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1 Vorwort 
 
Im Rahmen dieser kumulativen Habilitation habe ich molekulare Mechanismen 

untersucht, die die Generierung sowie Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 

regulieren. Ebenso konnte ich nachweisen, dass die für die Rekrutierung essentiellen 

Moleküle nicht nur in Menschen und Mäusen, sondern auch im Modelltier Zebrafisch 

eine große Bedeutung haben. 

Die experimentellen Analysen wurden am Institut für Kardiovaskuläre Physiologie und 

Pathophysiologie (Direktor Prof. Dr. med. Christian Wahl-Schott) an der LMU München 

in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. Barbara Walzog durchgeführt. 
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3 Einleitung 
 

Neutrophile Granulozyten sind die häufigsten Leukozyten im humanen Blut und die 

ersten Zellen, die an den Ort einer Entzündung rekrutiert werden (Borregaard, 2010; 

Ley et al., 2007). Sie werden im Knochenmark während der Granulopoiese gebildet, 

in den Blutstrom entlassen und wandern bei einer Entzündung in das umliegende 

Gewebe aus (Lawrence et al., 2018). Am Ort der Entzündung können sie, als Teil des 

angeborenen Immunsystems, mittels Phagozytose, Degranulation zytotoxischer 

Moleküle, Bildung und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies und Bildung von 

neutrophil extracellular traps (NETs) Pathogene eliminieren und Zelldebris entfernen 

(Zhang et al., 2024). Darüber hinaus unterstützen sie physiologische Prozesse wie die 

Wundheilung, Angiogenese und Arteriogenese. Sie können aber auch zur 

Pathogenese entzündlicher Erkrankungen wie der Arteriosklerose sowie zur 

Tumormetastasierung beitragen (Christoffersson & Phillipson, 2018).  

Während der Granulopoiese entwickeln sich aus Granulozyten-Monozyten-

Progenitoren (GMP) die Myeloblasten als erste Vorläuferzellen der Granulozyten 

(Bardoel et al., 2014). Aus ihnen entstehen Promyelozyten als erste Vorläuferzellen 

der neutrophilen Granulozyten, die sich sequentiell in Myelozyten, Metamyelozyten, 

stabkernige und schließlich segmentkernige, reife neutrophile Granulozyten 

differenzieren (Abbildung 1). Diese klassische Einteilung erfolgt durch 

morphologische Charakteristika des Zellkerns, das Vorhandensein der verschiedenen 

Granula und die Zellgröße.  

 
Abbildung 1. Darstellung der Granulopoiese mit den verschiedenen Vorläuferzellen von neutrophilen 
Granulozyten. Die einzelnen Reifestadien unterscheiden sich in Größe, Morphologie des Zellkerns sowie dem 
Vorhandensein verschiedener Granula. Abbildung modifiziert aus Cowland und Borregaard, Immunol Rev, 2016 
(Cowland & Borregaard, 2016). 

In den letzten Jahren wurde zusätzlich eine neue Einteilung mithilfe von Markern 

auf der Zelloberfläche etabliert, in denen die ersten Vorläuferzellen als Proneutrophile 

(ProNeu) 1 und 2 definiert wurden, die sich in Präneutrophile (PräNeu), dann unreife 
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und schließlich reife neutrophile Granulozyten (Neu) entwickeln (Evrard et al., 2018; 

Kwok et al., 2020). 

Ist die Entwicklung von neutrophilen Granulozyten gestört, kann es zur 

Neutropenie und als Folge zu lebensbedrohlichen bakteriellen Infektionen und 

Pilzinfektionen bei diesen Patienten kommen. Neutropenien können u. a. durch 

seltene, angeborene Genmutationen hervorgerufen werden, die als kongenitale 

Neutropenien bezeichnet werden (Klein, 2011). Hierbei besitzen Mutationen in dem 

Gen neutrophil expressed elastase (ELANE) mit fast 50 % die höchste Prävalenz bei 

den Betroffenen (Skokowa et al., 2017). Vorläuferzellen von neutrophilen 

Granulozyten mit Mutationen in diesem Gen sterben verfrüht aufgrund einer gestörten 

Proteinhomöostase inklusive einer veränderten intrazellulären Vesikeldynamik 

(Rydzynska et al., 2021). Weiterhin wurden Mutationen u. a. in den Genen 

Shwachman-Bodian-Diamond syndrome (SBDS), glucose-6-phosphatase catalytic 

subunit 1 (G6PT) und hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1-associated protein 

X-1 (HAX1) als Ursache von kongenitalen Neutropenien identifiziert (Skokowa et al., 

2017). Obwohl die molekularen Effekte, die durch Mutationen in einzelnen Genen zu 

einer Neutropenie führen können, teilweise bekannt sind, sind die molekularen 

Mechanismen für die Reifung von neutrophilen Granulozyten insgesamt noch 

unzureichend beschrieben. 

Nach der Bildung im Knochenmark werden reife neutrophile Granulozyten in das 

Blut abgegeben und bei Auftreten einer Entzündung in das umliegende Gewebe an 

den Ort der Entzündung rekrutiert. Diese auf zellulärer Ebene gut beschriebene 

Kaskade erfolgt in aufeinander folgenden Schritten und umfasst die Induktion des 

Rollens, das langsame Rollen auf dem Endothel, die nachfolgende Adhäsion, die 

Adhäsionsverstärkung, das Abflachen mit Polarisierung und die Migration auf den 

Endothelzellen zum Ort der Transmigration (Ley et al., 2007) (Abbildung 2). Nach 

Durchqueren der Gefäßwand können die neutrophilen Granulozyten abluminal auf den 

Perizyten und interstitiell in Richtung des Entzündungsherdes wandern. Für die 

Schritte vom langsamen Rollen bis hin zur abluminalen Migration sind die 

Adhäsionsmoleküle der b2-Integrinfamilie (CD11/CD18) essentiell.  

β2-Integrine sind heterodimere Glykoproteine, die aus einer gemeinsamen β-

Untereinheit (CD18) und einer spezifischen α-Untereinheit (CD11a-d) bestehen. Die 

Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten wird vorwiegend durch das lymphocyte 
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function-associated antigen-1 (LFA-1, CD11a/CD18) und das macrophage-1 antigen 

(Mac-1, CD11b/CD18) ermöglicht. 

 
Abbildung 2. Darstellung der Rekrutierungskaskade von neutrophilen Granulozyten. Abbildung modifiziert aus 
Thome et al., Eur J Clin Invest, 2018 (Thome et al., 2018). 

b2-Integrine liegen in frei fließenden, nicht-aktivierten neutrophilen Granulozyten 

im Blut in einem inaktiven Zustand mit gekrümmter Konformation und geringer Affinität 

zu ihren Liganden vor (Abbildung 3). Nach Interaktion mit dem entzündeten Endothel 

gehen b2-Integrine während des inside-out signalings in zwei Schritten vom inaktiven 

in einen aktivierten Zustand mit vollständig gestreckter Konformation und hoher 

Affinität zu ihren Liganden wie dem intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) über 

(Mocsai et al., 2015). Hierbei können b2-Integrine in zwei verschiedenen 

Zwischenschritten in den aktivierten Zustand übergehen: entweder über eine 

gestreckte Konformation mit mittlerer Affinität oder über eine gekrümmte Konformation 

mit hoher Affinität (Fan et al., 2019; Fan et al., 2016).  

 
Abbildung 3. Aktivierung von b2-Integrinen über intrazelluläre Signalkaskaden. Abbildung modifiziert aus Mocsai 
et al., Cardiovasc Res, 2015 und Fan et al., Nat Commun, 2016 (Fan et al., 2016; Mocsai et al., 2015). 
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Nach der Ligandenbindung können b2-Integrine während des outside-in 

signalings Signale in das Innere der Zelle weiterleiten. Die Integrinregulation erfolgt 

durch Bindung von intrazellulären Molekülen an die zytoplasmatischen Domänen der 

a- und b-Untereinheiten der Integrine und ist zeitlich und räumlich exakt reguliert. Die 

molekularen Mechanismen, die die Aktivierung und die induzierten Signalkaskaden 

der b2-Integrine und somit die Funktion neutrophiler Granulozyten steuern, sind bis 

heute nicht vollständig verstanden.  

Die essentielle Bedeutung der b2-Integrine für die Funktion neutrophiler 

Granulozyten wird bei Patienten mit mutiertem oder gänzlich fehlendem CD18, der b-

Untereinheit der b2-Integrine, ersichtlich. Diese Patienten leiden unter leukocyte 

adhesion deficiency (LAD) Typ-I (Anderson et al., 1985). Die neutrophilen 

Granulozyten dieser Patienten können durch einen Verlust bzw. eine Dysfunktion von 

CD18 nicht auswandern und verbleiben im Gefäßsystem. Die gestörte Auswanderung 

der neutrophilen Granulozyten unterbricht einen Rückkopplungsmechanismus im 

Gewebe, bei dem über Interleukin-17 (IL-17), granulocyte-colony stimulating factor 

(GCSF) sowie IL-23 die Granulopoiese im Knochenmark gesteuert wird (Forlow et al., 

2001; Stark et al., 2005). Das Fehlen der neutrophilen Granulozyten im Gewebe führt 

demzufolge zu einer verstärkten Granulopoiese. Die Unfähigkeit der CD18-defizienten 

neutrophilen Granulozyten auszuwandern sowie der unterbrochene Rückkopplungs-

mechanismus führen schließlich dazu, dass LAD Typ-I Patienten eine erhöhte Anzahl 

von neutrophilen Granulozyten im Blut aufweisen, eine sogenannte Neutrophilie. Im 

Fall einer Infektion im Gewebe sind neutrophile Granulozyten daher nicht in der Lage 

Pathogene zu eliminieren, so dass Patienten mit LAD an wiederkehrenden bakteriellen 

Infektionen und Pilzinfektionen leiden. 

