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1. Vorwort

Diese kumulative Habilitationsschrift befasst sich mit den Mechanismen, die die
Rekrutierung verschiedener Leukozytensubpopulationen an Entzundungsherde
steuern. Ziel der Arbeit war es, die zugrundeliegenden Regulationsprozesse besser
zu verstehen und neue Erkenntnisse Uber die Rolle einzelner Zellpopulationen im
Entzundungsgeschehen zu gewinnen.

Die Untersuchungen wurden am Institut fur Kardiovaskulare Physiologie und
Pathophysiologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen (Direktor: Prof. Dr.
med. Christian Wahl-Schott) durchgefuhrt — sowohl in der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. med. Markus Sperandio als auch in meiner eigenen Forschungsgruppe. Die
Projekte entstanden in enger Zusammenarbeit mit zahlreichen Wissenschaftlerinnen
und Wissenschaftlern aus Deutschland und weltweit, deren Expertise und

Unterstutzung mal3geblich zum Erfolg der Arbeit beigetragen haben.
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2.  Einleitung

Akut und chronisch entzundliche Prozesse spielen eine zentrale Rolle in der
Pathogenese zahlreicher gesellschaftlich relevanter Erkrankungen, darunter
Atherosklerose, Typ Il Diabetes mellitus oder Adipositas (Németh et al., 2020). Ein
charakteristisches Merkmal dieser Erkrankungen ist die Rekrutierung von
Leukozyten aus der Zirkulation in das betroffene Gewebe (Kolaczkowska & Kubes,
2013; Ley et al., 2007; Maier-Begandt et al., 2024). Dieser mehrstufige Prozess wird
durch funktionelle Veranderungen des Endothels postkapillarer Venolen im
entzindeten Gewebe initiiert (Abbildung 1A) (Vestweber, 2015). Dabei prasentieren
Endothelzellen Adhasionsmolekule an ihrer luminalen Oberflache, die entweder de
novo synthetisiert werden mussen, oder bereits in der Zelle vorhanden sind. Diese
Mechanismen steuern die Rekrutierung von Immunzellen, wie im Folgenden

exemplarisch anhand neutrophiler Granulozyten dargestellt werden soll.
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Abbildung 1 Die Leukozytenrekrutierungskaskade. (A) Die Rekrutierung von Leukozyten (hier am Beispiel
neutrophiler Granulozyten) erfolgt in einer sequenziellen Kaskade, die mit der Auswanderung der Zellen in das
entzindlich verdanderte Gewebe endet. (B) Das E-Selektin-vermittelte Rollen in Kombination mit der Aktivierung
von Chemokinrezeptoren fihrt zur Aktivierung und Konfirmationsanderung von f2-Integrinen (z.B. LFA-1) auf
den Leukozyten (integrin inside-out signaling). (C) Die aktivierten Integrine kénnen so an ihre endothelialen
Liganden (z.B. ICAM-1) binden, was zur Kopplung der Integrine an das Aktinzytoskelett des neutrophilen
Granulozyten (integrin outside-in signaling) und zur festen Adhéasion der Immunzelle fiihrt.

Selektine (P- und E-Selektin), die in Folge der Aktivierung von Endothelzellen an der

luminalen Oberflache prasentiert werden, fangen zirkulierende neutrophile
_4_
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Granulozyten ein (tethering) und initiieren das Entlangrollen am entzundlich-
veranderten Endothel (rolling) (Schmidt et al., 2013). Dieser Prozess wird wesentlich
durch die Interaktion von PSGL-1 (P-Selectin glycoprotein ligand-1) mit den
Selektinen vermittelt (Tinoco et al., 2017).

Wahrend des Rollvorgangs interagieren die Immunzellen mit auf dem Endothel
immobilisierten Chemokinen (z.B. CXCL1; C-X-C motif chemokine ligand 1), die an
spezifische Chemokinrezeptoren auf den neutrophilen Granulozyten (z.B. CXCR2; C-
X-C motif chemokine receptor 2) binden (Abbildung 1B) (Ley et al., 2007).
Entscheidend fur die Bindung von Chemokinen ist dabei die Glykosylierung der
Rezeptoren, vermittelt durch Glykosyltransferasen wie St3-Gal-1V (Frommhold et al.,
2008). Parallel zur Aktivierung von Chemokinrezeptoren lost die Bindung von E-
Selektin ~ an  neutrophile  Granulozyten  die  Freisetzung  endogener
Entzindungsmediatoren aus, sogenannter DAMPs (damage associated molecular
patterns) wie ST00A8/A9 (Pruenster et al., 2015). Diese alarmin-Molekule binden
wiederum an den Toll like receptor 4 (TLR4) der neutrophilen Granulozyten. Beide
Rezeptor-Liganden-Interaktionen fuhren zusammen zur Aktivierung von -
Integrinen (z.B. LFA-1, Lymphocyte function-associated antigen-1) auf den
Immunzellen, die nun mit endothelialen Adhasionsmolekilen, insbesondere ICAM-1
(Intercellular adhesion molecule-1) interagieren konnen (Mocsai et al., 2015; Smith
et al., 2004). Dies bewirkt eine Verlangsamung der Rollgeschwindigkeit bis hin zur
vollstandigen Adhasion der neutrophilen Granulozyten am Endothel.

Die Bindung der Integrine an ihre Rezeptoren initiiert Signalwege in neutrophilen
Granulozyten (integrin outside-in signaling), die zur Verknupfung der Integrine mit
dem Aktinzytoskelett fuhren (Morikis & Simon, 2018) — ein Prozess, der als post-arrest
modifications zusammengefasst wird (Abbildung 1C). Die dadurch induzierte
Umstrukturierung des Zytoskeletts verstarkt die Zelladhasion an das Endothel
(adhesion strengthening) und ermoglicht das Abflachen der Immunzellen (flattening),
wodurch sie der Schubspannung im Gefald standhalten und ein AbreiRen zuruck in
die Zirkulation verhindern.

In der nachsten Phase migrieren die Zellen anhand von Chemokingradienten entlang
am Endothel, um einen geeigneten Ort zur Transmigration zu finden (intraluminal
crawling) (Vestweber, 2015). SchlieBlich durchwandern die neutrophilen

Granulozyten sowohl die Endothelzellschicht als auch die darunterliegende vaskulare
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Basalmembran, um anschlieBend zum Entzindungsherd zu gelangen (interstitial
migration) (Kurz et al., 2016; Rohwedder et al., 2020).

