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2 Einleitung

2.1 Neutrophile Granulozyten

2.1.1 Allgemeines und Lebenszyklus

Neutrophile Granulozyten reprasentieren bei Menschen mit einem Anteil von 50-70% die
grolte Gruppe der Leukozyten im peripheren Blut (Schaff 2008; Ivetic 2019). Sie sind
entscheidend fir das Uberleben der Menschen, denn Defekte in der Funktionsweise dieser
Zellen fiihren durch Infektionen mit Bakterien oder Pilzen zu verkirzten Lebenszeiten
(Stadtmann 2013). Neutrophile Granulozyten entstehen kontinuierlich im Knochenmark.
Die Bildung wird durch den Faktor G-CSF (,, engl. fiir Granulocyte Colony-Stimulating
Factor®) gesteuert, das unter anderem von Endothelzellen synthetisiert wird. Dieser
Vorgang ist wiederum von Interleukin-23 abhangig, welches von gewebestandigen
Makrophagen produziert wird (Kolaczkowska 2013). Freigesetztes Interleukin-23
stimuliert wiederum die Differenzierung und Freisetzung von Interleukin-17 aus TH17-
Zellen. Interleukin-17 stimuliert dann die Sekretion von G-CSF vor allem aus
Endothelzellen (Stark 2005; Ley 2018). Im Knochenmark werden pro Tag eine Milliarde
Neutrophile pro Kilogramm Kdérpergewicht gebildet. Im Falle einer Entzlindungsreaktion
kann diese Zahl auf bis zu zehn Milliarden Zellen ansteigen (Ley 2018). Nach der Reifung
im Knochenmark werden die Zellen in die Zirkulation freigesetzt. In Bereichen von
Infektionen konnen die Zellen lokal rasch auswandern (Rosales 2020). Die
Uberlebensdauer der neutrophilen Granulozyten wird mit 10-12 Stunden angenommen.
Am Ende ihres Lebens werden die Zellen durch Leber, Milz und Knochenmark wieder
aus der Zirkulation entfernt (Aroca-Crevillén 2024). Sterben sie allerdings bereits im
Gewebe oder in der Zirkulation durch Apoptose ab, dann werden sie hier durch

Makrophagen entfernt (Rosales 2020).

2.1.2 Biologische Funktion

Neutrophile Granulozyten stellen die erste Linie der Immunabwehr gegentber
eindringenden Bakterien, Protozoen, Viren und Pilzen dar (Mdcsai 2013; Ley 2018;
Németh 2020). Neutrophile besitzen die Fahigkeit schnell aus dem GefaRsystem
auswandern zu konnen und sind deshalb die ersten Zellen, die an einen Ort einer akuten
Entziindung gelangen (Pruenster 2016). Hier Ubernehmen neutrophile Granulozyten
wichtige Aufgaben in Bezug auf die Koordination der Immunantwort und sind einer der
wichtigsten Akteure wéhrend akuter und chronischer Entziindungsreaktionen

(Kolaczkowska 2013; Németh 2020). Als Bestandteil des angeborenen Immunsystems

1



sind neutrophile Granuloyzten mit einer Vielzahl an Abwehrmechanismen ausgestattet
(Mantovani 2011). Pathogene kdnnen durch Phagozytose in das Innere von Neutrophilen
aufgenommen werden. Im Anschluss daran werden Pathogene intrazelluldr durch ROS
(,,engl. fiir Reactive Oxygen Species®) oder antibakterielle Proteine abgetOtet. Eine
andere Mdoglichkeit ist eine extrazelluldre Freisetzung dieser antibakteriellen Proteine aus
den Granula der neutrophilen Granulozyten, wodurch Eindringlinge abgetdtet werden
konnen (Kolaczkowska 2013; Rosales 2020). Aktivierte neutrophile Granulozyten
konnen zudem extrazelluldare Pathogene durch die Bildung von NETSs (,,engl. fiir
Neutrophil Extracellular Traps*) abtoten. Hierbei wird die DNA zusammen mit
Histonen, verschiedenen Proteinen und Enzymen aus der Zelle freigesetzt, um Angreifer
entweder zu immobilisieren und sie damit Phagozyten zu préasentieren oder sie direkt
abzutoten (Kolaczkowska 2013; Mocsai 2013; Németh 2020). Neutrophile Granulozyten
ubernehmen nicht nur antimikrobielle Funktionen des angeborenen Immunsystems,
sondern auch immunmodulatorische Aufgaben. Damit stellen sie eine wichtige
Schnittstelle zwischen dem innaten und adaptiven Immunsystem dar (Kolaczkowska
2013; Rosales 2020; Németh 2020). Durch die Produktion und Ausschittung von
Chemokinen, Zytokinen und angiogenen Stoffen rekrutieren neutrophile Granulozyten
weitere Neutrophile, aber auch Makrophagen, dendritische Zellen, natiirliche Killerzellen
und T-Zellen zum Ort der Entziindung (Mantovani 2011; Tecchioa 2016). Neutrophile
koordinieren somit eine Verstarkung der Immunantwort sowohl des angeborenen als auch
des adaptiven Immunsystems und ermdglichen eine Interaktion zwischen den
unterschiedlichen Immunzellen am Ort der Entziindung (Tecchioa 2016). Zudem wird in
jungerer Zeit diskutiert, dass es ihnen moglich ist vom Ort der Infektion in sekundare
lymphatische Organe auszuwandern, wo sie dann als Antigen-prasentierende Zellen mit
Lymphozyten interagieren und somit auch Teil der spezifischen Immunabwehr sind (Yao
2015; Rosales 2020). Die vielfaltigen und wichtigen Funktionen der Neutrophilen
erklaren zum einen weshalb ein Mangel an diesen Zellen zu einer Immundefizienz und
damit bis hin zum Tod fuhren und zum anderen warum eine tiberschiel}ende Aktivierung
der Neutrophilen zu signifikanten Gewebeschaden flihren kann, zum Beispiel im Rahmen
von Ischdmie-Reperfusionsvorgangen bei Herzinfarkten oder Schlaganfallen, aber auch

bei Autoimmunerkrankungen (Kolaczkowska 2013).

2.2 Diapedese der neutrophilen Granulozyten

Damit neutrophile Granulozyten ihre vielfaltigen Funktionen im Gewebe erfiillen

konnen, ist eine rasche Auswanderung aus dem GefaRsystem an den Ort der
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Entziindungsreaktion entscheidend (Pruenster 2016). Dieser Vorgang ist ein stark
regulierter Prozess, der aus vielen, nacheinander ablaufenden Schritten besteht (Ley
2007; Xu 2008; Schmidt 2013). Die einzelnen Schritte umfassen das Rollen, das
langsame Rollen, das Starken der Adhdsion, das Kriechen, die transendotheliale
Migration und schlieRlich die Uberwindung der Basalmembran (siehe Abb.1; Ley 2007).
Die Auswanderung der neutrophilen Granulozyten findet aufgrund der glnstigen

physikalischen Eigenschaften vor allem in postkapillaren Venolen statt (Schmidt 2013).

2.2.1 Rollvorgang bei neutrophilen Granulozyten

Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten aus dem GeféalRsystem beginnt mit
Veranderungen auf der Zelloberflache der Endothelzellen der Gefalwénde. Hierbei
werden durch Entziindungsmediatoren, die aus gewebestandigen dendritischen Zellen,
Makrophagen und Stromazellen im Gewebe bei Kontakt mit Pathogenen freigesetzt
werden, Adhdsionsmolekile wie beispielsweise Selektine auf der Endotheloberflache
exprimiert. Vor allem P-Selektin aus den sogenannten Weibel-Palade-Kérperchen und
neu-synthetisiertes E-Selektin werden als Folge der Endothelzellaktivierung auf der
Zelloberflache des Endothels prasentiert (Phillipson 2011; Kolaczkowska 2013). Sobald
P- und E-Selektin auf der Oberflache auftreten, kbnnen sie mit ihren Bindungspartnern
auf den neutrophilen Granulozyten interagieren. Diese sind PSGL-1, L-Selektin,
glykosyliertes CD44 und der E-Selektin-Ligand ESL-1 (Sperandio 2009). Die
Interaktionen zwischen den Selektinen auf dem Endothel und ihren Liganden auf der
Oberflache der Granulozyten fiihren zu kurzen Kontakten zwischen den Zellen und der
Gefallwand. Diese kurzen Kontakte bedingen das Rollen der Zellen entlang der
Gefalwand (Sperandio 2009). Im Verlauf nimmt die Rollgeschwindigkeit der Zellen ab,
was zum langsamen Rollen der Zellen entlang des Endothels fuhrt (Phillipson 2011).
Durch Selektin-vermitteltes Rollen werden die f2-Integrine wie beispielweise LFA-1
(,,engl. fiir Lymphocyte function-associated antigen 1) aktiviert (Stadtmann 2013;
Morikis 2017). Dieses Inside-Out-Signalling bewirkt die Bindung von aktivierten f2-
Integrinen an ICAM-1 (,engl. fiir intercellular adhesion molecul 1°) auf dem
entzlindeten Endothel, was zum langsamen Rollen der neutrophilen Granulozyten fiihrt
(Morikis 2017).

Zusétzlich binden Chemokine wie CXCL1 an ihren jeweiligen G-Protein-gekoppelten
Chemokin-Rezeptor (u.a. CXCR2) auf neutrophilen Granulozyten. Die dadurch
ausgelosten intrazelluldren Signalkaskaden Uberfiihren die p2-Integrine schlieBlich in

ihren hochaffinen Zustand. Die Interaktionen und Bindungen zwischen den hochaffinen
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B2-Integrinen und ICAM-1 auf dem Endothel bringen die rollende Zelle schlieRlich zum
Stehenbleiben und zur festen Adhdsion am Endothel trotz des weiterhin regulér
bestehenden Blutflusses (Phillipson 2011; Morikis 2017).

Eine weitere Moglichkeit der beta2-Integrin-Aktivierung erfolgt Uber eine autokrine
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten. Durch die Stimulation der Granulozyten mit
E-Selektin auf dem entziindeten Endothel wird Calprotektin aus den Zellen freigesetzt.
Das freigesetzte Protein bindet extrazelluldr an den TLR4-Rezeptor (,, engl. fiir Toll-like
receptor 4*). Dies aktiviert wiederum die schnelle intrazelluldre ablaufende
Signalkaskade MyD88 und Rap-1-GTP, die zu einer Aktivierung der beta2-Integrine
fihrt. Die beta2-Integrine werden auf diese Weise ebenfalls in ihre intermediér- bzw.
hochaffine Form uberfiihrt (Pruenster 2015). Dieser Vorgang unterstiitzt ebenfalls das

langsame Rollen und Stehenbleiben der Granulozyten (Morikis 2017).

2.2.2 Kiriech- und Auswanderungsprozess neutrophiler Granulozyten

Der Kriechvorgang der Granulozyten entlang des Endothels dient dazu, einen optimalen
Ort zu finden, um die Zirkulation verlassen zu kénnen. Vor allem Bereiche eines Zell-
Zell-Kontakts am Endothel eignen sich besonders gut, um aus dem Gefal3system
auszuwandern (Kolaczkowska 2013). Wahrend des Fortbewegungsprozesses entlang der
Gefalwand ist es notwendig, dass stdndig neue Bindungen zwischen dem auf dem
Endothel exprimierten ICAM-1 und MAC-1 (,, engl. fiir Macrophage-1 Antigen ) auf den
neutrophilen Granulozyten gebildet werden. Bereits vorhandene Bindungen missen
wiederum aufgeldst werden. (Ley 2007).

Im Rahmen der Transmigration mussen die auswandernden Zellen noch drei Barrieren
uberwinden. Hierzu z&hlen die Endothelzellen, die Basalmembran und die das Gefal}
umgebenden Perizyten. Besonders anspruchsvoll ist hierbei die Passage der
Basalmembran (Ley 2007). Die Zellen kénnen sowohl trans- als auch parazelluléar aus
dem Geféalisystem auswandern. Bevorzugt wird von Neutrophilen allerdings die
parazellulare Route (80%). Hierbei unterstiitzen die Endothelzellen die auswandernden
Leukozyten durch eine aktive Anpassung der Zellstruktur ber Verdnderungen des
Zytoskeletts sowie der entsprechenden Oberflachenstrukturen (Phillipson 2011; Parsons
2012; Kolaczkowska 2013). Bei der Durchwanderung der Basalmembran spielen mehrere
Faktoren eine Rolle. Zum einen die aktive Loslosung der extrazellularen Matrix von den
Endothelzellen, wodurch Liicken geschaffen werden und zum anderen die Freisetzung
von Proteasen aus den neutrophilen Granuloyzten, um sich einen Weg durch die Matrix

,,schneiden® zu konnen (Kolaczkowska 2013).
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Abbildung 1 — Leukozyten-Rekrutierungskaskade
Die Auswanderung neutrophiler Granulozyten stellt einen stark regulierten Prozess dar, der aus
mehreren nacheinander ablaufenden Schritten besteht. Die einzelnen Phasen der Diapedese
umfassen das Rollen, das langsame Rollen, das Starken der Adhésion, das Kriechen, die

transendotheliale Migration und schlielich die Uberwindung der Basalmembran.
(Abbildung basierend auf: Ley 2007; Schmidt 2013; Filippi 2019; erstellt mit Biorender.com)

2.3 Calprotektin

2.3.1 Allgemeines

Calprotektin —auch MRP 8/14 oder S100 A8/A9 genannt — gehort zur Familie der S100-
Proteine. Diese Gruppe besteht aus 22 Mitgliedern und bildet die groRte Gruppe an
Proteinen, die eine Kalzium-bindende Helix-Loop-Helix-Struktur aufweisen (Vogl
2012). Sowohl S100A8 mit einem molekularen Gewicht von 10,8 kDa als auch S100A9
mit einem Gewicht von 13,2 kDa kdnnen jeweils zwei Calcium-lonen binden (van den
Bos 1996; Vogl 1999; Vogl 2012). Calprotektin wird insbesondere in Zellen der
myeloiden Reihe exprimiert (Pruenster 2016; Vernia 2019). In neutrophilen Granulozyten
macht es bis zu 45% der zytosolischen Proteine aus, wohingegen das Protein in
Monozyten unter physiologischen Bedingungen einen Anteil von circa 5% ausmacht
(Edgeworth 1991; Newton 1998). Zudem fiihrt eine weitere Differenzierung von
Monozyten hin zu Makrophagen zu einem Verlust der S100A8/9-Expression (Lagasse
1992).

2.3.2 Funktionen des Calprotektins

S100A8 und A9 konnen als Homo- oder Heterodimere und als Heterotetramere auftreten

(Foell 2004; Vogl 2012; Pruenster 2016). Fur jede dieser Konfigurationen sind

unterschiedliche biologische Funktionen beschrieben, allerdings ist die Relevanz der

Homodimere in vivo noch nicht abschlieRend geklart (Pruenster 2016). Unter

physiologischen Umsténden spielen insbesondere die Heterodimere eine wichtige Rolle

(Foell 2004; Vogl 2012). Eine Freisetzung von Calprotektin aus neutrophilen
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Granulozyten erfolgt entweder Uber eine passive Freisetzung aus den Zellen im Rahmen
einer Zelllyse oder Uber eine aktive Sekretion. Dies tritt insbesondere wéhrend akuter
oder chronischer Entziindungsprozesse auf. Hier fungiert Calprotektin als Warn- und
Gefahrensignal (Pruenster 2016). Das Protein gehdrt zur Gruppe der DAMPS (,, engl.
damage-associated molecular pattern)  (Pruenster 2016; Jarlborg 2020).
Charakteristisch fiir diese Proteine ist eine Doppelfunktion. Intrazelluldr leisten sie einen
wichtigen Beitrag zur Zellhomoostase (Bianchi 2007; van Lent 2008; Chan 2012),
wohingegen sie extrazellular durch die Aktivierung und Rekrutierung von Immunzellen
eine Immunantwort auslosen kénnen (Foell 2004; Foell 2007). Im Folgenden soll ein

Uberblick tiber die intra- und extrazelluldren Funktionen des Proteins gegeben werden.

2.3.2.1 Intrazellulare Funktionen

Die intrazelluldre Funktion von Calprotektin ist immer noch nicht ausreichend
verstanden, aufgrund der Kalzium-bindenden-Eigenschaft von Calprotektin wird jedoch
vermutet, dass das Protein Kalzium-vermittelte Signale an andere Strukturen der Zelle
ubertragen kann (Vogl 2012). So kommt es in neutrophilen Granulozyten und Monozyten
zu einer Kalzium-abhéngigen Verlagerung von Calprotektin an die Zellmembran. Hier
Ubernimmt das Protein eine wichtige Funktion in der Interaktion zwischen dem
Zytoskelett und der Zellmembran (Roth 1993). Insbesondere ein Einfluss auf
Mikrotubuli, Vimentin, Keratin und Actin konnte nachgewiesen werden (Goebeler 1995;
Rammes 1997; Vogl 2004). Die direkte Interaktion von Calprotektin und Tubulin fihrt
zu einer Polymerisation der Mikrotubuli. In diesem Prozess dient S100A9 als
regulierende Untereinheit, denn eine Phosphorylierung durch die p38-MAP-Kinase
verhindert die Interaktion mit Tubulin und somit auch die Polymerisation der Mikrotubuli
(Vogl 2004; Lominadze 2005). Die Polymerisation und die Reorganisation des
Zytoskeletts sind essenziell fiir die Fortbewegung der Phagozyten im Gewebe (Vogl
2004). Zudem konnte zwischen dem Auftreten von heterotetrameren Calprotektin-
Komplexen und der Polymerisation des Mikrotubulussystems ein positiver

Zusammenhang festgestellt werden (Leukert 2006).

2.3.2.2 Extrazelluldre Funktionen

Als DAMP tragt Calprotektin extrazellular zu einer Verstarkung der inflammatorischen
Antwort bei (Bianchi 2007; Vogl 2012). Die Bindung von Calprotektin an GAG-
(,, Glykosaminglykan ), RAGE- (,engl. fiir receptor for advanced glycation
endproducts ©) und TLR4-Rezeptoren fiihrt zu einer Stimulation von Endothelzellen und
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Leukozyten (Robinson 2002; Vogl 2007; Narumi 2015; Pruenster 2016). Diese
Rezeptorbindung aktiviert den MAPKinase- und NF-xB-Signalweg (Srikrishna 2005;
Hermani 2006). Das fiihrt zu einer Produktion und Freisetzung von inflammatorischen
Zytokinen und Chemokinen (Takeda 2003; Akira 2004). Dadurch erfolgt wiederum eine
Aktivierung und Rekrutierung von weiteren Zellen des angeborenen, aber auch des
adaptiven Immunsystems (Bianchi 2007; VVogl 2012). Besonders auf die Auswanderung
der Leukozyten aus dem Gefallsystem hat Calprotektin einen Einfluss (Newton 1998).
Bei neutrophilen Granulozyten kommt es durch die Bindung an den TLR4-Rezeptor zu
einer Aktivierung und Konfirmationsédnderung der beta2-Integrine. Die Folge hiervon ist
ein verlangsamtes Rollen der Immunzellen auf dem Endothel und somit eine schnellere
Auswanderung der Zellen aus der Blutbahn (Pruenster 2015). All diese Eigenschaften
von Calprotektin fiihren zu einer Verstarkung des entziindlichen Signals und damit der
inflammatorischen Antwort (Bianchi 2007; Chan 2012).

