeten Gruppen ohne E-Selektin Stimulation bestimmt. Hierbei konnte 

man in den Zellüberständen unabhängig davon, ob die Zellen - egal ob Wildtyp 

oder KV1.3-/-  - zuvor mit einem Kaliumkanalblocker inkubiert worden waren oder 

nicht, eine S100A8/A9 Konzentration von circa 25 - 30 ng/ml detektieren. Bei der 

statistischen Testung konnten keinerlei signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen gefunden werden (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: S100A8/A9 Freisetzung unstimulierter neutrophiler Granulozyten in vitro. 
Sowohl Wildtyp- als auch KV1.3-/- -neutrophile Granulozyten wurden mit PAP-1 oder TRAM-34 
vorbehandelt, anschließend aber lediglich mit einem Vehikel stimuliert. In den Zellüberständen 
wurde die Konzentration an freigesetztem S100A8/A9 gemessen [n = 4, ANOVA]. 

Nach E-Selektin Stimulation wurde bei den unvorbehandelten Zellen 

(84,5 ± 17,1 ng/ml) signifikant mehr S100A8/A9 in den Überständen gemessen 

als nach PBS Stimulation (27,8 ± 7,8 ng/ml - Daten entsprechen Abbildung 12 

links). Beim Vergleich der mit E-Selektin stimulierten Proben zeigt sich, dass aus 

Zellen nach PAP-1 Inkubation mit einer mittleren Konzentration von 

31,5 ± 4,8 ng/ml signifikant weniger S100A8/A9 freigesetzt wurde als in der mit 

Vehikel vorinkubierten, stimulierten Kontrollgruppe. In den Überständen der Zel-

len, die mit TRAM-34 vorbehandelt wurden, wurde im Mittel eine S100A8/A9 Kon-

zentration von 55,6 ± 16,5 ng/ml detektiert. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe 
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ist hier die Konzentration nicht signifikant reduziert. Genauso verhält es sich mit 

der Gruppe, der beide Inhibitoren zugegeben wurden. Hier konnte eine mittlere 

S100A8/A9 Konzentration von 41,1 ± 10,0 ng/ml in den Überständen gemessen 

werden. Es zeigte sich bei der statistischen Testung keine Signifikanz (Abbildung 

13). 

  

Abbildung 13: S100A8/A9 Freisetzung in vitro nach Vorbehandlung mit PAP-1 / TRAM-34. 
Neutrophile Granuolzyten wurden in vitro mit PAP-1, TRAM-34 oder der Kombination beider In-
hibitoren inkubiert. In den Überständen der Zellen wurde die Konzentration an S100A8/A9 nach 
Inkubation mit E-Selektin gemessen [n = 4 - 6, ANOVA, p (-/-, -/+) = 0,0223; p (-/+, PAP-
1/+) = 0,0247; p (-/+, TRAM-34/+) = 0,3207; p (-/+, PAP-1 + TRAM-34/+) = 0,0625, die Daten der 
Negativkontrolle (-/-) entsprechen denen in Abbildung 12 links]. 

Um diese Ergebnisse zu bestätigen und zu überprüfen, ob der Effekt von PAP-1 

tatsächlich auf eine Blockade des spannungsabhängigen Kaliumkanals KV1.3 zu-

rückzuführen ist, wurde das Experiment auch mit neutrophilen Granulozyten von 

KV1.3-/- -Mäusen durchgeführt. Dabei wurden unbehandelte neutrophile Gra-

nulozyten von C57BL/6NCrl Wildtyp-Mäusen mit Zellen von KV1.3-/- -Mäusen ver-

glichen. Außerdem wurden einige der KV1.3-/- -Zellen zusätzlich mit TRAM-34  

vorinkubiert. 

Bei neutrophilen Granulozyten von Wildtyp-Mäusen, die mit E-Selektin stimuliert 

wurden, konnte eine mittlere S100A8/A9 Konzentration von 92,8 ± 20,8 ng/ml 

und damit signifikant mehr S100A8/A9 als in den unstimulierten Kontrollen 

(28,9 ± 7,1 ng/ml - Daten entsprechen Abbildung 12 rechts) detektiert werden. 

Stimulierte KV1.3-/- -Zellen setzten mit einer mittleren Konzentration von 

43,4 ± 10,5 ng/ml im Überstand signifikant weniger S100A8/A9 frei als die stimu-

lierten Wildtyp-Zellen. Bei KV1.3-/- -neutrophilen Granulozyten, die zusätzlich mit 

TRAM-34 inkubiert worden waren, konnte eine noch geringere mittlere Konzen-
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tration des Proteins von 28,4 ± 6,1 ng/ml in den Überständen gemessen werden. 

Sie ist gegenüber der Kontrollgruppe signifikant reduziert (Abbildung 14). 