Eine zentrale Rolle bei der Leukozytenrekrutierung und der Ausfuhrung wichtiger
Funktionen von Immunzellen spielt die Regulation der intrazellularen
lonenkonzentrationen (Dixit & Simon, 2012). So fuhrt die Aktivierung von
Chemokinrezeptoren (G protein-coupled receptors, GPCRs), Fc-Rezeptoren oder die
Interaktion von B2-Integrinen (z.B. LFA-1) mit ihren Liganden (z.B. ICAM-1; integrin
outside-in signaling) zu einem Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration
(calcium signaling; Abbildung 2A) (Immler et al., 2018).

Dabei kommt es initial zur Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP-)
in Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs), vermittelt durch die Phospholipase C (PLC-$ bzw.
PLC-y). Daraufhin bindet IP3 an den entsprechenden Rezeptor (IP3R) im
endoplasmatischen Retikulum (ER) und bewirkt dort die Freisetzung von
Kalziumionen (Ca%) ins Zytoplasma. Die Entleerung des intrazellularen Ca?*-
Speichers wird durch Ca%*-Sensoren wie STIM1 (stromal interaction molecule 1) in
der ER-Membran detektiert, die wiederum calcium-release activated calcium (CRAC)
-Kanale, wie Orail (Calcium-release-activated calcium modulator-1), in der

Zellmembran aktivieren (Clemens & Lowell, 2019).
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Abbildung 2 Kalziumsignalkaskade in neutrophilen Granulozyten. (A) Verschiedene Rezeptor-
Ligandeninteraktionen aktvieren Signaltransduktionskaskaden, die zur Freisetzung von Ca?* aus dem
endoplasmatischem Retikulum (ER) fiihren. Eine Entleerung dieses Ca?*-Speichers induziert die Offnung von Ca?*-
Kanélen in der Zellmembran (z.B. Orail), wodurch extrazelluldres Ca?* in die Zelle einstrémt. (B) Der
resultierende Ca®*-Einstrom ist essenziell fiir zahlreiche Effektorfunktionen neutrophiler Granulozyten.
Modifiziert aus (Immler et al., 2018).
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In der Folge kommt es zu einem massiven Einstrom von Ca?* aus dem
Extrazellularraum in die Zelle — ein Mechanismus, der als store-operated calcium
entry (SOCE) bezeichnet wird (Feske et al., 2015). SOCE ist essenziel fur zentrale
Immunfunktionen wie die Phagozytose, die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) sowie die Reorganisation des Aktinzytoskeletts und damit fur die Zellmigration
(Abbildung 2B).

Neben CRAC-Kanalen sind zahlreiche weitere lonenkanale an der Regulation der
intrazellularen Ca2*-, bzw. lonenkonzentration in Immunzellen beteiligt (Feske et al.,
2015; Immler et al., 2018). So ist beispielsweise bekannt, dass der
spannungsabhangige Kalium- (K*) Kanal Kv1.3 in T-Lymphozyten einen
langanhaltenden Ca?*-Einstrom (sustained Ca?* influx) unterstitzt, indem der Uber
diesen Kanal vermittelte K*-Ausstrom zur Stabilisierung des Membranpotentials
beitragt (Abbildung 3) (Pérez-Garcia et al.,, 2018). Interessanterweise wurden
spannungsabhangige K*-Strome bereits fruhzeitig auch in neutrophilen Granulozyten
beschrieben (Krause & Welsh, 1990), jedoch konnte bislang kein spezifischer Kanal

diesen Stromen zugeordnet werden.
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Abbildung 3 Die Rolle von Kv1.3 in T-Lymphozyten. Die Aktivierung von T-Lymphozyten filihrt zu einem Anstieg
der intrazelluldren Ca2*-Konzentration (SOCE), was eine Depolarisierung des Membranpotentials zur Folge hat.
Diese Depolarisierung aktiviert den Kaliumkanal Kv1.3, wodurch K*lonen ausstrémen. Dies stabilisiert das
Membranpotential durch eine relative Hyperpolarisierung und ermdéglicht einen anhaltenden Ca2?*-Einstrom aus
dem Extrazellularraum in die Immunzelle (sustained CaZ2* signaling). Aus (Immler, 2019)

Aufgrund der zentralen Bedeutung der intrazellularen Ca%*- und lonenkonzentration
fur die Funktionsweise von Immunzellen gelten lonenkanale - insbesondere Ky1.3 -

als vielversprechende pharmakologische Zielstrukturen zur Behandlung von
_7_
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Immunzelldysregulationen (Chandy & Norton, 2017; Zhang et al.,, 2023). Ein
vertieftes Verstandnis ihrer Funktionsweise sowie der differenziellen Expression in
verschiedenen Leukozytensubpopulationen ist nicht nur fur die
Grundlagenforschung zur akuten Immunantwort von Bedeutung, sondern auch fur

die gezielte therapeutische Nutzung von Kanalinhibitoren oder -aktivatoren.
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3.  Zielsetzung

Die vorliegende Habilitationsschrift basiert auf Forschungsarbeiten aus der
medizinischen Grundlagenforschung. Ziel dieser Arbeit war es, die Funktionsweise
verschiedener Leukozytensubpopulationen besser zu verstehen und potenzielle
Ansatzpunkte fur therapeutische Interventionen bei Leukozytendysfunktionen zu
identifizieren.

Im Mittelpunkt stand dabei die Untersuchung des spannungsabhangigen
Kaliumkanals Kvy1.3 und seiner Rolle bei der Regulation der Rekrutierung
neutrophiler  Granulozyten sowie bei der Freisetzung des endogenen
Entzindungsmediators ST00A8/A9 aus diesen Zellen.

Daruber hinaus wurde analysiert, inwieweit sich die Funktion neutrophiler
Granulozyten bei verschiedenen Formen der Nierendysfunktion verandert.
AbschlieBend erfolgte eine Untersuchung eosinophiler Granulozyten — einer den
neutrophilen Granulozyten nahe verwandten Zellpopulation — mit Fokus auf die
Bedeutung der Glykosylierung von Chemokinrezeptoren fur den

Rekrutierungsvorgang.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Die Rolle des spannungsabhangigen Kaliumkanals Kv1.3 auf die
Funktion neutrophiler Granulozyten (Immler et al. 2022, CVR und

Pruenster*, Immler* et al. 2023, Nat. Immunol.)

Der spannungsgesteuerte Kaliumkanal Kv1.3 (KCNA3) gehort zur Unterfamilie der
shaker-related K*-Kanale (Pérez-Garcia et al., 2018). Er setzt sich aus je 4 a-
Untereinheiten zusammen, die jeweils aus 6 Transmembranhelices bestehen
(Abbildung 4). Sowohl die N- als auch die C-Termini der a-Untereinheiten besitzen
zytoplasmatische Domanen, die vermutlich an K*-Ausstrom-abhangigen und
unabhangigen Prozessen beteiligt sind (Lee et al., 2014; Pongs & Schwarz, 2010). N-
Terminal befindet sich die Bindesequenz (Kvf3 BD; Kyg binding domain) fur die B-
Untereinheit von Kv1.3, die unter anderem eine wichtige Rolle bei der Inaktivierung
des Kanals zu spielen scheint (Pongs & Schwarz, 2010).