Ein etabliertes in vivo Modell zur Analyse der Leukozytenrekrutierung neben der 

Maus sind Zebrafischlarven (Deng & Huttenlocher, 2012). Sie besitzen ein stark 

konserviertes Immunsystem und eignen sich besonders zur Analyse der angeborenen 

Immunabwehr, da das adaptive Immunsystem im Larvenstadium noch nicht entwickelt 

ist (Langenau et al., 2004). Neben den Vorteilen einer schnellen Entwicklung 

außerhalb des Mutterleibs, hoher Reproduktionszahlen und einer effizienten 

genetischen Manipulation mittels clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats (CRISPR)/Cas9-Technik, bleiben sie nach chemischer Inhibierung der 

Melanogenese optisch transparent und gewährleisten so eine hervorragende Qualität 
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des live imaging eines intakten Organismus. Obwohl die Zebrafischlarve ein 

anerkanntes Modell zur Analyse der Biologie von neutrophilen Granulozyten 

insbesondere der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten darstellt, ist die 

Bedeutung der b2-Integrine in im Zebrafisch überraschenderweise nicht bekannt. Eine 

Beschreibung der funktionellen Bedeutung der b2-Integrine in Zebrafischlarven würde 

es dementsprechend erlauben, die Forschung der b2-Integrin-basierten 

Fragestellungen in Mensch und Maus um das Modelltier Zebrafisch zu ergänzen und 

vor allem spezifisch die technischen Vorteile des Zebrafisches zu nutzen, so dass 

insbesondere die Dynamik und Regulation der b2-Integrin-abhängigen Prozesse in 

neutrophilen Granulozyten in vivo mit hoher zeitlicher Dynamik aufgeklärt werden 

könnten - was in Säugetiermodellen nur eingeschränkt möglich ist.  

Im Rahmen der vorliegenden Habilitationsschrift wurden die molekularen 

Mechanismen der Bildung und Funktion von neutrophilen Granulozyten weiter 

aufgeklärt. Im ersten Teil der Habilitationsarbeit wurde die funktionelle Bedeutung des 

vacuolar protein sorting-associated protein 18 homolog (VPS18) für die Reifung 

neutrophiler Granulozyten analysiert. Im zweiten Teil der Habilitationsarbeit wurde die 

Rolle von Coronin 1A (CORO1A) und Myosin-9 (MYH9) während der Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten charakterisiert sowie die interagierenden Netzwerke des 

bekannten b2-Integrin-Regulators hematopoietic progenitor kinase-1 (HPK1) 

entschlüsselt. Im dritten Teil der vorliegenden Habilitationsschrift wurde der 

funktionelle Einfluss von CD18 auf die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 

während der akuten Entzündungsreaktion in Zebrafischlarven untersucht.  

Insgesamt wurden in dieser Habilitationsarbeit die molekularen Mechanismen 

der Bildung und Funktion von neutrophilen Granulozyten weiter entschlüsselt, um nicht 

nur das Verständnis der physiologischen Funktionen der untersuchten Proteine zu 

verbessern, sondern auch um neue Grundlagen für potentielle therapeutische Ansätze 

zur Behandlung monogener Erkrankungen zu schaffen.  
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Die Rolle von VPS18 für die Reifung neutrophiler Granulozyten 
 
Zugeordnete Publikation 

Gao J, Bader A, Linder MI, Cheng J, Richter M, Zehrer A, Mitt K, Popper B, Meissner 
F, Tatematsu M, Rohlfs M, Frenz-Wiessner S, Somekh I, Yacobovich J, Steinberg-
Shemer O, Somech R, Soehnlein O, Schmid B, Klein C, Walzog B, Maier-Begandt D. 
(2025) Mutations in VPS18 lead to a neutrophil maturation defect associated with 
disturbed vesicle homeostasis. bioRxiv [Preprint]. 2025.08.15.670286. 

Das Protein VPS18 wird ubiquitär exprimiert und ist ein Teil der Multiproteinkomplexe 

class C core vacuole/endosome tethering (CORVET) und homotypic fusion and 

vacuole protein sorting (HOPS), die für die Fusion von Vesikeln mit ihren 

Zielorganellen zuständig sind (Peplowska et al., 2007; Seals et al., 2000). Beide 

Multiproteinkomplexe bestehen aus den gleichen Kernkomponenten VPS11, VPS16, 

VPS18 und VPS33A (Abbildung 4). CORVET besteht zusätzlich aus den 

Untereinheiten VPS3 und VPS8 und erkennt so spezifisch Rab5-markierte Vesikel 

(Ostrowicz et al., 2010). HOPS besteht zusätzlich aus VPS39 und VPS41 und erkennt 

Rab7-markierte Vesikel, so dass CORVET insbesondere während der homotypischen 

Fusion von frühen Endosomen und HOPS vornehmlich während der Fusion von 

Lysosomen mit späten Endosomen und Autophagosomen beteiligt sind. 

 
Abbildung 4. Multiproteinkomplexe CORVET und HOPS. Zusammensetzung (A) und Fusion von Vesikeln mit den 
entsprechenden Zielorganellen von CORVET (B) und HOPS (C). Abbildung modifiziert aus Bröcker et al., PNAS, 
2012 und Spang, Front Cell Dev Biol, 2016 (Brocker et al., 2012; Spang, 2016). 
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VPS18 ist essentiell für die Stabilität von HOPS, indem es direkt an VPS11, VPS16 

und VPS41 bindet (Brocker et al., 2012; Graham et al., 2013; Hunter et al., 2017; 

Wartosch et al., 2015). Eine funktionelle Rolle für VPS18 in neutrophilen Granulozyten 

wurde bisher nicht beschrieben. Vps18-defiziente Mäuse sind nicht lebensfähig und 

sterben schon embryonal oder sehr früh postnatal (Peng et al., 2012). Ebenso sterben 

Mäuse mit einem Knockout (KO) von Vps18 in Zellen des Nervensystems postnatal 

aufgrund von neurologischen Störungen durch Defekte im endolysosomalen sowie 

autophagolysosomalen Transport, die zur Akkumulation von Autophagosomen und 

späten Endosomen führen. Im Rahmen eines genetischen Screenings wurde vps18 

als essentiell für die frühe Entwicklung von Zebrafischlarven identifiziert: 

Zebrafischlarven mit einem homozygoten vps18 KO sterben bis Tag 10 nach der 

Befruchtung (days post fertilization, dpf) und zeigen einen Pigmentverlust (Amsterdam 

et al., 2004; Golling et al., 2002). In einer späteren Studie, die nach genetischen 

Modellen für Lebererkrankungen suchte, wurden bei diesen vps18-defizienten 

Zebrafischen zusätzlich Leberdefekte festgestellt (Sadler et al., 2005). Weiterführende 

Analysen führten diese Phänotypen auf Störungen im endolysosomalen Transport in 

Pigment- und Leberzellen zurück. Leukozyten wurden in diesen Zebrafischlarven nicht 

charakterisiert. Patienten mit Mutationen in VPS18 wurden ebenfalls noch nicht 

beschrieben. Allerdings wurden Patienten mit Mutationen in den anderen CORVET 

und HOPS Kernkomponenten beschrieben. Patienten mit homozygoten Mutationen in 

VPS16 sowie in VPS33A leiden u. a. unter Mukopolysaccharidose (MPS)- und MPS-

plus-ähnlichen Symptomen, die von einer angeborenen Neutropenie begleitet werden 

(Pavlova et al., 2019; Sofou et al., 2021; Yildiz et al., 2021). Hierbei wurden ebenfalls 

Störungen im endolysosomalen sowie autophagolysosomalen Transport in 

verschiedenen Zelltypen festgestellt, die zur Akkumulation von Autophagosomen und 

Lysosomen führten. Dies könnte darauf hinweisen, dass eine gestörte Vesikeldynamik 

ebenfalls die Entwicklung von neutrophilen Granulozyten inhibieren könnte. In 

Übereinstimmung damit weisen Zellen von Patienten mit Mutationen in den Genen 

ELANE, VPS13B und VPS45 Störungen in endolysosomalen und biosynthetischen 

Transportwegen auf, die zur Apoptose von Vorläuferzellen neutrophiler Granulozyten 

und folglich zu einer Neutropenie führt (Kolehmainen et al., 2003; Kollner et al., 2006; 

Vilboux et al., 2013). Um den Einfluss von VPS18 auf die Entwicklung von neutrophilen 

Granulozyten zu charakterisieren, wurde das Hoxb8-Zellsystem verwendet. Dieses ist 

eine murine Zelllinie von myeloiden Vorläuferzellen, die den Transkriptionsfaktor 
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Hoxb8 unter Kontrolle der Östrogen-bindenden Domäne des Östrogenrezeptors 

exprimiert (Redecke et al., 2013; Wang et al., 2006). In Gegenwart von Östrogen 

verbleiben die Zellen im Stadium der Promyelozyten und können nach Entfernen des 

Östrogens und Zugabe von GCSF über vier Tage in reife neutrophile Granulozyten 

differenziert werden.  