Das Protein weist aber auch selbst antibakterielle Eigenschaften im Gewebe, im Blut oder
im Liquor auf (Steinbakk 1990; Sohnle 1991). Diese Féahigkeit beruht auf der Eigenschaft
der heterodimeren Proteinkomplexe Zink binden zu kénnen. Bei diesem Vorgang kommt
es zur Heterotetramerisation, wobei sich zwei Heterodimere zusammenlagern und dabei
bis zu 12 Zinkionen binden kdénnen. Zink ist ein essenzielles Spurenelement flr
bakterielles Wachstum (Sohnle 2000; VVogl 2006; Vogl 2012).

Die Freisetzung von Calprotektin im Rahmen von Immunreaktionen fuhrt dazu, dass bei
einer Reihe von unterschiedlichen Erkrankungen erhohte Spiegel des Proteins

nachgewiesen werden kénnen (Pruenster 2016; Jarlborg 2020).

2.3.3 Klinische Bedeutung des Calprotektins

Mit Hilfe von Calprotektin-Knockout-Mausen wurde die Bedeutung des Proteins im
Rahmen vieler Erkrankungen verdeutlicht (Pruenster 2016). So konnte die Relevanz des
Calprotektins wahrend steriler Infektionen wie einer akuten Pankreatitis nachgewiesen
werden (Schnekenburger 2008). Grol’e Mengen des Proteins wurden auch im Liquor von
Patienten mit einer Pneumokokken-Meningitis gefunden (Wache 2015). Ebenso konnte
der starke Einfluss des Calprotektins auf die Letalitdit wahrend eines durch LPS
ausgeldsten septischen Schocks gezeigt werden (Vogl 2007).

Neben der wichtigen Rolle des Calprotektins wahrend entzlindlicher Prozesse konnte
zudem auch eine starke Vermehrung des Proteins in mehreren Tumorentitaten festgestellt
werden. Hierbei sind vor allem Brust-, Lungen-, Prostatakrebs und die malignen

Erkrankungen des gastro-intestinalen Systems zu nennen (Pruenster 2016). So kann
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beispielsweise ber den S100A9-CXCL12-Signalweg bei BRCA-1-mutiertem
Mammakarzinom eine Tumor-Mikroumgebung geschaffen werden, die ein verstarktes
Wachstum des Tumors und eine Resistenz gegentber Immuntherapien fordert (Li 2022Db).
Die hohen Proteinlevel von Calprotektin bei verschiedenen entzindlichen Erkrankungen
und vor allem die gute Korrelation zwischen der messbaren Proteinmenge mit dem
klinischen Verlauf der Erkrankung pradestinieren Calprotektin als Biomarker flr diese
Erkrankungen (van Lent 2008; Sipponen 2008; Pruenster 2016). Im Folgenden soll die

klinische Bedeutung des Proteins anhand zweier Beispiele aufgezeigt werden.

2.3.3.1 Calprotektin als Marker bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Die Bestimmung des Calprotektins im Faces von Patienten gilt als wichtige
Verlaufskontrolle bei chronisch entztindlichen Darmkrankheiten wie Morbus Crohn oder
Colitis Ulcerosa und wird auch in der aktuellen S3-Leitlinie der deutschen Gesellschaft
fur Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten empfohlen (Vernia
2019; Sturm 2021). Denn die Menge an fédkalem Calprotektin korreliert sowohl mit der
Krankheitsaktivitat als auch mit den Ergebnissen der endoskopischen Untersuchungen
(Sipponen 2008). Besonders die Tatsache, dass es sich um ein nicht-invasives und &ulierst
kostenguinstiges Verfahren handelt, sprechen neben der gleichméBigen Verteilung im
Stuhl, der langen Stabilitat bei Raumtemperatur und dem einfachen Messverfahren fir
den Einsatz des Proteins als intestinaler Entzindungsmarker (Fatemeh Khaki-Khatibia
2020). Zudem flihren diese Tatsachen zu einer hohen Akzeptanz des Tests bei den
betroffenen Patienten (Vernia 2019). Die Bestimmung des Calprotektin-Spiegels im Stuhl
der Patienten erlaubt im Weiteren die Unterscheidung zwischen organischen und
funktionalen intestinalen Erkrankungen und hilft zusatzlich den Verlauf einer Erkrankung
vor allem wahrend einer entsprechenden Therapie besser abbilden zu kénnen (Manceau
2017).

2.3.3.2 Calprotektin und COVID-19
Im Jahr 2019 ist die durch das SARS-CoV-2 hervorgerufene COVID-19-Erkrankung

ausgebrochen, die sich durch die Verbreitung in mehrere hundert L&ndern zu einer

weltweiten Pandemie entwickelt hat (Shi 2020). Bei den Patienten wird meist ein
moderater Verlauf mit Fieber, Husten und Dyspnoe festgestellt. Einige entwickeln aber
auch schwere Verlaufe mit einem akuten Atemnotsyndrom, das oft mit einem
Multiorganversagen  einhergeht. Eine intensivmedizinische Versorgung und

Uberwachung der Patienten ist die Folge (Silvin 2020). Bei Patienten mit diesen schweren
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Verlaufen kann im Blut ein schneller und extremer Anstieg von Zytokinen nachgewiesen
werden. Hierbei steigen vor allem die Werte von Interleukin-6, Interleukin-2R,
Interleukin-10 und TNF-a (,,engl. fiir Tumor Necrosis Factor-alpha*) stark an (Chen
2020g; Silvin 2020).

In Untersuchungen von hospitalisierten Patienten mit einer nachgewiesenen COVID-19-
Infektion konnten erhdhte Serumspiegel des Calprotektins gemessen werden (Shi 2020;
Silvin 2020; Chen 2020b). Zusétzlich zeigte sich, dass Patienten mit schwereren
Krankheitsverldufen besonders hohe Calprotektin-Spiegel im Blut aufweisen (Shi 2020).
Aufgrund der pro-inflammatorischen Eigenschaften des Proteins geht man davon aus,
dass die erhdhten Calprotektin-Level den starken Anstieg der Zytokine beglinstigen, die
wiederum zum schweren Krankheitsverlauf der Patienten mit einer UberschieRenden
Immunreaktion flhren (Silvin 2020). Chen et al zeigten zudem, dass hohe Calprotektin-
Level bereits mit einem hohen Risikowert im sogenannten COVID-GRAM, einem Tool
zur Risikostratifizierung bei COVID-19 Erkrankten, und mit einer erhdhten Mortalitat
der Patienten einhergehen. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Uber die
Rekrutierung von Zellen des angeborenen Immunsystems und insbesondere der
neutrophilen Granulozyten, wéhrend einer COVID-19-Infektion, eine groRe Menge des
Calprotektins freigesetzt wird. Dies wiederum fihrt ber die pro-inflammatorische
Wirkung des Proteins zu einem starken Anstieg der Zytokine im Blut der Patienten, was
wiederum zu einer berschiefenden Immunreaktion mit schwerem Krankheitsverlauf
fuhren kann (Silvin 2020).

2.3.4 Sekretion des Calprotektins

Die Freisetzung von DAMPs erfolgt im Allgemeinen entweder passiv (ber einen nicht
programmierten Zelltod oder eine aktive Sekretion (Bianchi 2007; Voganatsi 2001;
Urban 2009). Da Calprotektin die entsprechende Signalsequenz fehlt, um Utber die
klassische Golgi-Route aus der Zelle freigesetzt zu werden, muss die aktive Freisetzung
uber einen Golgi-unabhdngigen Sekretionsweg erfolgen (Rammes 1997; Foell 2007;
Ehrchen 2009). Untersuchungen haben ergeben, dass der GroRteil des Proteins die Zelle
durch aktive und nicht durch passive Sekretion verlasst (Rammes 1997). Der genau
zugrundeliegende molekulare Mechanismus ist bisher nicht bekannt, allerdings konnte
gezeigt werden, dass ein entzindlich veradndertes Endothel die Freisetzung des Proteins
triggert (Frosch 2000). Eine genauere Untersuchung in Mausen zeigte zudem, dass die
Interaktion von E-Selektin auf den Endothelzellen mit PSGL-1 auf den Immunzellen zur

Freisetzung von Calprotektin aus neutrophilen Granuloztyen fiihrt (Pruenster 2015).
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Interleukin-1B (IL-1pB), ein ebenfalls proinflammatorisch wirkendes Zytokin, weist
ahnlich wie Calprotektin keine Signalsequenz fur eine klassische Freisetzung ber den
Golgi-Apparat auf (Broz 2015; Evavold 2018). Aus diesem Grund war der
zugrundliegende molekulare Mechanismus der Sekretion flr lange Zeit ebenfalls
unbekannt (Martin-Sanchez 2016; Evavold 2018). Erst mit der Beschreibung der
GSDMD-Poren im Jahr 2015 konnte die Signalkaskade fir die Freisetzung von IL-1f3
entschlisselt werden. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass die aktive IL-1pB-
Sekretion Uber einen NLRP3-Inflammasom-abhéngigen (,,engl. fiir NLR family pyrin
domain containing 3 ‘) Signalweg und Bildung von GSDMD-Poren in der Zellmembran
erfolgt (Shi 2015; He 2015; Kayagaki 2015).

2.4 Inflammasom-abhangige Proteinsekretion

2.4.1 Aufbau und Struktur des NLRP3-Inflammasoms

Das NLRP3-Inflammasom ist ein Multiproteinkomplex des angeborenen Immunsystems,

der sich intrazelluléar unter anderem durch die Stimulation der Zelle durch DAMPs und
PAMPs (, Pathogen-associated molecular patterns*) formiert und insbesondere in
Monozyten und Makrophagen gut charakterisiert ist (Evavold 2018; Sharma 2021).
Generell kdnnen mehrere unterschiedliche Inflammasom-Typen unterschieden werden,
wobei die grundsatzliche Struktur sehr konsistent ist. So bestehen die Komplexe immer
aus einer Rezeptordomdne. Diese ist fiir die Registrierung des jeweiligen Stimulus
entscheidend und namensgebend fir das jeweilige Inflammasom (Evavold 2018). Es
konnen NLR (,,engl. fiir nucleotide-binding domain-like receptors), RLR (,,engl. fiir
RIG-I-like Rezeptoren®) und AIM2 (,, engl. fiir Absent in Melanoma 2*) unterschieden
werden, wobei die NLRs nochmals anhand ihrer molekularen Struktur unterteilt werden
(Broz 2016; Sharma 2021). NLRPs enthalten eine Pyrin-Doméne, wohingegen die
NLRCs eine CARD-Domane (,,engl. fiir Caspase recruitment domain*) auszeichnet.
Diese Eigenschaft ist fir die weitere Struktur des Proteinkomplexes entscheidend
(Deepika 2016). Wahrend die CARD-Doméne direkt eine Effektor-Caspase bindet und
aktiviert, rekrutiert und bindet dagegen die Pyrin-Domane zunéchst das Adaptormolekdil
ASC (apoptosis-associated speck like protein containing a caspase recruitment domain)
(Jin 2013; Cai 2014; Evavold 2018). Dieses kann durch Interaktion mit der Pyrin-Doméne
weiterer ASC-Molekile weitreichende Filamente ausbilden. An der AuRenseite der
Komplexe sind wiederum CARD-Domanen angeordnet, welche die Effektor-Caspasen
binden und aktivieren (siehe Abb. 2; Broz 2016). Somit kommt es durch das
Adaptormolekil ASC zu einer deutlichen Verstarkung des inflammatorischen Signals
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(Broz 2010). Das NLRP3-Inflammasom kann durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert
werden und Ubernimmt in der Abwehr gegenuber Bakterien, Pilzen und anderen
Pathogenen eine wichtige Rolle, weshalb die Struktur und Funktionsweise im Folgenden
genauer dargestellt wird (Latz 2013; Man 2015).

2.4.2 Signalkaskade des NLRP3-Inflammasoms

Das NLRP3-Rezeptor-Protein reagiert auf eine groRe Anzahl von verschiedenen Stimuli
wie beispielsweilie extrazelluldres ATP, Bakterien und Harnsaurekristalle. Aufgrund der
groRen Bandbreite an mdglichen Stimuli scheint das Sensor-Protein nicht direkt die
maoglichen Stimuli zu binden, sondern vielmehr durch ein gemeinsames intrazelluldres
Signal aktiviert zu werden (Kelley 2019). Sobald ein entsprechender Stimulus erkannt
wird, bindet das Adaptormolekil ASC Uber eine Pyrin-Pyrin-Interaktion an das
Sensorprotein (Vajjhala 2012; Jin 2013). Durch die Anreicherung von weiteren ASC-
Molekilen kommt es zur Bildung von Filamenten. Diese lagern sich wiederum zu
makromolekularen Aggregaten, den sogenannten ASC-Specks zusammen (Lu 2014). Auf
ihre Oberflache tragen diese Komplexe CARD-Domanen. An diese Stellen konnen im
néchsten Schritt pro-Caspasel-Molekiile binden und dadurch aktiviert werden (Broz
2010). Der Adaptor ASC bildet somit zum einen eine Schnittstelle zwischen dem Sensor
und der Effektor-Caspase und verstarkt zum anderen durch die Zusammenlagerung mit
weiteren ASC-Proteinen und durch die Aktvierung der Caspase-1 das initiale Signal (Lu
2014; Broz 2016). Die aktivierte Caspase-1 tberfiihrt das inaktive pro- IL-1p in seine
biologisch aktive Form (Broz 2015) Zusatzlich wird der n-terminale Teil des GSDMD
durch die Caspase-1 von seinem c-terminalen Teil getrennt. Vom c-terminalen Ende des
GSDMDs wird eine auto-inhibitorische Funktion auf den n-terminalen Teil vermutet
(Sborgi 2016; Broz 2020). Der durch die Caspase-1 freigesetzte n-terminale Teil des
GSDMDs kann Uber Zusammenlagerung mit weiteren nt-GSDMDs Poren in der
Zellmembran bilden. Hierbei interagiert der n-terminale Teil des Proteins direkt mit den
Lipiden der Zellmembran. Besonders Lipide mit negativ-geladenen Kopfgruppen, die
sich auf der Innenseite der Zellmembran befinden, werden bevorzugt (Ding 2016; Broz
2020). Bei Untersuchungen mit Hilfe des atomic-force-Mikroskops konnten die Mal3e der
GSDMD-Poren bestimmt werden. Der innere Durchmesser der GSDMD-Poren wird
durchschnittlich mit einer GroRe von 10-15 nm angegeben (Gaidt 2016; Evavold 2018).
IL-1B mit einer Grolze von 4,5 nm kann somit also relativ einfach das Zellinnere durch
die GSDMD-Poren verlassen (Evavold 2018). Die Bedeutung der GSDMD-Poren

wahrend des Sekretionsprozesses konnte zudem im Maus Modell mit GSDMD--Mausen
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unterstrichen werden. Aus den Zellen dieser Tiere konnte trotz Stimulation kein IL-1f3
freigesetzt werden (Ding 2016). Allerdings ist der kleine Durchmesser der Poren auch der
Grund dafir, dass nur sehr kleine Proteine auf diese Weise aus der Zelle freigesetzt
werden koénnen, wie beispielweise das erwéhnte Interleukin-1beta, Interleukin-18 oder
die Caspasel. Groliere Proteine wie zum Beispiel LDH (Laktatdehydrogenase) kdnnen

so nicht aus der Zelle freigesetzt werden (Gaidt 2016).

2.4.3 Pyroptose
Als Pyroptose wird eine spezielle Art des lytischen Zelltods bezeichnet (Kovacs 2017).

Diese unterscheidet sich vor allem bezlglich morphologischer Gesichtspunkte
mafRgeblich von der in den Zellen ablaufenden Apoptose (Shi 2016). Die Apoptose
zeichnet sich durch die Umwandlung der Zelle in Apoptose-Korperchen aus, die dann
von Phagozyten entfernt werden. Die Pyroptose dagegen ist durch die Bildung von
GSDMD-Poren in der Zellmembran gekennzeichnet (Shi 2016, Kovacs, 2017). Die Poren
bedingen ein osmotisch verursachtes Anschwellen der Zellen und eine Ruptur der
Zellmembran, was wiederum zur Freisetzung von zytoplasmatischen Stoffen fuhrt. (Broz
2016; Kovacs 2017). Durch die Ruptur der Zellmembran kénnen aber auch Stoffe aus der
Zelle freigesetzt werden, die sonst nicht durch den kleinen Porendurchmesser gelangen,
wie beispielweise das LDH, welches auch klassischer Weise als Indikator fur den Zelltod
eingesetzt wird (Gaidt 2016).