Ein GroRteil des Wissens uber die Funktion und pharmakologische Regulation von
Kv1.3 stammt aus Studien mit T-Lymphozyten (Pérez-Garcia et al., 2018). Neben T-
Zellen exprimieren jedoch auch andere Immunzellen wie B-Lymphozyten, naturliche
Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen (DCs)
Kv1.3 (Pérez-Garcia et al., 2018), ebenso wie Thrombozyten (Taylor & Mahaut-Smith,
2021). Daruber hinaus findet sich Ky1.3 in Astrozyten, Oligodendrozyten,

Mikrogliazellen und glatten GefaBmuskelzellen (Pérez-Garcia et al., 2018).

Seitenansicht Aufsicht

C-terminus

Abbildung 4 Schematische Darstellung von Ky1.3. (A) Eine a-Untereinheit setzt sich aus je 6 Transmembranhelices (S1-S6)
zusammen, wobei die Kanalpore aus den S5 und S6-Helices gebildet wird. N- und C-Terminus befindet sich intrazelluldr, mit
einer Bindesequenz fiir die 3-Untereinheit N-terminal (Ky8 BD). (B) 4 a-Untereinheiten bilden schlussendlich den Kanal.
Modifiziert aus (Pérez-Garcia et al., 2018).

-11 -
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Wie bereits erwahnt, wird Kv1.3 durch eine Veranderung des Membranpotentials -
beispielsweise infolge von SOCE und einem damit einhergehenden Anstieg der
intrazellularen Ca2*-Konzentration ([Ca2*l;) — aktiviert, wodurch es zu einem K*-
Ausstrom kommt (Abbildung 3) (Feske et al., 2015). Dieser Kationenfluss wirkt der
Depolarisierung der Zelle entgegen und stabilisiert das Membranpotential, was
wiederum einen anhaltenden Ca?+-Einstrom in das Zellinnere ermaglicht (sustained
Ca®* influx). In T-Lymphozyten ist Kv1.3 an der Regulation zahlreicher Funktionen
beteiligt, darunter Zellproliferation (klonale Expansion nach Antigenprasentation),
Zytokinproduktion und Zellmigration (Pérez-Garcia et al., 2018).

Interessanterweise wird Ky1.3 speziell in effector memory T (Tem) —Zellen
hochreguliert (Wulff et al., 2003), die eine entscheidende Rolle bei vielen T-Zell-
vermittelten Autoimmunerkrankungen spielen (Devarajan & Chen, 2013). Im
Gegensatz dazu ist die Expression in naiven oder central memory T (Tcm)-Zellen
deutlich geringer. Diese differenzielle Expression macht Ky1.3 zu einem
vielversprechenden therapeutischen Ziel fur Autoimmunerkrankungen. Tatsachlich
konnten verschiedene Tiermodelle zeigen, dass die Inhibition von Ky1.3 den
Krankheitsverlauf unter anderem bei Multipler Sklerose (MS) (Beeton et al., 2001),
Typ | Diabetes mellitus (Beeton et al., 2006), Parkinson (Sarkar et al., 2020) und
Psoriasis (Schuppenflechte) (Kundu-Raychaudhuri et al., 2014) positiv beeinflusst. In
einer Phase-1b-Studie zeigte der Kv1.3-spezifische Inhibitor Dalazatide (ShK-186)
zudem vielversprechende klinische Effekte bei Patientinnen und Patienten mit

Schuppenflechte — bei gleichzeitig guter Vertraglichkeit (Tarcha et al., 2017).

In Zusammenarbeit mit Kolleginnen und Kollegen aus Deutschland und den USA
konnte unsere Arbeitsgruppe erstmals nachweisen, dass Ky1.3 auch in neutrophilen
Granulozyten exprimiert wird (Immler et al., 2022). Funktionelle Analysen zeigten,
dass Kv1.3 in neutrophilen Granulozyten einen langanhaltenden CaZ2*-Einstrom
ermoglicht (Abbildung 5). Dieses sustained Ca?* signaling stellt eine entscheidende
Voraussetzung fur die feste Adhasion neutrophiler Granulozyten am Endothel dar und
fordert den Ubergang vom adhirenten zum migratorischen Phanotyp (post-arrest
modifications).

Sowohl die pharmakologische Inhibition als auch die genetische Deletion von Ky1.3
(Kcna37-Mause) fuhrten in vivo zu einer Reduktion der Adhasion neutrophiler

Granulozyten an das Endothel im Cremastermuskelmodell nach Tumornekrosefaktor

-12 -
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(TNF)-Applikation sowie in vitro zu einem gestorten crawling-Verhalten unter
Flussbedingungen (flow chamber assays). Daruber hinaus spielt Ky1.3 eine Rolle bei
der Regulation der Phagozytoseaktivitat. Mit dieser Arbeit konnten wir Kyv1.3 nicht
nur erstmals funktionell in neutrophilen Granulozyten charakterisieren, sondern auch
Hinweise auf die zentrale Bedeutung erhohter [Ca?+]; fir die post-arrest modifications
liefern.

In einer weiterfuhrenden Studie untersuchte unsere Arbeitsgruppe diesen
Zusammenhang genauer, wobei sich zeigte, dass hohe [CaZ']; speziell an den

Integrinclustern eine zentrale Rolle fur die effektive Verknupfung der Integrine mit

dem Aktinzytoskelett spielen (Napoli et al., 2024).
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Abbildung 5 Funktionsweise des spannungsabhangigen Kaliumkanals Kv1.3 wahrend der Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten. Die Aktivierung von Kv1.3 und der daraus resultierende K*-Ausstrom ermdoglicht
einen langanhaltenden Ca®*-Einstrom in die Zelle (sustained Ca®* signaling). Dieser Einstrom ist essenziell fiir die
feste Adhésion, das Abflachen der Zelle sowie den Ubergang in die Migration (crawling) des neutrophilen
Granulozyten (post-arrest modifications). Darliber hinaus spielt Kv1.3 eine wichtige Rolle bei der Phagozytose.
Eine pharmakologische Inhibition mittels 5-(4-phenoxybutoxy) psoralen (PAP-1) oder die genetische Deletion von
Kv1.3 (Kv1.37) fiihrt zu einer Reduktion des sustained Ca?* signaling und beeintrdchtigt sowohl die post-arrest
modifications sowie die Phagozytoseaktivitat (rote Pfeile). Modifiziert aus (Immler et al., 2022).
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In einem Folgeprojekt untersuchte unsere Arbeitsgruppe die Rolle von Kv1.3 bei der
aktiven Freisetzung des DAMPs S100A8/A9 (MRP8/14, Calprotectin) aus
neutrophilen Granulozyten. STO0A8/A9 ist ein Heterodimer aus der Familie der Ca%*-
bindenden S100 Proteine, das vor allem von myeloiden Zellen (neutrophilen
Granulozyten, Monozyten) produziert und sezerniert wird (Pruenster et al., 2016). Die
Freisetzung dieses zytosolischen Proteins kann entweder passiv (durch lytischen
Zelltod) oder aktiv (durch kontrollierte Sekretion) erfolgen. Klinisch dient die
Messung von ST100A8/A9-Spiegeln im Blut oder Stuhl als wichtiger Marker zur
Bestimmung der Krankheitsaktivitat und zur therapeutischen Verlaufskontrolle bei
zahlreichen entzundlichen Erkrankungen wie Colitis ulcerosa, rheumatoider Arthritis
oder Psoriasis (Pruenster et al., 2016).