Unter Anwendung der CRISPR/Cas9-Technik wurden Hoxb8-Zellen mit 

heterozygoten Mutationen in Vps18 generiert und zwei Mutanten (Klon 1 und 2) für 

weitere Analysen verwendet (Gao et al., 2025). Mittels May-Grünwald-Giemsa-

Färbung konnte nachgewiesen werden, dass heterozygote Mutationen in Vps18 zu 

einer verzögerten Entwicklung von Vorläuferzellen und einer verringerten Produktion 

reifer neutrophiler Granulozyten während der Differenzierung im Vergleich zu Hoxb8-

Kontrollzellen führten (Abbildung 5). Gleichzeitig stieg die Anzahl toter Zellen bis Tag 

4 der Differenzierung bei Vps18 Mutanten im Vergleich zu Kontrollzellen stark an.  

 
Abbildung 5. Analyse der Entwicklung von Hoxb8-Zellen mit und ohne Mutationen in Vps18. (A) Repräsentative 
mikroskopische Aufnahmen von Kontroll-, Vps18-mutierten (Klon 1 und 2) und rescue-Hoxb8-Zellen nach May-
Grünwald-Giemsa-Färbung. (B) Quantifizierung der spezifischen Entwicklungsstadien aus (A). Abbildung 
modifiziert aus Gao et al., bioRxiv, 2025 (Gao et al., 2025). 

Rescue-Zellen, die durch Transduktion von Vps18 Klon 1-Zellen mit einem für VPS18-

EGFP codierenden Plasmid generiert wurden, starben nicht mehr während der 

Differenzierung, sondern reiften ähnlich wie Kontrollzellen zu segmentkernigen, 
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neutrophilen Granulozyten (Abbildung 5). Zur Verifizierung dieser Ergebnisse wurde 

die Differenzierung der Kontroll- sowie der mutierten Hoxb8-Zellen nach der neuen 

Einteilung mittels Oberflächenmarker im Spektraldurchflusszytometer evaluiert. 

Hierbei zeigten Hoxb8-Zellen mit heterozygoten Mutationen in Vps18 im Verlauf der 

viertägigen Differenzierung eine deutlich verringerte Hochregulation von C-X-C-Motiv-

Chemokinrezeptor 2 (CXCR2) sowie CD101 im Vergleich zu Kontrollzellen, was den 

Defekt in der Entwicklung von unreifen zu reifen neutrophilen Granulozyten bestätigte 

(Abbildung 6A-D). 

 
Abbildung 6. Charakterisierung der Entwicklung von Kontroll- und Vps18-mutierten (Klon 1 und 2) Hoxb8-Zellen. 
(A-B) Analyse mittels Spektraldurchflusszytometer mit anschließender dimensionaler Reduktion durch uniform 
manifold approximation and projection (UMAP) während der Differenzierung (Tag 0-4). (C) Darstellung der unreifen 
(lila) und reifen (blau) neutrophilen Granulozyten an Tag 4. (D) Oberflächenexpression von CXCR2 (links) und 
CD101 (rechts) während der Differenzierung. (E) Quantifizierung der spezifischen Entwicklungsstadien aus (A-B). 
Abbildung modifiziert aus Gao et al., bioRxiv, 2025 (Gao et al., 2025). 
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Wie zuvor beobachtet, stieg gleichzeitig die Anzahl toter Zellen bei Hoxb8-Zellen mit 

heterozygoten Mutationen in Vps18 an (Abbildung 6E). Diese Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass heterozygote Mutationen in Vps18 die Entwicklung neutrophiler 

Granulozyten stören und zum Zelltod führen.  

Um die molekularen und zellulären Folgen der Mutationen in Vps18 genauer zu 

charakterisieren, wurden massenspektrometrische Analysen von Kontroll- sowie 

Vps18-mutierten Hoxb8-Zellen an Tag 0 und 2 der Differenzierung durchgeführt. 

Hierbei wurde festgestellt, dass in beiden Vps18 Mutanten die weiteren 

Kernkomponenten von CORVET und HOPS, VPS11, VPS16 sowie VPS33A, in der 

Proteinmenge drastisch verringert waren, so dass diese Ergebnisse darauf hindeuten, 

dass durch Mutationen in Vps18 die Komplexe CORVET und HOPS instabil wurden 

(Abbildung 7A-B). Als Folge dessen konnte eine Akkumulation von Autophagosomen 

durch die erhöhte Menge der Markerproteine LC3B-II sowie p62 in Vps18 Mutanten 

im Vergleich zu Kontrollzellen festgestellt werden (Abbildung 7C-F). Diese 

Ergebnisse konnten mittels Transmissionselektronenmikroskopie bestätigt werden. 

Hier wurden in Vps18 Mutanten Vesikel mit irregulären Strukturen sowie größere 

Vesikel und Autophagosomen im Vergleich zu Kontrollzellen nachgewiesen 

(Abbildung 7G-H). Lysosomen schienen hingegen verringert zu sein, da der Marker 

für Lysosomen lysosome-associated membrane glycoprotein 1 (LAMP1) sowie die 

Menge saurer Kompartimente nach durchflusszytometrischer Messung mittels 

LysoTracker in Vps18 Mutanten reduziert waren (Abbildung 7I-J). Diese Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass durch heterozygote Mutationen in Vps18 die Stabilität von 

CORVET und HOPS und folglich die Vesikelhomöostase beeinträchtigt war, so dass 

es u. a. zu einer Akkumulation von Autophagosomen kam. Hierbei könnte eine Störung 

der Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen vorliegen und zur Einleitung des 

Zelltodes führen, wie zuvor in der Literatur beschrieben (Bialik et al., 2018). 

Zur Bestimmung der Art des Zelltods wurden Kontroll- sowie Vps18-mutierte 

Hoxb8-Zellen an jedem Tag der Differenzierung mittels Durchflusszytometrie nach 

Färbung mit Tetramethylrhodamin-Methylester (TMRM), Annexin V sowie SytoxRed 

analysiert (Abbildung 8A-B). Hierbei wurden TMRM-positive Zellen als lebend, 

Annexin V-positive Zellen als früh-apoptotisch und Annexin V- und SytoxRed-positive 

Zellen als spät-apoptotisch definiert. Während Kontrollzellen eine Vitalität von mehr 

als 60 % an allen Tagen der Differenzierung zeigten, wurden über 35 % der Vps18 

Mutanten ab Tag 3 der Differenzierung früh-apoptotisch, so dass bis Tag 4 weniger 
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als 4 % aller Zellen noch lebten. Gleichzeitig wiesen im Vergleich zu Kontrollzellen 

deutlich mehr Vps18 Mutanten eine aktive Caspase-3 auf (Abbildung 8C). 

 
Abbildung 7. Analysen der Kernkomponenten von CORVET und HOPS sowie der vesikulären Homöostase in 
Kontroll- und Vps18-mutierten (Klon 1 und 2) Hoxb8-Zellen. (A) Schematische Darstellung der Komponenten von 
CORVET und HOPS. (B) Proteinmengen der Kernkomponenten VPS11, VPS16 und VPS33A. (C-F) Analysen der 
Proteinmengen der autophagosomalen Marker LC3B und p62 während der Differenzierung. (G-H) Repräsentative 
transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen (G) sowie Quantifizierung der Größe der vesikulären 
Strukturen und Autophagosomen (H). (I) Proteinmenge von LAMP1. (J) Quantifizierung der mit LysoTracker 
gefärbten Lysosomen. Abbildung modifiziert aus Gao et al., bioRxiv, 2025 (Gao et al., 2025). 

Diesen Zelltod haben wir als verfrühte Apoptose definiert, da die Vps18 

Mutanten unreif an Apoptose sterben. Rescue-Zellen zeigten im Vergleich zu 
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Kontrollzellen weder eine veränderte Vitalität noch wurden mehr rescue-Zellen mit 

aktiver Caspase-3 detektiert (Abbildung 8A-B,D).  

 
Abbildung 8. Zelltodanalyse von Kontroll-, Vps18-mutierten (Klon 1 und 2) und rescue-Hoxb8-Zellen. (A-B) 
Repräsentative Streudiagramme (A) und Quantifizierung (B) von lebenden, früh-apoptotischen und spät-
apoptotischen Zellen während der Differenzierung. (C-D) Anzahl an Zellen positiv für aktive Caspase-3 an Tag 3 
der Differenzierung. Abbildung modifiziert aus Gao et al., bioRxiv, 2025 (Gao et al., 2025). 