 

Abbildung 14: S100A8/A9 Freisetzung in vitro bei KV1.3-/- -neutrophilen Granulozyten. 
In den Überständen von Wildtyp- und (mit TRAM-34 vorbehandelten) KV1.3-/- -Zellen wurde die 
S100A8/A9-Konzentration nach Inkubation mit E-Selektin bestimmt [n = 4 - 6, ANOVA, p (WT/-/-
, WT/-/+) = 0,0081; p (WT/-/+, KO/-/+) = 0,0239; p (WT/-/+, KO/TRAM-34/+) = 0,0052, die Daten 
der Negativkontrolle (WT/-/-) entsprechen denen in Abbildung 12 rechts, WT: C57BL/6NCrl, KO: 
KV1.3-/-]. 

E-Selektin ist aber nicht der einzige Stimulus, der zur Freisetzung von S100A8/A9 

führt. Es ist bekannt, dass große Mengen des Proteins freigesetzt werden, wenn 

neutrophile Granulozyten mit PMA stimuliert werden (Tardif et al. 2015). Deshalb 

sollte nun zusätzlich die Frage adressiert werden, ob auch die PMA-abhängige 

Freisetzung von S100A9/A9 von einem der beiden untersuchten Kaliumkanäle 

abhängt. 

Dazu wurden die beiden oben beschriebenen Experimentreihen mit PMA als Sti-

mulus wiederholt. Es konnte sowohl bei der Experimentreihe zu den Kanalinhibi-

toren (unstimulierte Zellen: 27,8 ± 7,8 ng/ml [Daten entsprechen Abbildung 12 

links], PMA: 144,5 ± 39,8 ng/ml) als auch bei der Experimentreihe mit den  

KV1.3-/- -Mäusen (unstimulierte Zellen 28,9 ± 7,1 ng/ml [Daten entsprechen Ab-

bildung 12 rechts], PMA: 110,6 ± 16,8 ng/ml) gezeigt werden, dass unstimulierte 

Zellen von C57BL/6NCrl Wildtyp-Mäusen signifikant weniger S100A8/A9 freiset-

zen als mit PMA stimulierte Zellen gleichen Ursprungs. Beim Vergleich der mit 

PAP-1, TRAM-34 oder der Kombination aus beiden Inhibitoren vorbehandelten 

Zellen mit den mit PMA stimulierten, aber nicht vorbehandelten Kontrollzellen 

zeigte sich, dass in den Inhibitorengruppen zwar tendenziell etwas weniger 

S100A8/A9 freigesetzt wurde (PAP-1: 113,8 ± 12,5 ng/ml, TRAM-34: 



4 Ergebnisse 49 

114,6 ± 18,6 ng/ml, PAP-1 + TRAM-34: 104,4 ± 21,3 ng/ml), jedoch keine statis-

tisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen bestehen (Abbildung 15 

links).  

Ein ähnliches Bild ergab der Vergleich der mit PMA stimulierten KV1.3-/- -neutro-

philen Granulozyten - eine Gruppe wurde zusätzlich mit TRAM-34 vorinkubiert - 

mit den stimulierten Wildtyp-Zellen. Auch hier zeigte sich, dass KV1.3-/- -Zellen - 

sowohl die unvorbehandelten (89,2 ± 10,3 ng/ml) als auch die mit TRAM-34 vo-

rinkubierten (76,0 ± 12,7 ng/ml) - nach PMA Stimulation ähnliche Mengen an 

S100A8/A9 freisetzten als die Kontrollzellen. Die statistische Prüfung der Ergeb-

nisse ergab auch hier keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 15 rechts).  

 

Abbildung 15: S100A8/A9 Freisetzung in vitro nach Stimulation mit PMA. 
In den Überständen gemessene S100A8/A9 Konzentrationen nach der Stimulation mit PMA: Es 
wurden mit den Kaliumkanalinhibitoren behandelte Zellen (links) und Zellen von Wildtyp- und 
KV1.3-/- -Mäusen (auch mit zusätzlicher TRAM-34 Vorinkubation; rechts) getestet [n = 4 - 6,  
ANOVA]. 

Zusammenfassend kann also davon ausgegangen werden, dass vor allem KV1.3 

bei der Freisetzung von S100A8/A9 aus neutrophilen Granulozyten nach E-Se-

lektin Stimulation eine wichtige Rolle spielt. Die Freisetzung des Proteins nach 

PMA Stimulation scheinen beide getesteten Kanäle nicht nennenswert zu beein-

flussen. Nach E-Selektin Stimulation hingegen kann durch genetische Depletion 

oder Blockade des spannungsabhängigen Kaliumkanals KV1.3 die S100A8/A9 

Freisetzung reguliert werden. 
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5. Diskussion 
Mit dieser Arbeit konnte die Rolle des spannungsabhängigen Kaliumkanals KV1.3 

auf die Funktion neutrophiler Granulozyten näher charakterisiert werden. Ich 

konnte zeigen, dass KV1.3 die zur β2 Integrinaktivierung wesentliche Freisetzung 

von S100A8/A9 aus neutrophilen Granulozyten reguliert. S100A8/A9 wird nach 

E-Selektin vermittelter Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms durch nt-GSDMD 