Bereits in fruheren Arbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe — in Zusammenarbeit mit
Forschenden aus Deutschland, Schweden und den USA - zeigen, dass die aktive
Freisetzung von S100A8/A9 aus murinen neutrophilen Granulozyten wahrend des
Rollens am entzundlich veranderten Endothel durch die Interaktion von PSGL-1 mit
E-Selektin vermittelt wird (Pruenster et al., 2015). Das so freigesetzte STO00A8/A9
aktiviert uber die Bindung an TLR4 2-Integrine (Abbildung 1B).

Forschende aus den USA bestatigten diese Befunde auch im humanen System,
allerdings mit dem Unterschied, dass hier die Sekretion von ST100A8/A9 durch die
Interaktion von L-Selektin mit E-Selektin gesteuert wird (Morikis et al., 2017). Der
genaue intrazellulare Signalweg, uber den die aktive Ausschuttung von ST00A8/A9
erfolgt, war jedoch bislang unklar.

In Zusammenarbeit mit Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern aus Deutschland
und der Schweiz konnten wir nachweisen, dass die E-Selektin-abhangige Sekretion
von ST00A8/A9 aus neutrophilen Granulozyten durch das NLRP3 (NOD-, LRR- and
pyrin domain-containing protein 3) -Inflammasom-vermittelt wird (Pruenster et al.,
2023). Bisher wurde die Aktivierung dieses Inflammasoms vor allem im
Zusammenhang mit der Freisetzung des proinflammatorischen Mediators
Interleukin-1pB (IL-18) aus Monozyten und Makrophagen beschrieben (Swanson et al.,
2019). Weiter konnte das NLRP3-Inflammasom auch in anderen Zelltypen,
einschlieflich nicht-Immunzellen, nachgewiesen werden (Honda et al., 2023).
Klassischerweise verlauft die Aktivierung des Inflammasoms in zwei Schritten - einer
priming- und einer Aktivierungsphase - und ist ein mehrstindiger Prozess

(Abbildung 6). Die priming-Phase ist durch die transkriptionelle Hochregulierung
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zentraler Inflammasom-Komponenten wie Pro-Caspase-1, Gasdermin D (GSDMD)
und Pro-IL-1f3 gekennzeichnet (Swanson et al., 2019). Dies geschieht beispielsweise
durch die Aktivierung von TLR4 mittels Lipopolysaccharid (LPS) oder durch die
Stimulation der Zelle mit TNF oder [IL-13. Daruber hinaus spielen
posttranskriptionelle Modifikationen, wie die Phosphorylierung von NLRP3, eine
entscheidende Rolle, da sie zur Stabilisierung des Inflammasoms beitragen (Swanson
et al., 2019).

1. Priming 2. Activation

pore forming

1
1
' toxins \
]
1
]

Abbildung 6 Die klassische NLRP3-Inflammasomaktivierung. Die klassische Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms erfolgt in zwei Teilschritten: 1. Priming-Phase — Beispielsweise durch eine TLR4-abhingige
Signaltibertragung kommt es zur transkriptionellen Hochregulierung wichtiger Inflammasombestandteile sowie
zu posttranslationalen Modifikationen (v. a. an NLRP3). 2. Aktivierungs-Phase - Die Aktivierung des
Inflammasoms erfolgt z.B. durch Poren-bildende Toxine (wie Nigericin) oder Kristalle (wie MSU-Kristalle). Dies
flihrt zur Bildung des Inflammasomkomplexes und zur Aktivierung von Caspase-1, welche GSDMD und Pro-IL-18
spaltet. Der Einbau von GSDMD-Poren in die Zellmembran erméglicht die Sekretion von IL-16.

Die eigentliche Aktivierung des Inflammasoms kann durch verschiedene Stimuli
ausgelost werden, darunter porenformende Toxine wie Nigericin, Harnsaure
(Monosodium-Urat, MSU) —kristalle, oder hohe extrazellulare Konzentrationen von
Adenosintriphosphat (ATP) (Lara-Reyna et al., 2022). Infolgedessen bildet sich das
Inflammasom - ein Multiproteinkomplex, u.a. bestehend aus NLRP3 (Sensor), dem
Adaptorprotein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) und
dem Effektorprotein Pro-Caspase-1. Eine zentrale Voraussetzung fur die Bildung des
dieses Komplexes ist dabei der Ausstrom von K+-lonen aus der Zelle (Munoz-Planillo
et al., 2013).
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Durch die Komplexbildung wird Caspase-1 proteolytisch aktiviert, was wiederum zur
Spaltung und Aktivierung von GSDMD sowie der proinflammatorischen Zytokine Pro-
[L-1B8 und Pro-IL-18 fuhrt (Swanson et al., 2019). Die N-terminalen Spaltprodukte von
GSDMD (GSDMD-NT) integrieren sich in die Zellmembran und bilden Poren, durch
die beispielsweise IL-18 sezerniert wird (He et al., 2015). In der Regel resultiert die
Inflammasomaktivierung und GSDMD-Porenbildung in einer lytischen Form des

Zelltods, der sogenannten Pyroptose (Lara-Reyna et al., 2022).

Unsere Studien konnten nun zeigen, dass die Bindung von E-Selektin an seinen
jeweiligen Liganden auf neutrophilen Granulozyten (L-Selektin beim Menschen,
PSGL-1 bei Mausen) ebenfalls zur Bildung des NLRP3-Inflammasomkomplexes fuhrt.
Dies geht mit der Aktivierung von Caspase-1 und der Bildung von GSDMD-Poren

einher, uber die das zytosolisch vorliegende ST00A8/A9 freigesetzt wird (Abbildung
7).