Die Relevanz der erhobenen Befunde für den menschlichen Organismus wurde durch 

die Identifizierung einer Familie mit einer heterozygoten Mutation in VPS18 deutlich 

(Kooperation mit Prof. Dr. med. Dr. sci. nat. Christoph Klein, Dr. von Haunersches 

Kinderspital, LMU München) (Gao et al., 2025). Hierbei sind der Vater sowie Kind 1 

und Kind 3 von insgesamt 3 Kindern Träger der Mutation. Die Punktmutation in VPS18 

induziert ein verfrühtes Stopcodon, so dass nach 234 Aminosäuren das Protein 

verfrüht endet (Arg234*). Das erste Kind (Patientin 1) litt insbesondere in den ersten 
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beiden Lebensjahren an wiederkehrenden, bakteriellen Infektionen und an einer 

Neutropenie. Untersuchungen deuten auf einen Reifungsdefekt von neutrophilen 

Granulozyten hin (Abbildung 9A). Patientin 1 hat mit heute 7 Jahren eine geringe, 

aber normale absolute Neutrophilenzahl (ANC), leidet nicht mehr an wiederkehrenden 

Infektionen und ist phänotypisch gesund. Der Vater der Patientin trägt die gleiche 

heterozygote Mutation und hat eine ANC im unteren Normbereich. Das dritte Kind 

(Patient 2, 5 Monate zum Zeitpunkt der Untersuchung) hatte in den ersten 

Lebensmonaten ebenfalls eine geringe ANC (500). Diese Befunde deuten darauf hin, 

dass es sich im vorliegenden Fall um eine transiente Neutropenie handelt, bei der sich 

im Laufe der Entwicklung die ANC normalisiert (Gao et al., 2025).  

 
Abbildung 9. Charakterisierung der Entwicklung von VPS18+/+-, VPS18+/--, VPS18-/-- sowie VPS18+/Arg234*- 
(spezifische Patientenmutation) iPS-Zellen. (A) Repräsentative mikroskopische Aufnahme des Knochenmarks der 
Patientin 1. Pfeil, Myelozyten. (B) Anzahl abgegebener, im Medium schwimmender Zellen während der 
Differenzierung von iPS-Zellen zu neutrophilen Granulozyten. (C) Zelltodanalyse an Tag 28. (D) Repräsentativer 
Western Blot der Proteinmenge von VPS11, VPS16, VPS33A, LC3B-I/II sowie b-Actin als Ladekontrolle an Tag 28. 
Abbildung modifiziert aus Gao et al., bioRxiv, 2025 (Gao et al., 2025). 

Um die in Hoxb8-Zellen erlangten Erkenntnisse im humanen System auf Zellebene zu 

bestätigen, wurden humane induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) mit 

Mutationen in VPS18 generiert (Kollaboration mit der AG Klein, Dr. von Haunersches 

Kinderspital, LMU München), da keine Patientenzellen für zelluläre und molekulare 

Analysen zur Verfügung standen (Abbildung 9B). Es wurden VPS18+/+-Zellen als 

Kontrollen, VPS18+/--Zellen, VPS18-/--Zellen sowie VPS18+/Arg234*-Zellen mit der 
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spezifischen Patientenmutation mittels CRISPR/Cas9-Technik hergestellt und in 

neutrophile Granulozyten differenziert. IPS-Zellen lassen sich mithilfe verschiedener 

Medien und Zusätze über ca. 30 Tage zu reifen neutrophilen Granulozyten 

differenzieren (Linder et al., 2023). Dabei geben die iPS-Zellkolonien ab Tag 14 

myeloische Vorläuferzellen in das Medium ab, die sich in weiteren 14 Tagen zu reifen 

neutrophilen Granulozyten entwickeln. Es zeigte sich eine starke Reduktion der Anzahl 

der ins Medium abgegebenen Vorläuferzellen um ca. 50 % in VPS18+/-- sowie 

VPS18+/Arg234*-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (Abbildung 9B). Interessanter-

weise produzierten VPS18-/--iPS-Kolonien verschwindend geringe Mengen an 

myeloischen Vorläuferzellen, was darauf hindeutet, dass homozygote VPS18 KO-

Zellen zwar als undifferenzierte iPS-Zellen lebensfähig sind, aber ein Großteil der 

Zellen während der Differenzierung stirbt. Diese Vermutung konnte in Zelltodanalysen 

bestätigt werden, in denen an Tag 28 der Differenzierung über 75 % der myeloischen 

Vorläuferzellen der VPS18+/+-, VPS18+/--, sowie VPS18+/Arg234*-Zellen vital waren, aber 

weniger als 25 % der VPS18-/--Zellen (Abbildung 9C). Diese Ergebnisse stimmen mit 

unseren Beobachtungen in Hoxb8-Zellen überein: während wir heterozygote Vps18 

Mutanten generieren konnten, wurde keine homozygote Vps18 KO-Hoxb8-Zelllinie 

erhalten. Darüber hinaus wurden in den aus VPS18+/--, VPS18+/Arg234*- sowie VPS18-/-

-iPS-Zellen generierten neutrophilen Granulozyten geringere Mengen an VPS11, 

VPS16 und VPS33A sowie erhöhte Mengen von LC3B-II im Vergleich zu den 

Kontrollzellen nachgewiesen, so dass auch hier Mutationen in VPS18 vermutlich eine 

Instabilität der Komplexe CORVET und HOPS hervorriefen und eine Akkumulation von 

Autophagosomen induzierten (Abbildung 9D). 

 
Abbildung 10. Analyse der Gesamtanzahl von neutrophilen Granulozyten in vps18+/+ und vps18+/- Zebrafischlarven 
(Mutante 1 & 2). (A) Repräsentative mikroskopische Aufnahmen von 3 dpf Larven. Maßstabskala, 200 µm. (B) 
Quantifizierung der Gesamtanzahl neutrophiler Granulozyten aus (A). Abbildung modifiziert aus Gao et al., bioRxiv, 
2025 (Gao et al., 2025). 
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Um unsere Daten in vivo zu bestätigen, wurde das Zebrafischmodellsystem 

verwendet. Zur Analyse von neutrophilen Granulozyten in Zebrafischlarven wurde die 

transgene Zebrafischlinie Tg(fli1a:egfp;lyz:dsRed) verwendet, die stabil das 

Fluorochrom DsRed unter dem neutrophilen Granulozyten-spezifischen lyz Promotor 

und das enhanced green fluorescent protein (EGFP) unter dem Endothel-spezifischen 

fli1 Promotor exprimieren (Hall et al., 2007; Lawson & Weinstein, 2002). Mittels 

CRISPR/Cas9-Technik wurden heterozygote Mutationen in vps18 eingefügt und zwei 

vps18+/- Mutanten zur Analyse verwendet (Abbildung 10). Drei Tage nach der 

Befruchtung besitzen vps18+/+-Larven insgesamt ca. 110 neutrophile Granulozyten. Im 

Vergleich dazu war die Gesamtzahl an neutrophilen Granulozyten in beiden vps18+/- 

Mutanten signifikant reduziert (Abbildung 10B), was darauf hindeutet, dass schon 

heterozygote Mutationen in vps18 die Entwicklung von neutrophilen Granulozyten in 

Zebrafischlarven beeinträchtigen. 

 
Abbildung 11. Zelluläre und molekulare Effekte von heterozygoten Mutationen in VPS18. (A) Heterozygote 
Mutationen in VPS18 führten während der Granulopoiese zur Apoptose in Vorläuferzellen von neutrophilen 
Granulozyten und folglich zu einer Neutropenie. (B) Auf molekularer Ebene führen diese Mutationen zur Instabilität 
von CORVET/HOPS Komplexen, so dass vermutlich die Fusion von Vesikeln, insbesondere von Autophagosomen 
mit Lysosomen gestört ist und letztlich zur Induktion des Zelltods führen. 
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Zusammenfassend zeigte sich, dass heterozygote Mutationen in VPS18 

während der Granulopoiese zu einer späten Reifungsstörung in Vorläuferzellen von 

neutrophilen Granulozyten führen. Die Entwicklung von Metamyelozyten zu 

stabkernigen neutrophilen Granulozyten ist gestört und führt zur Apoptose der unreifen 

neutrophilen Granulozyten, die wir als verfrüht definiert haben. Durch die daraus 

resultierende unzureichende Bildung von neutrophilen Granulozyten entsteht folglich 

eine Neutropenie (Abbildung 11A). Auf molekularer Ebene erzeugten die 

heterozygoten Mutationen in VPS18 eine Instabilität der CORVET und HOPS 

Komplexe, so dass die Fusion von Vesikeln, insbesondere von Autophagosomen mit 

Lysosomen, gestört waren. Infolgedessen kam es zur Akkumulation von 

Autophagosomen und zur Reduktion von Lysosomen und letztlich zur Induktion des 

Zelltods (Abbildung 11B). Somit konnte dieser erste Teil der Habilitationsschrift einen 

wichtigen Beitrag zum besseren Verständnis der molekularen Mechanismen bei der 

Entwicklung neutrophiler Granulozyten leisten.  
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4.2 Molekulare Regulatoren der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 
während der akuten Entzündungsreaktion 
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*gleichberechtigte Erstautoren. IF 15,132 

Wie bereits beschrieben sind b2-Integrine essentiell für die Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten aus dem Blutstrom in das entzündete Gewebe. Dabei ist 

die Adhäsion an das entzündete Endothel der erste Schritt, der vollständig aktivierte, 

hochaffine b2-Integrine erfordert. Die Regulation der b2-Integrine erfolgt über die 

Bindung von intrazellulären Molekülen an die zytoplasmatischen Domänen ihrer α- und 