Die Pyroptose tibernimmt wichtige Aufgaben im Zusammenhang mit der Verteidigung
des Organismus gegenlber Bakterien und anderen Pathogenen (Kovacs 2017). Eine
grolRe Anzahl an unterschiedlichen Bakterien, die Pyroptose in den Zellen ausldsen, sind
mittlerweile bekannt. Dazu gehoren unter anderem Shigellen, Salmonellen, Yersinien und
Listerien (Xia 2018). Pathogene verwenden oft korpereigene Zellen als Nische fiir den
Replikationsprozess. Durch die Aktivierung des Inflammasoms und die Einleitung der
Pyroptose wird diese Replikationsnische zerstort und die Pathogene aus der Zelle
freigesetzt (Man 2017). Ein weiterer Mechanismus basiert darauf, dass die Pathogene in
den pyroptotischen Zellen mit rupturierter Zellmembran in einer sogenannten ,,Poren-
induzierten intrazellularen Falle“ gefangen werden. Dort werden sie dann von
Phagozyten eliminiert (Kovacs 2017). In die Umgebung der pyroptotischen Zelle werden
zudem aus dem Zytosol viele pro-inflammatorische Zytokine freigesetzt, was lokal die
Entziindungsreaktion verstarkt und umliegende Entziindungszellen aktiviert (Kovacs
2017, Man, 2017).
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Abbildung 2 — Struktur des NLRP3-Inflammasoms und Sekretion von Interleukin-
1beta aus neutrophilen Granulozyten

(A) zeigt den Aufbau des NLRP3-Inflammasoms. Das Sensorprotein bindet bei entsprechender
Stimulation Uber eine Pyrin-Doméane das Adaptorprotein ASC. Dieses wiederum bildet Gber Pyrin-
Pyrin-Interaktionen weitreichende Filamente mit weiteren Adaptorproteinen aus. Zudem enthalten
die Adaptorproteine CARD-Doménen, Uiber die Effektorcaspasen wie die Casepase-1 binden kénnen
und dadurch aktiviert werden. (B) zeigt die NLRP-3-abhéngige Freisetzung von IL-1p. Hierbei
kommt es durch die Aktivierung des NLRP-3-Inflammasoms zur Umwandlung der pro-Caspasel in
die aktive Caspase-1. Diese spaltet zum einen GSDMD in nt- und ct-GSDMD und zum anderen pro-
IL-1p in biologisch aktives IL-1p. Nt-GSDMD bildet dann durch die Zusammenlagerung mit
weiteren nt-GSDMDs Poren in der Zellmembran, worliber IL-1p aus der Zelle freigesetzt wird.
(Abbildung basierend auf Broz 2016; Gaidt 2016; Swanson 2019; Yow 2022; erstellt mit
Biorender.com)
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3 Hypothese und Zielsetzung

Calprotektin bildet in neutrophilen Granulozyten, aber auch in Monozyten den Grofteil
der im Zytosol vorkommenden Proteine (Edgeworth 1991; Newton 1998; Vernia 2019).
Zudem nimmt Calprotektin im klinischen Alltag aufgrund seiner tragenden Rolle in der
Pathophysiologie mehrerer Krankheitsbilder und seiner Bedeutung in der Diagnostik
mehrerer Krankheiten eine wichtige Stellung ein (Ehrchen 2009). Dennoch ist der genaue
molekulare Signalweg, welcher dem aktiven Sekretionsmechanismus insbesondere aus
den neutrophilen Granulozyten zugrunde liegt, bisher nicht bekannt. Dem Protein fehlt
die Signalsequenz, um uber die klassische Golgi-Route aus der Zelle freigesetzt zu
werden, obwohl der GroRteil des Proteins nicht iber einen passiven, sondern Uber einen
aktiven Mechanismus die Zelle verlasst (Rammes 1997). Pruenster et al. zeigten 2015,
dass die Interaktion von E-Selektin auf entzindlichem Endothel und PSGL-1 auf
neutrophilen  Granulozyten, wahrend der Leukozytenrekrutierungskaskade zur
Freisetzung von Calprotektin fiihrt. Ahnlich wie bei Calprotektin war bei Interleukin-1
der zugrundeliegende Sekretionsweg aufgrund der fehlenden Golgi-Signalsequenz lange
unbekannt (Broz 2015; Evavold 2018). Erst mit der Entdeckung der GSDMD-Poren
konnte der molekulare Mechanismus der Freisetzung entschlisselt werden (Shi 2015; He
2015; Kayagaki 2015). In Vorarbeiten konnte mit Hilfe von Western-Blot-Analysen
festgestellt werden, dass die Stimulation neutrophiler Granulozyten mit E-Selektin eine
Prozessierung der Effektorproteine des NLRP3-Inflammasoms zur Folge hat.
Insbesondere die NLRP3-abhangige Aktivierung der Caspase-1 und des GSDMDs
wurden hierbei nachgewiesen (Kuchler 2023).
Die vorliegende Arbeit untersucht deshalb die Hypothese genauer, ob die Stimulation der
neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin auf dem entziindeten Endothel ber eine
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms zu einem Einbau von GSDMD-Poren in die
Zellmembran fuhrt, wodurch die aktive Freisetzung von Calprotektin ermdglich wird.
Hieraus ergeben sich folgende Zielsetzungen:

e Nachweis der Porenbildung in der Zellmembran von neutrophilen Granuloyzten.

e Untersuchung des Verteilungsmusters von n-terminalem-GSDMD in

neutrophilen Granulozyten wahrend der Stimulation mit E-Selektin
e Untersuchung des Freisetzungsprozesses bezuglich einer Abhéngigkeit vom
NLRP3-Inflammasom.
e Testung der neutrophilen Granuloyzten auf Pyroptose in Folge der E-Selektin-

Stimulation.
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e Vergleichsuntersuchungen mit Monozyten.
e Untersuchung der funktionellen Bedeutung des NLRP3-Inflammasoms in Bezug

auf die Freisetzung des Calprotektins wahrend der Diapedese.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

StandardmaRig verwendete Verbrauchsmaterialien wie Pipettenspitzen, Reaktionsgefalie,

etc. werden in diesem Kapitel nicht gesondert aufgelistet.

411

Isolation und Kultivierung der Zellen

Tabelle 1.1: Materialien zur Isolation und Kultivierung von Zellen

EasySep™

2% fetal bovine serum (FBS)
1mM EDTA

Produkt/Medium Zusammensetzung Hersteller
Polymorphprep® AXIS-SHIELD®/Progen®
Lymphoprep® AXIS-SHIELD®/Progen®
EasySep™ mouse STEMCELL-Technologies®
neutrophile enrichment kit
EasySep™ human monocyte STEMCELL-Technologies®
enrichment kit
Recommended medium for PBS

238 mg HEPES
pH auf 7,4 einstellen

EDTA 186,1 g EDTA

800 ml Wasser

20 g NaOH

pH 8,0 einstellen

auf 1 | mit Wasser aufiillen
PBS Invitrogen®
Heparin Sigma®
Stimulationsmedium 100 ml Hank’s Buffer Salt

Solution Sigma®

4.1.2 Stimulation und Inhibition der Zellen

Tabelle 1.2: Substanzen zur Stimulation und Inhibition der Zellen

Substanz Stock-Solution Working-Solution Hersteller
Recombinant Human | 1 mg/ml 1 pug/mi R&D Systems®
E-Selectin/CD62E
ohne Fc
Recombinant Mouse | 1 mg/ml 20 pg/ml R&D Systems®
E-Selectin/CD62E Fc
Chimera
Recombinant Human | 1 mg/ml 15 pg/ml R&D Systems®
ICAM-1/CD54  Fc
Chimera
LPS from E. Coli | 1 mg/ml 10 pg/ml InvivoGen®
Ultrapure
Nigericin 7,5 pg/ml Sigma-Aldrich®
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MCC950 8,1 mg/ml (20mM) 1uM InvivoGen®
DMSO Sigma®
TLR4 Inhibitor, 100 mg/ml 1 pg/ml Novimmune SA®
TAK-242
Paquinimod 10 pg/ml Active Biotech
Research AB®
4.1.3 Pl-Uptake
Tabelle 1.3: Materialien fur den Pl-Uptake
Material Hersteller
IBIDI® 8 well glass bottom slides IBIDI®
Cell Tracker Green CMFDA Invitrogen®
Propidiumiodid (kurz PI) (working solution: | Invitrogen®
0,33 ug/ml)
0,01% Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich®
414 LDH-Assay
Tabelle 1.4: Materialien fir den LDH-Assay
Material Hersteller
CyQuant LDH-Zytotoxizitats Assay-Kit Invitrogen®
Triton-X100 Roth®

415 nt-GSDMD- und CHMP4B-Farbung

Tabelle 1.5: Materialien fir die nt-GSDMD- und CHMP4B-Farbung

anti-human; 1gG; abcam135154 (working

solution: 5 ug/ml)

Material Hersteller
IBIDI® 8 well removable slides IBIDI®
0,01% Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich®
2% PFA AppliChem®
Triton-X100 Roth®
monoclonal anti-nt-GSDMD-antibody; rabbit | Abcam®
anti-human; 1gG; abcam215203/ERP20829-
408 (working solution: 2 ug/ml)
polyclonal anti-CHMP4B-antibody; rabbit | Abcam®
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Antibody diluent

Thermo Fisher®

DAPI (working solution: 1 xg/ml)

Invitrogen®

Donkey  anti-rabbit-antibody

(working solution: 5 ug/ml)

Alexa488

Thermo Fisher®

ProLong Diamond Antifade Mountant Media

Thermo Fisher®

4.1.6 Flusskammern

Tabelle 1.6: Medien fur Flusskammern

Produkt/Medium Zusammensetzung Hersteller
5% Casein 40 ml PBS Sigma®
2¢g Casein
PBS/BSA Klinik Apotheke GroRhadern

Tabelle 1.7: Materialien fur Flusskammern

Material Hersteller
IBIDI® p-Slide VI 0,1 IBIDI®
Omnifix® Einmal-Insulinspritze Braun®
4.1.7 Giemsa-Farbung
Tabelle 1.8: Materialien fur die Giemsa-Farbung
Material Hersteller
Azur-Eosin-Methylenblaulésung (Giemsa) Merck®
Ethanol AppliChem®
Xylol AppliChem®
Essigsaure AppliChem®
Eukitt® Sigma-Aldrich®
4.1.8 Software
Tabelle 1.9: Verwendete Software
Software Anwendung

Microsoft Office®

Dokumentation und Datenauswertung

Biorender®

Erstellung von Ubersichtsgraphiken

Inkscape®

Erstellung von Graphen

18




GraphPad Prism® 10 statistische Tests und Graphenerstellung

Fiji Bildauswertung und -bearbeitung

4,19 Gerate

Gerate Hersteller
Leica SP8X WLL Confocal Microscope Leica®
HC PL APO 40x/1,3 NA oil immersion | Leica®

objective

Tecan Spark 10M Microplate Reader Tecan®
Leica SP8X WLL Confocal Microscope Leica®
HC PL APO 40x/1,3 NA oil immersion | Leica®

objective

PHD ULTRAT™ Syringe Pump Harvard Apparatus®
Inverse Fluoreszenz Mikroskop Leica | Leica®

DMi8

HC PL FL L 20x/0,40 CORR PH1 | Leica®

Obijektiv

Spectra X F Lichtquelle Lumencor®

Leica DFC364FX mit Sony [1XC285 | Leica®
interlin CCD-Chip

Leica DM2500 Durchlichtmikroskop Leica®
100x/1,4 NA oil immersion Objektiv Leica®
Leica DMC2900 CMOS Kamera Leica®

4.1.10 Spender
Blut wurde im Rahmen eines Ethikvotums der Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen (Az. 611-15) in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki von
freiwilligen, gesunden Spendern vornehmlich aus der Vena mediana cubiti mit Hilfe eines
Butterfly abgenommen. Das entnommene Blut wurde in heparinisierten Spritzen

gesammelt und sofort weiterverarbeitet.

4.1.11 Versuchstiere
C57BL/6-Wildtypma&use wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland)

zugekauft und im Tierstall des Biomedizinischen Zentrums der Ludwig-Maximilians-
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Universitat in Planegg/Martinsried untergebracht und versorgt. Die Caspase-1/117-
Méuse wurden von Prof. Veit Hornung (Genzentrum, LMU, Munchen, Deutschland) zur
Verfligung gestellt. Fir die durchgefiihrten Versuche wurden zwischen 8 und 25 Wochen
alte mannliche und weibliche Mé&use verwendet. Fir die Tierversuche lag eine
Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern vor (AZ.: ROB-55.2-2532.Vet _02-
18-22).

4.2 Methoden und Versuchsablauf

4.2.1 Verfahren zur Zellisolation und Zellzahlbestimmung

4.2.1.1 lsolation humaner neutrophiler Granulozyten

Die Isolation der humanen neutrophilen Granulozyten erfolgt mit Hilfe des
Dichtegradienten Polymorphprep. Hierbei wird Vollblut von freiwilligen, gesunden
Spendern Uber das Polymorphprep-Medium im Verhéltnis 1:1 geschichtet. Daraufhin
wird die Probe fiir 35 Minuten bei 20 Grad und 800 rpm (,, engl. fir rounds per minute )
ohne Bremse zentrifugiert. Hierbei entstehen aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften der verschiedenen Zelltypen und der spezifischen Dichte der Flussigkeit
mehrere Schichten, in denen sich die verschiedenen Zelltypen wiederfinden. VVon unten
nach oben finden sich folgende Zelltypen und Schichten: Erythrozyten, PMNs (,,engl.
flr polymorphonuclear neutrophils **), Zwischenschicht, PBMCs (,,engl. fir peripheral
blood mononuclear cells ) und Plasma. Im nachsten Schritt werden die obersten drei
Schichten mit einer Vakuumpumpe abgesaugt. Die nun oberste Schicht aus neutrophilen
Granulozyten kann dann mit Hilfe einer Pipette isoliert werden. Im Weiteren werden die
Zellen mit PBS fir 5 Minuten mit 300 rpm bei 20°C gewaschen, um nun fur die

nachfolgenden Versuche verwendet werden zu kénnen.

4.2.1.2 lsolation humaner Monozyten

Neben den polymorphkernigen Zellen werden auch Monozyten aus dem Vollblut
freiwilliger, gesunder Spender isoliert. Hierbei erfolgt die Isolation (ber den
Dichtegradienten Lymphoprep. Bei diesem wird zun&chst das Vollblut von freiwilligen,
gesunden Spendern im Verhéltnis 1:1 mit PBS gemischt. Daraufhin wird das Vollblut-
PBS-Gemisch Uber den Lymphoprep im Verhaltnis 2:1 geschichtet. Im n&chsten Schritt
wird die Probe fur 20 Minuten bei 20 Grad und 800 rpm zentrifugiert. Hierbei entstehen
in der Probe mehrere Schichten, die von unten nach oben folgenden Bestandteilen
beinhalten: Erythrozyten, PBMCs und Plasma. Im néchsten Schritt wird die oberste

Schicht mit einer Vakuumpumpe abgesaugt, um dann die mononukleédren Zellen des
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peripheren Blutes abnehmen und in ein neues 50 ml FALCON uberfuhren zu kénnen. Im
Anschluss werden die Zellen einmal 5 min bei 20°C und 300 rpm gewaschen. Die
weiteren Isolationsschritte erfolgen mit Hilfe des easysep™ human monocyte isolation
kits. Hierfur wird zunéchst die Zellzahl auf eine Konzentration von 5x10° Zellen pro 100
ul recommended medium eingestellt. Dann werden die Zellen in ein FACS-R6hrchen
(,,engl. fiir fluorescence activated cell sorting ) Uberfiihrt. Es werden zur Probe jeweils
50 ul isolation cocktail und platelet removal cocktail pro Milliliter Fllssigkeit zugegeben
und das Ganze 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss werden magnetische Partikel
gevortext und ebenfalls 50 pl pro Milliliter Flissigkeit hinzugegeben. Das Volumen im
Rohrchen wird auf 2,5 ml Gesamtvolumen mit recommended medium aufgefillt und in
einen Magneten gesteckt. Hier werden die Zellen dann fir 5 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wird der Uberstand aus dem Rohrchen abgegossen und aufgefangen. Das
Isolationssystem basiert auf negativer Selektion. Die magnetischen Partikel binden an
unterschiedliche Zelltypen, aber nicht an die Monozyten. Kippt man dann den Uberstand
aus dem im Magneten befindlichen Réhrchen ab, werden diese Zellen im Rohrchen
zuriickgehalten und nur die Monozyten, die nicht an magnetische Partikel gebunden sind,
isoliert. Um die Menge an isolierten Monozyten zu erhéhen, wird das Réhrchen wieder
aus dem Magneten entfernt und zu den zurlckgebliebenen Zellen erneut 2,5 ml

recommended medium zugegeben und die letzten Schritte der Isolation wiederholt.

4.2.1.3 lsolation muriner neutrophiler Granulozyten

Die Isolation muriner neutrophiler Granulozyten erfolgt aus dem Knochenmark von
Méusen. Hierfur werden die Versuchstiere nach der geltenden Tierschutzverordnung
getotet. Im Anschluss werden jeweils der Hiuftknochen und die Ober- und
Unterschenkelknochen der Tiere prapariert und von Bindegewebe und Muskeln befreit.
Die préparierten Knochen werden dann in PBS aufbewahrt. Mit einer Schere wird auf
beiden Seiten der Knochen die Epiphyse entfernt und im Anschluss das Knochenmark
mithilfe einer 1ml Spritze mit aufgesteckter Nadel und PBS aus den Rohrenknochen
herausgespilt. Das Knochenmark wird dann gefiltert, um Knochenreste und groiiere
Fettinseln zu entfernen, und in einem 50 ml Falcon gesammelt. Im nédchsten Schritt
werden die hierbei gewonnenen Knochenmarkszellen fir 5 Minuten bei 300 G
abzentrifugiert Die weiteren Isolationsschritte erfolgen mit Hilfe des easysep mouse™
neutrophil isolation kit. Hier wird die Zellzahl zunéchst mit recommended medium auf
eine Konzentration von 1x108 Zellen pro ml eingestellt. Dann werden 50 ul rat serum

pro Milliliter Flussigkeit zugegeben und das VVolumen in ein FACS-Réhrchen gefillt. Im
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Anschluss werden wiederum 50 pl enrichment cocktail pro Milliliter Flissigkeit
zugegeben und das Ganze fur 15 min auf Eis inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation bei
300 g fiir 10 min, wonach der Uberstand verworfen wird und die Zellen wieder mit einer
Konzentration von 1x108 Zellen/ml in recommended medium gelost werden. Darauf
werden 50 ul biotin selection cocktail pro Milliliter Flissigkeit zugegeben und fir 15
Minuten auf Eis inkubiert. Die magnetischen Partikel werden gut gevortext und in der
Konzentration 150 ul pro Milliliter Flissigkeit zugegeben. Es folgt wiederum ein
Inkubationsschritt fiir 10 min auf Eis. Das Volumen wird dann mit recommended medium
auf 2,5 ml aufgefillt und das FACS-Fohrchen in einen Magneten gestellt. Nach erneuten
3 min Wartezeit wird der Uberstand abgegossen und aufgefangen. Das System basiert
ebenfalls wie die Isolation der Monozyten auf negativer Selektion, sodass im abgekippten

Uberstand die isolierten neutrophilen Granulozyten zu finden sind.

4.2.1.4 Zellzahlbestimmung
Fur die Bestimmung der Zellzahl nach der Isolation des entsprechenden Zelltyps werden

die Zellen zunéchst im Verhdltnis 1:10 mit Trypanblau vermischt und im Anschluss 10
pl in eine Neubauerzahlkammer gegeben. Unter einem Lichtmikroskop werden vier
Eckfelder ausgezahlt und der Mittelwert daraus ermittelt. Im Anschluss kann nun unter
Berticksichtigung der verschiedenen Verdiinnungen beim Resuspendieren der Zellen,
beim Farben mit Trypanblau und beim Eingeben in die Zahlkammer (x10%) die Zellzahl
ermittelt werden. Die Zellen werden dann erneut bei 300 g fur 5 min abzentrifugiert. Im
Anschluss kann dann die Konzentration der Zellen fir die jeweilige Verwendung

eingestellt werden.

4.2.2 Konfokalmikroskopie

4.2.2.1 Zellfarbung
In einem ersten Schritt werden die humanen neutrophilen Granulozyten wie oben

beschrieben aus dem Vollblut von freiwilligen, gesunden Probanden isoliert. Dann
werden die wells des 8 u-slides removable von 1bidi® mit 0,01% Poly-L-Lysin fiir 30
Minuten beschichtet. Hierfur werden jeweils 100 ul der Flissigkeit in die Vertiefungen
gegeben. Die Zellen werden in HBSS mit einer Konzentration von 1,5 x 108 pro 300 pl
aufgenommen. Das Poly-L-Lysin wird mit Hilfe einer Vakuumpumpe aus den
Vertiefungen der 1bidi®-Praparate abgesaugt. Im Anschluss werden diese dann mit PBS

gewaschen und mit jeweils 300 ul der Zellsuspension gefillt. Bei 37°C kénnen sich die
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Zellen dann fir 30 Minuten auf dem Boden absetzen, bevor sie fiir 10 min mit E-Selektin
stimuliert werden. Die Zellen werden dann mit 2% PFA fur 15 Minuten fixiert. Nach
zweimaligem Waschen werden die Zellen fir 60 Minuten mit 0,1% Triton-X-100 in
einem 2% BSA/PBS-Gemisch permeabilisiert. Die Zellen werden im Anschluss erneut
zwei Mal mit PBS gewaschen. Uber Nacht werden die Zellen mit dem priméren
Antikdrper, der in Antibody Diluent in einer Konzentration von 2 ug/ml gel6st ist, bei
4°C inkubiert. Am néchsten Tag wird der primdre Antikdrper wiederum mit PBS
weggewaschen und der sekundére, Fluoreszenz-gelabelte Antikérper zugegeben. Nach
einer Stunde wird dieser dann wiederum entfernt. Nun wird DAPI zugegeben und nach 3
min wiederum wegewaschen. Im Anschluss wird die Silikonbegrenzung der einzelnen
Vertiefungen entfernt und das Mounting Medium ProLong Diamond Antifade Mountant
aufgetragen und der Objekttrager mit einem high precision Deckglas versiegelt. Nach 24

h Trocknungsphase im Dunkeln bei Raumtemperatur ist der Objekttréger einsatzbereit.