GSDMD GSDMD-NT GSDMD
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Abbildung 7 NLRP3-abhinige Freisetzung von ST100A8/A9 unter Beteiligung von Kv1.3. Die Interaktion von
E-Selektin mit seinen Rezeptoren auf dem neutrophilen Granulozyten fiihrt innerhalb weniger Minuten zur
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und zur Bildung von GSDMD-Poren. Die Inflammasom-Aktivierung ist
abhangig von der Bruton’s Tyrosinkinase (btk)-vermittelten Phosphorylierung von NLRP3 sowie von der
Aktivierung des Kaliumkanals Kv1.3. Durch die gebildeten Membranporen wird ST00A8/A9 freigesetzt. Zusatzlich
wird ein ESCRT-Ill-abhdngiger Reparaturmechanismus aktiviert, der die GSDMD-Poren entfernt und so das
Absterben der Zellen durch Pyroptose verhindert.

Im Gegensatz zur klassischen Inflammasomaktivierung verlauft dieser Prozess
innerhalb weniger Minuten und erfordert keine vorhergehende priming-Phase.

Durch die Bindung von E-Selektin an neutrophile Granulozyten kommt es zu einer
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Bruton's tyrosine kinase (btk) —vermittelten Phosphorylierung von NLRP3 und einer
Aktivierung von Ky1.3. Beide Signale sind essenziell fur die Initiierung der NLRP3-
Inflammasom-Komplexbildung.

Interessanterweise ist die Porenbildung bei dieser Form der Inflammasomaktivierung
transient. Das liegt daran, dass parallel zur Aktivierungskaskade ein
Reparaturmechanismus durch den ESCRT-III (Endosomal Complexes Required for
Transport II1)-Komplex (Jimenez et al., 2014; Ruhl et al., 2018) initiiert wird. Dadurch
werden die GSDMD-Poren aus der Zellmembran entfernt, sodass es — im Gegensatz
zur klassischen Inflammasomaktivierung — nicht zur Pyroptose kommt und die Zellen
uberleben.

Dies ist eine entscheidende Voraussetzung fur den sich in der Zirkulation
abspielenden Prozess (E-Selektin-vermitteltes Rollen entlang des entzindlich
veranderten Endothels), da ein vorzeitiger Zelltod zu diesem Zeitpunkt die
Auswanderung von neutrophilen Granulozyten ins Gewebe und Effektorfunktionen
im Gewebe unterbinden wurde.

Durch diese Arbeit konnten wir nicht nur den aktiven Sezernierungsmechanismus
von ST00A8/A9 aus neutrophilen Granulozyten entschlusseln, sondern auch erstmals
eine bislang vollig unbekannte Art der NLRP3-Inflammasomaktivierung aufdecken,
die sehr schnell ablauft und reversibel ist.

In einer weiteren Studie ist es unserem Labor zudem gelungen, die E-Selektin-
vermittelte Inflammasomaktivierung auch in neutrophilen Granulozyten von
Neugeborenen zu  beschreiben. Wir konnten zeigen, dass dieser
Aktivierungsmechanismus bei Neugeborenen weniger stark ausgepragt ist, was unter
anderem durch eine reduzierte Expression von Kv1.3 auf neonatalen neutrophilen

Ganulozyten erklart werden kann (Wackerbarth et al., 2024).

5.2 Die Funktion neutrophiler Granulozyten bei Nierendysfunktion (Ma*,
Immler* et al. 2022, Blood und Immler*, Lange-Sperandio* et al. 2020, Front.

Immunol.)

Zwei weitere Projekte widmeten sich der Funktion neutrophiler Granulozyten im
Kontext akuter und chronischer Nierenleiden. Zum einen untersuchte unsere
Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern

aus Deutschland und Italien die Auswirkungen hoher Harnsaurespiegel auf die
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Funktion neutrophiler Granulozyten. Hohe Harnsaurekonzentrationen im Blutplasma
treten insbesondere bei Personen mit verminderter Harnsaureausscheidung (bei
ansonsten meist normaler Nierenfunktion) sowie in seltenen Fallen bei Patientinnen
und Patienten mit Mutationen in Harnsauretransportern auf (So & Thorens, 2010).
Die erhohten Werte steigern das Risiko fur Gichtarthritis (Martinon et al., 2006),
Harnsaurenephropathie (Coté et al.,, 2020) sowie die Bildung von Harn- und
Nierensteinen (Kim et al., 2017). Kristalline Harnsaure hat dabei eine stark
proinflammatorische ~ Wirkung (siehe  auch MSU-Kristalle bei der
Inflammasomaktivierung) (Martinon et al., 2006).

Im Gegensatz dazu gibt es widerspruchliche Befunde hinsichtlich der Wirkung
geloster Harnsaure auf Immunzellen. Einige in vitro-Studien zeigen eine
proinflammatorische Wirkung von geloster Harnsaure (Braga et al., 2017), was
vermutlich auf die spontane oder unkontrollierte Bildung von Harnsaurekristallen
zuruckzufuhren ist. Geloste Harnsaure selbst scheint hingegen eine eher
antiinflammatorische Wirkung zu besitzen (Ma et al., 2020). Zudem ist bekannt, dass
beispielsweise Patientinnen und Patienten mit Niereninsuffizienz, insbesondere
Dialysepatienten, ein erhohtes Risiko fur Infektionen haben (Cohen & Horl, 2012;
Rossaint et al., 2011), was auf eine mogliche Unterdruckung der Immunzellreaktion
aufgrund hoher Harnsaurespiegel hinweisen konnte. Bislang war unklar, inwieweit
neutrophile Granulozyten eine Rolle in diesem Zusammenhang spielen und wie hohe
Harnsaurespiegel die Funktion dieser Zellen beeinflussen.

Wir konnten nun nachweisen, dass hohe Harnsaurespiegel die Funktion neutrophiler
Granulozyten negativ beeinflussen (Ma et al.,, 2022). So fuhrten hohe
Serumharnsaurekonzentrationen zu einer verringerten Adhasion neutrophiler
Granulozyten an das Endothel im Cremastermuskelmodell der Maus nach MSU-
Kristallapplikation (Abbildung 8). Weiter war auch die Auswanderung neutrophiler
Granulozyten in das entzundlich veranderte Gewebe und reduziert.