Poren freigesetzt und bewirkt durch die Aktivierung von β2 Integrinen den festen 

Arrest neutrophiler Granulozyten am entzündeten Endothel. Bei blockiertem 

spannungsabhängigen Kaliumkanal KV1.3 ist die Aktivierung des NLRP3 Inflam-

masoms und damit der Einbau von nt-GSDMD Poren in die Zellmembran sowie 

die Freisetzung von S100A8/A9 gestört (Pruenster et al. 2023). Demnach können 

neutrophile Granulozyten ohne funktionsfähigen spannungsabhängigen Kalium-

kanal KV1.3 nur unzureichend das Gefäßendothel passieren und ihren Effektor-

funktionen im Gewebe nachkommen (Immler et al. 2022). 

5.1 Diskussion der Methoden 
Um die tatsächliche Validität der in dieser Arbeit generierten Daten zu eruieren, 

müssen die verwendeten Methoden diskutiert werden. 

Zunächst zeigen die Ergebnisse verschiedener Experimente deutlich, dass es 

sich bei der Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin in vitro um 

einen nicht immer absolut gleich ablaufenden Prozess handelt. So zeigen die 

Werte der unbehandelten, mit E-Selektin stimulierten Zellen regelhaft eine hö-

here Standardabweichung als die unstimulierte Kontrollgruppe. 

Bei der Analyse von Proteinen mittels Western Blot handelt es sich um ein Stan-

dardverfahren. Das Besondere bei den in dieser Arbeit präsentierten Western 

Blot Daten liegt darin, dass teilweise mit sehr geringen Proteinmengen und sehr 

niedrigen Signalintensitäten gearbeitet wurde, weswegen der Normalisierung der 

Daten eine besondere Bedeutung zukommt. Außerdem muss darauf hingewie-

sen werden, dass dadurch Pipettierfehler die Ergebnisse schnell beeinflussen 

können. Beispielsweise könnten bei der Bestimmung des Gehalts an Caspase-1 

in den Zellüberständen ganze Zellen, die nicht sauber von den Überständen ge-

trennt worden waren, deutliche Auswirkungen auf den gemessenen Proteinge-

halt haben. Da die Western Blot Ergebnisse aber mehrfach reproduziert werden 

konnten und da die Werte der Kontrollgruppen (ohne Inhibitor, unstimuliert oder 
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mit E-Selektin stimuliert) die erwarteten Ergebnisse erbrachten, ist davon auszu-

gehen, dass auch die Ergebnisse für die Inhibitorgruppen valide sind. 

Interessant bei der Interpretation der Western Blot Daten ist vor allem noch die 

Größe des gemessenen nt-GSDMD Proteins. In den ausgewerteten Blots lag die 

Bande, bei der man davon ausging, dass sie das 31 kDa schwere nt-GSDMD 

zeigt, verglichen mit der Ladekontrolle bei circa 38 kDa. Zwar mögen die Eigen-

schaften des verwendeten Gels dazu führen, dass unterschiedliche Proteine der 

gleichen Größe nicht exakt gleich weit laufen, der Unterschied von ganzen 7 kDa 

würde aber nahelegen, dass Gasdermin D beim von E-Selektin ausgelösten In-

flammasom möglicherweise an einer anderen Stelle gespalten wird und somit ein 

etwas längeres nt-Fragment entsteht. Solche etwas längeren nt-GSDMD Frag-

mente wurden in der Literatur bereits mehrfach beschrieben. In Monozyten wurde 

beispielsweise von einem 43 kDa schweren GSDMD Spaltprodukt berichtet, das 

nach diversen Apoptosestimuli durch die Spaltung mit Caspase-3/7 und unab-

hängig von Caspase-1 entsteht. Interessanterweise ist das 43 kDa schwere 

Fragment nicht zytotoxisch, es löst keine Pyroptose aus (Taabazuing, Okondo, 

and Bachovchin 2017). 

Auch beim ELISA, der Methode, mit der die Proben aus den Experimenten zur 

S100A8/A9 Freisetzung untersucht wurden, handelt es sich um ein höchst  

etabliertes Verfahren. Hier werden die direkten funktionellen Konsequenzen des 

E-Selektin-abhängigen NLRP3 Inflammasoms in vitro untersucht. Auch hier gilt: 

Da S100A8/A9 in großen Mengen im Zellinneren von neutrophilen Granulozyten 

vorkommt (Edgeworth et al. 1991), könnten lytisch abgestorbene oder fehlerhaft 

getrennte Zellen bei der Herstellung der Proben die gemessenen Konzentratio-

nen im Serum beziehungsweise in den Zellüberständen maßgeblich beeinflus-

sen. Die Reproduzierbarkeit der Daten und der Vergleich mit früheren Werten 

bekräftigen aber auch hier die quantitative Validität der durchgeführten Experi-

mente. 