4.2.2.2 Bestimmung des Verteilungsindex

Um die Lokalisationsdnderung des CHMP4B in neutrophilen Granulozyten genauer
quantifizieren zu koénnen, wurde in den Zellen ein Verteilungsindex ermittelt. Hierbei
wurde durch die Mitte der Zelle eine Verbindungslinie von einer Zellmembran zur
anderen durch die Zelle gelegt. Entlang dieser Linie wurden dann die Randbereiche und
die Mitte der Zelle definiert. Als Randbereiche wurden jeweils die ersten 10% der
Gesamtstrecke beginnend an der jeweiligen Zellmembran definiert. Als Mitte der Zelle
wurde der Bereich festgelegt, der sich vom Mittelpunkt der Zelle entlang der Geraden
10% in beide Richtungen erstreckt. Im Anschluss daran wurde dann die Intensitat des
CHMP4B in den Randbereichen und der Mitte der Zelle ermittelt und miteinander ins
Verhéltnis gesetzt. Der ermittelte Wert stellt den Verteilungsindex dar. Auf Basis der
mathematischen Formel ergibt sich bei Werten <1 eine Verteilung des Proteins zu

Gunsten des Zytoplasmas und bei Werten >1 zu Gunsten der Zellmembran.

Intensitat im Randbereich (10% + 10%)
Intensitat in der Zellmitte (20%)

Verteilungsindex =

4.2.3 Lebendzellmikroskopie: Pl-Aufnahme

4.2.3.1 Basisexperiment

Zur Vorbereitung wurden die humanen Neutrophilen wie oben beschrieben aus dem

Vollblut isoliert. Wahrenddessen wurden bereits die Vertiefungen des 8-well ibidi® u-
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slides glass bottom mit jeweils 200 ul 0,01% Poly-L-Lysin fiir 30 Minuten benetzt. Die
isolierten Zellen wurden mit dem Cell Tracker Green CMFDA geférbt. Hierfiir wurden
zunéchst 50 pg des Farbstoffs in 10,7 ul DMSO (,, kurz fiir Dimethylsulfoxid ) geldst.
Der gelGste Farbstoff wurde im Verhaltnis 1:1000 zu den Zellen hinzugegeben. Nach 45
Minuten wurden die Zellen dann mehrfach gewaschen und in einer Konzentration von
1x108 pro 300 ul in HBSS gelost. Das Coating-Medium wurde dann aus den Vertiefungen
des Praparates abgesaugt. Diese wurden dann mit jeweils 300 pl der Zellsuspension
befullt. Den Zellen wurde 30 min Zeit zum Absenken auf den Boden der Vertiefungen
gegeben und die Uberstande im Anschluss abgesaugt. Die Vertiefungen wurden
anschlieend noch zweimal mit HBSS gewaschen. Der Objekttrager wurde dann am
Konfokalmikroskop mit einem inversen Objektiv mit einer 40x-VergrofRerung
eingespannt und eine geeignete Aufnahmestelle auf dem Objekttrédger gesucht. Sobald
diese gefunden wurde, konnte die Aufnahme der Zellen gestartet werden. Unmittelbar
nach der ersten Aufnahme, welche die Zellen zum Zeitpunkt 0 zeigen, wurde Pl und E-
Selektin zur Stimulation der Zellen zugegeben. Im Abstand von 20 s wurden
kontinuierlich fur einen Zeitraum von 20 min Bilder erstellt. Nach dieser Zeit wurden
dann noch mehrere Aufnahmen von zufallig ausgewéhlten Ausschnitten des Praparats
angefertigt. Hier wurde dann der Anteil an Pl-positiven Zellen ermittelt. Fur alle
Aufnahmen wurden durchweg einheitliche Einstellungen am Mikroskop verwendet.

Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit dem Programm Fiji. Wahrend der
Auswertung wurde die Intensitat der einzelnen Zellen im Kanal, der das PI abbildet,
bestimmt. Bei der Auswertung der Bilder wurden die Intensititen zum jeweiligen
Zeitpunkt t mit dem Ausgangwert zum Zeitpunkt O verglichen und zusatzlich zum
Ausgangswert ins Verhaltnis gesetzt. Die Zunahme der Pl-Konzentration wurde somit
anhand folgender Formel berechnet:

F-Fo
Fo

4232 EDTA

Der Pl-uptake wird wie oben beschrieben durchgefiihrt. Allerdings unterscheidet sich das
Experiment bezilglich des VVorgehens bei der Stimulation der Zellen: Die neutrophilen
Granuolzyten werden nun fiir 10 Minuten mit E-Selektin stimuliert, dann wurde fur 5
Minuten EDTA zugegeben, um das E-Selektin wiederum zu entfernen. Nach einem
Waschschritt zur Entfernung des EDTA wird HBSS fiir 30 Minuten hinzugegeben.
Wéhrenddessen wird das Praparat im inversen Konfokalmikroskop eingestellt. Im
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Anschluss an das HBSS wird PI hinzugeftigt und die Aufnahme der Zellen gestartet. Fir
die Kontrollgruppe wurden die Zellen im Gegensatz fir 45 Minuten durchgehend mit E-

Selektin stimuliert und im Anschluss daran direkt Propdium-lodide hinzugegeben.

4.2.3.3 Zeitverlauf

Der Pl-uptake wird wie oben beschrieben durchgeftihrt. Allerdings unterscheidet sich hier
wiederum das VVorgehen bezuglich der Stimulation zum oben beschriebenen VVorgehen.
Die Zellen werden zun&chst mit E-Selektin stimuliert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Beginn der Stimulation, ndmlich nach 5 Minuten, 10 Minuten, 15 Minuten und 20
Minuten wird dann Pl zugegeben. Die Aufnahme der Zellen mit dem Mikroskop startet
zeitgleich mit dem Beginn der Stimulation. Am Ende werden wiederum in verschiedenen
Bereichen des Objekttragers Aufnahmen erstellt, um hier die Anzahl an Pl-positiven

Zellen bestimmen zu kdnnen.

424 LDH-Assay
Zunéchst wurden die Zellen aus dem Vollblut von humanen Spendern entsprechend der

oben beschriebenen VVorgehensweise isoliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit einer
Konzentration von 5x10° Zellen pro 100 ul HBSS aufgenommen. 100 pl Zellsuspension
wurden in jeweils 1,5 ml Reaktionsgefdle aufgeteilt. Im Anschluss erfolgte die
Stimulation der Zellen mit E-Selektin bzw. LPS und Nigericin tber unterschiedliche
lange Zeitspannen. Diese erstreckten sich ber 10 min, 30 min und 180 min. Zudem
wurden Zellen ohne Stimulus inkubiert, um die spontane LDH-Freisetzung ermitteln zu
kénnen und auch Zellen mit Triton-X100, um den maximal mdéglichen LDH-Gehalt zu
messen. Nach der Stimulation wurden die Reaktionsgefalie sofort bei 4°C auf Eis gestellt,
um die ablaufenden Reaktionen zu stoppen. Im nachsten Schritt wurden die Proben 8 min
mit 300G bei 4°C abzentrifugiert. 50 ul der hierbei gewonnenen Uberstande wurden
abgenommen und in eine 96-well Platte transferiert. Zu den Uberstianden wurden dann
jeweils 50 ul reaction mixture hinzugegeben. Nach 30 Minuten wurde dann die
ablaufende Reaktion mit der stop solution angehalten. Im Anschluss wurde Uber die
Absorption der 96-well Platte bei Wellenlangen von 490 nm und 680 nm mit Hilfe des
Multimode Mikroplatten Leser Spark 10M die Menge an freigesetzem LDH gemessen.
LDH ist ein zytosolisches Enzym, das in vielen unterschiedlichen Zelltypen vorkommt
und bei Schadigung der Zellen freigesetzt wird. Die Menge an freigesetztem LDH wird
in diesem Assay mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion ermittelt. Sobald LDH aus dem
Zytosol freigesetzt wird, katalysiert es die Umwandlung von Laktat in Pyruvat unter der
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Reduktion von NAD* zu NADH. Gleichzeitig kommt es zur Oxidation von
Tetrazoliumsalz in Formazan, dessen Menge durch die Absorption bei 490 nm gemessen
werden kann. Die Wellenldnge von 680 nm wurde als Referenzwellenldnge gemessen
und von den Werten, die bei 490 nm gemessen wurden, subtrahiert. Der Anteil an
abgestorbenen Zellen l&sst sich tiber die Menge an freigesetztem LDH mit Hilfe folgender

Formel berechnen:

freigesetztes LDH — spontan freigesetztes LDH

maximal freisetzbares LDH — spontan freigesetztes LDH

4.25 FElusskammer

Zunéchst wurden die Kapillaren der Flusskammern mit einem Querschnitt von 1 mm x
0,1 mm (0,1 mm? am Tag vor dem eigentlichen Versuch mit verschiedenen
Oberflachenmolekiilen beschichtet. Hierfir wurde ein Mastermix aus 3ul E-Selektin,
2,25 ul ICAM-1 und 9,75 PBS/BSA pro Flusskammer hergestellt. Mit dieser Ldsung
wurden die Flusskammern dann fiir drei Stunden bei Raumtemperatur beschichtet. Im
Anschluss wurden die Flusskammern, aber auch die fur das Experiment bendtigten
Spritzen und Schlduche mit 4%-Casein (ber Nacht geblockt, um unspezifische
Bindungen zu reduzieren. Am nachsten Tag wurden Flusskammern dann vor dem
eigentlichen Experiment mit PBS gewaschen. Die isolierten humanen Neutrophilen
wurden in einer Konzentration von 0,5x106 Zellen pro ml in HBSS aufgenommen. Die
eine Halfte der Zellen wurde fir 30 Minuten mit dem Inhibitor MCC950 inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen jeweils mit einem Schlauch in 1 ml Spritzen aufgezogen.
Die Spritzen wurden dann in das Pumpensystem von Harvard Apparatus® eingespannt
und tber ein Schlauchsystem mit den Flusskammern verbunden. Die Pumpe lief mit einer
Flussrate von 23,36 ul/min, was einer Schubspannung von 1,8 dyn/cm? in den Kapillaren
entspricht. Das Pumpensystem wurde jeweils fir 10 min eingeschaltet, wobei die ersten
vier Minuten nur abgewartet wurde, damit sich das System equilibrieren kann. Im
Anschluss wurden die Flusskammern fiir sechs Minuten am DMi8 Mikroskop mit einem
Objektiv mit 20-facher VergroRerung aufgenommen. Die Zellen mit und ohne vorherige
Inkubation mit MCC950 wurden abwechselnd untersucht. Im Anschluss erfolgt die
Auswertung mit Image-J, hierbei wurde dem Programm die Distanz in Mikrometer und
die Anzahl der Bilder pro Sekunde vorgegeben. Pro Versuch wird die Bewegung von
zehn Zellen Uber einen Zeitraum von 60 s getrackt. Aus diesen Daten berechnet das

Programm dann die mittlere Rollgeschwindigkeit fur jede Zelle. Fur jede Flusskammer
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wurden die Rollgeschwindigkeiten von zehn Zellen gemittelt. Fur jeden Probanden
wurden drei technische Replikate durchgefiihrt. Um die Probanden miteinander
vergleichen zu konnen, wurden wiederum die Mittelwerte der einzelnen Flusskammern
gebildet.

4.2.6 Cremastermuskelfarbung mittels Giemsa

Als Vorbereitung fiir die Giemsa-Féarbung wurden zundchst die Cremaster-Muskeln von
Mausen nach intraskrotaler TNF-alpha-Injektion und zervikaler Dyslokation prépariert
und anschlieBend auf Objekttrager aufgespannt. Die Préparate wurden dann vor dem Start
der Farbung mindestens 4 Stunden bei 4°C im Kuhlschrank in einer Fixierldsung aus 4%
PFA (kurz fiir ,, Paraformaldehyd ) aufbewahrt. Die Objekttrager wurden dann aus der
PFA-L06sung herausgenommen und abgetupft. Die Préparate wurden in einem Gemisch
aus 0,1 M Phophatpuffer und 5% Ethanol dreimal fur 5 Minuten gewaschen. Im néchsten
Schritt wurden die Objekttrager dann in Petrischalen gelegt und die aufgespannten
Cremaster-Muskeln ~ jeweils mit ein paar Tropfen Giemsa Azur-Eosin-
Methylenblaulésung fur drei Minuten bedeckt. Im Anschluss wurden die Objekttrager
von der Rickseite her mit Leitungswasser abgespilt und anschliefend in 0,03%
Essigséure fir 20 Minuten differenziert. Um den Farbeprozess abzuschlieBen wurden die
Préparate dann in einer aufsteigende Alkoholreihe mit 70% Ethanol, 96% Ethanol und
100% Ethanol fur jeweils drei Minuten gewaschen und anschlieBend zweimal fir funf
Minuten in ein Xylolbad gelegt. Die Objekttrager wurden dann mit EUKITT eingedeckt
und mit einem Deckglas versehen. Nach einem mindestens dreitdgigem
Trocknungsprozess konnten die Praparate dann unter dem Mikroskop untersucht werden.
Hierbei wurde die Anzahl der aus dem GeféaRsystem ausgewanderten neutrophilen
Granulozyten an einem DM2500 Mikroskop von Leica mit einem 100x-Objektiv Oil

ermittelt.

4.2.7 Statistik

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte nach der Dokumentation mit Excel
Uber das Programm Graph Pad Prism® 10. Fir die Erstellung der Diagramme wurde
Graph Pad Prism® in Kombination mit Inkscape® verwendet. Fir alle Experimente
wurden mindestens drei unabhéngige Versuche durchgefilhrt. Die entsprechenden
statistischen Tests sind in den Beschreibungstexten der einzelnen Versuche aufgefuhrt,

zudem sind hier die jeweiligen p-Werte angegeben.
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5 Ergebnisse

In Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe, an die sich diese Arbeit anschliel3t, konnte bereits
gezeigt werden, dass durch die Interaktion von E-Selektin auf entziindlich verandertem
Endothel mit PSGL-1 auf neutrophilen Granulozyten Calprotektin freigesetzt wird. In
einem murinen Assay konnten sowohl in vivo im Blut der Méuse nach einer Injektion
von TNF-alpha als auch in vitro in den Uberstanden von isolierten neutrophilen
Granulozyten, die mit E-Selektin stimuliert wurden, erhohte Calprotektin-Level
gemessen werden. Zuséatzlich konnte hier gezeigt werden, dass es bei einer Stimulation
von neutrophilen Granulozyten, die aus Gsdmd~"- und Caspase-1"-/Caspase-117--Méausen
isoliert wurden, signifikant niedrigere Calprotektin-Konzentrationen gemessen werden
als in der Kontrollgruppe (Pruenster 2023; Kuchler 2023). Um eine mogliche Beteiligung
des NLRP3-Inflammasoms wahrend der Freisetzung von Calprotektin genauer zu
untersuchen, wurden in Western-Blot-Analysen jeweils die Mengen der biologisch
aktiven und inaktiven Form von Caspase-1 und GSDMD gemessen. Hierbei zeigten sich
nach einer kurzen Stimulation mit E-Selektin sowohl erhohte Mengen der biologisch
aktiven Form der Caspase-1 als auch des n-terminalen Spaltprodukts des GSDMD, sodass
die Stimulation mit E-Selektin wohl zu einer Aktivierung des Inflammasoms fiihrt. Somit
geben diese Daten bereits Hinweise darauf, dass die Freisetzung von Calprotektin in einen
NLRP3-abhéngigen Prozess eingebunden ist. Um zu tberprifen, ob die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms auf der extrazelluldaren Aktivitat des Calprotektins basiert, wurde
eine Gruppe an neutrophilen Granulozyten mit Paquinimod und dem anti-TLR4-
Antagonisten TAC242 inkubiert und anschlieend mit E-Selektin stimuliert. Beide
Substanzen verhinderten die extrazelluldare Bindung von Calprotektin an den TLR4-
Rezeptor. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der NLRP3-abhangigen
Prozessierung der beiden Effektorproteine zwischen den beiden Gruppen, sodass fir
zukiinftige Experimente auf die zusatzliche TLR4-Blockade verzichtet wurde (Kuchler
2023).

5.1 Stimulation mit E-Selektin und Propidiumiodidaufnahme in

neutrophile Granulozyten

Zur weiteren Abklarung, ob Calprotektin aus neutrophilen Granulozyten durch GSDMD-
Poren freigesetzt wird, soll insbesondere der Einbau der GSDMD-Poren in die
Zellmembran neutrophiler Granulozyten genauer untersucht werden. Hierfur wurde die

Durchléssigkeit der Zellmembran getestet, indem der Fluoreszenzfarbstoff
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Propidiumiodid wéhrend der Stimulation der Zellen mit E-Selektin hinzugegeben wurde.
Der Farbstoff kann intakte Zellmembranen nicht Gberwinden, sobald allerdings Poren in
der Membran der Zellen vorhanden sind, ist es fur PI maglich in das Innere der Zellen zu
diffundieren und dort an Nukleinséuren zu binden. Dieses Experiment ermdglicht somit
durch den Nachweis des Fluoreszenzfarbstoffs Pl im Inneren der Zellen einen indirekten
Nachweis von Poren in der Zellmembran. In unserem Fall wurden Zellen mit E-Selektin
stimuliert und zeitgleich PI zugegeben, um durch den Einstrom des Farbstoffs in die Zelle
das Auftreten von GSDMD-Poren nachzuweisen. Um den Einstrom des Farbstoffs in die
Zellen zu quantifizieren, wurden mit Hilfe eines Konfokalmikroskops alle 20 Sekunden
wahrend der Stimulation Bilder von den Zellen aufgenommen. Diese Aufnahmen wurden
dann mit Hilfe von ImageJ ausgewertet. Hierbei wurde die Intensitdt des Pl zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten wéhrend der Stimulation mit dem Anfangswert vor der
Zugabe von E-Selektin und PI verglichen, wodurch es moglich war den zeitlichen Verlauf

der PI-Intensitét in neutrophilen Granulozyten abzubilden.