Mechanistisch zeigte sich, dass die Aufnahme von Harnsaure uber den Urat-
Transporter SLC2A9 zu einer Storung des intrazellularen pH-Werts der Immunzellen
fuhrt. Der erniedrigte zytosolische pH-Wert beeintrachtigt das Recycling von f2-
Integrinen und die Aktindynamik, was sich in reduzierter intravaskularer Adhasion,
Transmigration und Phagozytoseaktivitat widerspiegelte. Andere Effektorfunktionen,
wie beispielsweise die Freisetzung von neutrophilen Extrazellularen Fallen (NETSs),

blieben von diesen Veranderungen jedoch unberuhrt.
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Abbildung 8 Wirkung hoher Serumharnsaurekonzentrationen auf die Funktion neutrophiler Granulozyten.
Harnsaure wird (ber den Urat-Transporter (UAT) SLC2A9 in neutrophilen Granulozyten aufgenommen und
verdndert das intrazelluldre pH-Milieu. Dies beeintrachtigt das Integrinrecycling und die Aktindynamik, was zu
einer reduzierten Adhdsion im Gefdl8, einer verminderten Transmigration sowie einer Storung weiterer
Effektorfunktionen wie der Phagozytose und der Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen ftihrt (rote Pfeile).
Modifiziert aus (Ma et al., 2022).

In einer weiteren Studie im Kontext akuter Nierendysfunktion untersuchten wir die
Rolle von Uromodulin (Tamm-Horsfall-Protein, THP) bei der Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten. Uromodulin ist ein nierenspezifisches,
membranstandiges Glykoprotein, das unter physiologischen Bedingungen den
apikalen Bereich von Tubulsepithelzellen im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife
auskleidet (Pennica et al., 1987). Es kann durch proteolytische Spaltung in das Lumen
abgegeben werden, wo es polymerisiert (pUMOD) und mit 50-150 mg/Tag das am
haufigsten vorkommende Protein im Urin darstellt (Devuyst et al., 2017;
Santambrogio et al., 2008). Uromodulin spielt eine wichtige Rolle im Wasser- und
Elektrolythaushalt und schutzt vor bakteriellen Entzundungen im Harntrakt sowie vor
der Bildung von Nierensteinen (Devuyst et al., 2017). Zusatzlich wird es in geringerer
Menge auch als Monomer nach basolateral (ins Interstitium) abgegeben und ist im
Serum nachweisbar (Scherberich et al., 2017).

Unter pathophysiologischen Bedingungen, wie zum Beispiel bei Schadigung des
Nierenepithels, konnen jedoch auch grolRere Mengen von pUMOD in das umliegende
Nierengewebe gelangen. Dabei scheint pUMOD proinflammatorische Eigenschaften

zu besitzen, was bereits in in vitro-Studien an Monozyten gezeigt wurde (Darisipudi
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etal., 2012). Wie pUMOD Immunzellen in vivo beeinflusst, insbesondere hinsichtlich
der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten, war bislang jedoch unbekannt.

In Zusammenarbeit mit Kolleginnen und Kollegen aus Deutschland konnten wir in
unserer Studie zeigen, dass interstitiell angereichertes pUMOD als endogenes
DAMP-Molekul wirkt und eine Entzindung hervorruft (Immler et al., 2020). Dies
geschieht zum einen durch Stimulation gewebsstandiger Makrophagen, die als
Reaktion TNF produzieren und freisetzen, was zur Einwanderung neutrophiler
Granulozyten in das betroffene Gewebe fuhrt (Abbildung 9). Zum anderen wirkt
pUMOD direkt auf die Endothelzellen postkapillarer Venolen, indem es die
Permeabilitat der BlutgefalBe erhoht und dadurch die Transmigrationskapazitat
neutrophiler Granulozyten steigert. Interessanterweise hat pUMOD jedoch keine
direkte Wirkung auf neutrophile Granulozyten, da es weder chemotaktische
Eigenschaften besitzt noch in der Lage ist, B2-Integrine auf diesen Zellen zu
aktivieren.
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Abbildung 9 Wirkweise von pUMOD auf die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. Interstitiell
angereichertes pUMOD stimuliert die Produktion und Freisetzung von TNF aus gewebsstandigen Makrophagen
und fuhrt dadurch zu einer entziindlichen Verdanderung des Endothels postkapillarer Venolen. Dies beglinstigt die
verstarkte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das betroffene Gewebe. Zusatzlich erhoht pUMOD direkt
die Permeabilitat der Endothelzellen, was einen weiteren Anstieg der Transmigration neutrophiler Granulozyten
begtinstigt (rote Pfeile).

Mit Hilfe dieser Arbeiten konnten wir zeigen, wie potentielle Storungen der
Nierenfunktion einen unterschiedlichen Einfluss auf die Funktion neutrophiler
Granulozyten haben konnen. Wahrend erhohte Harnsaurespiegel im Blut

Immunzellen, insbesondere neutrophile Granulozyten, in ihrer Funktion hemmen,
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kann sezerniertes, polymerisiertes Uromodulin bei akuten Nierenschadigungen zu

einer Ausbildung und Verstarkung einer Entzundung fuhren.

5.3 Die Rolle der Sialyltransferase St3-Gal-IV bei der Rekrutierung
eosinophiler Granulozyten (Immler et al. 2024, PNAS)

Ahnlich wie neutrophile Granulozyten werden eosinophile Granulozyten im
Knochenmark aus myeloiden Vorlauferzellen gebildet und sukzessive in die
Zirkulation abgegeben (Rosenberg et al., 2013). Die Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten spielt eine zentrale Rolle bei der Bekampfung von Wurminfektionen
sowie in der Pathogenese allergischer Atemwegserkrankungen wie Asthma (Gigon et
al., 2023). Neuere Arbeiten zeigen zudem, dass eosinophile Granulozyten wichtige
immun-modulatorische Funktionen ubernehmen konnen, indem sie unter anderem
allergen-spezifische T-Zellen rekrutieren und an der T-Zellselektion im Thymus
beteiligt sind (Jacobsen et al., 2012). Im Gegensatz zu neutrophilen Granulozyten
erfolgt das initiale capturing und rolling eosinophiler Granulozyten hauptsachlich
uber P-Selektin (auf dem Endothel) und PSGL-1 (auf den Leukozyten) (Patel &
McEver, 1997; Sriramarao et al., 1996). Wahrend des Rollens bindet immobilisiertes
CCL11 (C-C motif chemokine ligand 11; auch als Eotaxin-1 bekannt) auf dem
Endothel an den Chemokinrezeptor CCR3 (C-C motif chemokine receptor 3) auf
eosinophilen Granulozyten (Fulkerson et al., 2006) und aktiviert asf+1-Integrine
(integrin inside-out signaling). Dieser Prozess ermoglicht die feste Adhasion der
Zellen durch die Bindung der Integrine an endothelial-exprimiertes VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) (Sriramarao et al., 2000).