Die Aussagekraft der Mikroskopieexperimente liegt demgegenüber auf einer an-

deren Ebene. Es muss berücksichtigt werden, dass die Messung der Signalin-

tensitäten und die daran anschließende Kolokalisationsanalyse mehreren sub-

jektiven Parametern unterliegt. Dies beginnt bei den Antikörpern und Farbstoffen, 

die nicht immer gleiche Signalstärken liefern. Die Auswahl der Zellen, die aufge-
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nommen wurden, erfolgte ebenfalls subjektiv. Insgesamt gesehen gingen ver-

gleichsweise nur sehr wenige Zellen in die Auswertung mit ein. Außerdem muss 

angefügt werden, dass auch ein möglicherweise schlechtes Zellmembransignal, 

wenn etwa auch intrazelluläre Membranen angefärbt wurden, die Kolokalisati-

onsrate beeinflusst haben kann. Des Weiteren unterscheidet sich die Kolokalisa-

tionsrate auch zwischen den einzelnen Bildern eines Z-Stacks. Da die Randbe-

reiche der Zellen keine auswertefähigen Bilder lieferten, war es nicht möglich eine 

Z-Projektion zur Auswertung heranzuziehen. Gezwungenermaßen musste des-

wegen die Auswertung an je einem empirisch ausgewählten Bild pro Stack erfol-

gen. Kriterium dazu war ein möglichst gleichförmiger Ring im WGA-Signal. In 

Zusammenschau dieser Kritikpunkte muss festgehalten werden, dass sich die-

ses Experiment allein nicht dazu eignet, verlässliche quantitative Aussagen zu 

treffen. Im Rahmen dieser Arbeit muss es jedoch vielmehr im Kontext der 

GSDMD Western Blot Experimente betrachtet werden. Dabei adressieren die 

Daten aus den Mikroskopieversuchen eine andere Frage. Sie zeigen, dass das 

in den Western Blots gemessene nt-GSDMD auch seiner beschriebenen Funk-

tion als multimeres Protein in der Zellmembran von Immunzellen nachkommt und 

liefern damit einen wichtigen Beitrag in der Argumentationskette. Außerdem liegt 

in den Mikroskopieexperimenten der Mehrwert, dass sie die abstrakten Überle-

gungen zu einer Signalkaskade auf Proteinebene zu visualisieren vermögen. 

Zusammenfassend lässt sich demnach festhalten, dass die in dieser Arbeit ge-

brauchten Methoden allein stehend zwar jeweils ihre Schwächen haben, dass sie 

aber in Zusammenschau ein stimmiges Gesamtbild ergeben, das sich zur Tes-

tung der untersuchten Hypothese eignet. 

5.2 Diskussion der Ergebnisse im Kontext zur Literatur 
Die in dieser Arbeit erlangten Ergebnisse geben Aufschluss darüber, dass der 

spannungsabhängige Kaliumkanal KV1.3 in neutrophilen Granulozyten in einem 

E-Selektin-abhängigen, schnell verlaufenden Prozess das NLRP3 Inflammasom 

und damit die Freisetzung von S100A8/A9 reguliert. In welchem Ausmaß der Cal-

cium-abhängige Kaliumkanal KCa3.1 diesen Prozess ebenfalls beeinflusst, ist 

nicht abschließend geklärt. 
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Entscheidend für die Adhäsion neutrophiler Granulozyten am entzündeten En-

dothel ist die Aktivierung von β2-Integrinen. Bisher wurde immobilisierten Che-

mokinen auf dem Endothel, die während des Rollens in Kontakt mit Chemokin-

rezeptoren auf der Oberfläche neutrophiler Granulozyten treten, eine tragende 

Rolle zugeschrieben (Lefort and Ley 2012). In den vergangenen Jahren verdich-

tete sich nun zunehmend die Evidenz, dass auch das heterodimere Protein 

S100A8/A9 von enormer Bedeutung für die Integrinaktivierung ist (Pruenster et 

al. 2015).  

Damit die angestrebte Immunreaktion am richtigen Ort stattfinden kann, muss die 

Signalübermittlung während des Rekrutierungsvorgangs mit sehr hoher Ge-

schwindigkeit erfolgen. S100A8/A9 macht einen erheblichen Teil des Proteinge-

halts im Zytosol neutrophiler Granulozyten aus (Edgeworth et al. 1991). Da 

S100A8/A9 somit nicht zeitaufwändig de novo synthetisiert werden muss, eignet 

es sich für die Vermittlung schneller Prozesse. Vor einigen Jahren konnte von 

unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass während des Rollens im murinen 

Organismus die Interaktion von E-Selektin mit PSGL-1 (Pruenster et al. 2015), 

später, dass human die Interaktion von E-Selektin mit L-Selektin (Morikis et al. 