5.1.1 Humane neutrophile Granulozyten

Wéhrend der Stimulation humaner neutrophiler Granulozyten mit E-Selektin kam es bei
gleichzeitiger Zugabe von PI zu einer raschen Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffs in die
Zellen (siehe Abb.3A). Verglichen mit der PBS-Kontrollgruppe zeigte sich bereits nach
einer sehr kurzen Stimulationszeit von 2 Minuten ein signifikanter Unterschied in der
Zunahme der Pl-Intensitét in den Zellen (t=2min: E-Selektin vs. PBS vs. MCC950: 3,71
+ 0,68 vs. -0,05 + 0,09 vs. 0,09 + 0,04; Mittelwert £ SEM). Die Intensitat des Farbstoffs
in der Stimulationsgruppe stieg Uber den Gesamtaufnahmezeitraum von 20 Minuten
kontinuierlich an, wobei die Intensitat bei der Kontrollgruppe weiterhin niedrig blieb
(siehe Abb.3B; t=20min: E-Selektin vs. PBS vs. MCC950: 22,95 + 6,28 vs. -0,06 + 0,16
vs. 0,10 + 0,09; Mittelwert + SEM).

Zusétzlich zur Stimulations- und Kontrollgruppe wurden Zellen vor ihrer Stimulation mit
E-Selektin fur 30 Minuten bei 37°C mit dem NLRP3-Inhibitor MCC950 behandelt. In
dieser Gruppe konnte trotz Stimulation der Zellen mit E-Selektin keine Aufnahme des Pl
in die Zellen nachgewiesen werden.

Um den gerade beschriebenen Effekt noch untermauern zu kénnen, wurden nach dem
Aufnahmezeitraum mehrere Blickfelder des Objekttragers zuféllig ausgesucht und
aufgenommen. In diesen Bildern wurde dann der Anteil der P1-positiven Zellen bestimmt.
Zellen, die mit E-Selektin stimuliert wurden, zeigten eine signifikant hohere Anzahl an

Pl-positiven Zellen gegenlber der PBS-Kontrollgruppe oder den Zellen, die zuvor mit
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MCC950 behandelt wurden (siehe Abb.3C; E-Selektin vs. PBS vs. MCC950: 0,98 + 0,01
vs. 0,03 + 0,02 vs. 0,02 + 0,01; Mittelwert + SEM).

Die Aufnahme von PI in die mit E-Selektin stimulierten Zellen zeigt die Zunahme der
Permeabilitat der Zellmembran durch den Einbau von GSDMD-Poren. Zudem ist in
diesem Assay die Geschwindigkeit dieses Prozesses deutlich erkennbar. Bereits eine
Stimulation von 2 Minuten reichte aus, um einen signifikanten Unterschied zwischen
Kontroll- und Stimulationsgruppe erkennen zu konnen. Somit fiihrt eine kurze
Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin zu einem schnellen Einbau von
GSDMD-Poren in die Zellmembran. Die ausbleibende Diffusion von Pl in die Zellen bei
vorheriger Inkubation mit MCC950 deutet auf eine Abhéngigkeit des Vorgangs vom

NLRP3-Inflammasom hin.
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Abbildung 3 — Aufnahme von Propidiumiodid in neutrophile Granulozyten bei

Stimulation mit E-Selektin

(A) Reprasentative Ubersichtsbilder zeigen neutrophile Granulozyten der verschiedenen
Konditionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. (B) Humane neutrophile Granulozyten wurden mit
E-Selektin (roter Graph), mit PBS (gruner Graph) oder nach vorheriger Inkubation mit MCC950
mit E-Selektin (blauer Graph) jeweils unter Hinzugabe von PI stimuliert. (C) Nach der 20-minitigen
Stimulation der Zellen aus (B) mit E-Selektin (rote Punkte), PBS (grine Punkte) und E-Selektin nach
vorheriger Inkubation mit MCC950 (blaue Punkte) wurde der Anteil an Pl-positiven Zellen in
zufallig ausgewahlten Blickfeldern ausgezahlt. Die Abbildungen zeigen den Mittelwert + SEM (n=3-
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4). Die statistische Analyse wurde bei B zu den Zeitpunkten 5, 10, 15 und 20 Minuten durchgefihrt.
Fir C wurden fur die PBS-Kondition 1029 Zellen, fur E-Selektin 429 Zellen und fir MCC950 315
Zellen ausgewertet. Die statistischen Analysen wurden jeweils mit einem one-way ANOVA
durchgefihrt. Statistisch signifikante Unterschiede p<0,0001 wurden mit vier Sternen, p<0,01 mit
zwei Sternen, p<0,05 mit einem Stern und nicht signifikante Unterschiede (p=0,05) mit ns markiert.

5.1.2 Murine neutrophile Granulozyten

Um den Zusammenhang zwischen der Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-
Selektin und dem Einbau von GSDMD-Poren in die Zellmembran noch néher zu
untersuchen, wurde der PI-Assay auch im murinen System angewendet. Hierbei wurde
ein dhnlicher Versuchsaufbau wie im humanen System gewahlt. Die stimulierten Zellen
stammten sowohl aus Wildtyp-Mausen als auch aus Caspasel’Caspasell’-Mausen.
Diese genetisch-modifizierten Mause wurden ausgewahlt, um den molekularen
Mechanismus fur den Einbau der Poren in die Zellmembran als Folge der Stimulation mit
E-Selektin genauer untersuchen zu konnen. Es ist bekannt, dass eine Aktivierung des
NLRP3-Inflammsoms Caspasel und Caspasell in ihre aktive Form Uberfuhrt, welche
dann das Protein GSDMD spalten kénnen. Der n-terminale Part von GSDMD bildet dann
durch Polymerisation Poren in der Zellmembran.

Wahrend der Stimulation der murinen neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin zeigte
sich ein starker Anstieg der Intensitat von PI in den Zellen von Wildtyp-Ma&usen (siehe
Abb.4A). Bereits nach einer Stimulationszeit von 5 Minuten war ein signifikanter
Unterschied zwischen den Zellen der Wildtyp- und der Caspase 17-Caspasell’--Méause
erkennbar. Nach einer Gesamtstimulationsdauer von 20 Minuten war ebenfalls ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen erkennbar (siehe Abb.4B;
t=5min: Wildtyp vs. Caspase 1/117: 7,92 + 1,02 vs. 0,11 + 0,08; p<0,01; t=20 min:
Wildtyp vs. Caspase 1/117-: 34,35 + 4,37 vs. 0,4 + 0,11; Mittelwert + SEM).

In dieser Versuchsanordnung wurden wie auch im humanen System am Ende des
Stimulationsprozesses von zufallig ausgewéhlten Bereichen des Objekttragers
Ubersichtsaufnanmen angefertigt. In diesen Bildern wurde dann der Anteil der PI-
positiven Zellen ermittelt. Hierbei zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied
bezlglich des Anteils der Pl-positiven Zellen zwischen den beiden Versuchsgruppen
(siehe Abb.4C; Wildtyp vs. Caspase 1/117: 0,93 + 0,05 vs. 0,09 + 0,04; Mittelwert +
SEM).

Die Ergebnisse des Assays im murinen System schlielen sich an die des humanen
Systems an. Es wird ebenfalls deutlich, dass bereits eine sehr kurze Stimulationsdauer zu
einem Einbau der Poren in die Zellmembran flhrt. Zudem erhdrtet die ausbleibende

Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffs in die Zellen der Caspasel”-Caspasell-Mause,
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dass der gesamte Prozess auf molekularer Ebene von der NLRP3-Inflammasom-

Caspasel/Caspasell-Kaskade abhangig ist.
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Abbildung 4 — Aufnahme von Propidiumiodid in murine neutrophile Granulozyten

bei Stimulation mit E-Selektin

(A) Reprasentative Ubersichtsbilder zeigen Zellen der beiden Konditionen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. (B) Murine neutrophile Granulozyten aus Wildtyp- (roter Graph) und Caspase-17
Caspase-117-Méausen (griner Graph) wurden unter Hinzugabe von Pl mit E-Selektin stimuliert. (C)
Nach 20-minttiger Stimulation der Zellen aus (B) von Wildtyp- (rote Punkte) und Caspase-1"
Caspase-117-Mé&usen (griine Punkte) wurde der Anteil an Pl-positiven Zellen in zuféllig
ausgewahlten Blickfeldern ausgezahlt. Die Abbildung zeigen jeweils den Mittelwert + SEM der
beiden Konditionen (n=3). Die statistischen Analysen wurden jeweils mit einem ungepaarten,
zweiseitigen t-Test durchgefuhrt. In der Abbildung C wurden fiir Wildtyp- 190 und fur Knockout-
Mause 351 Zellen ausgewertet. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,001) wurden mit drei
Sternen und p<0,01mit zwei Sternen markiert.

5.2 Stimulation neutrophiler Granulozyten und Pyroptose

Basierend auf der Erkenntnis, dass sich in Folge der Stimulation mit E-Selektin die
Permeabilitat der Zellmembran in Neutrophilen erhéht und eine Diffusion des PIs in die
Zellen moglich ist, soll nun zum einen getestet werden, ob eine Stimulation mit E-Selektin
und der damit verbundene Einbau der GSDMD-Poren in die Zellmembran ahnlich wie
bei Monozyten zur Pyroptose der Zellen fuihrt, zum anderen soll aber auch ausgeschlossen

werden, dass die Aufnahme des Fluoreszenzfarbstoffs auf einem Absterben der Zellen in
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Folge der Stimulation mit E-Selektin und einer damit verbundenen Membranruptur
basiert.

Hierfur wird ein LDH-Assay verwendet, der anhand des freigesetzten LDH die Menge an
absterbenden Zellen widerspiegelt. Wichtig ist hierbei, dass LDH nur in Folge eines
Zelltods und der damit verbundenen Ruptur der Zellmembran freigesetzt wird und nicht
Uber die GSDMD-Poren selbst die Zellen verlassen kann, wodurch sich dieser Assay
hervorragend daflr eignet, eine Aussage uber das Absterben der Zellen treffen zu kénnen
(Gaidt 2016).

In  unserem experimentellen Ansatz wurden neutrophile Granulozyten (ber
unterschiedliche Zeitrdume mit E-Selektin stimuliert. Nach 10, 30 oder 180 Minuten
wurde dann jeweils das freigesetzte LDH gemessen. Die Quantifizierung erfolgte tber
eine mathematische Formel, bei der vom zum jeweiligen Zeitpunkt freigesetzten LDH
die Menge an LDH abgezogen wurde, die auch zuféallig ohne bestimmte dufRere
Einwirkung aus Zellen freigesetzt wird. Dieser Betrag wurde dann ins Verhéltnis zu der
Menge an LDH gesetzt, die freigesetzt wird, wenn alle Zellen abgetotet werden. Somit
erhielt man eine prozentuale Aussage darlber wie viele Zellen absterben (siehe Formel
zur Berechnung unter 4.2.4).

In diesem Experiment zeigte sich, dass weder eine zehnminitige noch eine dreistiindige
Stimulation der humanen neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin zu einer
substanziellen Freisetzung von LDH aus den Zellen fihrt. (siehe Abb. 5A-C; t=10 min:
Triton-X100 vs. PBS vs. E-Selektin: 1,0 vs. 0,0 +0,0 vs. 0,01 £+ 0,01; t=180 min: Triton-
X100 vs. PBS vs. E-Selektin: 1,0 vs. -0,07 £0,02 vs. -0,06 + 0,02; Mittelwert + SEM).
Die Tatsache, dass sich die Menge an LDH, das wahrend der Stimulation der neutrophilen
Granulozyten mit E-Selektin freigesetzt wird, nicht signifikant von der unstimulierten
Kontrollgruppe unterscheidet, lasst den Schluss zu, dass es zu keinem relevanten
Absterben der Zellen kommt. Diese Erkenntnis zeigt zum einen, dass die Aufnahme des
Fluoreszenzfarbstoffs in die Zellen nicht durch ein Absterben der Neutrophilen zu
erklaren ist, was wiederum die Vermutung starkt, dass es in Folge der Stimulation mit E-
Selektin zu einem Einbau von GSDMD-Poren in die Zellmembran kommt. Zum anderen
legt es die Annahme nah, dass eine Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-
Selektin zwar zum Einbau der GSDMD-Poren in die Zellmembran fuhrt, aber dies in den

Zellen keine Pyroptose auslost.
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Abbildung 5 — Pyroptose neutrophiler Granulozyten bei Stimulation mit E-Selektin
Humane neutrophile Granulozyten wurden fir 10 min (A), 30 min (B) und 180 min (C) mit E-
Selektin (Dreiecke) stimuliert. AnschlieRend wurde die Menge an LDH im Uberstand der Zellen
gemessen, um damit den Anteil an abgestorbenen Zellen bestimmen zu kénnen. Als Kontrolle dienten
Neutrophile, die mit PBS (Quadrate) und Triton-X100 (Punkte) stimuliert wurden. Fir jede
Kondition ist der Mittelwert + SEM gezeigt (n=3). Die Werte fur TritonX-100 wurden jeweils auf 1
festgesetzt. Die statistische Analyse wurde mit einem one-way Anova durchgefuhrt. Statistisch
signifikante Unterschiede (p<0,0001) wurden mit drei Sternen und nicht signifikante Unterschiede
(p=0,05) mit n.s. markiert.

Als Vergleichsgruppe haben wir humane Monozyten verwendet, die mit LPS uber drei
Stunden vorbehandelt und dann mit Nigericin unterschiedlich lange stimuliert wurden.
Bei diesen Zellen ist bekannt, dass diese Stimulation Pyroptose auslost, was zum
Absterben der Zellen fihrt. In unserem Versuchsaufbau zeigte sich nach einer
dreilfigminutigen Stimulation mit Nigericin nach dreistiindiger Vorbehandlung mit LPS
keine signifikante Freisetzung von LDH (siehe Abb. 6A; t=30 min; Triton-X100 vs. PBS
vs. LPS/Nigericin: 1,0 vs. 0,0 + 0,01 vs. 0,06 + 0,02; Mittelwert + SEM). Allerdings
konnte nach einer Stimulationszeit mit Nigericin von Uber drei Stunden nach
dreistundiger Vorstimulation mit LPS ein signifikanter Anstieg des freigesetzten LDHs
gegeniber der Kontrollgruppe gemessen werden (siehe Abb. 6B; t=180 min; Triton-X100
vs. PBS vs. LPS/Nigericin: 1,0 vs. 0,0 £ 0,01 vs. 0,76 £ 0,09; Mittelwert £ SEM). Der
Anstieg der gemessenen LDH-Konzentration lasst den Schluss zu, dass eine Stimulation
der Monozyten mit LPS und Nigericin iber 3 Stunden zur Pyroptose der Zellen fihrt.
Dieses Ergebnis bestétigt zum einen bereits publizierte Ergebnisse und bestétigt zudem
auch die Funktionstuchtigkeit unseres Assays (Broz 2015; He 2015; Gaidt 2016; Kovacs

2017; Yu 2021).
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Abbildung 6 — Pyroptose von Monozyten bei Stimulation mit LPS und Nigericin
Monozyten wurden Gber 30 Minuten (A) und 180 Minuten (B) mit Nigericin (Quadrate) nach einer
Vorstimulation mit LPS Gber drei Stunden stimuliert. Anschliefend wurde die Menge an LDH im
Uberstand der Zellen gemessen, um damit den Anteil der abgestorbenen Zellen bestimmen zu
kénnen. Als Kontrolle dienten Monozyten, die mit PBS (Dreiecke) und Triton-X100 (Punkte)
stimuliert wurden. Fir jede Kondition ist der Mittelwert + SEM gezeigt (n=4). Die Werte fur
TritonX-100 wurden auf jeweils auf 1 festgesetzt. Die statistische Analyse wurde mit einem one-way
Anova durchgefiihrt. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,0001) wurden mit vier Sternen,
p<0,001 mit drei Sternen, p<0,01 mit zwei Sternen und nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) mit
n.s. markiert.

Im Weiteren zeigte sich in diesem Experiment ein deutlicher Unterschied zwischen den
beiden untersuchten Zelltypen (Monozyten und neutrophile Granulozyten) wahrend des
Stimulationsprozesses. Die Stimulation mit LPS und Nigericin fiihrte zum Absterben der
Monozyten, wohingegen die Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin
auch Uber einen langen Zeitraum nicht zum Zelltod fiihrte, obwohl beide Stimuli zu einer
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms fiihrten. Um diese Beobachtung noch genauer zu
untersuchen, wurden auch neutrophile Granulozyten Uber einen Zeitraum von drei
Stunden mit Nigericin nach einer dreistiindigen Vorbehandlung mit LPS stimuliert.
Hierbei zeigte sich bei dieser langfristigen Stimulation ebenfalls ein Anstieg des LDH-
Levels im Vergleich zur Stimulation mit E-Selektin und Kontrollgruppe (siehe Abb. 7;
t=180 min: Triton-X100 vs. PBS vs. E-Selektin vs. LPS/Nigericin: 1,0 vs. 0,01 + 0,0 vs.
-0,06 £ 0,02 vs. 0,21 + 0,05; Mittelwert = SEM). Der Anstieg des gemessenen LDHs
zeigt, dass bei einer Stimulation mit LPS und Nigericin bei ca. 20% der neutrophilen
Granulozyten der pyroptotische Zelltod eintritt. Diese Beobachtung legt die Vermutung
nahe, dass durch die verschiedenen Stimuli jeweils unterschiedliche molekulare

Signalwege aktiviert werden.
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Abbildung 7 — Pyroptose neutrophiler Granuolzyten bei Stimulation mit E-Selektin
oder LPS und Nigericin

Humane neutrophile Granulozyten wurden mit E-Selektin (Punkt) und LPS/Nigericin (Raute) fur
180 Minuten stimuliert. Als Kontrolle dienten Neutrophile, die mit PBS (Dreieck) und Triton-X100
(Quadrat) stimuliert wurden. Fur jede Kondition ist der Mittelwert £ SEM gezeigt (n=3-4). Die Werte
far TritonX-100 wurden auf 1 festgesetzt. Die statistische Analyse wurde mit einem one-way Anova
durchgefiihrt. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,0001) wurden mit vier Sternen, p<0,05 mit
einem Stern und nicht signifikante Unterschiede (p=0,05) mit n.s. markiert.

5.3 Stimulation mit E-Selektin und Translokation von nt-GSDMD an die

Zellmembran humaner neutrophiler Granulozyten

Wahrend der Stimulation neutrophiler Granulozyten mit E-Selektin kommt es Uber die
Rekrutierung des NLRP3-Inflammasoms zu einer Aktvierung der Caspase-1, die in einem
néchsten Schritt GSDMD in einen n- und c-terminalen Teil spaltet. Dem n-terminalen
Abschnitt ist es dann mdglich sich tber einen noch unbekannten Prozess vom Zytosol in
Richtung Zellmembran zu verlagern und sich dort zu Poren zusammen zu lagern. In
diesem Experiment sollte nun das n-terminale GSDMD und sein Verteilungsmuster in
der Zelle genauer untersucht werden. Hierflir wurden humane neutrophile Granulozyten
mit E-Selektin fur 10 Minuten stimuliert, im Anschluss fixiert und das n-terminale
GSDMD geféarbt. Zur besseren Orientierung wurde zudem DAPI als Kernfarbung
verwendet. Zur Aufnahme der Objekttrager wurde ein Konfokalmikroskop verwendet,
mit dessen Hilfe Schnittbilder Uber die gesamte Ausdehnung der Zelle aufgenommen
wurden.