β-Untereinheiten. Unsere Arbeitsgruppe konnte Coronin 1A (CORO1A) als neuen 

Interaktor von CD18, der β-Untereinheit von β2-Integrinen, identifizieren und zeigen, 

dass CORO1A für die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten essentiell ist (Pick et 

al., 2017). Mittels konfokaler superauflösender (CSRM) und stimulated emmission 

depletion (STED) Mikroskopie konnte die Co-Lokalisierung von CORO1A und CD18 

in adhärenten, murinen neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden (Abbildung 
12). Diese Interaktion konnte in pull-down-Analysen mit Peptiden des 

zytoplasmatischen CD18-Teils und Zelllysaten von humanen neutrophilen 

Granulozyten verifiziert werden. Unklar ist noch, ob diese Interaktion direkt oder 

indirekt mithilfe weiterer Proteine erfolgt. In weiteren live-cell imaging Experimenten 

konnte die Co-Lokalisierung von CORO1A mit β2-Integrinen spezifisch im hochaffinen, 

vollständig aktivierten Zustand während des Übergangs vom Rollen zur festen 

Adhäsion nachgewiesen werden (Abbildung 12). 
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Abbildung 12. Die Interaktion von CORO1A und CD18 erfolgt in adhärenten neutrophilen Granulozyten während 
des hochaffinen, vollständig aktivierten Zustandes des b2-Integrins LFA-1 und verbindet LFA-1 über CORO1A mit 
dem Aktinzytoskelett. 

Dabei war CORO1A sowohl während des Rollens als auch bei der Induktion der 

Adhäsion durchgehend mit dem kortikalen Aktinzytoskelett co-lokalisiert. Daraus lässt 

sich schließen, dass CORO1A die Affinität der β2-Integrine reguliert und diese mit dem 

Aktinzytoskelett verbindet. Diese Daten weisen auf eine funktionelle Relevanz von 

CORO1A während der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten hin. Zur Prüfung 

dieser Hypothese wurden in vitro Flusskammer-Experimente zur Analyse der 

Adhäsion von murinen Coro1A Wildtyp (WT) und KO neutrophilen Granulozyten 

durchgeführt. Hierbei adhärierten signifikant weniger Coro1A KO neutrophile 

Granulozyten im Vergleich zu Coro1A WT Zellen (Abbildung 13). In weiteren 

Versuchen wurde nachgewiesen, dass CORO1A die Affinität von LFA-1 und Mac-1 

reguliert und CORO1A somit entscheidend für die Induktion der Adhäsion sowie für 

die Postadhäsionsschritte von neutrophilen Granulozyten in vitro ist. Diese Daten 

konnten im Mausmodell des entzündeten Cremastermuskels bestätigt werden, in dem 

in Abwesenheit von CORO1A eine reduzierte Anzahl adhärenter und ausgewanderter 

Leukozyten im Vergleich zu Coro1A WT Mäusen beobachtet werden konnte 

(Abbildung 13) (Pick et al., 2017). Weiterhin konnte in einem Infektionsmodell mit 

Helicobacter pylori in Abwesenheit von CORO1A eine verminderte Einwanderung von 

neutrophilen Granulozyten in die Magenschleimhaut beobachtet werden, 

einhergehend mit einer verminderten Magenentzündung im Vergleich zu infizierten 

Coro1A WT Mäusen. Diese Ergebnisse wurden in Blood publiziert (Pick et al., 2017). 

Als ein weiterer wichtiger Regulator von β2-Integrinen wurde vor einiger Zeit das 

Protein hematopoietic progenitor kinase 1 (HPK1) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

rer. nat. Barbara Walzog beschrieben (Jakob et al., 2013). HPK1 vermittelt die 

Induktion des hochaffinen Zustands des β2-Integrins LFA-1 nach Stimulation mit 
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rekombinantem, murinem CXCL1. Hierbei fungiert HPK1 im inside-out signaling, da 

die Umgehung des inside-out signalings mit Mn2+ die Bindungsfähigkeit des β2-

Integrins LFA-1 an seinen Liganden ICAM-1 in HPK1-defizienten neutrophilen 

Granulozyten wieder vollständig herstellt. 

 
Abbildung 13. CORO1A reguliert die Affinität der b2-Integrine LFA-1 und Mac-1 und damit die Schritte der 
Adhäsion sowie Verstärkung der Adhäsion, Migration und Transmigration. In genetischer Abwesenheit von Coro1A 
ist folglich die Adhäsion sowie Auswanderung der neutrophilen Granulozyten verringert. 

Im Gegensatz dazu wurde HPK1 in B- und T-Lymphozyten als negativer 

Regulator von β2-Integrinen beschrieben (Konigsberger et al., 2010; Patzak et al., 

2010). Um diese unterschiedlichen Funktionen von HPK1 aufzuklären, wurden die 

interagierenden Netzwerke von HPK1 in neutrophilen-ähnlichen, differenzierten (d)HL-

60 Zellen ohne sowie nach Stimulation mit Mn2+ analysiert (Bader et al., 2022). Hierzu 

wurden zwei HL-60 Zelllinien generiert, die zum einen das Fusionsprotein HPK1-

EGFP und zum anderen nur EGFP exprimierten. Letztere diente als Kontrollzelllinie. 

Nach der Differenzierung fand eine Co-Immunopräzipitation mittels GFP Nano-Trap 

Kügelchen von dHL-60 EGFP und dHL-60 HPK1-EGFP Zelllysaten statt, die 

anschließend massenspektrometrisch analysiert wurden. Von den so identifizierten 

HPK1 interagierenden Proteinen konnte ein vorgeformtes Cluster von HPK1 in nicht-
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aktivierten Zellen identifiziert werden, das Signalproteine wie DNAX-activation protein 

12 (DAP12), spleen tyrosine kinase (SYK) und Ras-related C3 botulinum toxin 

substrate 1 (RAC1) enthält, die essentiell für die β2-Integrin-Aktivierung sind 

(Abbildung 14) (Glogauer et al., 2003; Mocsai et al., 2006; Mocsai et al., 2002; 

Schymeinsky et al., 2005). Nach Aktivierung verlässt HPK1 dieses Signalosom und 

findet sich in einem anderen Proteinnetzwerk mit komplett neuen Interaktionspartnern 

wieder. 

 
Abbildung 14. Die interagierenden Netzwerke von HPK1 verändern sich in nicht-aktivierten und aktivierten dHL-
60 HPK1-EGFP Zellen. HPK1 interagiert in nicht-aktivierten Zellen mit Proteinen, die wichtig während der β2-
Integrin-Aktivierung sind und findet sich in aktivierten Zellen in neuen Proteinnetzwerken wieder. Abbildung 
modifiziert aus Bader et al., Eur J Immunol, 2022 (Bader et al., 2022). 

Dementsprechend deuten diese Daten darauf hin, dass HPK1 als Gerüstmolekül 

fungiert, um Proteinkomplexe zur raschen β2-Integrin-Aktivierung bereitzuhalten und 

später mit anderen Proteinen in einem anderen Netzwerk zu agieren. 

Interessanterweise wurden in diesem Screen HPK1-interagierende Proteine in 

neutrophilen-ähnlichen Zellen identifiziert, die in B- und T-Lymphozyten noch nicht als 

HPK1-Interaktionspartner beschrieben wurden, was die unterschiedlichen Funktionen 

von HPK1 in den verschiedenen Zellen des Immunsystems erklären könnte. Diese 

Ergebnisse wurden im European Journal of Immunology publiziert (Bader et al., 2022). 

Während der Rekrutierung spielt das Aktinzytoskelett in neutrophilen 

Granulozyten eine große Rolle. Nach dem Verstärken der Adhäsion erfolgt die 

Polarisierung der Zelle. Im Allgemeinen führt die Aktinpolymerisierung im vorderen 
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Bereich der Zelle, dem sogenannten Lamellipodium, zur Bildung von Protrusionen und 

erlaubt die Vorwärtsbewegung. Im hinteren Zellbereich, dem sogenannten Uropod 

führt die Kontraktion des Aktinmyosinnetzwerks zum Zusammenziehen des Uropods 

und unterstützt die Migration (Lammermann et al., 2008; Renkawitz et al., 2009). Die 

Rolle von Myosin-9 (myosin heavy chain 9, MYH9) für die Rekrutierung von 

neutrophilen Granulozyten konnte in unserer Arbeitsgruppe weiter aufgeklärt werden 

(Zehrer et al., 2018). MYH9 ist die schwere Kette des Multiproteinkomplexes 

nonmuscle myosin class II (NMII). NMII-Komplexe sind essentiell, um die Polarisierung 

während der Migration beizubehalten. MYH9 ist in neutrophilen Granulozyten das 

einzig exprimierte MYH-Protein. Funktionelle Analysen von MYH9 waren bis dato 

begrenzt auf pharmakologische Inhibitoren. In unserer Studie wurden erstmals 

neutrophile Granulozyten mit genetischem, heterozygotem Knockout von Myh9 aus 

Vav-iCre+/Myh9wt/fl Mäusen verwendet (heterozygote Myh9 KO neutrophile 

Granulozyten) (Zehrer et al., 2018). Neutrophile Granulozyten mit einem homozygoten 

Myh9 KO konnten nicht generiert werden, da keine Vav-iCre+/Myh9fl/fl Mäuse erhalten 

wurden und vermutlich der komplette KO von Myh9 in den Vorläuferzellen des 

hämatopoietischen Systems letal ist. Das Migrationsverhalten von heterozygoten 

Myh9 KO neutrophilen Granulozyten wurde in den schon beschriebenen 

Flusskammern analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei reduzierter MYH9-

Expression die mechano- und chemotaktische Migration, Transmigration sowie 

dreidimensionale (3D) Migration signifikant verringert waren. Diese Ergebnisse 

konnten in vivo in einem Laser-induzierten Modell der Hautverletzung sowie bei akuter 

Peritonitis verifiziert werden und zeigten eine stark verringerte Auswanderung von 

Myh9-defizienten neutrophilen Granulozyten. Aufgrund der Herausforderung der Vav-

iCre+/Myh9wt/fl Mauszucht, haben wir auf das Hoxb8-Zellsystem zurückgegriffen. 