2017), zur Freisetzung von S100A8/A9 führt. Die anschließende Bindung von 

S100A8/A9 an TLR4 auf der Oberfläche neutrophiler Granulozyten bewirkt über 

eine Rap1-GTP-abhängige Signalkaskade die Aktivierung von β2-Integrinen 

(Pruenster et al. 2015). Vor kurzem konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass 

S100A8/A9 durch nt-GSDMD Poren aus neutrophilen Granulozyten freigesetzt 

wird (Pruenster et al. 2023). Eine kurze E-Selektin Stimulation induziert hierbei 

die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms. Im Zuge dessen kommt es zum Ein-

bau der nt-GSDMD Poren in die Zellmembran neutrophiler Granulozyten, eine 

Pyroptose oder eine andere lytische Form des Zelltods wird nicht ausgelöst 

(Pruenster et al. 2023). 

Über die Regulation dieses Freisetzungsprozesses sind bisher noch keine Ein-

zelheiten bekannt. Gemeinhin wird der Ausstrom von K+ als ein bei der NLRP3 

Inflammasomaktivierung notwendiger Schritt angesehen (Swanson et al. 2021). 

So wurde zum Beispiel herausgefunden, dass allein eine Verminderung der  

intrazellulären Kaliumkonzentration ausreichen kann, um das NLRP3 Inflamma-

som zu aktivieren (Muñoz-Planillo et al. 2013). Nur wenige Gegenbeispiele, wie 

etwa das in der Dermatologie gebräuchliche small molecule Imiquimod, von dem 
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bekannt ist, dass es eine NLRP3 Inflammasomaktivierung anstößt, ohne dass 

ein Kaliumausstrom beobachtet werden kann, stehen diesem Grundsatz entge-

gen (Groß et al. 2016). Jedoch konnten bisher nur wenige Kaliumkanäle benannt 

werden, die besagten Kaliumausstrom verantworten (Swanson, Deng, and Ting 

2019). Meistens ist von einem unspezifischen Ausstrom die Rede. In Makropha-

gen konnte beispielsweise für den Kanal TWIK2 gezeigt werden, dass er in Ko-

operation mit dem Kanal P2X7 das NLRP3 Inflammasom zu regulieren vermag 

(Di et al. 2018). In neutrophilen Granulozyten fehlt demgegenüber bisher die Be-

nennung spezifischer Kaliumkanäle, die das NLRP3 Inflammasom steuern. 

Diese Arbeit liefert nun erstmalig Evidenz über die Kontrolle des von E-Selektin 

ausgelösten NLRP3 Inflammasoms in neutrophilen Granulozyten durch den 

spannungsabhängigen Kaliumkanal KV1.3 und möglicherweise durch den Cal-

cium-abhängigen Kaliumkanal KCa3.1. 

Mit Hilfe des spezifischen Kanalinhibitors PAP-1 konnte ich zeigen, dass die 

Spaltung von pro-Caspase-1 zu aktiver Caspase-1 und von GSDMD zu nt-

GSDMD signifikant herabgesetzt ist, wenn KV1.3 blockiert wird. Beide Spaltvor-

gänge sind auf unterschiedlichen Ebenen Teil der Signalkaskade der E-Selektin-

abhängigen NLRP3 Inflammasomaktivierung. Diese Befunde konnte ich zusätz-

lich ergänzen, indem ich mit Hilfe von Immunofluoreszenzmikroskopie gezeigt 

habe, dass bei blockiertem KV1.3-Kanal nach E-Selektin Stimulation das Signal 

des angefärbten nt-GSDMD kaum mit dem Zellmembransignal kolokalisiert. Es 

ist also davon auszugehen, dass unter diesen Umständen kaum mehr nt-

GSDMD Poren in die Zellmembran neutrophiler Granulozyten eingebaut werden. 

Zusätzlich konnte ich zeigen, dass in vitro die Freisetzung von S100A8/A9 aus 

murinen neutrophilen Granulozyten signifikant abnimmt, wenn KV1.3 durch  

PAP-1 blockiert oder genetisch depletiert wurde. Demnach wirkt KV1.3 in neutro-

philen Granulozyten zusammenfassend gesehen als Regulator des E-Selektin-

abhängigen NLRP3 Inflammasoms sowie der Freisetzung von S100A8/A9. 