Zusammen mit Kolleginnen und Kollegen aus Deutschland und den USA konnte
unsere Arbeitsgruppe aufdecken, dass die Sialylierung von CCR3 auf eosinophilen
Granulozyten, vermittelt durch die Sialyltransferase St3Gal-1V, eine wichtige
Voraussetzung fur die Bindung von CCL11 darstellt und somit maligeblich die
Rekrutierung eosinophiler Granulozyten beeinflusst (Abbildung 10) (Immler et al.,
2024).

So war in St3Gal-1V-defizienten eosinophilen Ganulozyten die Bindung von CCL11 an
CCR3 stark vermindert, was zu einer reduzierten Adhasion der Immunzellen an P-
Selektin, VCAM-1 und CCL11-beschichteten Oberflachen in

Flusskammerexperimenten fuhrte. Infolgedessen war die CCL11-abhangige
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Rekrutierung eosinophiler Granulozyten im Cremastermuskelmodell der Maus nach
TNF-Applikation in St3gal4’”-Mausen ebenso gestort, wie die Rekrutierung
eosinophiler Granulozyten in einem Mausmodell fur Atemwegserkrankungen
(ovalbumin-induced acute airway disease). Weiterhin konnten wir zeigen, dass eine
Storung der St3Gal-IV-abhangigen Sialylierung von CCR3 die Besiedelung des
Thymus und des Fettgewebes mit eosinophilen Granulozyten unter homoostatischen
Bedingungen reguliert.

Mit dieser Arbeit konnte unsere Gruppe die bereits beschriebene Bedeutung der St3-
Gal-IV-vermittelten Sialylierung fur die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
(Frommhold et al., 2008; Sperandio et al., 2006) auf die Rekrutierung eosinophiler

Granulozyten ubertragen und erweitern.
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Abbildung 10 Die Rolle der St3-Gal-1V-vermittelten Sialylierung von CCR3 bei der Rekrutierung eosinophiler
Granulozyten. Wahrend des P-Selektin-vermittelten Rollens entlang des entziindlich verdnderten Endothels
kommen eosinophile Granulozyten mit immobilisiertem CCL11 in Kontakt. Die Interaktion von CCL11 mit CCR3
fuhrt zur Aktivierung von asf1-Integrinen auf den eosinophilen Granulozyten, wodurch diese an endothelial-
exprimiertes VCAM-1 binden und eine feste Adhasion eingehen kénnen. Eine entscheidende Voraussetzung fiir
die Bindung von CCL11 an CCR3 ist die Sialylierung von CCR3 (violettes Quadrat) durch die Sialyltransferase
St3Gal-1V. Die genetische Deletion von St3Gal-IV flihrt zu einer gestérten festen Adhasion unter
Flussbedingungen sowie zu einer verringerten Anzahl ausgewanderter eosinophiler Granulozyten (rote Pfeile).
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die Rekrutierung von Leukozyten zum Ort einer Entzundung ist ein stark regulierter
Prozess, der von einer Vielzahl von Molekulen und Rezeptor-Liganden-Interaktionen
kontrolliert wird (Ley et al., 2007; Maier-Begandt et al., 2024; Schmidt et al., 2013).
Obwohl sich die grundlegenden Mechanismen fur die verschiedenen
Leukozytensubpopulationen stark ahneln, weist ihre Rekrutierung - wie auch in
dieser Habilitationsschrift dargelegt - spezifische Unterschiede auf. Ein vertieftes
Verstandnis des zellspezifischen Rekrutierungsverhaltens und der daran beteiligten
Signaltransduktionskaskaden bietet somit einen potenziellen therapeutischen Ansatz
fur die Behandlung akut und chronisch entzundlicher Erkrankungen.

Unsere Arbeit zu eosinophilen Granulozyten hat gezeigt, dass die Sialylierung des
Chemokinrezeptors CCR3 eine wesentliche Voraussetzung fir die Bindung von
CCL11 sowie die Aktivierung und Rekrutierung dieser Immunzellen darstellt (Immler
et al., 2024).

Weiterhin konnten wir aufzeigen, dass verschiedene Storungen der Nierenfunktion
unterschiedliche Auswirkungen auf die Funktion neutrophiler Granulozyten haben.
Hohe Serumharnsaurespiegel beeinflussen das intrazellulare pH-Milieu und hemmen
damit wichtige intrazellulare Prozesse wie das Integrinrecycling und die Dynamik des
Aktinzytoskeletts (Ma et al., 2022). Im Gegensatz dazu fuhrt die interstitielle
Ablagerung von pUMOD zu einer verstarkten Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten, bedingt durch die direkte Wirkung von pUMOD auf gewebsstandige
Makrophagen und auf die Endothelzellen postkapillarer Venolen (Immler et al.,
2020).

Unsere Untersuchungen zur Rolle von Kv1.3 in neutrophilen Granulozyten — die
zeigen, dass dieser Kanal an der Regulation der festen Adhasion, der
Phagozytoseaktivitat und der Freisetzung von ST00A8/A9 beteiligt ist (Immler et al.,
2022; Pruenster et al., 2023) — erweitern das mogliche Anwendungsspektrum von
Kv1.3-Inhibitoren auf akute und chronische entzundliche Erkrankungen, bei denen
neutrophile Granulozyten eine Rolle spielen. Daruber hinaus unterstreichen unsere
Befunde die haufig unterschatzte Bedeutung neutrophiler Granulozyten bei
Erkrankungen, die traditionell als T-Zell-vermittelt gelten. Der Ky1.3-Inhibitor
Dalazatide (ShK-186) zeigte in einer Phase |-Studie bei Patientinnen und Patienten
mit Psoriasis (ldentifier: NCT02435342) eine klinisch relevante Wirksamkeit, bei

gleichzeitig guter Vertraglichkeit (Tarcha et al., 2017). Interessanterweise ist die
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kontinuierliche Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das betroffene Gewebe ein
zentrales pathophysiologisches Merkmal dieser Autoimmunerkrankung (Katayama,
2018; Németh et al., 2020). Vor dem Hintergrund unserer Ergebnisse zur Funktion
von Ky1.3 in neutrophilen Granulozyten erscheint es daher plausibel, dass ein Teil
der therapeutischen Wirkung von Dalazatide auf die Hemmung der Aktivitat dieser

Zellen zuruckzufuhren ist.

In einem weiterfuhrenden Projekt, das kurz vor Abschluss steht, untersuchen wir
aktuell die Wirkung des schwangerschaftsspezifischen Peptids Prelmplantation
factor (PIF) auf die Funktion neutrophiler Granulozyten. PIF ist ein 15 Aminosauren
langes  Peptid, das von extra-embryonalem  Gewebe der Plazenta
(Trophoblastenzellen) produziert wird (Barnea, 2007; Moindjie et al., 2014) und
wahrend der gesamten Schwangerschaft in der maternalen Zirkulation nachweisbar
ist (Stamatkin et al., 2011; Tzonis et al., 2010). Obwohl die immunmodulatorische
Wirkung von PIF bereits in Tiermodellen fur Autoimmunerkrankungen nachgewiesen
wurde (Weiss et al., 2011; Weiss et al., 2012), sind die molekularen Mechanismen
seiner Wirkung bislang weitgehend unbekannt.