Zunächst konnten wir nachweisen, dass die aus Hoxb8-Zellen differenzierten 

neutrophilen Granulozyten (dHoxb8-Zellen) auch ein geeignetes Modell zur 

Untersuchung der Rekrutierungskaskade in vitro darstellen und nicht nur, wie zuvor 

beschrieben, ein geeignetes Modell zur Analyse der Granulopoiese sind (Zehrer et al., 

2018). dHoxb8-Zelllen exprimierten die für die Rekrutierung essentiellen 

Untereinheiten der b2-Integrine in vergleichbaren Mengen und verhielten sich während 

der Rekrutierungsschritte des Rollens, der Adhäsion sowie der chemo- und 

mechanotaktischen Migration ähnlich wie murine neutrophile Granulozyten. 
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Zur weiteren Analyse des Effekts verringerter Mengen von MYH9 auf das 

Aktinmyosin-Netzwerk, wurden Hoxb8-Zellen aus fetalen Leberzellen von Vav-iCre-

/Myh9wt/fl sowie Vav-iCre+/Myh9wt/fl Mäusen generiert, die ähnliche Migrationsdefekte 

wie die murinen heterozygoten Myh9 KO neutrophilen Granulozyten zeigten (Zehrer 

et al., 2018). Die heterozygoten Myh9 KO Hoxb8-Zellen wurden mit einem Plasmid 

transduziert, das für das Fusionsprotein MYH9-EGFP codiert und anschließend als 

Myh9 rescue-Hoxb8-Zellen definiert. Mittels STED Mikroskopie sowie live-cell imaging 

Studien von Myh9 rescue-dHoxb8-Zellen konnte gezeigt werden, dass MYH9 während 

der Migration am Lamellipodium sowie am Uropod lokalisiert. Hierbei dient es vor allem 

der Retraktion von Protrusionen sowie des Uropods zur gerichteten Migration 

(Abbildung 15). Diese Ergebnisse wurden im Journal of Immunology publiziert 

(Zehrer et al., 2018). 

 
Abbildung 15. Zelluläre Lokalisation von MYH9 während der Migration von neutrophilen Granulozyten. Pfeilspitzen 
indizieren die Retraktion von Protrusionen bzw. des Uropods. Abbildung modifiziert aus Zehrer et al., J Immunol, 
2018 (Zehrer et al., 2018). 
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4.3 Der funktionelle Einfluss von CD18 auf die Rekrutierung von neutrophilen 
Granulozyten in Zebrafischlarven 

 
Zugeordnete Publikation 

Bader A, Gao J, Rivière T, Schmid B, Walzog B, Maier-Begandt D. (2021) Molecular 
Insights Into Neutrophil Biology From the Zebrafish Perspective: Lessons From CD18 
Deficiency. Front Immunol. 12:677994. IF 7,561 

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass b2-Integrine neben ihrer 

funktionellen Bedeutung für die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in 

Menschen und Mäusen auch in Zebrafischlarven die Rekrutierung während der akuten 

Entzündungsreaktion regulieren (Bader et al., 2021). Diese Rekrutierung an den Ort 

der Entzündung findet in Mäusen hauptsächlich b2-Integrin-abhängig aus dem 

Blutstrom statt. Erst nach der Auswanderung in das umliegende Gewebe wird die 

interstitielle Migration b2-Integrin-unabhängig (Lammermann et al., 2008). Im 

Larvenstadium des Zebrafisches ist die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten an 

den Entzündungsort sowohl intravaskulär als auch interstitiell möglich. Grundsätzlich 

befinden sich neutrophile Granulozyten im gesamten Larvenkörper im Gewebe und 

migrieren spontan durch das Interstitium (Abbildung 16) (Deng & Huttenlocher, 2012). 

Während einer akuten Entzündung findet die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten 

zunächst aus dem Interstitium sowie vom caudal hematopoietic tissue (CHT), dem Ort 

der Hämatopoiese in Zebrafischlarven, aus statt. In späteren Phasen ab 4 h nach 

Induktion der Entzündung erfolgt die Rekrutierung wie beim Menschen über das 

Gefäßsystem (Galdames et al., 2014). 

 
Abbildung 16. In Zebrafischlarven findet die Hämatopoiese im caudal hematopoietuc tisse (CHT) statt. Reife 
neutrophile Granulozyten befinden sich im Gewebe und migrieren spontan während der Homöostase durch das 
Gewebe. Während der akuten Entzündung werden neutrophile Granulozyten zunächst interstitiell, zu späteren 
Zeitpunkten auch über das Gefäßsystem an den Ort der Entzündung rekrutiert. 
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Um die Rolle von b2-Integrinen für die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten im 

Zebrafisch aufzuklären, wurde das Gen itgb2, das für die b-Untereinheit CD18 codiert, 

in der zuvor beschriebenen transgenen Linie Tg(fli1a:egfp;lyz:dsRed) mittels 

CRISPR/Cas9-Technik ausgeschaltet. Zwei verschiedene CD18 KO Linien 

(Tg(fli1a:egfp;lyz:dsRed;itgb2-/-) KO1 und KO2) wurden für die Analysen verwendet 

(Bader et al., 2021). In den nachfolgenden Abbildungen ist beispielhaft nur KO1 

gezeigt. CD18 KO Larven zeigten bis 5 dpf ebenso wie die CD18 WT Larven eine 

phänotypisch normale Entwicklung sowie eine unveränderte Gesamtanzahl von 

neutrophilen Granulozyten (Abbildung 17). 

 
Abbildung 17. Analyse der Gesamtanzahl von neutrophilen Granulozyten in CD18 WT und KO Zebrafischlarven. 
(A) Mikroskopische Aufnahmen von CD18 WT und KO Zebrafischlarven an 3 dpf. Endothelzellen, grün. Neutrophile 
Granulozyten, rot. Maßstabsskala, 200 μm. (B) Gesamtzahl der neutrophilen Granulozyten in CD18 WT und CD18 
KO Zebrafischlarven an 3 und 5 dpf. Abbildung modifiziert aus Bader et al., Front Immunol, 2021 (Bader et al., 
2021). 

Um die Rolle von CD18 für die interstitielle Migration aufzuklären, wurden zunächst 

die Verteilung der neutrophilen Granulozyten innerhalb der Larven sowie die spontane 

Migration der neutrophilen Granulozyten im Gewebe charakterisiert (Abbildung 18). 

Die Verteilung der neutrophilen Granulozyten innerhalb von Kopf, Rumpf und Schwanz 

zeigte keine Unterschiede zwischen CD18 WT und KO Larven (Abbildung 18A). 

Mittels live-cell imaging am konfokalen Spinning-Disk-Mikroskop wurde die spontane 

Migration von neutrophilen Granulozyten unter nicht-inflammatorischen Bedingungen 

in der Kopfregion dokumentiert und ihre Migrationsgeschwindigkeit ermittelt 

(Abbildung 18B). Hierbei zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede in der 

Migrationsgeschwindigkeit zwischen CD18 WT und KO Larven. Diese Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass b2-Integrine entbehrlich für die interstitielle Migration in 

Zebrafischlarven sind. Dies ist im Einklang mit Beobachtungen aus Mausmodellen, die 

zeigen, dass b2-Integrine für die interstitielle Leukozytenmigration nicht erforderlich 

sind (Lammermann et al., 2008). Im nächsten Schritt wurde die Rekrutierung der 
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neutrophilen Granulozyten zum Ort der Entzündung nach einer sterilen 

Schnittverletzung analysiert (Abbildung 19A). Während in den ersten 3 h nach einer 

Schwanzflossenverletzung keine Unterschiede in der Rekrutierung neutrophiler 

Granulozyten zwischen CD18 WT und KO Larven beobachtet wurden, zeigte sich nach 

6 h eine signifikant reduzierte Anzahl von neutrophilen Granulozyten am Ort der 

Entzündung der CD18 KO Larven im Vergleich zu CD18 WT Larven. 

 
Abbildung 18. Analyse der interstitiellen Migration von neutrophilen Granulozyten in CD18 WT und KO 
Zebrafischlarven. (A) Schematische Darstellung der Aufteilung einer Zebrafischlarve in Kopf, Rumpf und Schwanz 
(links) und Quantifizierung der Anzahl neutrophiler Granulozyten in den entsprechenden Abschnitten (rechts). (B) 
Repräsentative mikroskopische Aufnahmen sowie single cell migration tracks einzelner neutrophiler Granulozyten 
in der Kopfregion (links) und Quantifizierung der Geschwindigkeit einzelner neutrophiler Granulozyten (rechts) an 
5 dpf. Y, Dottersack (yolk). Abbildung modifiziert aus Bader et al., Front Immunol, 2021 (Bader et al., 2021). 