Es ist bekannt, dass ohne funktionsfähigen KV1.3 die Leukozyten-Rekrutierungs-

Kaskade gestört ist. Neutrophile Granulozyten von KV1.3-/- -Mäusen zeigen in ei-

nem Peritonitismodell im Vergleich zu Zellen von Wildtyp-Mäusen eine vermin-

derte Extravasation (Immler et al. 2022). Im murinen Cremastermodell, das die 

einzelnen Schritte der Leukozytenrekrutierung adressiert, erwies sich KV1.3 im 

Speziellen als Regulator der festen Adhäsion (Immler et al. 2022), also des 
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Schrittes, für den aktivierte β2-Integrine von entscheidender Bedeutung sind 

(Abram and Lowell 2009; Lefort and Ley 2012). Dass sich nun KV1.3 als Regula-

tor des NLRP3 Inflammasoms und damit der S100A8/A9 Freisetzung und der 

daran anschließenden β2-Integrinaktivierung erweist, liefert einen neuen Erklä-

rungsansatz für diese Beobachtungen. 

Klassischerweise wird die Funktion von KV1.3, zu dessen Eigenschaften vor al-

lem in T-Zellen geforscht wurde, dadurch erklärt, dass eine steigende intrazellu-

läre Ca2+-Konzentration zu einer Depolarisation der Zellmembran und damit zu 

einer Öffnung dieses spannungsabhängigen Kanals führt. Durch den Ausstrom 

von Kalium kann nun die Zellmembran hyperpolarisiert und somit die treibende 

Kraft für einen Calciumeinstrom aufrechterhalten werden (Cahalan and Chandy 

2009; Feske, Wulff, and Skolnik 2015). In humanen neutrophilen Granulozyten 

konnte unsere Arbeitsgruppe erst kürzlich nachweisen, dass KV1.3 durch diesen, 

das Membranpotential stabilisierenden Mechanismus die Freisetzung von Cal-

cium aus intrazellulären Speichern (Store Operated Calcium Entry, SOCE) regu-

liert (Immler et al. 2022). Der Calcium-abhängige Kaliumkanal KCa3.1 wirkt, akti-

viert durch ansteigende intrazelluläre Ca2+-Konzentrationen, nach demselben 

Prinzip (Feske, Wulff, and Skolnik 2015). 

Dies wirft im Hinblick auf die Regulation des NLRP3 Inflammasoms in neutrophi-

len Granulozyten die Frage auf, ob KV1.3 das Inflammasom direkt beeinflusst 

oder ob sich das Inflammasom in die Riege der diversen Ca2+-abhängigen Funk-

tionen neutrophiler Granulozyten einreiht und KV1.3 indirekt über die Regulation 

des Calciumeinstroms wirkt. 

Interessanterweise ist für Makrophagen bekannt, dass Ca2+-Mobilisierung in ei-

nem proximalen Schritt der Signalkaskade das NLRP3 Inflammasom reguliert 

(Murakami et al. 2012). Mechanistisch gesehen wurde zum einen nachgewiesen, 

dass auf diese Weise nach ATP Stimulation die Schädigung von Mitochondrien 

vermittelt wird. Dabei trägt sowohl Calcium, das aus den Speichern des endo-

plasmatischen Retikulums freigesetzt wird (SOCE), als auch Calcium, das von 

außen in die Zelle gelangt, zur Initiation des Inflammasoms bei (Murakami et al. 

2012). Zum anderen wurde Ca2+ als Bindungspartner des murinen Calcium-sen-

sing Receptors (CASR) beschrieben. Es kann demnach sogar auch in Absenz 

von ATP durch die Phospholipase C vermittelte Freisetzung von weiterem Ca2+ 
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aus dem ER bei niedrigen intrazellulären cAMP-Konzentrationen als direkter Ak-

tivator des NLRP3 Inflammasoms wirken (Lee et al. 2012). Außerdem ist be-

kannt, dass E-Selektin, das beim in dieser Arbeit untersuchten Signalweg das 

Inflammasom initiiert, beim Calcium Signalling rollender neutrophiler Granulozy-

ten eine Rolle spielt (Chase, Magnani, and Simon 2012). Auch wenn E-Selektin 

allein keine Erhöhung zytosolischer Calciumspiegel - weder durch Einstrom aus 

intrazellulären Speichern (SOCE) noch von extrazellulär - hervorruft, verlängert 

es beispielweise das vom Plättchenaktivierenden Faktor (PAF) ausgelöste Cal-

cium Signalling (McMeekin et al. 2006). 