Die Daten der Studie, die im Rahmen des Transregio-Forschungsbereichs 359
(TRR359), PILOT (‘Perinatale Entwicklung der Topologie der Immunzellen’) von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) gefordert wird, zeigen, dass PIF als
endogener Inhibitor von Kv1.3 wirkt und uber diesen Weg die Funktion neutrophiler
Granulozyten beeinflusst. In Ubereinstimmung mit unseren fritheren Arbeiten zur
Funktionsweise von Ky1.3 in neutrophilen Granulozyten (Immler et al., 2022;
Pruenster et al., 2023), beeinflusst auch PIF das sustained Ca?* signaling und
reduziert so die feste Adhasion sowie post-arrest modifications unter
Flussbedingungen in vivo und in vitro. Nach Injektion von PIF konnte im TNF-
stimulierten Cremastermuskel der Maus eine verminderte Adhasion neutrophiler
Granulozyten an das entzundlich veranderte Endothel beobachtet werden.
Interessanterweise war auch die Adhasion neutrophiler Granulozyten in TNF-
stimulierten postkapillaren Venolen des Mesenteriums schwangerer Mause
reduziert. Durch Flusskammerexperimente und den Einsatz gegen PIF gerichteter
Antikorper konnten wir diesen Adhasionsdefekt auf PIF im Serum schwangerer

Mause zuruckfuhren. Daruber hinaus beeintrachtigt PIF — analog zu etablierten
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Kv1.3-Inhibitoren - die Phagozytoseaktivitat neutrophiler Granulozyten und hemmt
die schnelle NLRP3-Inflammasom-vermittelte Freisetzung von ST00A8/A9.

In einem weiteren Projekt untersuchen wir derzeit, inwieweit der von uns
beschriebene Freisetzungsmechanismus von S100A8/A9 aus neutrophilen
Granulozyten uber NLRP3-Inflammasom-gebildete GSDMD-Poren (Pruenster et al.,
2023) auch auf Monozyten ubertragbar ist. Wie bereits erwahnt, exprimieren auch
Monozyten als Vertreter myeloider Immunzellen, S100A8/A9, wenn auch in
geringerer Menge als neutrophile Granulozyten (Pruenster et al., 2016). Der genaue
Mechanismus, wie diese Zellen ST00A8/A9 aktiv sezernieren, wurde bislang nicht
untersucht.

Erste Ergebnisse deuten darauf hin, dass E-Selektin auch bei Monozyten das NLRP3-
Inflammasom aktiviert und es innerhalb weniger Minuten zur Freisetzung von
S100A8/A9 kommt. Im Gegensatz zu neutrophilen Ganulozyten fuhrt die
kontinuierliche Stimulation mit E-Selektin uber einen langeren Zeitraum (1h) bei
Monozyten aber zu erhohten ST00A8/A9-Konzentrationen in den Zelluberstanden.
Zwar  konnten  wir auch  hier die  Aktivierung des  ESCRT-III-
Membranreparaturmechanismus als Reaktion auf die Stimulation mit E-Selektin
beobachten. Warum dies jedoch nicht wie bei neutrophilen Granulozyten zu einer
Unterbindung der S100A8/A9-Freisetzung fuhrt, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch
unklar. Auch die Rolle von Kv1.3 bei der E-Selektin-vermittelten NLRP3-
Inflammasomaktivierung ist Gegenstand aktueller Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe. Es scheint jedoch, dass die NLRP3-Inflammasom-vermittelte
S100A8/A9-Freisetzung in Monozyten trotz der Ahnlichkeiten zu den Mechanismen

in neutrophilen Granulozyten unterschiedlich reguliert ist.

Das vertiefte  Verstandnis  zellspezifischer  Unterschiede (ebenso  wie
Gemeinsamkeiten) bei der Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blutstrom in
entzundetes Gewebe soll dazu beitragen, die Mechanismen akuter und chronischer
Entzundungsvorgange besser zu verstehen und gezielte Interventionsstrategien zu
entwickeln. Auf diese Weise konnten neue therapeutische Ansatze zur Behandlung
gesellschaftlich relevanter Erkrankungen wie Atherosklerose, Typ-2-Diabetes
mellitus oder Adipositas ermoglicht werden. Die in dieser Habilitationsschrift
zusammengefassten Arbeiten sollen hierzu einen kleinen, aber hoffentlich wertvollen

Beitrag leisten.
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8. Abkurzungsverzeichnis

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
ATP Adenosintriphosphat

Btk Bruton’s Tyrosine Kinase

Ca%+ Kalziumionen

[Caz*]; intrazellulare Ca%*-Konzentration

CCL11 C-C motif chemokine ligand 11

CCR3 C-C motif chemokinereceptor 3

CRAC Calcium-release activated calcium

CXCL1 C-X-C motif chemokine ligand 1

CXCR2 C-X-C motif chemokine receptor 2

DAG Diacylglycerin

DAMPs Damage associated molecular patterns

DCs dendritische Zellen

DFG Deutsche Forschungsgemeinschaft

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESCRT-III Endosomal complexes required for transport Il|
GPCR G protein-coupled receptor

GSDMD Gasdermin D

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1

-18 Interleukin-1p

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

K+ Kaliumionen

Kv1.3 voltage-gated potassium channel 1.3

Kv@ DB KvB binding domain

LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen-1

LPS Lipopolysaccharid

MS Multiple Sklerose

MSU Monosodium urate

NETs Neutrophil extracellular traps

NLRP3 NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
NK-Zellen naturliche Killerzellen

Orai1 Calcium-release-activated calcium modulator-1
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PAP-1

PIF

PIP>

PLC
PSGL-1
SOCE
Shk-186
STIM1
Syk
Tcm-Zellen
TCR
Tem-Zellen
TLR4

TNF
TRR359
UAT
UMOD
VCAM-1

5-(4-phenoxybutoxy) psoralen
Prelmplantation factor
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phospholipase C

P-Selectin glycoprotein ligand-1
Store-operated calcium entry
Kv1.3-spezifischer Inhibitor Dalazatide
stromal interaction molecule 1

Spleen tyrosine kinase

central memory T-Zellen
Z-Zellrezeptor

effector memory T-Zellen

Toll like receptor 4
Tumornekrosefaktor
Transregio-Forschungsbereichs 359
Urat-Transporter/ Uric acid transporter
Uromodulin

Vascular cell adhesion molecule-1
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