In vorherigen Studien in Zebrafischlarven wurde gezeigt, dass die Rekrutierung 

neutrophiler Granulozyten in einem Zeitraum bis zu 4 h nach Verletzung interstitiell 

und erst ab 4 h nach Verletzung die Rekrutierung vermehrt aus dem Gefäßsystem 

erfolgt (Galdames et al., 2014). Damit deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die 

Rekrutierung neutrophiler Granulozyten aus dem Blutstrom CD18-abhängig ist. 

Interessanterweise konnte 6 h nach Verletzung eine erhöhte Anzahl an neutrophilen 

Granulozyten im Blutstrom nachgewiesen werden (Abbildung 19B). 
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Abbildung 19. Rekrutierung neutrophiler Granulozyten während der akuten Entzündungsreaktion in CD18 WT und 
KO Zebrafischlarven an 3 und 5 dpf. (A) Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der verletzten Schwanzflosse 
(oben) sowie die Quantifizierung der rekrutierten neutrophilen Granulozyten 0, 1, 3 und 6 h nach Verletzung (unten). 
(B) Links: Schematische Darstellung (oben) sowie repräsentative mikroskopische Aufnahme (unten) des 
Untersuchungsortes der Vena cava caudalis zur Quantifizierung intravaskulärer neutrophiler Granulozyten nach 
Verletzung der Schwanzflosse. Rechts: Quantifizierung intravaskulärer neutrophiler Granulozyten 6 h nach 
Verletzung. Abbildung modifiziert aus Bader et al., Front Immunol, 2021 (Bader et al., 2021). 

Dementsprechend deutet die verringerte Anzahl neutrophiler Granulozyten am Ort der 

Entzündung sowie die erhöhte Anzahl an neutrophilen Granulozyten im Blutstrom 

möglicherweise auf eine beeinträchtigte Extravasation CD18-defizienter neutrophiler 

Granulozyten in das Gewebe hin (Abbildung 20). Dieser Phänotyp ähnelt dem der 

LAD Typ I beim Menschen sowie CD18-defizienter Mäuse, bei denen ebenfalls eine 

erhöhte Anzahl von neutrophilen Granulozyten im Blut vorliegt (Anderson et al., 1985; 

Walzog et al., 1999). In Menschen und Mäusen wird die Neutrophilie allerdings nicht 

nur durch die Unfähigkeit der neutrophilen Granulozyten Auszuwandern 

hervorgerufen, sondern auch durch den unterbrochenen Feedbackmechanismus, bei 
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dem durch die fehlenden neutrophilen Granulozyten im Gewebe die Granulopoiese im 

Knochenmark verstärkt wird (Forlow et al., 2001; Stark et al., 2005). 

Interessanterweise deuten Ergebnisse in Zebrafischen daraufhin, dass ein KD von 

CD18 zu einer Expansion von hämatopoietischen, pluripotenten Stammzellen im CHT 

führen könnte, so dass CD18 auch in diesem Modell möglicherweise zur 

Beeinflussung der Hämatopoiese beiträgt (Xue et al., 2019). 

 
Abbildung 20. Die interstitielle Migration neutrophiler Granulozyten ist CD18-unabhängig, wohingegen die 
intravaskuläre Rekrutierung CD18 abhängig ist. In genetischer Abwesenheit von CD18 ist die Rekrutierung 
neutrophiler Granulozyten zum Ort der sterilen Entzündung an der Schwanzflosse verringert und ihre Anzahl in der 
Vena cava caudalis (VCC) erhöht. Letzteres ist vermutlich ein Resultat der beeinträchtigten Extravasation 
neutrophiler Granulozyten in Abwesenheit von CD18.  

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Studie erstmals gezeigt, dass die 

Rekrutierung neutrophiler Granulozyten über den Blutstrom während der akuten 

Entzündungsreaktion im Modellsystem Zebrafisch genauso wie im humanen und 

murinen System abhängig von CD18 ist, während die interstitielle Migration in allen 

drei Systemen unabhängig von CD18 erfolgt (Abbildung 20). Dementsprechend 

konnte mit dieser Studie nachgewiesen werden, dass das Zebrafischmodell 

phänotypisch den Symptomen von LAD Typ I Patienten ähnelt und die CD18 KO 

Zebrafischlarven somit ein neues Modell zur Erforschung der LAD Typ I darstellen 

könnten. Diese Ergebnisse wurden in Frontiers in Immunology publiziert (Bader et al., 

2021). 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
Im Rahmen dieser Habilitationsarbeit wurden neue Erkenntnisse zu den präzise 

regulierten Prozessen der Bildung und Funktion neutrophiler Granulozyten gewonnen. 

Störungen dieser Prozesse können zu angeborenen Neutropenien oder zu LADs 

führen (Klein, 2011; Roos et al., 2023). Im Gegensatz dazu kann es bei hyperaktiven 

neutrophilen Granulozyten zu Gewebsschädigungen kommen (Mortaz et al., 2018). 

Das bessere Verständnis dieser molekularen Mechanismen stellt somit einen 

potentiellen therapeutischen Ansatz für die Behandlung der oben genannten 

Erkrankungen dar. 

Im ersten Teil dieser Habilitationsarbeit konnte gezeigt werden, dass Mutationen 

in VPS18 die Entwicklung neutrophiler Granulozyten beeinträchtigen, indem die 

Komplexstabilität von CORVET und HOPS verringert wird, wodurch eine Störung in 

der Vesikelhomöostase entsteht und schließlich eine verfrühte Apoptose eingeleitet 

wird (Gao et al., 2025). Damit konnte VPS18 als neues Protein identifiziert werden, 

das essentiell für die Homöostase neutrophiler Granulozyten ist und Mutationen in 

VPS18 können dementsprechend zu einer angeborenen Neutropenie führen. 

Im zweiten Teil dieser Habilitationsarbeit wurden weitere wichtige Proteine 

charakterisiert, die die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten regulieren (Bader et al., 

2022; Pick et al., 2017; Zehrer et al., 2018). Wir konnten CORO1A als neuen 

Interaktionspartner von CD18 identifizieren, der die Affinität der β2-Integrine LFA-1 

(CD11a/CD18) und Mac-1 (CD11b/CD18) regulieren kann und somit entscheidend für 

die Induktion der Adhäsion sowie für die Postadhäsionsschritte von neutrophilen 

Granulozyten in vitro und in vivo ist (Pick et al., 2017). Zusätzlich konnten wir für den 

schon bekannten β2-Integrin-Regulator HPK1 die Interaktionspartner vor und nach 

Integrinaktivierung entschlüsseln (Bader et al., 2022). Hierbei stellte sich heraus, dass 

HPK1 vermutlich als Gerüstmolekül dient, dass Proteine wie DAP12, SYK und RAC1 

zur schnellen β2-Integrin-Aktivierung bereithält. Darüber hinaus wurde in einem 

genetischen Ansatz die Rolle von MYH9 für die Migration von neutrophilen 

Granulozyten genauer definiert (Zehrer et al., 2018). Hierbei wurde festgestellt, dass 

MYH9 spezifisch an retraktierenen Lammellipodien und am retraktierenden Uropod 

lokalisert und für die schnelle Migration neutrophiler Granulozyten bedeutsam ist. 

Im letzten Teil der Habilitationsarbeit wurde gezeigt, dass b2-Integrine für die 

Rekrutierung neutrophiler Granulozyten nicht nur in Menschen und Mäusen essentiell 
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sind, sondern dass b2-Integrine ebenfalls in Zebrafischlarven die Rekrutierung 

neutrophiler Granulozyten aus dem Gefäßsystem während der akuten 

Entzündungsreaktion vermitteln, während die interstitielle Migration in allen drei 

Systemen unabhängig von b2-Integrinen ist (Bader et al., 2021). 