Demgegenüber wird trotzdem der Ausstrom von Kalium gemeinhin als der ge-

meinsame Auslöser vieler zum NLRP3 Inflammasom führender Signalkaskaden 

angesehen (Muñoz-Planillo et al. 2013) (Pétrilli et al. 2007). So wird auch die 

bereits beschriebene direkte Aktivierung von NLRP3 durch hohe extrazelluläre 

Calciumkonzentrationen (Lee et al. 2012) durch einen Ausstrom von Kalium ver-

mittelt (Muñoz-Planillo et al. 2013). Auch die Aktivierung des NLRP3 Inflamma-

soms durch oxydierte mitochondriale DNA kann nicht durch Inhibitoren des Cal-

cium Signallings unterdrückt werden (Murakami et al. 2012). Des Weiteren akti-

vieren das Ionophor Nigericin oder auch ATP-abhängige P2X7 Kaliumkanäle das 

NLRP3 Inflammasoms in Makrophagen, ohne dabei eine Erhöhung der intrazel-

lulären Calciumkonzentration zu benötigen. Ein Ausstrom vom Kalium spielt bei 

diesen beiden klassischen Mechanismen der NLRP3 Inflammasomaktivierung 

jeweils eine wichtige Rolle (Katsnelson et al. 2015). 

In den durchgeführten Experimenten wurde nun versucht, die Frage nach der 

Bedeutung des Calciums zu adressieren, indem die Aktivität des E-Selektin-ab-

hängigen NLRP3 Inflammasoms in neutrophilen Granulozyten auch bei blockier-

tem Ca2+-abhängigen Kaliumkanal KCa3.1 untersucht wurde. Dazu wurde die 

Substanz TRAM-34 verwendet. 

Auf Proteinebene konnte ich dabei zeigen, dass die Blockade von KCa3.1 die Ak-

tivität des E-Selektin-abhängigen NLRP3 Inflammasoms herabsetzt. Sowohl die 

Entstehung von Caspase-1 als auch die Spaltung von GSDMD war signifikant 

reduziert. Das letztere Ergebnis ließ sich durch die Analyse der Kolokalisation 

zwischen nt-GSDMD- und Zellmembransignal mittels Immunofluoreszenzmikro-

skopie bestätigen. Zwar ergab die statistische Testung hier keine Signifikanz, ich 

konnte jedoch einen Trend beobachten, der in dieser Experimentreihe aber nicht 



5 Diskussion 57 

statistisch nachgewiesen werden konnte. So ist aktuell unklar, welcher Effekt von 

KCa3.1 auf die E-Selektin-abhängige Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms aus-

geht. 

In einem murinen Modell akuter Lungenschädigung erwies sich KCa3.1 für die 

Migration neutrophiler Granulozyten als erforderlich. Die histologische Aufarbei-

tung der Organe ergab zudem, dass in den Lungen der KCa3.1-/- -Mäuse keine zu 

den Endothelzellen adhärenten neutrophilen Granulozyten zu finden waren 

(Henríquez et al. 2016). Es liegt also nahe, dass die Leukozyten-Rekrutierung 

auch hier bei der Initiation der festen Adhäsion unterbrochen ist. Die in dieser 

Arbeit gewonnenen Daten geben in Zusammenschau mit den Beobachtungen 

von Henríquez et al. einen Hinweis darauf, dass KCa3.1 in ähnlicher Weise das 

E-Selektin-abhängige NLRP3 Inflammasom beeinflussen könnte wie KV1.3. Mög-

licherweise wirkt KCa3.1 aber an einer anderen Stelle in der Signalkaskade. Auch 

die Beobachtung, dass PAP-1 und TRAM-34 nicht synergistisch wirken und dass 

keine signifikanten additiven Effekte zwischen den beiden Kanalinhibitoren be-

stehen, spricht nicht gegen diese Hypothese. Für die Freisetzung von S100A8/A9 

scheint jedoch nach aktuellem Wissensstand nur KV1.3 von Nöten zu sein. 

Welche Rolle Calcium beim Einbau von nt-GSDMD Poren spielt, wird teilweise 

immer noch kontrovers diskutiert. Eine besondere Bedeutung kommt neuesten 

Erkenntnissen zufolge einem Calciumeinstrom durch bereits vorhandene nt-

GSDMD Poren zu. Dieser Calciumeinstrom scheint, wie kürzlich gezeigt werden 

konnte, die Reaktionskinetik zwischen geöffneten und geschlossenen Poren 

durch Phosphoinositidmetabolismus zu vermitteln (Santa Cruz Garcia et al. 

2022). Im Allgemeinen haben Ionenströme über die geöffneten nt-GSDMD Poren 

einen hohen Stellenwert. Unsere Arbeitsgruppe konnte hierzu zeigen, dass eine 

Änderung des Membranpotentials neutrophiler Granulozyten nach E-Selektin Sti-

mulation durch Disulfiram, das die Formation von nt-GSDMD Poren inhibiert (Hu 

et al. 2020) und damit Ionenströme über nt-GSDMD Poren unterbindet, gehemmt 

werden konnte. Im Kontext meiner Experimente geben diese Beobachtungen An-

halt dafür, dass ein Calciumeinstrom durch nt-GSDMD Poren KCa3.1 aktivieren 

und dadurch möglicherweise eine positive Feedbackschleife der von KV1.3 ab-

hängigen Inflammasomaktivierung vermitteln könnte. Denkbar ist, dass KV1.3-

abhängig eingebaute nt-GSDMD Poren auch ohne KCa3.1 für eine messbare 
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Freisetzung von S100A8/A9 ausreichen. Hier könnte auch eine durch Calcium-

einstrom herbeigeführte Depolarisation zu einer zusätzlichen, spannungsabhän-

gigen Aktivierung von KV1.3 führen. 