Hier zeigte sich bei den mit E-Selektin stimulierten Zellen ein einheitliches
Verteilungsmuster des n-terminalen GSDMD in den Zellen, welches sich grundlegend
von der Kontrollgruppe unterscheidet. In der stimulierten Kohorte lieR sich das n-
terminale GSDMD in punktférmigen Clustern insbesondere im Bereich der Zell- und
Kernmembran erkennen. Zudem war Uber die gesamte Zelle verteilt insgesamt deutlich

mehr Protein nachweisbar als in der Kontrollgruppe. Bei den unstimulierten Zellen waren
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die gerade beschriebenen Cluster im Bereich der Zellmembran nicht erkennbar, zudem
war die Gesamtmenge an n-terminalem GSDMD signifikant niedriger. Wurden die Zellen
zudem vor der Stimulation mit E-Selektin zusétzlich mit dem NLRP3-Inhibitor MCC950
behandelt, zeigte sich ebenfalls keine Clusterbildung im Bereich der Membranen und die
Gesamtmenge dhnelte der Kontrollgruppe (siehe Abb. 8A).

Um die am Mikroskop aufgenommenen Bilder weiter quantifizieren zu kdnnen, wurde
die Gesamtintensitat des n-terminalen GSDMD (Uber die gesamte Zelle erfasst und in den
unterschiedlichen Konditionen miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich bei den mit E-
Selektin stimulierten neutrophilen Granulozyten eine signifikant hohere Gesamtintensitét
des n-terminalen Proteins (siehe Abb. 8B).

Die Farbung des n-terminalen GSDMD zeigt zum einen aufgrund des Anstiegs der
gemessenen Gesamtintensitat fur nt-GSDMD, dass es durch die Stimulation der
neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin zu einer Zunahme des Proteins in der Zelle
kommt, was unterstreicht, dass es durch die Stimulation zu einer Spaltung von GSDMD
kommt. Zum anderen fallt im Vergleich mit der unstimulierten Vergleichsgruppe auf,
dass sich das Verteilungsmuster des n-terminalen GSDMD innerhalb der Zelle deutlich
unterscheidet. Die punktférmige Anordnung von nt-GSDMD im Bereich der
Zellmembran l&sst die Vermutung zu, dass es sich hierbei um die neu entstandenen Poren
handelt. Die Tatsache, dass auch in diesem Experiment bei einer Blockade des NLRP3-
Inflammsoms sowohl die Menge an nt-GSDMD in der Zelle als auch das
Verteilungsmuster der Kontrollgruppe &hnelt, bestérkt es die Annahme, dass der
zugrundeliegende molekulare Mechanismus auf einer Aktivierung des NLRP3-

Inflammasoms basiert.
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Abbildung 8 — Verteilung und Gesamtintensitat des n-terminalen GSDMD bei
Stimulation mit E-Selektin in humanen neutrophilen Granulozyten
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(A) zeigt reprasentative Bilder der Verteilung des n-terminalen GSDMD in den neutrophilen
Granulozyten und die Kernfarbung DAPI. Es handelt sich jeweils um die Gesamtintensitat der
Fluoreszenz-Kanéle bei Projektion der Ebenen zu einem Gesamtbild. (B) zeigt die Gesamtintensitat
an nt-GSDMD in den Zellen, die mit E-Selektin (roter Balken), PBS (griiner Balken) oder E-Selektin
nach vorheriger Inkubation mit MCC950 (blauer Balken) stimuliert wurden. Fur jede Kondition ist
der Mittelwert + SEM gezeigt (n=3). Fir die E-Selektin-Kondition wurden 75 Zellen, fir PBS 49
Zellen und fir MCC950 62 Zellen ausgewertet. Die statistische Analyse wurde mit einem one-way
Anova durchgefiihrt. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) wurden mit einem Stern und
nicht signifikante Unterschiede (p>0,05) mit ns markiert.

5.4 Transientes Auftreten von GSDMD-Poren in neutrophilen

Granulozyten

Wie oben beschrieben flihrt die Stimulation neutrophiler Granulozyten mit E-Selektin
auch tber einen Zeitraum von drei Stunden nicht zu einer signifikanten LDH-Freisetzung,
was daraufhin deutet, dass es nicht zu einem Absterben der Zellen kommt. Basierend auf
dieser Beobachtung soll das Auftreten der GSDMD-Poren in der Membran der
Neutrophilen genauer untersucht werden. Es soll insbesondere getestet werden, ob die
Poren in der Membran neutrophiler Granulozyten dauerhaft oder nur transient vorhanden
sind. Hierfur wurden humane neutrophile Granulozyten in einem ersten Ansatz uber 10
Minuten mit E-Selektin stimuliert und im Anschluss fur funf Minuten mit EDTA
gewaschen, um den Stimulus zu entfernen. Danach wurden die Zellen fur 30 Minuten in
HBSS bei 37°C inkubiert, um ihnen eine gewisse Erholungszeit zu gewéhren. Nach
diesem Inkubationsschritt wurde erneut Pl zugegeben, um die Permeabilitat der Membran
zu Oberprifen. Nach der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffs war keine signifikante
Aufnahme in die Zellen erkennbar, was darauf hindeutet, dass die GSDMD-Poren auch
wieder aus der Zellmembran entfernt werden kénnen. Um diese Beobachtung weiter zu
untersuchen, wurden die Zellen in einem zweiten Ansatz tiber 45 Minuten mit E-Selektin
stimuliert, ohne den Stimulus zu entfernen. Im Anschluss daran wurde erneut PI
zugegeben. Hier zeigte sich allerdings auch keine signifikante Aufnahme des Farbstoffs
in die Zellen, was ebenfalls dafiirspricht, dass keine Poren mehr in der Membran
vorhanden waren (siehe Abb. 9). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
GSDMD-Poren bei einer Stimulation mit E-Selektin zwar in die Zellmembran der
neutrophilen Granulozyten eingebaut werden, diese aber nicht dauerhaft bestehen,

sondern nur transient vorhanden sind.
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Abbildung 9 — Propidiumiodid Aufnahme nach Stimulation mit E-Selektin mit
anschlieBender Entfernung des Stimulus oder Dauerstimulation mit E-Selektin

Neutrophile Granulozyten wurden fiir 10 Minuten mit E-Selektin stimuliert, der Stimulus mit Hilfe
von EDTA entfernt und die Zellen fur 30 Minuten in HBSS gegeben (griiner Graph). Als
Kontrollgruppe wurden Neutrophile verwendet, die fir 45 Minuten dauerhaft mit E-Selektin
stimuliert wurden (roter Graph). Bei beiden Gruppen wurde dann PI zugegeben. Die Abbildung zeigt
zu den jeweiligen Zeitpunkten den Mittelwert £ SEM (n=3). Die statistische Analyse wurde zu den
Zeitpunkten 45, 47, 50, 55 und 60 Minuten jeweils mit einem ungepaarten, zweiseitigen t-Test
durchgefiihrt. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,05).

Um diese neuen Befunde noch weiter zu untersuchen, wurde der PI-Assay erneut etwas
modifiziert. Die neutrophilen Granulozyten wurden hierbei wie zuvor mit E-Selektin
stimuliert, allerdings wurde nun zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Stimulation der
Fluoreszenzfarbstoff PI hinzugegeben. Nach weiteren zehn Minuten wurden dann in
mehreren zufallig ausgewahlten Blickfeldern Bilder aufgenommen. In diesen wurde der
Anteil an Pl-positiven Zellen bestimmt.

Bei der PI-Zugabe nach finfminutiger Stimulation kam es bei nahezu allen Zellen zu
einer Aufnahme des Farbstoffs. In der zweiten Gruppe nach 10 Minuten war bereits zu
erkennen, dass der Anteil an Pl-positiven Zellen abnahm. Nach funfzehn bzw. zwanzig
Minuten Stimulation mit E-Selektin waren kaum noch Pl-positive Zellen zu finden (siehe
Abb.10A; 5min vs. 10 min vs 15 min vs 20 min: 0,93 + 0,04 vs. 0,72 + 0,11 vs. 0,02 +
0,01 vs. 0,02 + 0,01; Mittelwert + SEM).

Diese Versuchsanordnung zeigt eindrlcklich, dass die Stimulation mit E-Selektin
zundchst zu einer deutlichen Zunahme der Membranpermeabilitat fuhrt. Allerdings ist
ebenfalls zu beobachten, dass trotz der anhaltenden Stimulation die Poren in der

Zellmembran nur transient und nicht dauerhaft vorhanden sind (siehe Abb. 10B).
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Abbildung 10 — Aufnahme von Propidiumiodid in neutrophile Granulozyten bei

Dauerstimulation mit E-Selektin nach unterschiedlichen Zeitintervallen

(A) Neutrophile Granulozyten wurden dauerhaft mit E-Selektin stimuliert. Nach 5, 10, 15 und 20
Minuten wurde jeweils Pl zu den unterschiedlichen Konditionen hinzugegeben. Nach 10 Minuten P1-
Inkubation wurde dann die Anzahl an Pl-positiven Zellen in zufallig ausgewahlten Blickfeldern
ermittelt. (B) Repréasentative Ubersichtsbilder zeigen neutrophilen Granulozyten nach P1-Zugabe zu
den unterschiedlichen Zeitpunkten der Stimulation. Die Abbildung zeigt zu den jeweiligen
Zeitpunkten den Mittelwert + SEM (n=3). Fir den Zeitpunkt nach 5 Minuten wurden 274 Zellen,
nach 10 Minuten 313, nach 15 Minuten 358 und nach 20 Minuten 466 Zellen ausgewertet. Die
statistische Analyse wurde mit einem one-way ANOVA durchgefuhrt. Statistisch signifikante
Unterschiede (p < 0,001) wurden mit drei Sternen und nicht signifikante Unterschiede (p=0,05) mit
n.s. markiert.

5,5 ESCRT-IIl als moglicher Reparaturmechanismus der Zellmembran

humaner neutrophiler Granulozyten

Eine mogliche Erklarung fir das transiente Auftreten der GSDMD-Poren in der
Zellmembran neutrophiler Granulozyten ist ein intrazellularer Reparaturprozess der
Zellmembran. Ein solcher Prozess wurde von Ruhl et al. 2018 beschrieben. Hier wird der
ESCRT-III-Komplex als Teil eines Reparaturprogramms von GSDMD-Poren in
Monozyten angegeben. Die Aktivierung dieses Komplexes erfolgt tiber den Einstrom von
Calciumionen gemal des Konzentrationsgefélles von extra- nach intrazellular uber die
GSDMD-Poren. Um eine mogliche Beteiligung des ESCRT-III-Komplexes an der
Reparatur der GSDMD-Poren zu untersuchen, wurden humane neutrophile Granulozyten
mit E-Selektin erneut fiir 10 Minuten stimuliert und fixiert. Mit Hilfe eines Antikorpers,
der CHMP4B, einen Bestandteil des ESCRT-I11-Komplexes, erkennt, wurde dann das
Verteilungsmuster und das Auftreten des Proteinkomplexes in der Zelle untersucht.
Insbesondere die Verteilung des Proteins in der Zelle war hierbei relevant. Zur
quantitativen Auswertung wurde fur jede Zelle ein Verteilungsindex berechnet. Hierbei
wurde jeweils in der Mitte der Zelle fur jeden Punkt entlang einer Geraden durch die Zelle
die Intensitat fur CHMP4B bestimmt. Im Anschluss daran wurde die Intensitat in den
Randbereichen (jeweils 10% Distanz von der Membran) in das Verhaltnis gesetzt zu
einem Bereich um den Mittelpunkt (20% um den Mittelpunkt) der Zelle. Ein
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Verteilungsindex von eins gibt nach dieser Berechnung an, dass das Protein gleichmaliig
uber die Zelle verteilt war, wohingegen ein Wert Uber eins auf eine Anreicherung im
Bereich der Membran und ein Wert unter eins auf eine Anreicherung im Bereich des
Zytoplasmas hindeutet. Die Auswertung der Zellen zeigte deutlich, dass es durch die
Stimulation der Zellen zu einer Verlagerung von CHMP4B und somit des ESCRT-1II
Komplexes in den Bereich der Zellmembran kam. Der Verteilungsindex war bei den mit
E-Selektin stimulierten neutrophilen Granulozyten nicht nur signifikant héher als die
unstimulierte Kontrollgruppe, sondern lag auch deutlich Gber eins (siehe Abb. 11B; E-
Selektin vs. PBS: 2,26 + 0,097 vs. 0,40 = 0,05; Mittelwert £ SEM). Zusétzlich lie3en sich
in der stimulierten Gruppe im Bereich der Zellmembran deutliche CHMP4B-
Anreicherungen in Form von Clustern erkennen, die in der unstimulierten Kohorte nicht
auftraten (siehe Abb.11A). Diese Farbung ist ein Hinweis darauf, dass es durch die
Stimulation der Neutrophilen mit E-Selektin neben der Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und dem Einbau der GSDMD-Poren auch zu einer Rekrutierung des
ESCRT-IIl in den Bereich der Zellmembran kommt wund hier somit
Membranreparaturprozesse ablaufen kénnen. Dies ware eine mégliche Erklarung fur das
transiente Bestehen der Poren in der Zellmembran und das Uberleben der Zellen trotz

andauernder Stimulation mit E-Selektin.
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Abbildung 11 — Verteilungsindex von CHMP4B in mit E-Selektin stimulierten und
unstimulierten humanen neutrophilen Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden fur 10 Minuten mit E-Selektin stimuliert und im Anschluss fir
CHMP4B gefarbt. (A) zeigt reprasentative Bilder der stimulierten und unstimulierten neutrophilen
Granulozyten. WeiRRe Pfeile zeigen CHMP4B-Cluster im Bereich der Zellmembran der mit E-
Selektin stimulierten neutrophilen Granulozyten. (B) Zur Quantifizierung der CHMP4B-Verteilung
in den Zellen wurde ein Verteilungsindex in den Zellen ermittelt, wobei jeweils 10% der
Randbereiche mit 20% der Zellmitte ins Verhaltnis zueinander gesetzt wurden (siehe 4.2.2.2). Die
Abbildung zeigt zu den beiden Konditionen den Mittelwert £+ SEM (n=3). Fir die E-Selektin-Gruppe
wurden 28 Zellen und fir die PBS-Gruppe 29 Zellen ausgewertet. Die statistische Analyse wurde
mit einem ungepaarten, zweiseitigen t-Test durchgefuhrt. Statistisch signifikante Unterschiede (p <
0,0001) wurden mit vier Sternen markiert.

41



56 Blockade des NLRP3-Inflammasoms und Anderung der

Rollgeschwindigkeit von neutrophilen Granulozyten

Die gewonnenen Erkenntnisse Uber den molekularen Mechanismus, welcher der
Freisetzung von Calprotektin zugrunde liegt, soll nun in einem funktionellen Assay in
vitro getestet werden. Hierbei wird vor allem die Rolle des freigesetzten Calprotektins im
Rahmen der Leukozytenrekrutierungskaskade genutzt. Das freigesetzte Protein bindet
autokrin an den extrazellularen TLR4-Rezeptor und fiihrt damit Uber eine Aktivierung
und Konformationsanderung der B2-Integrine zu einem langsameren Rollen der
neutrophilen Granulozyten in einer entsprechenden Flusskammer, was wiederum die
Voraussetzung fr eine erfolgreiche Auswanderung der Zellen aus dem GeféalRsystem ist
(Pruenster 2015). Hierfur wurden Flusskammern tiber Nacht mit E-Selektin beschichtet.
Isolierte humane neutrophile Granulozyten wurden dann entweder fur 30 Minuten mit
dem NLRP3-Inhibitor MCC950 inkubiert oder blieben unbehandelt. Im Anschluss
wurden die Zellen tber einen kontinuierlichen Flissigkeitsstrom durch die Flusskammern
geleitet und dies mit dem Mikroskop aufgenommen. Anhand der Aufnahmen konnten
dann die Rollgeschwindigkeiten der Zellen ermittelt werden. Zellen, die zuvor mit
MCC950 behandelt wurden, zeigten eine signifikant hohere Rollgeschwindigkeit als die
unbehandelte Kontrollgruppe (siehe Abb. 12; DMSO vs. MCC950: 1,03 + 0,07 vs. 2,0 +
0,31; Mittelwert =+ SEM). Diese Beobachtung zeigt, dass die Blockade des NLRP3-
Inflammasoms das langsame Rollen der Zellen verhindert. Als Ursache hierfiir kann die
fehlende autokrine Aktivierung des TLR4-Rezeptors und die dadurch ausbleibende

Konformationsanderung der beta2-Integrine angenommen werden.
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Abbildung 12 — Rollgeschwindigkeiten neutrophiler Granulozyten mit und ohne

vorherige Inkubation mit MCC950

Humane neutrophile Granulozyten wurden durch mit E-Selektin und ICAM-1 beschichtete
Flusskammern perfundiert. Hierbei wurden deren Rollgeschwindigkeiten entlang der
Flusskammern quantifiziert. Die Blockade des NLRP3-Inflammsoms erfolgte durch MCC950
(blauer Balken); Kontrollgruppe: roter Balken. Die Abbildung zeigt zu den beiden Konditionen den
Mittelwert £ SEM (n=4). Pro Flusskammer wurden jeweils zehn Zellen analysiert und drei
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technische Replikate durchgefiihrt. Die statistische Analyse wurde mit einem ungepaarten,

zweiseitigen t-Test durchgefiihrt. Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) wurden mit einem
Stern markiert.