Wie im Rahmen dieser Habilitationsarbeit gezeigt wurde, sind die Generierung 

und die Funktion von neutrophilen Granulozyten präzise regulierte Prozesse, deren 

molekulare Mechanismen nur unzureichend aufgeklärt sind. In Rahmen des von der 

DFG geförderten Teilprojekts „Host-pathogen interactions in neutrophils“ des 

Sonderforschungsbereichs (SFB)-Transregios (TRR)332 „Neutrophils: origin, fate & 

function“ wird die funktionelle Rolle von CORO1A für die Abwehr von Pathogenen 

durch neutrophile Granulozyten untersucht. Dieses Projekt beruht auf Daten aus der 

in dieser Habilitationsarbeit aufgeführten Publikation. Hierbei konnte im 

Infektionsmodell mit Helicobacter pylori in Abwesenheit von CORO1A neben der 

verminderten Einwanderung neutrophiler Granulozyten in die Magenschleimhaut, bei 

ca. 40 % der Coro1A KO-Mäuse eine komplette Eliminierung des ansonsten chronisch 

infizierenden Pathogens H. pylori beobachtet werden (Pick et al., 2017). Dies deutet 

auf eine Rolle von CORO1A während der Abwehr von H. pylori hin. Tatsächlich ist 

bereits bekannt, dass in infizierten Makrophagen die Pathogene H. pylori sowie 

Mycobacterium tuberculosis CORO1A in den Wirtszellen manipulieren, um dem 

Phagozytose- und Autophagie-vermitteltem Abbau zu entkommen (Ferrari et al., 1999; 

Jayachandran et al., 2007; Zheng & Jones, 2003). Die Rolle von CORO1A in 

neutrophilen Granulozyten bei der Abwehr beider Pathogene ist derzeit unbekannt. Als 

Mitverantwortliche des Forschungsvorhabens (Co-Teilprojektleiterin mit Prof. Dr. rer. 

nat. Barbara Walzog) möchte ich die Rolle von neutrophilen Granulozyten während 

der Pathogenabwehr von H. pylori und Mycobacterium Spezies weiter aufklären und 

die Manipulation von CORO1A durch diese Pathogene analysieren. Zur weiteren 

Aufklärung der Funktion von CORO1A wurde das Interaktom von CORO1A ermittelt 

und das secretory carrier associated membrane protein 3 (SCAMP3) als ein neuer 

Interaktionspartner identifiziert (Pick et al., 2017). Die funktionelle Bedeutung von 

SCAMP3 ist in neutrophilen Granulozyten noch nicht beschrieben. Im zweiten Teil des 

TRR332-Teilprojekts soll daher die Rolle von SCAMP3 bei der Pathogenabwehr 

charakterisiert werden. Erste Ergebnisse in neutrophilen Granulozyten, die mit 

Scamp3 KO Hoxb8-Zellen generiert wurden, deuten darauf hin, dass SCAMP3 für die 

korrekte Proteinausstattung der Granula unerlässlich ist und die Abwesenheit von 
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SCAMP3 in neutrophilen Granulozyten zu einer Beeinträchtigung der Eliminierung von 

Bakterien führt. 

Insgesamt hat diese Arbeit dazu beigetragen, die molekularen Mechanismen der 

Bildung und Funktion neutrophiler Granulozyten weiter aufzuklären sowie das 

Verständnis der physiologischen Funktionen der untersuchten Proteine zu verbessern. 

Dies wiederum bildet die Grundlage, um potentielle und individualisierte 

Therapieansätze von u. a. aber nicht ausschließlich monogenen Erkrankungen, also 

Erkrankungen, denen ein spezifischer Gen- bzw. Proteindefekt zugrunde liegt, zu 

entwickeln. Patienten mit kongenitalen Neutropenien beispielsweise erhalten 

klassischerweise eine GCSF-Therapie zur Stimulation der Produktion von 

neutrophilen Granulozyten, um die ANC anzuheben. Sprechen Patienten nicht auf 

diese Therapie an ist die Ultima-Ratio-Therapie eine Stammzelltransplantation. Nicht 

immer findet sich jedoch ein passender Spender oder die Transplantation ist aufgrund 

diverser Risikofaktoren nicht durchführbar. Eine gezielte Gentherapie zur Behandlung 

von kongenitalen Neutropenien erfolgt noch nicht, allerdings wurde kürzlich eine 

kurative Gentherapie für Neutropeniepatienten mit Mutationen in ELANE 

vorgeschlagen (Nasri et al., 2024). Dieser Therapieansatz beruht auf dem Wissen um 

die physiologische Funktion des Proteins sowie die pathophysiologischen 

Auswirkungen des mutierten Proteins. Mittels CRISPR/Cas9-basierter Gentherapie 

soll in Patienten gezielt die Expression des ELANE-Gens ausgeschaltet werden, um 

die negativen Folgen des mutierten Proteins auf die Reifung neutrophiler Granulozyten 

zu eliminieren. Vielversprechende Versuche mit hematopoietischen Stamm- und 

Vorläuferzellen von Patienten mit kongenitaler Neutropenie zeigten nach dieser 

gentherapeutischen Behandlung eine normale Neutrophilenreifung (Nasri et al., 2024). 

Eine sehr ähnliche Behandlung wurde zuvor schon in Patienten mit b-Thalassämie 

und Sichelzellenanämie erfolgreich durchgeführt (Frangoul et al., 2021). Diese beiden 

monogenen Erkrankungen entstehen in den meisten Fällen durch Genmutationen in 

der Hämoglobin-b-Untereinheit, so dass als Folge die Hämoglobinbildung gestört ist, 

die Patienten an Sauerstoffmangel leiden und dauerhaft Bluttransfusionen benötigen. 

Eine kurative Behandlung bestand zuvor nur in einer Stammzelltransplantation. Nun 

konnte mittels CRISPR/Cas9-basierter, individualisierter Gentherapie die Expression 

von fetalem Hämoglobin induziert werden, das die Funktion des Sauerstofftransports 

übernimmt, so dass die Patienten nicht mehr auf Bluttransfusionen angewiesen sind 

(Frangoul et al., 2021). Mithilfe dieser individuellen Gentherapien könnten zukünftig 
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weitere monogene Erkrankungen kurativ behandelt werden, gerade wenn eine 

Stammzelltransplantation durch fehlende Spender oder diverse Risikofaktoren nicht 

durchführbar ist.  

Neben der Behandlung von monogenen Erkrankungen kann das bessere 

Verständnis der physiologischen Funktion von Proteinen ebenfalls zur Behandlung 

von weiteren inflammatorischen Erkrankungen verwendet werden. So werden derzeit 

pharmakologische Inhibitoren der HPK1-Kinaseaktivität in klinischen Studien der 

Phase 1 und 2 getestet (Zhu et al., 2022). Im Gegensatz zu neutrophilen Granulozyten, 

in denen HPK1 das b2-Integrin signaling positiv reguliert, inhibiert HPK1 in T- und B-

Zellen das b2-Integrin sowie T- und B-Zellrezeptor signaling und mindert damit die 

Aktivierung dieser Zellen (Baker et al., 2009; Konigsberger et al., 2010; Patzak et al., 

2010). Weiterhin verringert HPK1 über seine Kinaseaktivität die antitumorigene 

Aktivität von T- und dendritischen Zellen (Hernandez et al., 2018; Liu et al., 2019). 

Dementsprechend wurde in den letzten Jahren die pharmakologische Inhibierung der 

HPK1-Kinaseaktivität als potentielle Zielstruktur in der Krebstherapie identifiziert 

(Sawasdikosol & Burakoff, 2020; Si et al., 2020). Interessanterweise ist nicht bekannt, 

ob die Kinaseaktivität von HPK1 oder lediglich eine Kinase-unabhängige 

Gerüstfunktion von HPK1 eine Rolle während der Rekrutierung von neutrophilen 

Granulozyten spielt. Da die verminderte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 

mit wiederkehrenden Infektionen einhergeht, wird die Rolle der HPK1-Kinaseaktivität 

für die Regulierung von β2-Integrinen in neutrophilen Granulozyten und deren 

Rekrutierung derzeit in meinem Team charakterisiert. 

Abschließend lässt sich sagen, dass die Entschlüsselung der molekularen 

Mechanismen und der physiologischen Funktionen der in dieser Habilitationsarbeit 

untersuchten Moleküle in neutrophilen Granulozyten die Grundlage für die Entwicklung 

neuer Therapieansätze darstellt. Diese könnten zukünftig dazu beitragen, dass 

monogene Erkrankungen kurativ mittels individualisierter, gentechnischer Therapien 

behandelt werden können. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
 

ANC   absolute Neutrophilenzahl 

CD   cluster of differentiation 

CHT   caudal hematopoietic tissue 

CORO1A  Coronin 1A 

CORVET  class C core vacuole/endosome tethering 

CRISPR  clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CSRM   konfokale superauflösende Mikroskopie 

CXCL1  chemokine (C-X-C-motif) ligand-1 

CXCR2  C-X-C-Motiv-Chemokinrezeptor 2 

DAP12  DNAX-activation protein 12 

dpf   days post fertilization 

EGFP   enhanced green fluorescent protein 

ELANE  neutrophil expressed elastase 

GCSF   granulocyte-colony stimulating factor 

GMPs   Granulozyten-Monozyten-Progenitoren 

HET   heterozygot 

H. pylori  Helicobacter pylori 

HOPS   homotypic fusion and vacuole protein sorting 

HPK1   hematopoietic progenitor kinase-1 

ICAM-1   intracellular adhesion molecule 1 

IL-17   Interleukin-17 

iPS-Zellen  induzierte pluripotente Stammzellen 

KO   Knockout 

LAD   leukocyte adhesion deficiency 

LAMP1  lysosome-associated membrane glycoprotein 1 

LFA-1   lymphocyte function-associated antigen-1 

Lyz   Lysozym C 

Mac-1   macrophage-1 antigen 

MPS   Mukopolysaccharidose 

MYH9   Myosin-9 

NETs   neutrophil extracellular traps 

NMII   nonmuscle myosin class II 
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RAC1   Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

SCAMP3  secretory carrier associated membrane protein 3 

STED   stimulated emission depletion 

SYK   spleen tyrosine kinase 

TMRM  Tetramethylrhodamin-Methylester 

UMAP   uniform manifold approximation and projection 

VCC   Vena cava caudalis 

VPS18  vacuolar protein sporting-associated protein 18 homolog 

WT   Wildtyp 
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