Letztlich konnte die Frage nach der Bedeutung des Calciums in der Signal-

kaskade des NLRP3 Inflammasoms nach E-Selektin Stimulation im Rahmen die-

ser Arbeit nicht abschließend beantwortet werden. Hier läge in jedem Fall ein 

interessanter Ansatzpunkt für weiterführende Experimente. 

Nichtsdestotrotz kann auf Grundlage der erlangten Ergebnisse bereits über den 

möglichen klinisch-therapeutischen Nutzen der untersuchten Signalkaskade dis-

kutiert werden. 

Das NLRP3 Inflammasom selbst wird seit langem als Ziel möglicher antiinflam-

matorischer Medikamente angesehen. Es sind zahlreiche Substanzen beschrie-

ben, die es im Allgemeinen - also auch bei anderen Zelltypen und nach anderen 

Stimuli - direkt beeinflussen. Bekannteste Substanz hierbei ist der Diarylsulfonyl-

harnstoff MCC950 (Coll et al. 2015), der das NLRP3 Inflammasom spezifisch in-

hibiert und in zahlreichen Entzündungsmodellen wirkt. Jedoch bemerkte man in 

einer Phase II Studie zur Therapie der Rheumatoiden Arthritis starke hepatotoxi-

sche Nebenwirkungen von MCC950, die sogar zum Studienabbruch führten 

(Mangan et al. 2018). Andere Substanzen aus dieser Kategorie wären Oridonin, 

ein natürlicher Wirkstoff von Rabdosia rubescens, das die Interaktion von NLRP3 

mit NEK7 inhibiert (He et al. 2018), oder einige Inhibitoren der Bruton-Tyrosin-

kinase (BTK), wie zum Beispiel Ibrutinib oder Acalabrutinib. Die Tyrosinkinase 

BTK ist seit langem ein etabliertes pharmakologisches Ziel und wurde vor kurzem 

als multifunktionaler positiver Regulator des NLRP3 Inflammasoms in Immunzel-

len identifiziert (Bittner et al. 2021). Außerdem - und das macht die BTK im Zu-

sammenhang mit dieser Arbeit in besonderer Weise interessant - ist sie auch 

nach E-Selektin Stimulation in neutrophilen Granulozyten beim Prozess der In-

tegrinaktivierung beschrieben (Mueller et al. 2010). 

Darüber hinaus bietet die Kenntnis des in dieser Arbeit beschriebenen Signal-

wegs im Speziellen den Vorteil, pharmakologisch gezielt auf die schnelle, initiale 

Immunantwort eingehen zu können. Vor allem KV1.3 bietet dazu viele Möglich-

keiten. Die Tatsache, dass Psoralene - zu dieser Gruppe gehört auch PAP-1 - in 

der Klinik bereits seit Jahrzehnten Anwendung finden, unterstreicht das hierin 

liegende therapeutische Potential. So ist in der Dermatologie zum Beispiel das 
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PUVA-Schema, bestehend aus Psoralen in Kombination mit einer UV-A Therapie 

seit den 1970er Jahren in der Therapie der autoinflammatorischen Erkrankung 

Psoriasis vulgaris gebräuchlich (Reid and Griffiths 2020). Hierbei ist die Wirkung 

der Psoralene dadurch beschrieben, dass sie die Photosensitivität der Haut er-

höhen würden. Eine direkte antiinflammatorische Wirkkomponente ist nicht aus-

geschlossen. Jedenfalls wäre aber beim Einsatz von PAP-1 bei anderen Erkran-

kungen von phototoxischen Nebenwirkungen auszugehen (Schmitz et al. 2005).  

Insgesamt liegt ungeachtet der bisher bekannten möglichen Nebenwirkungen in 

der Blockade von KV1.3 durch PAP-1 vor allem aber immenses therapeutisches 

Potential für Erkrankungen mit einem Zuviel an Entzündung. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde dies nochmals untermauert, indem das Wirkspektrum des span-

nungsabhängigen Kaliumkanals KV1.3 um die E-Selektin-abhängige NLRP3 In-

flammasomaktivierung, und damit um einen für die feste Adhäsion neutrophiler 

Granulozyten sehr wichtigen Prozess, erweitert werden konnte. 
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