5.6.1 Verlust von GSDMD und Auswirkung auf die Auswanderung von

neutrophilen Granulozyten

Hier wurde der Fokus auf das Auswanderungsverhalten der neutrophilen Granulozyten
gelegt. Hierzu wurden Wildtyp- und GSDMD~--Méausen TNF-a. intraskrotal gespritzt, um
dort eine Entzlindungsreaktion auszulésen. Im Anschluss wurden die Cremaster-Muskeln
der Méuse prapariert, auf Objekttrager aufgespannt und mit einer Giemsa-Farbung
gefarbt. Mit Hilfe eines Durchlichtmikroskop wurden dann alle aus den postkapillaren
Venen ausgewanderten Neutrophilen ausgezahlt. Bei der Auswertung zeigte sich bei den
GSDMD-Mausen eine signifikant reduzierte Anzahl an perivaskuldren neutrophilen
Granulozyten im Vergleich zu den Wildtyp-Méausen (siehe Abb. 13; GSDMD” vs.
Wildtyp: 36,85 + 12,98 Zellen/FOV vs. 223 + 34,90 Zellen/FOV; Mittelwert + SEM).
Neutrophile Granulozyten von GSDMD~-Méausen kdénnen trotz der Stimulation mit E-
Selektin keine Poren in die Membran einbauen, wodurch auch keine Freisetzung von

Calprotektin aus der Zelle mdglich ist.
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Abbildung 13 — Anzahl perivaskularer Zellen in Wildtyp- und GSDMD"--Méausen
Cremaster-Muskeln von Wildtyp- (rot) und GSDMD”-Mausen (griin) wurden nach einer
intraskrotalen TNF-alpha-Injektion zur Induktion einer inflammatorischen Reaktion mit Hilfe einer
Giemsa-Farbung bezlglich aus dem GefaRRsystem ausgewanderter neutrophiler Granulozyten
untersucht. Die Abbildung zeigt zu den beiden Konditionen den Mittelwert £ SEM (n=4). Die
statistische Analyse wurde mit einem ungepaarten, zweiseitigen t-Test durchgefiihrt. Statistisch
signifikante Unterschiede (p < 0,01) wurden mit zwei Sternen markiert.
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6 Diskussion

6.1 Unkonventionelle Sekretion von Calprotektin aus neutrophilen

Granulozyten

Trotz der groBen Mengen an Calprotektin im Zytosol neutrophiler Granulozyten und
Monozyten und der umfassenden intra- und extrazellularen Funktionen war der
zugrundeliegende Mechanismus der Freisetzung des Proteins bisher nicht bekannt
(Edgeworth 1991; Newton 1998; Pruenster 2016; Jarlborg 2020). Die Freisetzung von
Proteinen aus einer Zelle erfolgt reguldar im Rahmen der konventionellen Sekretion tber
eine Signalsequenz bzw. eine Transmembrandoméne, die zum Transport des Proteins in
das endoplasmatische Retikulum flhrt. Im Anschluss daran erfolgt der Weitertransport
mittels COP-II-positiven Vesikeln in Richtung Golgi-Apparat, Zellmembran und
schliellich in den extrazellularen Raum (Giuliani 2011; Rabouille 2017). Calprotektin
weist diese Signalsequenz nicht auf, weshalb eine Freisetzung im Rahmen der
konventionellen Sekretion nicht moglich ist (Rammes 1997; Foell 2007; Ehrchen 2009).
Sekretionsmechanismen, die nicht unter die klassische Sekretion fallen, werden unter
dem Begriff unkonventionelle Proteinsekretion UPS (), engl. unconventional protein
secretion ") zusammengefasst. Hierbei werden Proteine, die keine Signalsequenz oder
Transmembran-Domane aufweisen, in einem Golgi-Apparat-unabhéngigen Prozess aus
der Zelle freigesetzt (Giuliani 2011; Rabouille 2012; Rabouille 2017). Insbesondere in
Situationen, in denen Zellen Stress ausgesetzt sind, kommt es zur Freisetzung von
Proteinen durch unkonventionelle Sekretion. Mégliche Ursachen hierfiir sind zum einen,
dass die Freisetzung durch unkonventionelle Sekretion deutlich schneller ablauft als tiber
den konventionellen Transportweg, und zum anderen, dass durch den zusétzlichen
Sekretionsweg die reguldren Abl&ufe und Transportvorgédnge in der Zelle nicht gestort
werden (Giuliani 2011; Rabouille 2017). Bei Calprotektin ist bekannt, dass insbesondere
der Kontakt der Immunzellen mit entziindlich verdndertem Endothel zur Freisetzung
fihrt. Hierbei kann der Kontakt mit den entzlindlich verdnderten Endothelzellen im
Rahmen eines inflammatorischen Prozesses als Stressor fir die Zellen gewertet werden
(Frosch 2000). Im Rahmen der unkonventionellen Sekretion kénnen anhand des
zugrundeliegenden molekularen Mechanismus der Freisetzung vier unterschiedliche
Kategorien unterschieden werden. Typ | basiert auf einer Freisetzung von Proteinen durch
Poren, die sich in der Plasmamembran bilden (Rabouille 2017; Brough 2017). Bei Typ Il
der unkonventionellen Sekretion tbernehmen ABC-Transporter die Ausschleusung aus

der Zelle (Rabouille 2012). Im Rahmen des Typ Il kommt es zu einer Endosom-oder

44



Autophagosom-abhéngigen Freisetzung aus der Zelle (Nickel 2009). Bei einer
Freisetzung nach dem Mechanismus vom Typ IV weisen die Proteine eine Signalsequenz
bzw. Transmembrandoméane auf, die zu einem Transport in das endoplasmatische
Retikulum fuhrt, allerdings kommt es dann zu einem direkten Transport in Richtung
Zellmembran ohne Zwischenstopp im  Golgi-Apparat (Grieve 2011). Der
Sekretionsmechanismus von Interleukin-1beta durch GSDMD-Poren, die in einem
Inflammasom-abhéngigen Prozess in die Zellmembran eingebaut werden, wird als Typ-I
der unkonventionellen Sekretion klassifiziert (Rabouille 2017). In der Literatur wird die
Sekretion aber auch teilweise dem Typ-111 zugeordnet, was auf der Tatsache basiert, dass
die Sekretion von Interleukin-lbeta auch in einem GSDMD-unabhangigen Prozess
erfolgen kann (Rabouille 2017; Heilig 2018; Karmakar 2020b). Aufgrund &hnlicher
Eigenschaften von Interleukin-1beta und Calprotektin stellten wir die Hypothese auf, dass
die Sekretion von Calprotektion einem ahnlichen molekularen Mechanismus folgt wie
die Freisetzung von Interleukin-lbeta. Die Proteine sind beide proinflammatorische
Zytokine, haben beide keine Signalsequenz, sodass sie Uiber unkonventionelle Sekretion
aus der Zelle freigesetzt werden mussen. Sie werden zudem beide im Rahmen von
Entziindungsreaktionen, welche Stresssituationen fur die Zellen darstellen, aus Zellen der
myeloiden Reihe freigesetzt (Evavold 2018; Jarlborg 2020). Im Weiteren weisen die
beiden Proteine ein dhnliches molekulares Gewicht auf (Interleukin-1beta 17,5 kDa und
bei Calprotektin 25 kDa), sodass die Freisetzung von Calprotektin anhand der Grofie
ebenfalls durch GSDMD-Poren maoglich ist (Mosley 1987; van den Bos 1996; Vogl 1999;
Vogl 2012).

6.2 Stimulation neutrophiler Granulozyten mit E-Selektin und schnelle

NLRP3-abhangige Freisetzung von Calprotektin

Die Interaktion von neutrophilen Granulozyten mit entziindlich verdndertem Endothel
fihrt zu einer Freisetzung von Calprotektin aus den Immunzellen (Frosch 2000). In
naheren Analysen konnte die Interaktion von E-Selektin auf den Endothelzellen mit
PSGL-1 auf den Neutrophilen als zugrundeliegender Mechanismus identifiziert werden
(Pruenster 2015). In Vorarbeiten zu dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass es
durch die Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin fur eine kurze
Periode von 15 Minuten zu einer Freisetzung von Calprotektin kommt. Die gemessene
Menge an freigesetztem Protein bei einer Stimulation von Zellen, die aus Caspasel”
Caspasell” - und GSDMD--Méusen isoliert wurden, war hierbei signifikant geringer

(Kuchler 2023). Diese Befunde bestatigen zum einen, dass die Stimulation mit E-Selektin
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zu einer Freisetzung von Calprotektin fihrt und zum anderen, dass es einen
Zusammenhang mit dem NLRP-3-Inflammasom gibt, da sowohl die Caspase-1 als auch
das GSDMD wichtige Bestandteile des NLRP3-Inflammasom-Signalwegs darstellen (Shi
2015; Kayagaki 2015). Der Einfluss der Stimulation mit E-Selektin auf die beiden
Proteine Caspase-1 und GSDMD waurde in Western-Blot-Analysen weiter untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass die Stimulation der Zellen bereits fur einen kurzen Zeitraum von
15 Minuten zu einer Spaltung der Proteine und damit zu einer Uberfilhrung in deren
aktive Form flhrt. Hier konnte zudem durch den Einsatz von MCC950 die Abhangigkeit
der Signalkaskade vom NLRP3-Inflammasom nachgewiesen werden (Kuchler 2023).

Die Aktivierung des Inflammasoms ist grundsatzlich tber zwei Signalkaskaden mdglich.
Die kanonische Aktivierung erfolgt in zwei Schritten. Zunachst kommt es zu einem
Priming der neutrophilen Granulozyten, wodurch die Expression der unterschiedlichen
Bestandteile des Inflammasoms und der Zytokine pro-Interleukin-1lbeta und pro-
Interleukin-18 verstarkt wird und die Zelle somit auf die Freisetzung der
proinflammatorischen Zytokine vorbereitet wird. In einem zweiten Schritt kommt es dann
durch das eigentliche Aktivierungssignal zur Oligomerisierung des NLRP3-
Inflammasoms und zu dessen Aktvierung. Die nicht-kanonische Aktvierung erfolgt im
Gegensatz dazu durch eine intrazellul&re Stimulation durch gram-negative Bakterien oder
intrazelluléres LPS. Dieses bindet in Mdusen direkt an Caspase-11 und im Menschen an
Caspase-4 und -5, wodurch es zu einer Oligomerisierung und Aktivierung der Caspasen
kommt. Diese spalten im Anschluss GSDMD in seine aktive Form, welches wiederum
Poren in der Zellmembran bildet, wodurch es zu einem Ausfluss von Kalium aus der Zelle
kommt. Dieser lonenfluss aktiviert dann das NLRP3-Inflammasom (Shi 2014; George R.
Dubyak 2022; Paget 2022). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Stimulation der
neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin auch ohne vorheriges Priming zu einer
schnellen Aktivierung und einem raschen Einbau der GSDMD-Poren in der Zellmembran
fihrt. Hierbei kommt es durch die Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-
Selektin zu einem Kalium-Ausstrom Uber den spannungsabhangigen Ky1.3-Kanal, was
zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms fuhrt (Pruenster 2023). Neben dem
Kaliumausstrom kommt es auch zu einer posttranslationalen Modifikation des NLRP3,
was einen entscheidenden Schritt fur eine suffiziente Aktivierung des Inflammasoms
darstellt (Song 2017). Hierbei fuhrt die Stimulation mit E-Selektin in einem Kalium-
unabhéngigen Vorgang zur einer BTK-abhédngigen Tyrosin-Phosphorylierung von
NLRP3, wodurch eine Aktivierung des Inflammaoms ermdéglich wird (Pruenster 2023).

Western-Blot-Analysen zeigten zudem, dass es in neutrophilen Granulozyten, die in
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kaliumreichem Zellkulturmedium (K*:50 mM) mit E-Selektin stimuliert werden, zu
keiner Spaltung von Caspase-1 und GSDMD kommt (Kuchler 2023).

Der hier aufgezeigte Signalweg lauft rasch und ohne vorheriges Priming der Zellen ab.
Neutrophile Granulozyten weisen die besondere Eigenschaft auf, dass sie sehr schnell auf
entzundliche Reize reagieren konnen. So kdnnen sie ohne vorherige Umwandlung in
einen proinflammatorischen Phénotypus grofle Mengen an Zytokinen und weitere
Faktoren mit proinflammatorischen Mediatoren uber ihre Granula ausschtten.
Neutrophile sind zudem vollstandig mit allen Rezeptoren und Proteinen ausgestattet, die
eindringende Pathogenen bek&mpfen konnen (Mantovani 2011). In zirkulierenden
neutrophilen Granulozyten stellt Calprotektin das am meisten vorkommende Protein im
Zytosol dar, wodurch eine rasche Sekretion ohne de-novo Synthese moglich ist
(Edgeworth 1991; Newton 1998). Dies stellt einen deutlichen Unterschied zur
Freisetzung von Interleukin-1beta dar, welches typischerweise im Rahmen der
zweistufigen, kanonischen Aktivierung freigesetzt wird und im Rahmen dieses Prozesses
auch noch synthetisiert werden muss (Paget 2022). So ist es nicht verwunderlich, dass IL-
1B nach kurzer E-Selektin-Stimulation nicht im Zellliberstand gefunden wird (Pruenster
2023).

6.3 Stimulation mit E-Selektin und schneller Einbau von GSDMD-Poren in

die Zellmembran neutrophiler Granulozyten

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Stimulation neutrophiler Granulozyten nicht nur
zu einer Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms fihrt, sondern auch zu einem Einbau
von GSDMD-Poren in die Zellmembran. Hierfir wurde durch Zugabe von Pl wahrend
der Zellstimulation die Permeabilitat der Membran untersucht. Sowohl die Stimulation
humaner als auch muriner neutrophiler Granulozyten fiihrte zu einer raschen Aufnahme
des Fluoreszenzfarbstoffs in die Zellen. Diese Zunahme der Permeabilitat ist ein
deutlicher Hinweis fiir den Einbau von Poren als Folge der Zellstimulation. Bei Zellen,
die vor der Stimulation mit MCC950 behandelt wurden, und bei murinen Zellen, welche
aus Caspase-17-Caspasell’-Mausen isoliert wurden, konnte keine Aufnahme an Pl
beobachtet werden. Somit konnte gezeigt werden, dass der Einbau der Poren abhéngig
von der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist. Zusatzlich konnte durch die Analyse
des Verteilungsmusters des n-terminalen-GSDMDs (kurz nt-GSDMD), welches die
aktive, porenbildende Form des Proteins darstellt, festgestellt werden, dass es durch die
Stimulation mit E-Selektin zu einer Verlagerung des nt-GSDMD an die Zellmembran

kommt. Dies zeigt zum einen, dass es sich bei den Poren, die sich in der Zellmembran
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bilden, tatsachlich um GSDMD-Poren handelt und zum anderen bestéatigt es den Einbau
von Poren in die Zellmembran. Somit erfolgt die Freisetzung von Calprotektin als Folge
der Stimulation mit E-Selektin durch GSDMD-Poren, die in die Zellmembran eingebaut
werden. Karmakar et al. beschrieben 2020 fiir die Freisetzung von Interleukin-1beta
zusétzlich einen alternativen Signalweg, bei dem es nicht zum Einbau von GSDMD-
Poren in die Zellmembran kommt. Hierbei fiihrt die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und der Caspase-1 zwar zur Spaltung und damit zur Aktivierung von
GSDMD, allerdings erfolgt kein Einbau in die Zellmembran, sondern in azurophile
Granula und LC3*-Autophagosomen, wodurch die Inhalte der Granula wie beispielsweise
die Neutrophilen-Elastase freigesetzt werden. Durch das Enzym kommt es zu einer
sekundéren, alternativen Spaltung von GSDMD, was die Grundlage fiir die Freisetzung
von Interleukin-1beta in einem Autophagie-abhangigem Prozess darstellt (Karmakar
2020a).

Damit ein Molekil durch Poren in der Zellmembran freigesetzt werden kann, muss der
Durchmesser der Poren groRer als der Durchmesser des Molekiils sein. Die GSDMD-
Poren haben eine GrdfRe von ca. 20-25 nm und einem Innendurchmesser von ca. 15 nm
(Sborgi 2016; Gaidt 2016; Rihl 2021). Dieser Durchmesser ermdéglicht sehr kleinen
Molekilen und lonen die Zelle zu verlassen, wohingegen dies fur groRere Molekiile nicht
maoglich ist (Evavold 2018; Heilig 2018; Devant 2023). Calprotektin hat mit einem
Gewicht von 24 kDa eine ahnliche Grof3e wie Interleukin-1beta und kann somit durch die
GSDMD-Poren aus den Zellen freigesetzt werden (Mosley 1987; van den Bos 1996; VVogl
1999; Vogl 2012). Neben dem Aspekt der Grolie spielt aber auch die Ladung der Pore
und der Fracht eine entscheidende Rolle (Devant 2023). GSDMD-Poren sind negativ
geladen, wodurch Molekiile mit einer positiven oder neutralen Ladung fur den Transport
aus der Zelle bevorzugt werden (Xia 2021). Calprotektin ist bei physiologischem pH-
Wert positiv geladen, sodass eine effiziente Freisetzung durch die GSDMD-Poren
erfolgen kann (Pruenster 2016).

6.4 Neutrophile Granulozyten und Induktion von Pyroptose

Um die Vitalitat der neutrophilen Granulozyten wahrend der Stimulation mit E-Selektin
zu Uberprifen und somit auch falsch-positive Ergebnisse der PI-Aufnahme ausschlie3en
zu konnen, wurde Uber die Menge an freigesetztem LDH der Anteil an absterbenden
Zellen bestimmt. Zusétzlich kann so untersucht werden, ob die Stimulation mit E-Selektin
zur Einleitung der Pyroptose in den Zellen fuhrt. LDH kann aufgrund seiner molekularen

GroRe nicht Gber GSDMD-Poren freigesetzt werden, sodass eine Freisetzung aus der
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Zelle mit dem Absterben der Zellen korreliert (Gaidt 2016; Devant 2023). Meine
Ergebnisse zeigen, dass eine Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin
oder mit LPS/Nigericin auch bei sehr langen Stimulationsperioden nicht zum Absterben
der Zellen und somit nicht zur Aktivierung der Pyroptose fiihrte. Im Gegensatz dazu
fuhrte die Stimulation von Monozyten mit LPS/Nigericin im gleichen Zeitraum zu einem
signifikanten Absterben der Zellen durch Aktivierung der Pyroptose. In Monozyten ist
bekannt, dass die kanonische Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms zu einem Einbau
von GSDMD-Poren in die Zellmembran fihrt, wodurch es zu einem Kollaps des
osmotischen und des elektrischen Gradienten in der Zelle kommt (Gaidt 2016; DiPeso
2017; Carty 2019). Hierdurch kommt es zu einer Stérung des Zellmetabolismus und der
Zellhomoostase (Ruhl 2021). Die Folge ist die Freisetzung weiterer intrazellulérer
Zytokine und der Einstrom von Wasser in die Zelle, was ein Anschwellen der Zellen und
schlieBlich die Ruptur der Zellmembran zur Folge hat (Gaidt 2016). Nachdem in
Monozyten das Auftreten der Pyroptose als Folge des Einbaus der GSDMD-Poren in die
Zellmembran beschrieben wurde, kam es zu der Annahme, dass das Auftreten der
GSDMD-Poren immer zum Absterben der Zellen fuhrt (Liu 2016; Sborgi 2016; Ding
2016). Doch bei Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin konnte ich
trotz Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms kein Absterben der Zellen und somit keine
Pyroptose beobachten. Dies zeigt, dass trotz der Aktivierung des Inflammasoms und des
Einbaus der GSDMD-Poren in die Zellmembran keine Pyroptose stattfinden muss. Die
Resistenz der neutrophilen Granulozyten gegenuber Pyroptose konnte bereits in mehreren
Arbeiten gezeigt werden und stellt einen deutlichen Unterschied zu Monozyten dar (Chen
2014; Conos 2016; Evavold 2018; Heilig 2018). Unklar ist, wie es in neutrophilen
Granulozyten trotz der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und des Einbaus der
GSDMD-Poren in die Zellmembran nicht zu einer Aktvierung der Pyroptose und zu
einem Absterben der Zellen kommt. Hierflr gibt es mehrere magliche Erklarungsansatze
(Seunghwan Son 2021; Riihl 2021). Die Transkriptionsraten fir GSDMD, Caspase-1 und
ASC sind in neutrophilen Granulozyten deutlich niedriger als in Monozyten (Boucher
2018). Diese Tatsache hat zur Folge, dass grundsatzlich weniger Poren in die
Zellmembran eingebaut werden (Ruhl 2021). Aufgrund der wenigen Poren in der
Membran kann die Mindestanzahl an Poren wahrscheinlich nicht erreicht werden, um
einen osmotischen Kollaps der Zellen und somit den Tod der Zelle auszulosen (Carty
2019).

Kayagaki et al. haben 2021 NINJ1 im Zusammenhang mit der Ruptur der Zellmembran

in Monozyten als entscheidenden Faktor identifiziert. Die Plasmamembranruptur ist
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hierbei kein passiver Prozess, der als Folge der mechanischen Scherkrafte, die wahrend
des Anschwellens der Zellen entstehen, auftritt, sondern ein eigenstandiger VVorgang, der
unabhéngig vom Einbau der GSDMD-Poren in die Membran und der Freisetzung von
Zytokinen ablduft, und von der Oligomerisierung des NINJ1-abhangig ist (Davis 2019;
Wang 2021; Kayagaki 2021). Wie NINJ1 genau aktiviert wird und wie es im Anschluss
daran zur Ruptur der Membran kommt, ist bisher nicht bekannt und muss noch weiter
untersucht werden (Rihl 2021). Zudem gibt es bisher keine Erkenntnisse dariiber, welche
Rolle NINJ1 in neutrophilen Granulozyten spielt und in welchem Zusammenhang es mit
der Pyroptose-Resistenz steht (Yow 2022).

Doch nicht nur in Neutrophilen wurde beobachtet, dass es trotz Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und des Einbaus der GSDMD-Poren in die Zellmembran zu keinem
Absterben der Zellen kommt, sondern auch in Monozyten (Evavold 2018; Heilig 2018).
Die Aktivierung des Inflammasoms kann hier zu zwei unterschiedlichen Zustédnden der
Zellen fiihren. Entweder kommt es zu einem Absterben der Zellen durch die Aktivierung
der Pyroptose oder die Zellen uberleben, was mit einer Hyperaktivierung und einer
verstérkten Freisetzung von IL-1B einhergeht. Der genaue molekulare Mechanismus
hierfir ist noch nicht bekannt. Carty et al. beschreiben 2019, dass SARM (,, engl. Sterile
aand HEAT Armadillo motif-containing protein ““) hierbei eine wichtige Rolle einnehmen
konnte. So kommt es durch die Aktivierung von SARM zu einer mitochondrialen
Depolarisation, was im Anschluss die Hyperaktivierung der Zelle begunstigt und die
Pyroptose der Zelle verhindert. Diese Theorie unterstitzt somit ebenfalls die Annahme,
dass die alleinige Prasenz der GSDMD-Poren in der Zellmembran nicht ausreicht, um
einen osmotischen Kollaps der Zellen und damit die Pyroptose auszulésen (Carty 2019).
Ruhl et al. zeigten 2018, dass durch die in die Zellmembran eingebauten GSDMD-Poren
ein Einstrom von Calcium in die Zellen begunstigt wird. Dieser aktiviert in den Zellen
den ESCRT-IlI-Komplex (,, endosomal sorting complexes required for transport™),
wodurch ein Membranreparaturprogramm initiiert wird. Hierbei lagert sich der Komplex
im Bereich der Zellmembran an beschédigte Bereiche, wie in diesem Fall die Poren, an
und tragt zur Reparatur der entsprechenden Bereiche bei. Die Reparaturprozesse fiihren
zu einem Verschwinden der Poren von der Zelloberflache und verhindern dadurch die
Einleitung der Pyroptose. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass es durch die Stimulation von
neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin zu einer Verlagerung von CHMP4B, einem
Bestandteil des ESCRT-III, an die Zellmembran kommt, was fir die Aktivierung eines
Membranreparaturprogrammes in neutrophilen Granulozyten spricht und wiederum

einen moglichen Erklarungsansatz fir das Ausbleiben der Pyroptose darstellt. Zusétzlich
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erhoht der Calcium-Einstrom in die Zellen die Effizienz der Calprotektin-Sekretion aus
den Zellen, denn die Erhéhung der intrazelluldren Calcium-Konzentration fiihrt zu einer
Verlagerung des Proteins an die Zellmembran, sodass die Freisetzung tber die Poren
deutlich erleichtert wird (Lemarchand 1992; Roth 1993).

Doch es gibt auch Beobachtungen, die zeigen, dass eine Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms in Neutrophilen zum Absterben der Zellen durch Induktion der NETose
fuhren kann (Sollberger 2018; Chen 2018; Broz 2020). Langere Stimulation der
neutrophilen Granulozyten mit dem lonophor Nigericin nach einem Priming mit LPS hat
bei mir ebenfalls zu signifikant hoheren Raten an absterbenden Zellen gefihrt. Dies
impliziert, dass verschiedene Stimuli jeweils unterschiedliche Signalwege aktivieren, die

zu einem jeweils anderen Outcome fir die Zellen fuhren.

6.5 Stimulation neutrophiler Granulozyten mit E-Selektin und transientes

Auftreten von GSDMD-Poren in der Zellmembran

Die Experimente in dieser Arbeit zeigen, dass eine Stimulation der neutrophilen
Granulozyten mit E-Selektin einerseits zu einer schnellen Aktivierung des NLRP-3-
Inflammasoms und einem raschen Einbau der GSDMD-Poren in die Zellmembran fuhrt,
wodurch Calprotektin aus der Zelle freigesetzt wird, und es andererseits Uber die
Rekrutierung des ESCRT-III zu einer Aktivierung eines Membranreparaturprogramms
kommt, was wiederum zu einem Abbau der Poren flhrt. Basierend auf dieser Theorie
wurden die GSDMD-Poren im Rahmen einer dauerhaften Stimulation mit E-Selektin
genauer untersucht. Hierfur wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten Pl zugegeben, um
die Permeabilitat der Membran nach verschiedenen Stimulationszeiten zu testen. Bereits
nach zehn Minuten kam es zu einer deutlichen Abnahme der P1-Aufnahme in die Zellen.
Diese Beobachtung zeigt, dass es durch die Stimulation mit E-Selektin in den
neutrophilen Granulozyten zwar zu einem Einbau von GSDMD-Poren in die
Zellmembran kommt, diese allerdings auch rasch wieder verschwinden und somit nur
transient vorhanden sind. Urséchlich hierfiir sind wahrscheinlich das Zusammenspiel
mehrere Faktoren wie zum einen die niedrige Anzahl an GSDMD-Poren in neutrophilen
Granulozyten und zum anderen die Aktivierung von Membranreparaturvorgangen.
Insbesondere die Reparatur der Zellmembran dirfte hier eine wichtige Rolle spielen
(RuhI 2018; Riihl 2021). Um den genauen molekularen Mechanismus zu entschlisseln
sind allerdings noch weitere Untersuchungen notwendig.

Der Kontakt der neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin auf dem entziindlich

verdnderten Endothel erfolgt wéhrend der Diapedese bereits bei den ersten Kontakten

51



zwischen Immunzellen und der Gefawand. Diese Interaktion ist zudem entscheidend fiir
den Rollvorgang entlang des Endothels (Pruenster 2015; Morikis 2017). Aufgrund der
Tatsache, dass sich die Aufgaben und Funktionen neutrophiler Granulozyten im Gewebe
an Orten entziindlicher Prozesse abspielen, ist es wichtig, dass die Auswanderung aus
dem Gefalsystem suffizient ablauft und die Zellen dort auch ankommen. Aus diesem
Grund wird durch das transiente Auftreten der GSDMD-Poren das Uberleben der Zellen
wéhrend der Diapedese gesichert und somit deren Funktionstuchtigkeit fur die Aufgaben
im Gewebe erhalten. Denn im Gewebe Ubernehmen neutrophile Granulozyten komplexe
Aufgaben, wie die Koordination der Immunantwort, die Bekdmpfung von Pathogenen,
die Rekrutierung und Aktivierung anderer Immunzellen und auch die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (Chen 2014; Karmakar 2015; Paget 2022). Es konnte
zudem bereits gezeigt werden, dass die Stimulation von neutrophiler Granulozyten im
Rahmen von Entzlindungsreaktionen zur Aktivierung anti-apoptotischer Programme in
den Zellen fuhrt. Hierdurch wird ein ldngeres Uberleben der Zellen im entziindlichen
Gewebe ermoglicht (Silvestre-Roig 2016). Vor diesem Hintergund sind sowohl die
Pyroptose-Resistenz, als auch das transiente Auftreten von GSDMD-Poren als wichtige

Mechanismen zu verstehen.

6.6 Bedeutungvon NLRP3 und GSDMD fur die Neutrophilen Rekrutierung

Die Freisetzung von Calprotektin infolge einer Stimulation der Zellen mit E-Selektin

erfolgt in vivo wahrend des Rollvorgangs der neutrophilen Granulozyten entlang des
Endothels. Das freigesetzte Calprotektin bindet dann in einem autokrinen VVorgang an den
TLRA4-Rezeptor der Granulozyten und aktiviert dadurch die B2-Integrine der Zellen, die
durch eine Konformationsanderung zu einem langsameren Rollen der Zellen beitragen
(Pruenster 2015). Bei einer Blockade des NLRP3-Inflammasoms durch den Inhibitor
MCC950 kann in mit E-Selektin beschichteten Flusskammern eine deutlich hoéhere
Rollgeschwindigkeit der Zellen gemessen werden. Diese Tatsache bestétigt zum einen
die Abhéangigkeit der Calprotektin-Sekretion vom NLRP3-Inflammasom und zum
anderen unterstreicht es die wichtige Rolle des Proteins und somit auch des gesamten
molekularen Signalwegs, der zur Freisetzung von Calprotektin beitrégt, wéhrend der
Diapedese. Denn nur durch eine Verlangsamung der Rollgeschwindigkeit mit
Aktivierung von B2-Integrinen ist eine Auswanderung aus dem Geféalisystem effizient
moglich (Morikis 2017).

Anhand von Giemsa-gefarbten Cremaster-Muskeln von Wildtyp- und GSDMD-

Mausen, bei denen zuvor eine Entziindungsreaktion durch die Injektion von TNF-alpha
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ausgelost wurde, ist die Anzahl an extravasalen neutrophilen Granulozyten bestimmt
worden. Hierbei zeigte sich eine signifikant niedrigere Anzahl an ausgewanderten
Granulozyten bei GSDMD~--M4usen. Diese Beobachtung unterstreicht zum einen die
wichtige Rolle von Calprotektin wéhrend der Diapedese, zusétzlich zeigt es aber auch,
dass es durch die Freisetzung von Calprotektin zu einer lokalen Verstarkung der
Entziindungsreaktion kommt, wodurch es zu einer vermehrten Auswanderung von Zellen
aus dem GeféaRsystem kommt. Zudem zeigen diese Erkenntnisse auch wie wichtig die
Aktvierung des NLRP-3-Inflammasoms und der damit verbundene Einbau von GSDMD-
Poren in die Zellmembran fiir eine suffiziente Diapedese und somit auch fir eine
funktionierende Immunabwehr sind. Dennoch ist hier ebenfalls anzufiihren, dass die
reduzierte Auswanderung neutrophiler Granulozyten in GSDMD™-Mausen ebenfalls
durch das generelle Fehlen von GSDMD auch in anderen Immunzellen erklart werden

kann.

6.7 Ausblick

Die vorliegende Arbeit prasentiert neue Erkenntnisse beziglich der molekularen
Signalkaskade, welcher der Freisetzung von Calprotektin aus neutrophilen Granulozyten
zugrunde liegt. Zudem wird ein bisher unbekannter, schneller Aktivierungsweg des
NLRP-3-Inflammasoms in neutrophilen Granulozyten beschrieben, der zu einem
transienten Auftreten von GSDMD-Poren in der Zellmembran fihrt.

Insbesondere die Entschliisselung des Sekretionsmechanismus von Calprotektin ist von
entscheidender Bedeutung, denn Calprotektin spielt in der Pathophysiologie mehrere
akuter und chronischer Entziindungsreaktionen und auch in Bezug auf mehrere
Tumorentitaten eine wichtige Rolle. Somit konnen neue Erkenntnisse in diesem Bereich
die Grundlage fir neue Therapieansatze darstellen (Pruenster 2016). Im Rahmen von
Covid-19-Erkrankungen konnte gezeigt werden, dass erhdhte Level von Calprotektin mit
schweren Krankheitsverldufen einhergehen. Hierbei verursacht Calprotektin einen
starken Anstieg von Zytokinen im Blut, wodurch es zu einer U(berschieRenden
Immunreaktion in den Patienten kommt (Silvin 2020). Im Mausmodell wird bereits
versucht, diese tiberschiel’ende Immunreaktion zu verhindern, indem die Interaktion von
Calprotektin mit dem TLR4-Rezeptor durch den Einsatz von Paquinimod unterbunden
wird. Hierdurch soll es zu einer Verbesserung des Outcomes der Tiere kommen (Mellett
2022). Durch die Entschlusselung der Signalkaskade, die der Freisetzung von
Calprotektin aus neutrophilen Granulozyten zu Grunde liegt, wird es nun méglich, bereits

die Sekretion des Proteins aus den Immunzellen zu blockieren. Hierbei konnte die
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Blockade des Sekretionsmechanismus von Calprotektin durch die Inhibition des NLRP3-
Inflammasoms mittels MCC950 ein maoglicher therapeutischer Angriffspunkt sein. Auch
in anderen Bereichen konnte bereits in praklinischen Forschungsansatzen beobachtet
werden, dass durch den Einsatz von MCC950 vielversprechende Ergebnisse in der
Behandlung von Autoimmun-, kardiovaskuldren und Stoffwechselerkrankungen erzielt
werden konnten (Li 2022a). Dennoch sind noch weitere intensive Forschungsarbeiten
notwendig, um den gesamten molekularen Mechanismus der Freisetzung von
Calprotektin ~ zu  entschlisseln.  Hierbei ist insbesondere  der  genaue
Aktivierungsmechanismus des NLRP3-Inflammasoms von Bedeutung. Zudem gilt es zu
untersuchen, ob auch in Monozyten eine solche schnelle Aktvierung des Inflammasoms

moglich ist oder ob dies exklusiv in neutrophilen Granulozyten vorkommt.
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Abbildung 14 - NLRP3-abhéangige Freisetzung von Calprotektin durch transient

auftretende GSDMD-Poren

E-Selektin-abhéngiges Rollen fuhrt zur Aktvierung des NLRP3-Inflammasoms unter Beteiligung
eines Kaliumausstroms Uber den spannungsabhéngigen Kalium-Kanal K,1.3. Dadurch kommt es im
nachsten Schritt zur Aktivierung der Caspase-1. Die Caspase-1 spaltet dann GSDMD, sodass sich
der n-terminale Part mit weiteren nt-GSDMDs zusammenlagern und in der Zellmembran Poren
bilden kann. Diese Poren dienen zur Freisetzung von Calprotektin aus neutrophilen Granulozyten.
Zudem kommt es durch die Porenbildung zum Einstrom von Calcium, was die Aktivierung des
ESCRT-I11-Komplexes zur Folge hat, wodurch es zur Reparatur der Zellmembran kommt. Das
freigesetzte Calprotektin bindet an den TLR4-Rezeptor und fuhrt durch eine autokrine Aktivierung
zur Aktivierung der p2-Integrine. Hierdurch wird langsames Rollen der Zellen induziert. (erstellt
mit Biorender.com)
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7 Zusammenfassung

Calprotektin ist im klinischen Alltag ein wichtiger diagnostischer Marker flr
unterschiedliche akute und chronisch-entziindliche Erkrankungen und spielt zudem in der
Pathophysiologie mehrere Krankheitsbilder eine entscheidende Rolle (Pruenster 2016).
Dennoch war der molekulare Signalweg, der zur aktiven Freisetzung des Proteins fuhrt,
bisher nicht bekannt. Bereits in VVorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Stimulation
von neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin sowohl in vivo als auch in vitro zu einer
Freisetzung von Calprotektin fuhrt. Zudem konnte im Western-Blot beobachtet werden,
dass es durch die Stimulation der neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin zu einer
Prozessierung der Effektorproteine des NLRP3-Inflammasoms namlich der Caspase-1
und des GSDMDs kommt (Kuchler 2023). Die vorliegende Arbeit berichtet nun, dass es
bei der Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit E-Selektin durch eine schnelle
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms zu einem Einbau von GSDMD-Poren in die
Zellmembran kommt. Hierbei konnte durch die Konfokalmikroskopie die Verlagerung
des n-terminalen-GSDMD an die Zellmembran nachgewiesen werden. Trotz der
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und des Einbaus der GSDMD-Poren in die
Membran konnte allerdings kein signifikantes Absterben der neutrophilen Granuolzyten
beobachtet werden. Somit scheint die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in
neutrophilen Granulozyten, anders als in Monozyten nicht zu einer Aktivierung der
Pyroptose zu fuhren. Aus diesem Grund wurden die Zellen und insbesondere die Poren
in der Zellmembran bei anhaltender Stimulation eingehend untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass bei einer anhaltenden Stimulation mit E-Selektin die Anzahl an Zellen, die PI
nach Zugabe im Verlauf aufnehmen, abnimmt. Diese Beobachtung deutet auf ein
Verschwinden der Poren von der Membran hin, sodass diese Arbeit erstmals ein
transientes Auftreten von GSDMD-Poren in neutrophilen Granulozyten in Folge einer
Stimulation mit E-Selektin beschreibt. Zudem kann bei einer Stimulation mit E-Selektin
eine Verlagerung und Aktivierung des ESCRT-III in Richtung der Zellmembran der
neutrophilen Granulozyten beobachtet werden, was daraufhin deutet, dass in dieser
Signalkaskade Membranreparaturprozesse eine wichtige Rolle spielen (siehe Abb. 14).
Die funktionelle Bedeutung der NLRP3-abh&ngigen Freisetzung von Calprotektin
wéhrend der Diapedese wurde mit Hilfe von Flusskammern genauer untersucht und
zeigte, dass die Blockade des Inflammasoms zu schnelleren Rollgeschwindigkeiten
entlang des Endothels fihrt. Zudem war die Anzahl an aus dem GefaRsystem
ausgewanderten neutrophilen Granulozyten in GSDMD-Mausen unter in vivo

Bedingungen signifikant geringer als in Kontrollmausen, was den Einfluss des NLRP3-
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GSDMD-Signalwegs auf die Diapedese ebenfalls widerspiegelt. Zusammenfassend zeigt
diese Arbeit den NLRP3-abhdngigen Einbau von transient auftretenden GSDMD-Poren
in die Zellmembran von neutrophilen Granulozyten. Hierbei fuhrt die Stimulation mit E-
Selektin zu einer schnellen Aktvierung des NLRP-3-Inflammasoms, wodurch es zu einem
Einbau von GSDMD-Poren in die Zellmembran kommt. Durch diese Poren ist die
Freisetzung von Calprotektin aus der Zelle moglich. Bei den neutrophilen Granulozyten
kann zudem anders als bei Monozyten trotz der Aktvierung des Inflammasoms und des
Einbaus der GSDMD-Poren keine Aktvierung der Pyroptose beobachtet werden,
vielmehr kommt es nur zu einem transienten Auftreten der Poren in der Zellmembran.
Die neuen Erkenntnisse stellen zum einen mogliche Anknupfungspunkte fiir weitere
Forschungsarbeiten in diesem Bereich dar und zeigen zum anderen neue therapeutische

Angriffspunkte fr akut und chronisch-entzindliche Erkrankungen auf.
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